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RESUMO

Os &cidos organicos e seus sais podem ser utitizadmo aditivos
promotores de crescimento na producdo animal. @tiebj deste
trabalho foi avaliar o uso de sais organicos nacéo de camardes
marinhos, auxiliando na nutricdo e saldd.ii@penaeus vannameio
primeiro estudo, apds avaliacédo de seis sais de fddmiato, acetato,
propionato, lactato, butirato e citrato) pode-seseobar que o0s sais
organicos possuem atividade inibitéria contra wibrpatogénicos para
camardes marinhos. Além disso, a atratividade ewnn de dietas
comerciais aumentaram com a suplementacéo de padpie butirato.
A suplementacdo de propionato também aumentouestiigidade de
energia e fésforo das dietas paralo vannamei No ensaio de
crescimento em agua clara, os camarfes alimentados dietas
suplementadas com diferentes concentracdes deopatpie butirato
(0,5 a 2%) também apresentaram modificacdes nabmita intestinal
e aumento do ganho de peso. A suplementacido deeZ8aitdato em
dietas para camarfes marinhos também melhorowiérefia alimentar
e sobrevivéncia do cultivo em agua clara, alénetingéo de nitrogénio
e taxa de eficiéncia proteica. No cultivo ldovannameiem bioflocos a
suplementacéo de 2% de butirato de sddio aumensolbravivéncia e
produtividade, além de diminuir a concentracdo dactdrias
heterotréficas totais e vibrios no intestino, aumero numero de
hemacitos granulares e hialinos e o titulo de aglgfo. Portanto, o
butirato de s6dio possui potencial para ser usamo promotor de
crescimento em cultivo de. vannameimelhorando o balanco da flora
bacteriana intestinal e indices zootécnicos doivoultde camardes
marinhos em diferentes sistemas, podendo atuar émmbomo
estimulante do sistema imunolégico.

Palavras-chave: Camardo branco do Pacifico, acidos organicos,
butirato de sédio, nutricao, imunologia.






ABSTRACT

ORGANICS SALTS AS FEED ADDITIVE FOR MARINE SHRIMP
Litopenaeus vannamei

Organic acids or their salts can be used as grpvdmoters in animal
production. The objective of this study was to ea# the use of
organic salts in the marine shrimp culture, aidmgutrition and health
of Litopenaeus vannamein the first study, sodium salts (formate,
acetate, propionate, lactate, butyrate and cittzde) inhibitory activity
against pathogenic vibrios for marine shrimp. Meerp the
attractiveness and feed intake of the commercigisdincreased with
propionate and butyrate supplementation. Propiosafglementation
also increased energy and phosphorus digestildityL. vannamei
Under clear water, shrimp fed diets supplementeth wdifferent
concentrations of propionate and butyrate (0.5 %) &lso showed
changes in the intestinal microbiota and highemtjno Supplementation
of 2% butyrate in diets for marine shrimp also ioyad feed efficiency,
final shrimp survival, nitrogen retention and pintefficiency rate.
Under biofloc system, shrimp fed diets supplememt@t 2% sodium
butyrate increased survival and productivity, resti¢the concentration
of total heterotrophic bacteria and vibrios in thestine, while
increasing the number of granular and hyaline hegtesc and
agglutination titre. Thus, it can be concluded thadium butyrate has
the potential to act as growth promoter lin vannameidiets, and
improve the balance of intestinal bacterial florad ashrimp growth
performance under different systems, and act asuktnt of the
immune system.

Keywords: Pacific white shrimp, organic acids, sodium buiyra
nutrition, immunology.
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CAPITULO I

INTRODUCAO GERAL: SAIS Ol}GANICOS COMO ADITIVO
ALIMENTAR PARA CAMARAO MARINHO Litopenaeus
vannamei
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1. INTRODUCAO

Com uma producio de aproximadamente 84 milhdes de toneladas
em 2011, a aquicultura ji € uma atividade relevante para producdo
mundial de proteina de origem animal. Dentre os continentes a Asia
lidera com 90% desta produgdo, produzindo mais de 76 milhdes de
toneladas de pescado (FAO-FISHSTAT, 2013). Segundo os dltimos
dados oficiais da aquicultura brasileira, a atividade no pais cresceu
31,1% em 2011 em relag@o ao ano anterior, produzindo um pouco mais
de 628 mil toneladas de pescado, onde 65,7 mil toneladas provém da
carcinicultura (MPA, 2011). Mundialmente o cultivo de crustaceos
representa  7,0% da producdo aquicola, sendo produzido,
preferencialmente em regides tropicais com d&guas salobras (FAO-
FISHSTAT, 2013).

Contudo, a carcinicultura vem enfrentando algumas dificuldades
para expandir sua producdo. Dentre os fatores que mais afetam a sua
expansdo estdo os problemas com enfermidades. As enfermidades de
camardes podem ser causadas por virus, bactérias intracelulares
(rickettsial like bacteria), enterobactérias, fungos e protozodrios
(MORALES; CUELLAR-ANIJEL, 2008). No entanto, até os udltimos
anos, as viroses tém sido responsdveis pelas maiores perdas economicas
na carcinicultura mundial e brasileira.

Como exemplos, temos a Sindrome de Taura (TSV, Taura
Syndrome Virus) que surgiu no Equador e a Sindrome da Mancha
Branca (WSSV, White Spot Syndrome Virus) que surgiu na Asia, ambas
no inicio dos anos 90 (LIGHTNER et al., 2012a). Lightner (2003)
estima que até 2001 as perdas econOmicas causadas apenas pelo WSSV
ultrapassaram US$ 1 bilhdo nas Américas e na Asia foram de US$ 4-6
bilhdes.

Atualmente a carcinicultura também vem lutando com o
surgimento de uma nova doenga que t€m causado enormes prejuizos na
Asia. Ela é conhecida popularmente como Sindrome da Mortalidade
Precoce (EMS, Early Mortality Syndrome) também caracterizada como
Sindrome da Necrose Hepatopancredtica Aguda (AHPNS, Acute
Hepatopancreatic Necrosis Syndrome). Esta foi primeiramente relatada
na China em 2009, expandindo-se para Vietnd e Maldsia em 2011
(LIGHTNER et al., 2012b), sendo identificada este ano em mortalidades
massivas no México (MAGALLON-BARAJAS, 2013).

Durante um longo tempo, a etiologia desta doenga era
desconhecida, identificado seu agente patoldgico apenas em 2013; uma
cepa de Vibrio parahaemolyticus altamente patogé€nico, que libera
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toxinas que causam disfun¢des no hepatopancreas e consequentemente
as mortalidades de juvenis de Litopenaeus vannamei, 20 a 30 dias apés
o povoamento de pds-larvas nos viveiros (LIGHTNER et al., 2012b;
TRAN et al., 2013).

Além dos problemas causados pela EMS, outras as bactérias do
género Vibrio também sdo responsdveis por mortalidades nas
larviculturas de camardes (VANDENBERGHE et al.,, 1998) e na
intensificacdio de mortalidades quando associada as doencas virais,
como a WSSV (PHUOC et al., 2009).

Os vibrios estdo presentes em grandes quantidades nos meios
aqudticos e possuem grande representatividade na comunidade
microbiana que coloniza o trato intestinal de camardes marinhos,
podendo constituir cerca de 60% da microflora bacteriana intestinal
(LIU et al., 2011a).

Por estes motivos, o uso profildtico de quimioterdpicos com
intuito de prevenir mortalidades, ou até mesmo atuar como promotores
de crescimento é uma pritica comum na aquicultura (SERRANO,
2005). No entanto, o uso de quimioterdpicos, entre eles os antibidticos,
ocasionam diversos problemas importantes que devem ser levado em
consideracdo. Em Penaeus monodon, o uso de oxitetraciclina,
cloranfenicol, entre outros, resultou em deformidade no rostro, carapaga
e cerdas (BATICADOS et al.,, 1990). Para o uso efetivo contra V.
campbellii, doses de enrofloxacino acima de 20mg.L" deveriam ser
usadas, porém apresentam toxidade para os estddios de protozoea 1 e 2
(SOTO-RODRIGUEZ; ARMENTA; GOMEZ-GIL, 2006).

Além disso, os residuos de alimento e fezes contendo antibidtico
podem contaminar o solo do ambiente de cultivo ou animais filtradores
que se encontram neste ambiente. Esta contaminagdo pode resultar no
aparecimento de cepas resistentes, entre elas, bactérias patogénicas para
os animais aquéticos ou até mesmo para os seres humanos (SKJERMO;
VADSTEIN, 1999; VERSCHUERE et al., 2000; HOLMSTROM et al.,
2003; CABELLO, 2006). Por exemplo, em 1992 houve uma epidemia
de célera na América Latina, causada por uma cepa de V. cholerae
resistente a diversos antibidticos. A resisténcia desta cepa foi
relacionada por alguns pesquisadores pelo contato com outras cepas
resistentes depois do uso indiscriminado de antibidticos em fazendas de
camardes marinhos no Equador (SMITH, 2007).

Aliando este problema aos residuos deixados na carne do
camardo, diversos paises baniram o uso de antibidticos na carcinicultura
(VINE; LEUKES; KAISER, 2006). A Unidao Europeia também proibiu,
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a partir de janeiro de 2006, o uso de antibidticos na produgdo animal
(LUCKSTADTS, 2006). No Brasil o Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA, 2013) ja proibiu o uso de diversos
antibidticos; cloranfenicol e nitrofuranos (IN n° 09, 27/06/2003),
quilononas e sufonamidas (IN n° 26, 9/07/2009), espiramicina e
eritromicina (IN n° 14, 17/05/2012); como aditivo alimentar na
producio animal.

Com isso, hd um aumento nas buscas por substincias alternativas
aos antibidticos que atuem na inibicdo de patégenos, prevenindo
enfermidades, bem como promotores de crescimento (LIM;
LUCKSTADTS; KLESIUS, 2010), além da busca por sistemas de
cultivo mais biosseguros, como por exemplo, o cultivo superintensivo
em bioflocos microbiano (WASIELESKY et al., 2000),

1.1 Aditivos alimentares para camaroes marinhos

Dentre os aditivos mais estudados na aquicultura temos os
probidticos, prebidticos, imunoestimulantes, e mais recentemente
substancias fitogénicas e 4cidos organicos (ENCARNACAO, 2010).

A seguir serd dado enfoque breve no uso apropriado destes
aditivos alimentares e como eles podem atuar na nutricio e saide dos
camardes marinhos. Para isto, serdo discutidos suas definicdes e os
mecanismos de acdo.

1.1.1 Probidticos

Devido a grande interagdo dos microrganismos do meio aquatico
e da microbiota intestinal dos animais cultivados, hd uma grande
discussdo sobre o conceito de probidtico na aquicultura. No entanto,
Verschuere et al. (2000) definiram os probidticos como
“microrganismos vivos que ao serem ministrados a tanques de cultivo
atuam beneficamente no organismo aqudtico de interesse, seja
melhorando o consumo ou absor¢do da dieta, o sistema imunoldgico,
balanco de bactérias no trato digestivo ou o ambiente de cultivo
(viveiro)”.

Atualmente, os principais grupos de bactérias utilizadas como
probiético na carcinicultura marinha sido Bacillus (BALCAZAR et al.,
2006; ZHOU; WANG; LI, 2009a), Vibrio (GULLIAN; THOMPSON;
RODRIGUEZ, 2004; RODRIGUEZ et al., 2007) e Lactobacillus
(CASTEX et al., 2008; VIEIRA et al, 2008, 2010; KONGNUM;
HONGPATTARAKERE, 2012). Dentre os mecanismos de acdo destes
microrganismos podemos observar inibicdo de patdgenos, producio de
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enzimas digestivas e melhoria do sistema imunolégico (MOURINO et
al., 2012).

1.1.2 Prebiéticos

Prebidticos sdo ingredientes ndo digestiveis, utilizados nas dietas
que beneficiam o hospedeiro, estimulando o crescimento ou mesmo
ativando o metabolismo de uma ou mais cepas de bactérias presentes no
trato intestinal, regulando assim o balango da microbiota benéfica no
hospedeiro. Os géneros bacterianos mais comumente associados a
utilizacdo de prebidticos sdo os Bifidobacterium e Lactobacillus
(GIBSON, 2004). Os prebidticos mais utilizados na aquicultura sdo os
manoligossacarideos (MOS), frutoligossacarideos (FOS) e inulina
(RINGO et al., 2010).

Assim como o probidtico, os prebidticos podem melhorar o
balanco da microbiota intestinal e respostas imunoldgicas
(YOUSEFIAN; AMIRI, 2009). Li et al. (2007) verificaram o aumento
na contagem de hemdcitos e de espécies reativas de oxigénio (ROIs,
reactive oxygen intermediates) apds a suplementagdo dietética de 0,8%
de FOS para L. vannamei. Outro estudo também mostrou a melhora do
ganho de peso e conversio alimentar de L. vannamei apés a
suplementacdo de 0,04% de FOS (ZHOU; DING; HUIYUAN, 2007).

1.1.3 Imunoestimulantes e fitoterdpicos

Devido a impossibilidade de vacinar camardes, por a sua falta de
sistema imunolégico adaptativo, os imunoestimulantes e fitoterapicos
sdo utilizados com intuito de estimular o sistema imune inato do
camardo antes de uma possivel infeccdo. Entre os compostos
imunoestimulantes destacam-se muitos derivados de paredes celulares
de microrganismos, como peptideoglicanos (PGs), lipopolissacarideos
(LPS) e os B-glucanos (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2008,
p.202). O efeito estimulante de B-glucanos, derivados da parede de
leveduras, ja foi comprovado em diversos estudos com L. vannamei
melhorando parametros imunoldgicos e sobrevivéncia apds desafios
experimentais (SIRIPAISAN et al., 2006; CHANG et al., 2011).

Alguns fitoterdpicos também tém se mostrado com efeitos
imunoestimulantes em camardes. Extratos das algas Gelidium amansii,
Spirulina platensis e Sargassum fusiforme melhoraram parametros
imunolégicos de camardes marinhos e aumentaram a sobrevivéncia apds
desafio experimental com Vibrio (HUANG; ZHOU; ZHANG, 2006; FU
et al., 2007; TAYAG et al., 2010). O uso de extrato de ginseng (Panax
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ginseng) também aumentou a expressdo de genes imunoldgicos de L.
vannamei (LIU et al., 2011b).

1.1.4 Acidos orgdnicos

Estudos com cepas de bactérias dcido lacticas comprovaram que
seu potencial de inibi¢@o contra bactérias patogénicas se deve muito pela
producdo de 4cidos organicos, como o 4cido acético e lactico
(VAZQUEZ; GONZALEZ; MURADO, 2005). Contudo, relatos de
estudos com dcidos organicos ou seus sais em camardes marinhos sao
limitados.

Os 4cidos organicos exercem efeitos sobre o desempenho
zootécnico dos animais durante os cultivos através de mecanismos
distintos, que serdo abordados no tépico a seguir.

1.2 Efeitos dos acidos organicos na dieta e nos animais
Os 4cidos organicos exercem diferentes efeitos na dieta, no trato
intestinal e metabolismo do animal cultivado (Quadro 1).

Quadro 1 - Efeitos dos dcidos orgénicos e seus sais na nutri¢do animal.
Adaptado de Liickstadts (2008).

Local de acao Forfna Efeitos
efetiva
Redugao do pH
Dieta H+ Desnaturacdo de proteinas
Redugfo no crescimento microbiano
H+ e Anion Efeito antibacteriano
Mudanga na microbiota do trato
. Tra‘to Redugdo no pH do estdmago e duodeno
intestinal H+ Aumento da atividade de pepsina
Anion D2i+sp0nibzi+liza(;§ro de %étionser
(Ca™ ,Mg™,Fe” ,Cu™ ,Zn")
Metabolismo H+ e Anion Fonte de energia

H+ - Forma nio ionizada. Anion — Forma ionizada.

1.2.1 Efeitos na dieta

Na dieta, os 4acidos organicos funcionam como agentes de
conservacdo, reduzindo o pH do alimento, inibindo o crescimento
microbiano e diminuindo a absor¢do de organismos patogénicos
(LUCKSTADTS, 2007). Estes compostos também podem ser utilizados
na elaboracdo de silagem de pescados, trazendo efeitos benéficos, como
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o auxilio na digestdo das proteinas pela redu¢cdo do pH, que em valores
baixo sdo desnaturadas, aumentando a drea de atuacdo das enzimas
(LUCKSTADTS, 2008). Eles também podem ser utilizados para
modificar o pH das dietas e leva-las a valores de pHs desejados para um
melhor aproveitamento dos nutrientes. Contudo, estudos avaliando o
efeito de diferentes valores de pHs em dietas para animais aquédticos sdo
€SCassos.

1.2.2 Efeito antimicrobiano no trato intestinal

No trato intestinal dos animais, os acidos organicos inibem o
crescimento de bactérias, principalmente as Gram-negativas. Os dcidos
na sua forma nfo ionizada conseguem entrar pela parede das bactérias e
realizar a liberacdo de prétons no citoplasma, onde estas consomem uma
grande quantidade de ATP para exportar os prétons do interior da célula
para fora, tentando manter o equilibrio do pH intracelular. Esse gasto de
ATP resulta em uma deplecdo de energia celular e posteriormente a
morte (Figura 1). (LUCKSTADTS, 2008, DEFOIRDT et al., 2009).

pKa = 4,7
CH,(CH,),C00° &———2 CH,(CH,),COOH
pH (1)
difusdo

()

CH,(CH,),CO0" + H* <___’ CH,(CH,),COOH
pH

€)

Figura 1 - Mecanismo da atividade bacteriostética de dcidos organicos
(4cido butirico, como exemplo). Os &cidos organicos na sua forma
indissocidvel atravessam a membrana celular (1), e dissociam-se no
citoplasma (2). Consequentemente, as bactérias t€m que gastar energia
para exportar o excesso de prétons (3). Adaptado de Defoirdt et al.
(2009).

Apesar desta ser a forma mais citada por diversos autores, a
liberacdo de prétons no citoplasma nédo € o tinico mecanismo de inibicio
dos 4cidos orginicos. Outro mecanismo bem conhecido na ecologia
microbiana do solo é a liberagdo de &4cidos orgénicos, como citrato,
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malato e oxalato, pelas bactérias presentes em simbiose nas raizes das
plantas leguminosas. Estes &4cidos organicos formam complexos
quelantes com os minerais, principalmente com o ferro, competindo
assim com sideréforos produzidos por bactérias patogénicas, limitando a
disponibilidade destes micronutrientes paras estas bactérias, inibindo
seu crescimento (JONES, 1998; CARDOSO;NOGUEIRA, 2007, p.88).

1.2.3 Efeito no metabolismo

No metabolismo animal, os 4cidos organicos também podem
afetar a acdo de enzimas digestivas, como a pepsina, através da redugdo
do pH da dieta (LUCKSTADTS, 2008), ou ainda, a presenca destes
acidos ou seus sais podem alterar a atividade in vitro de tripsina e
quimotripsina de camardo marinho L. vannamei (NOLASCO, 2013).

Ainda podem servir como fonte de energia para o animal, pois
sdo componentes de diversas rotas metabdlicas. Enquanto o &cido
lactico pode promover a disponibilizacdo rdpida de piruvato, o dcido
citrico ou fumarato podem entrar como intermedidrio do ciclo de Krebs.
Ainda, os dcidos graxos de cadeia curta, como o butirato, podem ser
direcionados para produzir energia pelo ciclo dos acidos carboxilicos,
assim como outros 4dcidos graxos de cadeia longa (Figura 2)
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2007).

[ lactato SN Piruva J

[ Acid . Lud  Aceti-CoA |

Figura 2 — Desenho esquematico das participacdes dos dcidos graxos de
cadeia curta no metabolismo animal.

1.2.4 Efeitos na disponibilidade de minerais
Outros estudos com 4dcidos organicos relatam a agdo destes no
aumento da disponibilizacdo e digestibilidade de minerais, podendo



33

reduzir a excre¢do de fésforo (P) e nitrogénio (N), diminuindo a carga
de residuos de efluentes da aquicultura (vide revisdo de PANDEY;
SATOH, 2008).

De acordo com a origem da fonte proteica, pode ocorrer inibi¢ao
da absor¢do de minerais, devido a presenca do fitato e fosfato tricdlcico
em ingredientes de origem vegetal. Estes inibidores atrapalham na
absorcdo do N e P, além de varios outros minerais, como potéssio (K),
magnésio (Mg), cdlcio (Ca), zinco (Zn), ferro (Fe) e cobre (Cu), que
também fazem parte dos agrupamentos (LEINER, 1994; BARUAH et
al., 2007; PANDEY; SATOH, 2008). A melhoria na digestibilidade dos
minerais devido a utilizacdo de 4cidos organicos ou seus sais pode
ocorrer de trés formas: (i) baixa do pH, resultando em uma maior
dissociagdo dos compostos minerais, (ii) reducdo da taxa de
esvaziamento do estdmago, e (iii) a formac¢do de complexos minerais
quelados, que sdo facilmente absorvidas no intestino (HOSSAIN;
PANDEY; SATOH, 2007).

1.3 Uso de acidos organicos e seus sais na producio animal

Durante a dltima década, uma maior compreensio foi adquirida
da importancia da microbiota intestinal de animais aquéticos em relacio
a sua nutricdo e saude. Hd evidéncias de que a complexa ecologia
microbiana do intestino fornece beneficios nutricionais e protecdo contra
patégenos. Devido a este fato, é crescente o nimero de trabalhos
avaliando os efeitos dos aditivos alimentares com intuito de promover
melhorias na digestdo de nutrientes, na saide e no desempenho
zootécnico dos animais (ENCARNACAO, 2010). Por estes motivos, ha
um aumento de pesquisas com os dcidos organicos e seus sais nos
dltimos anos, sendo o diformiato de potdssio (KDF), a primeira
substancia aprovada pelo Conselho Europeu para uso como promotor de
crescimento ndo antibidtico na produgdo animal (NG et al., 2010).

A suplementa¢do de dietas com dcidos organicos para aves e
suinos ja foi amplamente estudada, com resultados consistentes. O uso
de misturas de dcidos organicos e inorganicos é comum em dietas para
as fases pré e pds-desmame de suino, com o objetivo de auxiliar a
digestdo proteica e controlar a proliferacdo bacteriana intestinal. Os
acidos organicos resultam em maior consumo da dieta, maior
crescimento, além de beneficios a mucosa intestinal, similar 4 dos
antibiéticos promotores de crescimento. Possivelmente, a inibi¢do da
colonizagdo por microrganismos traga beneficios & mucosa intestinal
favorecendo a estrutura das vilosidades. Esse efeito pode ser ocasionado
pela reducdo das perdas por descamacdo, causado pelas toxinas de
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bactérias patog€nicas, proporcionando aumento do tamanho de
vilosidades e, consequentemente, maior drea de absor¢do de nutrientes e
saide dos animais (PARTANEN; MROZ, 1999; VIOLA; VIEIRA,
2007).

Em suinos, a suplementacdo dietética de diferentes dcidos
organicos t€m mostrado melhorias em diversos parametros analisados.
A suplementacdo de dcido benzdico aumentou o ganho de peso, o
consumo alimentar e a digestibilidade do nitrogénio total (HALAS et
al., 2010). Outro estudo com 4cido férmico aumentou a eficiéncia da
fitase na absorcdo do fésforo (BLANK et al., 2012). A suplementagio
de 0,3% de butirato de sédio para reprodutores durante a gestacdo de
suinos melhorou os parametros zootécnicos de leitdes (LU; SU;
AJUWON, 2012).

Na producio de frango de corte a suplementa¢do com butirato de
s6dio melhorou a imunidade e o ganho de peso (ZHANG et al., 2011).
Em outros estudos a suplementagio de 2-3% de acido butirico, fumarico
ou latico na engorda de frangos aumentaram o ganho de peso e a altura
das vilosidades intestinais (ADIL et al., 2010, 2011).

O uso do 4cido butirico ou butirato de sédio para melhoria da
saude intestinal € destaque no meio cientifico, e seus efeitos em animais
terrestres € humanos sdo mais estudados. O butirato, além de fornecer
energia para as células epiteliais, aumenta a proliferacdo e diferenciagio
destas células aumentando a altura das vilosidades intestinais (GALFI,;
BOKORI, 1990). Na revisdo de Hamer et al. (2008) sobre a funcio do
butirato na saide do colén intestinal de humanos, os autores citam que
ele possui efeitos na inibicdo da carcinogénese do cdlon, efeito anti-
inflamatdrio, inibe o estresse oxidativo, aumenta as barreiras de defesa
do intestino e aumenta a saciedade.

Nos ultimos anos, diversos aditivos alimentares comerciais foram
desenvolvidos, possuindo diferentes dcidos organicos ou seus sais como
principio ativo. Dentre as grandes empresas que possuem estes produtos
estio a Biomin, Nutri-Ad e Novus. Muitos destes produtos sio
constituidos de misturas de diferentes 4dcidos e sais organicos e
inorgénicos, além de fitoterdpicos e imunoestimulantes.

Entre os dcidos organicos mais utilizados comercialmente estdo o
acido férmico, propidnico, lactico, butirico e citrico. Alguns destes
produtos possuem revestimentos derivados de Oleos vegetais, que
possibilitam a liberagdo do seu principio ativo somente no intestino dos
animais cultivados. Além disso, na aquicultura, esses revestimentos
ajudam a proteger contra a lixiviagdo dos dcidos ou sais organicos.
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Os primeiros estudos com a suplementacdo de sais organicos na
dieta de animais aqudticos foi publicado nos anos 90, mostrando
resultados promissores em salmio (Salvelinus alpinus). Ringo (1991) e
Ringo; Olsen e Castell (1994) observaram que a adi¢cdo de 1% de lactato
na alimentacdo do salmio aumentou o crescimento e a efici€ncia
alimentar, diminuiu a ocorréncia de diarréia durante o cultivo e ndo
alterou a qualidade da carne do filé.

Além da melhoria nos parametros zootécnicos, nos ultimos anos
diversos artigos relatam também a maior disponibilidade de minerais
com o uso dos 4cidos organicos. A adi¢do de dcido férmico na dieta (0,4
e 1%) para truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) reduziu o pH intestinal
e aumentou a digestibilidade aparente dos minerais fdsforo (P),
magnésio (Mg) e célcio (Ca) (VIELMA; LALL, 1997). Para carpa rohu
(Labeo rohita), que é um peixe agdstrico, a suplementagdo com 4cido
citrico (3%) resultou em aumento da disponibilidade de minerais na
dieta e consequentemente aumentou a mineralizacio Ossea,
principalmente nas dietas com niveis de proteinas abaixo da exigéncia
para esta espécie (BARUAH et al., 2005, 2007).

Estudos com o pargo vermelho (Pagrus major) mostraram que o
uso de 4cido citrico nas concentracdes de 1% a 3% favorece a melhoria
no crescimento dos peixes, a taxa de conversao alimentar e a absor¢do e
retencdo de N e P. (SARKER; SATOH; KIRON, 2005; HOSSAIN;
PANDEY; SATOH, 2007). Os autores destes estudos relacionam o uso
do 4cido citrico com a redugdo do potencial de polui¢do ambiental dos
residuos nos cultivos de pargo vermelho, desenvolvendo assim dietas
ecologicamente amigéveis.

J4 esturjoes europeu (Huso huso) alimentados com dieta
suplementada com 2 e 3% de dacido citrico apresentaram maiores
retencdes no musculo de Ca e P, que foi atribuido pelos autores a dois
fatores: (1) o efeito da redugdo de pH da dieta havendo maior
solubilizag¢do destes compostos, e (2) o efeito da quelagdo do Ca e P
pelo 4cido citrico (KHAJEPOUR; HOSSEINI, 2012a). Olhete (Seriola
quinqueradiata) alimentado com dietas suplementadas com 0,5% e 1%
de 4cido citrico também apresentaram aumento na retencdo de P
(SARKER et al., 2012a, 2012b).

Trutas arco-iris alimentadas com dieta suplementada com 1% de
diformiato de s6dio (NaDF) apresentaram aumento na digestibilidade de
lipideos, cinzas e proteinas, além de todos os aminodcidos essenciais e
ndo essenciais com excecdo da fenilalanina. Além disso, o NaDF
também aumentou a estabilidade da racdo (MORKEN et al.,, 2011).
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Contudo, a suplementacdo de 1,2 % de KDF ndo alterou a
digestibilidade da dieta para o salmdo do Atlantico (Salmo salar)
(MORKEN et al. 2012).

Em um estudo com tildpias hibridas (Oreochromis sp.) ndo foi
observado diferenca no pH da dieta incluindo concentracdes de 0,1% a
0,3% de uma mistura de dcidos orginicos (ndo especificada) e
consequentemente os autores ndo observaram diferenca nos pardmetros
zootécnicos e na digestibilidade aparente de proteina, lipideo e fésforo
(NG et al., 2009). Assim como Gao et al. (2011), que ndo observaram
alteracdes no crescimento e na digestibilidade de macronutrientes e
aminodcidos da truta arco-iris alimentadas com dieta suplementada com
uma mistura de 1% de formiato e butirato de sédio.

Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentadas com dieta
suplementada com 0,5% de 4cido alginico (polissacarideo que possui
grupos carboxilicos) também ndo apresentaram mudangas nos
parAmetros zootécnicos nem na microbiota bacteriana e morfologia
intestinal (MERRIFIELD et al., 2011). J4 a tildpia hibrida (Oreochromis
sp.) alimentada com dieta suplementada com 0,6% de KDF apresentou
aumento do ganho de peso e alteracdo da microbiota intestinal (ZHOU
et al,. 2009). O uso de dieta suplementada com 0,6% de uma mistura de
dcidos propidnico e férmico resultou em alteragdes na microbiota
intestinal em trutas arco-iris (JAAFARD et al., 2013).

Os 4acidos organicos também podem alterar a atratividade das
deitas. Xie; Zhang e Wang (2003) observaram efeitos atrativos para
tildpias (Oreochromis niloticus) alimentadas com dietas suplementadas
com 4cidos citrico e lactico, enquanto o acido acético e metacetdnico
tiveram efeitos repulsivos.

Os é4cidos organicos também podem interferir na satide animal,
sendo uma alternativa importante para substituicdo de quimioterapicos
(DEFOIRT et al., 2011). Alguns estudos relatam o aumento da
sobrevivéncia de animais aqudticos suplementados com dcidos
organicos e desafiados com bactérias patogénicas. Estudos com tildpias
hibridas (Oreochromis sp.) suplementadas com 0,1% de KDF
demonstraram uma diminui¢io na taxa de mortalidade das tildpias, apds
desafio com Streptococcus agalactiae, de 58,3% para 16,6% (NG et al.,
2009).

Estudos com artémias (Artemia franciscana) demonstraram que a
utilizacdo de 20 mM dos 4cidos férmico, acético, propidnico, butirico e
valérico na dgua de cultivo das artémias aumentaram a sobrevivéncia
apos desafio com Vibrio campbellii (DEFOIRDT et al., 2006).
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Mudangas metabdlicas também podem ser observadas com a
utilizacdo de 4cidos organicos ou seus sais como aditivos alimentares.
Estudo com dourada (Sparus aurata) alimentada com dieta
suplementada com 0,3% de butirato de sddio, protegido com 6leo de
dendé, apresentou aumento de vdrios metabdlitos no intestino, como
nucleotideos e derivados, aminoacidos essenciais e intermediarios da
glicdlise, além do aumento no ganho de peso dos animais (ROBLES et
al., 2013).

Porém, a grande desvantagem do uso dos dcidos orgénicos ou
seus sais na aquicultura € que eles possuem alta solubilidade em &gua,
havendo grande lixiviacdo na racdo, necessitando assim de grandes
quantidades para manter sua eficiéncia (DEFOIRDT; SORGELOOS;
BOSSIER, 2011). Com isso, surgem trabalhos testando os polimeros
polihidroxialconoatos, sendo o polihidroxibutirato (PHB, polimero
biodegraddveis de 4cido butirico) o mais comumente estudado.
Curiosamente, varios estudos forneceram evidéncias de que estes
polimeros podem ser degradados no trato gastrintestinal dos animais e,
com isso, resultar em efeitos de biocontrole semelhantes aos descritos
para os 4cidos organicos (DEFOIRDT et al., 2009).

Schryver et al. (2010) observaram que a adicdo de 2 e 5% de
PHB na dieta de juvenis de robalo europeu (Dicentrarchus labrax)
aumentou o ganho de peso, melhorou a conversio alimentar, diminuiu o
pH do intestino, e alterou a comunidade bacteriana do trato intestinal
dos peixes.

Alguns estudos com PHB também relatam seu efeito positivo em
crustaceos. Defoirdt et al. (2007) observaram aumento da sobrevivéncia
de artémias desafiadas com V. campbellii, cultivadas com adi¢do de
PHB na 4gua. Larvas do Macrobrachium rosenbergii, camardo gigante
da Maldsia, alimentadas com artémias enriquecidas com PHB e 4cidos
graxos poliinsaturados (PUFAs) apresentaram melhores resultados de
sobrevivéncia e desenvolvimento larval, além de apresentarem uma
menor contagem de bactérias totais e de Vibrio spp. (NHAN et al.,
2010).

Todavia, é possivel aumentar a eficiéncia da utilizacdo do PHB,
fornecendo na dieta bactérias ditas como probidticas que possuem alto
potencial de degradacdo desta molécula. Com este intuito foi isolado
cepas degradadoras de PHB de trés espécies: esturjdo siberiano
(Acipenser baerii), robalo europeu (D. labrax) e camardo gigante da
Maléasia (M. rosenbergii). As duas melhores cepas de cada espécie que
apresentaram maior potencial de degradacdo de PHB em testes in vitro,
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foram selecionadas para testes in vivo com artémia. Quando colocadas
em conjunto com PHB as cepas isoladas do robalo europeu e do
camardo gigante da Maldsia aumentaram a sobrevivéncia de artémias
desafiados com V. campbellii (LIU et al., 2010).

1.4.1 Uso de dcidos orgdnicos e seus sais na carcinicultura

Estudos com o uso de acidos orgédnicos no cultivo de camardes
marinhos sdo escassos. Segundo Liickstddts (2008), até este ano havia
apenas relatos de dois trabalhos. Tung et al. (2006, apud
LUCKSTADTS, 2008) relatou que a adi¢do de 0,5% de citrato de s6dio
com lactobacilos inativados impulsionou o crescimento do camario
Masurpenaeus japonicus. Outro estudo sugere que a dose de 0,25% de
formiato de cdlcio pode aumentar a sobrevivéncia do Penaeus monodon
em fazendas de Taiwan (TAN SEONG LIM, comunicacido pessoal
2005, apud LUCKSTADTS, 2008).

Mais dois estudos foram relatados em revistas de divulgacdo
técnica. Penaeus monodon alimentado com dieta suplementada com
0,1% de produto comercial composto por 30-40% de butirato de sédio
protegido com Oleos vegetais, apresentou melhorias na digestibilidade
da matéria seca, energia e proteina bruta e, em cultivo, aumentou 9% do
ganho de peso e 3% da sobrevivéncia (NUEZ-ORTIN, 2011). Ja juvenis
de Litopenaeus vannamei alimentados com dieta suplementada com
0,5% de KDF apresentaram valores superiores de ganho em peso e
sobrevivéncia, apresentando no final uma produtividade de 19,5% maior
em relacdo aos camardes alimentados com dieta ndo suplementada
(KUHLMANN; JINTASATAPORN; LUCKSTADT, 2011).

Alguns autores através de ensaios in vitro ja sugeriam que 0 uso
de alguns dcidos orgéanicos, como 4cido férmico, acético, propidnico e
butirico, inibem o crescimento de vibrios patogénicos para camardes
marinhos (MINE; BOOPATHY, 2011; ADAMS; BOOPATHY, 2013).

Silva et al. (2013) observaram o potencial de seis sais de sédio
(acetato, butirato, citrato, formiato, l-lactato, propionato) como aditivos
alimentares de L. vannamei através de ensaios de inibi¢do de patdgenos
in vitro, contagem bacterioldgica da microbiota intestinal, atratividade,
consumo e digestibilidade das dietas suplementadas com estes sais
organicos. Os autores relataram boa atividade inibitéria de vibrios para
acetato, butirato, formiato e propionato. Além disso, o butirato
apresentou efeito atrativo na dieta e aumento de consumo, enquanto o
propionato apresentou aumento na digestibilidade de fosforo e energia.
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H4 relatos da suplementag¢do de outros acidificantes em dietas
para camardes marinhos. Estudos publicados com a suplementagdo
dietética do alginato de sédio em L. vannamei e P. monodon relatam,
para as duas espécies, que o alginato de s6dio apresenta melhorias nos
pardmetros imunoldgicos atuando como imunomodulador, e em alguns
casos melhora a sobrevivéncia frente desafio experimental com V.
alginolyticus (CHENG et al., 2005; LIU et al., 2006; YEH et al., 2009).
No entanto, Cheng et al. (2005) ndo observaram mudancas nos
parimetros zootécnicos na engorda de L. vannamei alimentados com
dietas suplementadas com 0,05% a 0,2% de alginato de sédio. Anuta et
al. (2011) verificaram que a adi¢do de até 2% do 4cido inorginico
comercial, com base no sulfato de célcio, ndo alterou os pardmetros
zootécnicos do L. vannamei, contudo verificou-se o aumento da resposta
imunoldgica e alteracdo da microbiota intestinal.

1.5  Cultivo superintensivo em sistema de bioflocos

Com intuito de possuir um sistema com maior biosseguranca
contra as doencas e aumentar a produtividade, a carcinicultura mundial
desenvolveu sistemas de cultivos intensivos ou superintensivos com
baixa renovagdo de dgua, destacando-se o sistema de cultivo em flocos
microbianos (SCHUUR, 2003; PRUDER 2004; AVNIMELECH, 2006;
TAW, 2010). Esta produtividade elevada pode ser alcancada
trabalhando a relagdo entre Carbono:Nitrogénio (C:N) dentro dos
sistemas de cultivo para manter uma boa formagdo do floco microbiano
(AVNIMELECH, 1999).

Os cultivos superintensivos de camardes em bioflocos sao
altamente tecnificados, utilizando tanques pequenos (mdximo 0,4 ha),
alta densidade de cultivo (200-900 camar()es/mz), troca zero de dgua e
formacdo de flocos microbianos em suspensdo (WASIELESKY et al.,
2006). Por ndo fazer renovacdo de 4gua, ter cobertura do fundo dos
viveiros com geomembrana e a possibilidade de uso de larvas livres de
patégenos especificos (SPF, do inglés Specific Pathogenic Free) este
sistema de cultivo é reconhecido por ter maior biosseguridade
(MCINTOSH, 2001).

O cultivo neste sistema favorece a formagdo dos bioflocos
microbianos (BRATVOLD, BROWDY, 2001), que sdo agregados
microbianos com uma mistura complexa, compostos por bactérias,
algas, fungos, protozodrios, rotiferos, nematdides, entre outros. Os
bioflocos sdo constituidos por uma biomassa microbiana, resultante da
conversdo de detritos organicos, sendo consumida regularmente pelos
camardes durante o cultivo (CUZON et al., 2004, WASIELESKY et al.,
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2006). Além de proteina, os flocos contém quantidades importantes de
macronutrientes (célcio, fésforo, potdssio e magnésio) e micronutrientes
(cobre, ferro, manganés e zinco), assim como aminodcidos e dcidos
graxos (MOSS; FOSTER; TACON, 2006). Esse consumo contribui
duplamente para a dindmica do cultivo, pois além de constituir uma
fonte para a nutricdo dos camardes é um eficiente instrumento de
reciclagem dos nutrientes através da biomassa de animais cultivados
(MCINTOSH, 2001).

A manuten¢do de uma concentracdo adequada de sélidos no
cultivo também é de suma importancia para o bem estar do camario.
Ray et al. (2010) relataram que o uso de decantadores no cultivo
superintensivo de camardes marinhos diminuiu os sélidos do cultivo e
consequentemente melhorou parametros de qualidade de dgua e indices
zootécnicos. Schveitzer et al. (2013), ap6s um cultivo de L. vannamei
em sistema de bioflocos com diferentes niveis de solidos totais,
indicaram a manutencdo destes em 400 a 600 mg.L'l. Os autores
também observaram que valores muito baixos prejudicavam a
nitrificacio e consequentemente deterioram a qualidade da &gua,
enquanto valores muito altos (800 a 1000 mg.L'l) aumentavam a
presenca de particulas nas branquias, diminuindo a sobrevivéncia e
produtividade do cultivo.

O uso de aditivos alimentares, como os dcidos organicos, também
podem auxiliar na disponibilidade de nutrientes como o nitrogénio e
fosforo, os dois nutrientes das excretas de peixes e camardes que mais
impactam negativamente o ambiente de cultivo (PANDEY; SATOH,
2008). Com a diminui¢do destes nutrientes no sistema de bioflocos,
pode haver uma melhora na qualidade da dgua do cultivo, levando uma
melhor condicdo para os camardes no sistema de bioflocos
(AVNIMELECH, 2006).

Ademais, a intensificacdo da produg¢do proporciona condigdes
para a proliferacdo de bactérias patog€nicas oportunistas, como 0s
vibrios, principais causadores de bacterioses em camardes (MOURINO
et al., 2008). Além desse fato, a inviabilidade do uso de antibidticos
neste sistema de cultivo, pois estes prejudicariam a manutencido dos
microrganismos que compdem o bioflocos, torna-se necessario o uso de
aditivos alimentares que aumentem a capacidade imunitdria dos animais
aqudticos e diminuem a carga de bactérias patogénicas (DEFOIRDT et
al., 2009). Sendo assim, torna-se interessante o uso dos dcidos orgéanicos
e seus sais com potencial inibitério contracepas de vibrios no trato
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intestinal de camardes, podendo proporcionar aumento nas
sobrevivéncias.
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2  JUSTIFICATIVA

Durante a dltima década, uma maior compreensdo foi adquirida
sobre a importancia da microbiota intestinal de animais aqudticos em
relacdo a sua nutricdo e saide. H4 evidéncias de que a complexa
ecologia microbiana do intestino fornece beneficios nutricionais e
protecdo contra patégenos. Devido a este fato, é crescente o nimero de
estudos que avaliam os efeitos de aditivos alimentares com intuito de
promover melhorias na digestdo de nutrientes, na saide e no
desempenho zootécnico dos animais.

Os estudos realizados até o presente momento indicam que os
dcidos organicos possuem bom potencial como suplementos alimentares
para melhorar principalmente as taxas de desempenho zootécnico,
através da melhoria da eficiéncia alimentar, digestibilidade de
nutrientes; alteracdo da microbiota do intestino e aumento da resisténcia
a doencas das espécies aqudticas. Contudo, estudos com camardes
marinhos sdo praticamente inexistentes, mas necessdrios para melhor
compreender os mecanismos dos potenciais efeitos benéficos destes
compostos.

Além disso, na aquicultura intensiva, hd a necessidade de
melhorar tecnologias de produgdo, com objetivo de diminuir custos e
aumentar a eficiéncia dos sistemas de produgdo, através da reducdo de
poluentes. Sendo assim, alguns estudos evidenciam a redugdo da carga
bacteriana especifica no trato intestinal de animais alimentados com
suplementacdo de dcidos organicos, além da redugdo da excreg¢do de
nitrogénio e fésforo para o ambiente.

O numero limitado de informacdes sobre a influéncia dos acidos
organicos para camardes marinhos proporciona um cardter de ineditismo
e importancia aos estudos que visam avaliar o uso destes como aditivos
alimentares e seu efeito na nutricdo e saide do cultivo de camardes
marinhos, Litopenaeus vannamei.
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3 OBJETIVO

Objetivo Geral

Contribuir para o desenvolvimento da carcinicultura marinha,
avaliando o uso de sais orgédnicos como aditivos alimentares, no auxilio
da nutricdo e sadde de Litopenaeus vannamei.

Objetivos especificos

a) Selecionar diferentes sais organicos para serem testados
em engorda de camardes marinhos através de testes de inibicdo de
patégenos in vitro e in vivo, atratividade de dietas contendo os sais
organicos, além da determinacio coeficiente de digestibilidade aparente
de matéria seca, proteina bruta, energia e fosforo, e estabilidade dos sais
na dieta.

b) Comparar o efeito dos dois melhores sais orginicos
selecionados, em diferentes concentracdes, nos parametros zootécnicos,
composicdo centesimal, reten¢do de nitrogénio e fésforo e parametros
hemato-imunoldgicos na engorda de camardes marinhos em dgua clara.

c) Comparar o efeito dos dois melhores sais orginicos
selecionados em diferentes concentragdes na sobrevivéncia e nos
pardmetros hemato-imunolégicos apds desafio experimental com Vibrio
sp., de camardes marinhos cultivados em dgua clara.

d) Avaliar o uso do sal orginico selecionado nas etapas
anteriores, sobre os parametros zootécnicos, pardmetros de qualidade de
dgua, composicdo centesimal, retencdo de nitrogénio e fdsforo, e
pardmetros hemato-imunoldgicos na engorda de camardes marinhos em
sistema intensivo de bioflocos.

e) Avaliar o uso do sal orgéinico selecionado nas etapas
anteriores sobre a sobrevivéncia e os pardmetros hemato-imunolégicos
apOs desafios experimentais com Vibrio sp., de camardes marinhos
cultivados em sistema intensivo de bioflocos.

4 FORMATACAO DOS ARTIGOS

A tese estd dividida em quatro capitulos. O primeiro referente a
introducdo e revisdo de literatura e os trés demais correspondem cada
um a um artigo. O segundo, terceiro e quarto capitulos estdo formatados
de acordo com as normas da revista Aquaculture (A2, Fator de impacto:
2,009).
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CAPITULO I

Selecdo de sais de acidos organicos por miltiplos critérios para
nutricio de camaroes marinhos

Bruno Corréa da Silval*, Gabriela Soltesl, José Luiz Pedreira Mouriﬁol,
Felipe do Nascimento Vieiral, Walter Quadros Seiffert!

! Universidade Federal de Santa Catarina, Departamento de Aquicultura,
Laboratério de Camardes Marinhos, Servidao dos Coroas 503 (fundos),
Barra da  Lagoa, 88061-600, Floriandpolis, SC, Brasil.

*bcs85 @hotmail.com

*Artigo publicado na Aquaculture em 2013, volume 384-387,
paginas 104-110.
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5 RESUMO

Acidos orgénicos e seus sais podem ser usados como promotores de
crescimento na aquicultura, ajudando na inibicdo de patégenos no
intestino, promovendo energia para 0s organismos aqudticos, e
aumentando a digestibilidade de nutrientes da dieta. O objetivo deste
estudo foi selecionar sais de s6dio, como formiato, acetato, propionato,
lactato, butirato e citrato, com potencial para ser utilizado como aditivo
alimentar para camardes marinhos. Foi realizada uma andlise de inibicao
in vitro contra tr€s espécies de Vibrio (V. harveyi, V. alginolyticus, e V.
anguillarum), em dois pHs diferentes (6,2 e 7,1). A atratividade das
dietas foi analisada pela porcentagem de escolhas positivas e rejeicao
em aqudrios de dupla escolha em formato de labirinto em Y. A
lixiviagdo dos diferentes sais nas dietas foi avaliada apés imersdo em
dgua salgada por 0, 15, 30, 45 e 60 min. Além disso, foi avaliada a
alteracdo na contagem de bactérias intestinais apds alimentacdo dos
camardes durante 14 dias com dietas contendo 2% de seus sais e mais
uma dieta controle. Posteriormente, foi possivel determinar a contagem
de bactérias marinhas heterotréficas totais (Agar Marine), vibrios (Agar
TCBS) e bactérias 4cido lacticas (Agar MRS). Os dados de inibig¢éo in
vitro e in vivo, além dos testes de atratividade e lixiviacdo das dietas,
foram utilizados para selecionar os melhores sais organicos pela andlise
de idedtipo através da distancia de Mahalanobis. Apds esses testes, 0s
tr€s melhores sais foram usados no teste de consumo e digestibilidade de
matéria seca, proteina, energia e fosforo. Os resultados deste estudo
claramente indicam que os sais orginicos possuem atividade inibitéria
contra vibrios patogé€nicos para camardes marinhos, sendo o propionato,
butirato e acetato os sais que apresentaram maior capacidade de inibicao
(p<0,0001). Quanto a estabilidade dos sais nas dietas, moléculas com
maior ndmero de carbonos (C), como butirato (4C), lactato (3C) e
citrato (6C), mostraram menor lixiviagdo. A atratividade e o consumo
das dietas comerciais também aumentaram quando suplementadas com
propionato e butirato (p<0,05). Além disso, propionato de sdédio
diminuiu a concentracdo de vibrios na microbiota intestinal dos
camardes marinhos Litopenaeus vannamei (p<0,05), e aumentou a
digestibilidade de energia (p<0,01) e fosforo (p<0,02). Com isso
podemos concluir que o uso de sais organicos pode melhorar a nutricdo
e satide de camardes marinhos e que o propionato tem potencial como
aditivo alimentar para L. vannamei.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei, sais de sédio, nutri¢do,
inibi¢do de patégenos.
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6 ABSTRACT

Organic acids or their salts can be used as growth promoters in
aquaculture, aiding in pathogen inhibition in the intestinal tract,
providing energy to aquatic organisms, and improving the digestibility
of dietary nutrients. The objective of the present study was to select
sodium salts of organic acids such as formate, acetate, propionate,
lactate, butyrate and citrate, with potential to be used as feed additives
for marine shrimp. In vitro inhibition of three Vibrio species (Vibrio
harveyi, V. alginolyticus, and V. anguillarum), was performed at two
different pH values (6.2 and 7.1). The attractiveness of the diets was
assessed by the percentage of positive choices and rejection, in
aquariums of dual choice Y-maze format. The leaching of different salts
in the diets was also evaluated after immersion in seawater for 0, 15, 30,
45 and 60 min. In order to evaluate changes in the intestinal bacterial
count, shrimps were fed with diets containing 2% of their salts plus a
control diet during 14 days. Later, it was possible to determine the
bacteriological count of total heterotrophic marine bacteria (Marine
Agar) vibrio species (TCBS Agar) and bacteria lactic acid (MRS Agar).
Subsequently, bacterial inhibition in vitro and in vivo, data together with
attractibility assays and leaching of diets were used to select the best
salts by the ideotype test through Mahalanobis distance. After, the top
three salts were used in the tests of feed intake and digestibility of dry
matter, protein, energy and phosphorus. The results of this study clearly
indicate that salts of organic acids possess inhibitory activity against
pathogenic vibrio species in marine shrimp, with propionate, butyrate,
and acetate salts exhibiting the highest inhibitory capacity (p<0.0001).
Regarding the stability of salts in the diets, molecules with a higher
carbon number (C), such as butyrate (4C), lactate (3C), and citrate (6C),
showed less leaching. There was also increased attractiveness and
consumption of commercial diets when they were supplemented with
sodium propionate and butyrate (p<0.05). Furthermore, sodium
propionate decreased the vibrio species concentration in the intestinal
microbiota of marine shrimp (p<0.05), Litopenaeus vannamei, besides
increasing the apparent digestibility of energy (p<0.01) and phosphorus
(p<0.02). Thus, we conclude that the use of salts of organic acids could
improve marine shrimp nutrition and health and that the salt propionate
has the greatest potential for use as a diet supplement for L. vannamei.
Keywords: Litopenaeus vannamei; sodium salts; nutrition; pathogen
inhibition.



54

7 INTRODUCAO

A partir de janeiro de 2006, o uso de antibiticos na produgio
animal foi proibido pela Unido Europeia, sendo esta uma tendéncia
mundial. Isso porque a utilizacdo de antibidticos na alimentagdo animal
induz a transferéncia de resisténcia a espécies de bactérias patogénicas
para animais e seres humanos (Liickstddts, 2006). Com isso, surge um
maior interesse em buscar substancias alternativas aos antibidticos, que
também atuem na inibicdo de patégenos e como promotores de
crescimento (Lim et al., 2010). Neste contexto, o uso de acidos e sais
organicos torna-se uma alternativa promissora para ser utilizada como
aditivos alimentares para animais aquaticos (Liickstadts, 2008).

No trato intestinal dos animais aquaticos, os acidos organicos
inibem o crescimento de bactérias, principalmente as Gram-negativas,
penetrando pela parede celular liberando prétons no citoplasma. Com
isso, as bactérias consomem uma grande quantidade de ATP para
excretar os prétons, tentando manter o equilibrio do pH intracelular,
resultando em uma deplecdo de energia celular, e posteriormente a
morte (Defoirdt et al., 2009).

Os dacidos organicos e seus sais também podem contribuir do
ponto de vista nutricional, podendo servir como fonte de energia, pois
sdo componentes de diversas rotas metabdlicas, por exemplo, para a
geracio de ATP no ciclo do d4cido citrico ou ciclo dos é&cidos
carboxilicos (Lehninger et al., 2007). Adicionalmente, os &cidos
organicos e seus sais podem aumentar a digestibilidade das dietas. Em
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), a suplementacdo da dieta com 1%
de diformiato de sédio (NaDF) incrementou a digestibilidade de
nutrientes como proteinas, aminodcidos e lipideos e da estabilidade da
racdo (Morken et al., 2011).

Ademais, estudos mostraram que o uso de dcido citrico, em
concentragdes de 0,5% a 3%, favorece a reten¢do de nitrogénio (N) e
fosforo (P) no pargo vermelho (Pagrus major) (Sarker et al., 2005;
Hossain et al., 2007), aumenta a biodisponibilidade de célcio (Ca) e P
para esturjao (Huso huso) (Khajepour e Hosseini, 2012), e aumenta a
retencdo de P do olhete (Seriola quinqueradiata) (Sarker et al. 2012a;
Sarker et al. 2012b).

Porém, estudos com o uso de 4cido ou sais organicos no cultivo
de camardes marinhos sdo muito limitados. Liickstadts (2008) relatou a
existéncia de apenas dois trabalhos, ndo publicados em revistas
cientificas. No primeiro estudo, a adicdo de 0,5% de citrato de sédio
com lactobacilos inativados proporcionou o maior crescimento do
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camardo Marsurpenaeus japonicus. Outro estudo sugere que uma dose
de 0,25% de formiato de calcio melhora a sobrevivéncia do Penaeus
monodon em fazendas de Taiwan.

Mais dois estudos foram relatados em revistas de divulgacdo.
Penaeus monodon alimentado com dieta suplementada com 0,1% de
produto comercial composto por butirato de sédio protegido, melhorou a
digestibilidade de matéria seca, proteina bruta e energia, ocasionando
uma melhora no ganho de peso, sobrevivéncia e conversdo alimentar
(Nuez-Ortin, 2011). Ja L. vannamei alimentado com dieta suplementada
com 0,5% de diformiato de potdssio (KDF) mostrou um aumento de
19% na produtividade (Kiihlmann et al., 2011).

Em revistas cientificas, Anuta et al. (2011) verificaram que a
adi¢do de até 2% do acido inorgénico comercial, com base no sulfato de
cdlcio, ndo alterou os parametros zootécnicos do L. vannamei, contudo
verificou-se o aumento da resposta imunoldgica e alteracdo da
microbiota intestinal.

Este estudo foi realizado para selecionar diferentes sais de dcidos
organicos usados na producdo animal, considerando vérios efeitos
benéficos que esses aditivos podem ter sobre o camardo marinho. Entre
os efeitos benéficos potenciais, é possivel citar a inibicdo de patdgenos,
alterac@o microbiota intestinal, aumento da atratividade e palatabilidade,
melhoria de consumo e digestibilidade das dietas, além de manter-se
estavel nas dietas de camardes marinhos. Com isso, o objetivo do
presente estudo foi selecionar sais orgénicos (formiato, acetato,
propionato, lactato, butirato e citrato) com potencial para o uso como
aditivo alimentar para o camarido marinho utilizando os critérios citados
anteriormente.

8 MATERIAL E METODOS

O preparo das dietas e os experimentos foram realizados no
Laboratério de Camardes Marinhos (LCM), as andlises de HPLC no
Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal, e as andlises de
determinacdo do coeficiente de digestibilidade no Laboratério de
Nutri¢do de Organismos Aquadticos, todos pertencentes a Universidade
Federal de Santa Catarina, Brasil.

8.1 Sais organicos

Os sais orginicos (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
utilizados neste estudo foram: formiato de sédio (HCOONa), acetato de
s6dio (CH;COONa), propionato de sédio (CH;CH,COONa), lactato de
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sodio (CH;CH(OH)CHOONa), butirato de s6dio (CH3;CH,CH,COONa)
e citrato de s6dio (HOC(COONa)(CH,COOH),).

8.2 Material biolégico

Foram utilizados camardes Litopenaeus vannamei oriundos da
reprodu¢do da segunda geracdo de uma linhagem livre de patdgenos
especificos (SPF, do inglés Specific Pathogen Free) de notificacio
obrigatéria pela Organizacdo Internacional de Epizootiases (WSSV,
IHHNV, TSV, IMNV e YHV) provenientes da Aquatec Ltda.,
localizada no Rio Grande do Norte, Brasil cultivados no LCM. Os
camardes foram cultivados em sistema intensivo fechado com bioflocos
bacterianos até atingirem o peso necessario para realizacdo dos testes.

8.3 Inibicoes de patogenos bacterianos in vitro

A capacidade de inibi¢do dos sais orgénicos in vitro contra trés
cepas de bactérias patogé€nicas para o camardo marinho (Vibrio harveyi
ATCC 14126, V. alginolyticus BCCM 2068 e V. anguillarum ATCC
19264) foram avaliadas pela metodologia de minima concentragio
inibitéria (MIC, do inglés minimum inhibitory concentration), adaptada
de CLSI (2006), em dois valores de pH (pH da racdo e pH do intestino
de L. vannamei).

O pH da dieta foi mensurado de acordo com a metodologia
descrita por Baruah et al. (2005). Cinco gramas da dieta comercial
foram macerados em gral de porcelana e misturados em 50 mL de dgua
deionizada durante 1 min, utilizando um agitador magnético. Apds a
homogeneiza¢do da dieta o pH da solugcdo foi mensurado. A ragdo
comercial utilizada foi a Guabi 35 EXT 2 mm (Sdo Paulo, Brasil)
(Tabela 1).

Para mensurar o pH do intestino dos camardes (aproximadamente
10 g), quinze animais foram amostrados em tanques de bioflocos e
deixados em jejum durante 24 h em aqudrios de 61,5 L (35x70x25 cm)
com 4gua cristalina, e renovagdo, para eliminar coprofagia e amostrar o
intestino. Posteriormente, cinco camardes foram alimentados uma vez
com a dieta comercial com restricdo (aproximadamente 1% da
biomassa), outros cinco camardes foram alimentados uma vez até a
saciedade e outros cinco permaneceram em jejum, objetivando a
determinacdo do pH intestinal em diferentes situacdes de ingestdo
alimentar. Apds duas horas da alimentacdo o intestino médio dos
camardes foi coletado e o pH mensurado através de um bioeletrodo de
pH (Hanna Instruments - Modelo:HI 1083B, USA) (adaptado de
Schryver et al., 2010).
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Tabela 1 — Composicdo centesimal da dieta comercial, Guabi 35 EXT
(Sdo Paulo, Brasil), e dietas experimentais utilizada nos ensaios.

Dieta

Fracao .
¢ comercial’

Controle’ Acetato® Propionato® Butirato’

Umidade
(%)
Energia
(kcal.g™")
Proteina

Bruta 352,0 338,2 333,8 3322 340,3
(gkg")
Extrato
etéreo 99,8 100,5 99,1 101,3 98,7
(gkg™")
Fibras em
detergente
acido
(gke")
Cinzas
(gkg")
Fésforo
(gkg")

Oxido de
cromio - 4,0 4,2 3,8 4,1

(g.kg-1)

8,2 7,26 7,6 7,2 7,1

4414 4396 4440 4396 4424

27,0 26,1 26,2 24,5 28,1

143.5 141,2 1449 143,9 145,1

20,2 20,5 19,6 21,0 19,9

Ingredientes da dieta: Farelo de soja, farelo de gliten de milho-60, concentrado
proteico de soja, farinha de arroz gelatinizado, farelo de trigo, quirera de arroz,
farinha de carne, farinha de visceras, farinha de peixe, 6leo de peixe, fosfato
bicélcico, lecitina de soja, melaco, cloreto de sédio, premix vitaminico-mineral,
BHT e BHA.

% Dietas utilizadas no teste de digestibilidade.

Para andlise do MIC, cada sal organico foi diluido a 10% em
meio liquido Luria Bertani (LB, 10 g.L”' de peptona, 5 g.L" extrato de
levedura e 30 gL' NaCl), e posteriormente estas solu¢des foram
ajustadas para o valor de pH desejado na andlise, de acordo com o pH da
racdo e do intestino, e esterilizadas por filtracdo em 0,22 um. Nos testes,
foram adicionados 100 pL de LB (ajustado para o pH desejado) a cada
poco da microplaca de 96 pocos de fundo chato, e 200 pL de cada
solucdo de 4cido orginico adicionado ao primeiro poco da linha.
Posteriormente, foi realizada uma diluicdo seriada fator 2 até o 12°
poco. A cultura de bactérias patogénicas mantidas em meio LB foi
semeada a 28 °C por 8 h e preparadas na concentracdo de 1 x 10°
unidades formadoras de coldnias (UFC) por mililitro, de acordo com a
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curva de crescimento (Absorbancia X Concentracdo de células) feita
anteriormente para cada cepa, sendo adicionados 20 upL destas
suspensdes em todos os pocos. Para os controles foi utilizado somente
LB, sem adi¢do dos sais organicos, adicionando-se ou ndo a bactéria
patogénica (controle positivo e negativo, respectivamente). As
microplacas foram incubadas a 28 °C por 12 h e o crescimento dos
microrganismos determinado em leitora de microplaca (ASYS Expert
Plus, UK) DOsgsym. A minima concentrag@o inibitéria foi reciproca da
ultima diluicdo do sal organico onde houve inibi¢do total. Todos os
testes foram realizados em triplicata.

8.4 Preparo das dietas experimentais

A dieta comercial Guabi 35 EXT (Tabela 1) foi previamente
moida e peneirada (500 um) para o preparo de sete dietas, seis contendo
a adigdo de 2% de cada sal de 4cido orginico e uma dieta controle sem
aditivo alimentar. As amostras foram homogeneizadas em misturador Y
por 15 min, com adi¢do de 2% de carboximetilcelulose (CMC, Synth,
Brasil), como aglutinante. Depois de homogeneizadas, foram
adicionados 40% de dgua quente e realizado o processo de peletizacdo
através de um moedor de carne e secagem por 18 h a 40 °C.

8.5 Testes de atratividade das dietas experimentais

A atratividade das sete dietas foi avaliada segundo a metodologia
descrita por Nunes et al. (2006) através do labirinto em Y. Trezentos
camardes com peso inicial de 4,2 £ 0,3 g e peso final apds trés semanas
7,36 £ 1,41 g, foram mantidos em trés tanques de 8.000 L, com cem
camardes por tanque. Para estimular a resposta a alimentacdo, antes da
andlise, os camardes foram mantidos 24 h em jejum. Para a realizacio
dos testes foi utilizado um aqudrio de vidro com formato de um labirinto
em Y com as seguintes medidas: 1,3 m x 0,3 m x 0,4 m (comprimento X
largura x altura). Antes de cada bateria de testes, toda dgua do aquério
era trocada para evitar influéncia de algum nutriente ou resto de racio
que possivelmente poderia estar presente.

Em cada bateria de testes foram comparadas somente duas dietas.
Todas as dietas foram testadas contra todas. As duas dietas testadas
foram oferecidas separadamente em quantidades idénticas (2 g),
colocadas individualmente ao final do perimetro dos bragos do labirinto
em Y. Antes das avaliagdes comportamentais, o camardo foi estocado
por 10 min na camara de aclimatacdo, para permitir a adaptacdo ao
sistema. A duracdo total de cada teste foi de 7 min, no caso da ndo
deteccio do camardo no tempo limite, o espécime de camardo foi
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trocado. Os nimeros de escolhas positivas e rejeicdes foram calculados
em percentagem para realizar uma comparacao final para cada dieta.

8.6 Estabilidade dos sais organicos na dieta

Para verificacdo da estabilidade dos sais organicos nas dietas de
camardes marinhos, estas foram avaliadas quanto a este pardmetro por
cinco periodos de tempos diferentes (0, 15, 30, 45, e 60 min), apds a
imersdo em agua salgada (33%o de salinidade) a 26 °C, de cinco gramas
de cada amostra em triplicata para cada intervalo de tempo. Apds este
periodo, as amostras originais foram secas em liofilizador.

As amostras liofilizadas foram ressuspendidas em 25 mL de dgua
destilada-deionizada, centrifugadas (4000 g por 10 min) e filtradas (0,22
um) previamente a andlise cromatografica. A identificacdo e
quantificacdo dos sais de dcidos organicos de interesse (férmico,
acético, lactico, propidnico, butirico e citrico) foram feitas em sistema
de cromatografia liquida de alto desempenho (Shimadzu LC 10AD),
equipado com coluna de exclusdo idnica Rezex ROA-Acidos orginicos
(Phenomenex, 8% estireno-divinilbenzeno sulfonado em cross-link, 250
mm x 4 mm, 8§ um @), termostatizador (40 °C) e detector UV-visivel
(210 nm). Amostras (10 ul) foram eluidas utilizando-se 4cido sulfirico
0,5N como fase movel, em fluxo de 0,5 mL.min". A detec¢cdo dos
compostos baseou-se no tempo de reteng¢do (min) e co-cromatografia de
compostos padrdes (Sigma-Aldrich, MO-USA) sob idénticas condicdes
experimentais. Curvas-padrdo externas para cada sal de 4cido organico
em estudo foram obtidas para efeito de quantificacdo dos compostos. Os
valores de concentracdo referem-se a média de trés inje¢des sequenciais
por amostra.

8.7 Alteracoes da contagem bacteriana intestinal

Foram utilizados 168 camardes marinhos (L. vannamei) de 9,6 +
0,2 g, distribuidos em 21 aquarios de 61,5 L. (35x70x25 cm), obtendo
assim as triplicatas para cada dieta, anteriormente descrita. Os animais
foram alimentados até a saciedade aparente quatro vezes ao dia. Durante
o periodo experimental monitorou-se diariamente, oxigénio dissolvido,
temperatura (YSI, modelo Pro 20, pH (YSI, modelo Professional Plus)
e, duas vezes por semana, amdnia e nitrito (APHA, 2005). Apés 14 dias
de alimentagdo cinco camardes por unidade experimental foram
coletados formando um pool. Os intestinos dos camardes foram
extirpados assepticamente em cdmara de fluxo laminar com auxilio de
pincas e bisturi, homogeneizados em solucdo salina estéril a 3% de
NaCl em um graal. Em seguida, as amostras foram diluidas serialmente
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(1/10), semeadas em meio de cultura Agar Marine (meio ndo seletivo
para bactérias marinhas heterotrdficas totais), Agar De Man Rogosa
Sharpe (MRS, meio seletivo para bactérias acido-lacticas) e Agar de
Tiossulfato, Citrato, Bilis e Sacarose (TCBS, meio seletivo para
vibrios), e incubadas em estufa a 28 °C. A contagem total de UFC por
grama de intestino foi realizada ap6s 24 h da incubagdo nos meios de
cultura Agar Marine e TCBS e 48 h depois no meio Agar MRS.

8.8 Consumo das dietas experimentais

Sessenta camardes de 9,98 + 0,16 g foram distribuidos em 12
aqudrios de 61,5 L e aclimatados durante uma semana com racgdo
comercial, sem adi¢cdo dos sais de dcidos organicos. Posteriormente, 0s
camardes foram alimentados, em triplicata, com quatro diferentes dietas,
uma dieta controle (sem adi¢do dos sais de dcido organico) e outras trés
dietas contendo 2% dos trés melhores sais selecionados nas etapas
anteriores. As dietas foram preparadas como descrito anteriormente. Os
camardes foram alimentados durante duas semanas duas vezes ao dia
com aproximadamente 3% da biomassa total do aqudrio por
alimenta¢do. Ap6s 60 min de cada alimentacdo a sobra de racdo era
coletada com uma pipeta Pasteur. Posteriormente, as amostras da ragdo e
das sobras eram secas em 105 °C até peso constante. Com isso, foi
possivel estimar a porcentagem de consumo aparente pelo peso vivo dos
camardes para cada dieta experimental.

8.9 Determinacao dos coeficientes de digestibilidade aparente

Para cada uma das quatro dietas experimentais, 150 camardes
marinhos juvenis, pesando 11,7 + 0,1 g no inicio e 15,7 £ 0,1 g no final
do experimento apds cinco semanas, foram mantidos em tanques de
8.000 L com renovacio constante, fluxo de dgua a 1 L.min.' e
temperatura de 29 °C. Os camardes foram alimentados com as dietas
preparadas da mesma forma como explicado anteriormente, porém com
a adicdo de 0,4% de 6xido de cromio III (Cr,O3) (Tabela 1). Apés sete
dias de aclimatacdo, 24 camardes de cada tratamento, em triplicata,
foram transferidos para aquérios de 61,5 L. onde foram realizadas as
coletas de fezes.

Nestes aqudrios os camardes foram alimentados duas vezes ao dia
(9:00 e 14:00 h) até a saciedade aparente por 40 min. Os aquérios foram
sifonados cinco vezes por dia, sempre antes de cada alimentagao, apés o
tempo de alimentacdo e ao final do dia. Cada sifonamento renovava
cerca de 20 a 50% do volume do aqudrio, o suficiente para retirada de
nutrientes dissolvidos na dgua e restos de fezes, carapaca, entre outros



61

materiais. As fezes foram coletadas com auxilio de uma pipeta tipo
Pasteur, em intervalos de 20 min, at¢ 210 min apds o inicio da
alimentacdo. As fezes coletadas diariamente de cada tratamento foram
levemente lavadas com dgua destilada, para evitar alguma possivel
contamina¢do da amostra com os sais da dgua, e posteriormente
centrifugadas a 1800 g por 10 min a 4 °C, retirando o maximo de
umidade possivel de cada amostra, sendo congeladas a -20 °C (Terrazas-
Fierro et al., 2010).

Ao final do experimento, quando coletadas cerca de 80 g de
matéria imida de cada réplica, as amostras foram liofilizadas para
posterior andlise de proteina bruta, energia, cinzas, fosforo e 6xido de
crdmio.

A andlise das dietas e das fezes seguiu a metodologia descrita
pela AOAC (Association of Olfficial Analitycal Chemists, 1999). A
andlise de 6xido de cromio seguiu a metodologia descrita por Bremer-
Neto et al. (2003). Para a quantificacdo do 6xido de cromio, as amostras
das dietas e das fezes (0,1 g) foram digeridas com 3 mL de 4cido nitrico
e 2 mL de 4cido perclérico em baldes Kjeldahl a 400 °C por 40 min, até
obtencdo de uma coloragdo amarelada. Apds dilui¢do de 1 L de dgua
destilada, a absorbancia foi lida (DOssg 4n) € @ concentragdo de 6xido de
crdmio determinada através da compara¢do com a dosagem de uma
curva padrdo.

Para a determinacdo do coeficiente de digestibilidade aparente
(CDA) de matéria seca foi utilizada a equagdo (Belal, 2005):

CDA % = 100 — 100 X ( % marcador na dieta)
0T % marcador nas fezes

Para as determinagdes dos CDA de proteina bruta, energia bruta e
cinzas foram utilizadas a equacio (Nose, 1960):

CDA % = 100 — 100 X ( % marcador na dieta X % N nas fezes )
o 0 marcador nas fezes X % N nas dietas

N - nutrientes (proteina bruta, energia bruta total, fésforo).

8.10 Analises estatisticas

Os dados de inibigdo in vitro e in vivo, atratividade e estabilidade
dos sais nas dietas foram utilizados para formar um ideétipo (produto
ideal), por meio das melhores médias dentre os sais organicos avaliados
para os caracteres analisados. Em seguida, foram estimadas as distancias
de Mahalanobis (Dz), a partir de dados estandardizados, entre todos os
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sais organicos trabalhados e o idedtipo (Legendre e Legendre, 1998).
Desta forma, os sais organicos foram classificados de acordo com o
indice de sele¢do da distancia ao idedtipo, ou seja, a distancia que
apresentaram em relagdo ao idedtipo, sendo considerados os melhores
sais orginicos os que apresentarem as menores distancias. Os trés
melhores foram utilizados para realizar os testes de consumo e
determinacdo do coeficiente de digestibilidade aparente das dietas para
camardes marinhos.

Os dados de inibigdo in vitro e in vivo, os testes de estabilidade
dos sais na ragdo e os dados dos experimentos de consumo e
digestibilidade foram submetidos ao teste de Bartlett para verificar a
homocedasticidade. Os dados que ndo apresentaram variancias
homogéneas foram transformados para log;y (x+1). Posteriormente, os
dados foram submetidos a andlise de varidncia unifatorial e se
necessdrio ao teste de separacdo de médias de Student—-Newman—Keuls
(SNK). Os dados de escolhas positivas e rejeicdo dos testes de
atratividade, e as comparagdes realizadas entre todas as dietas foram
submetidos a andlise de Qui-Quadrado. Todos os testes estatisticos
foram considerados com nivel de significancia de 5%.

9 RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 Determinacao do pH das dietas e intestinal

O pH da dieta comercial com 35% proteina bruta foi em média de
6,2 (6,18-6,24). O pH do intestino dos camardes alterou em relagdo a
alimentacdo. Os camardes de jejum apresentaram pH médio de 6,35
(6,2-6,6), ja os camardes alimentados foram divididos entre camardes
com intestino meio cheio e camardes com intestino estendidos,
apresentando pH médio de 6,85 (6,71-6,99) e 7,05 (6,9-7,18),
respectivamente. Com isso, foram utilizados para as andlises de inibicao
in vitro os valores de pH de 6,2 (referente ao pH da ragdo) e 7,1
(referente ao valor de pH do intestino estendido).

Pouco se conhece sobre o pH do sistema digestivel de peneideos,
porém sabe-se que as principais enzimas atuantes sdo as tripsinas e
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Comparando as porcentagens totais de escolhas positivas das
diferentes dietas, ndo houve diferenca significativa (p=0,13). J4 para
porcentagem de rejeicdo foi maior nas dietas com acetato e formiato em
relacdo as demais (p<0,0001) (Tabela 4).

Para maioria dos animais marinhos, os principais atrativos de
dietas para o comportamento animal sfo substancias de baixo peso
molecular, como aminoécidos, nucleotideos e dcidos organicos (Carr &
Derby, 1986). Assim como neste estudo, os 4dcidos organicos alteraram a
atratividade de dietas para tildpias (Oreochromis niloticus), enquanto o
acido citrico e lactico tiveram efeitos atrativos, o acido acético e
metacetOnico tiveram efeitos repulsivos (Xie et al., 2003).

Tabela 4 - Nimero de comparagdes e porcentagens (%) de escolhas
positivas e rejei¢cdes dos camardes Litopenaeus vannamei mantidos no
labirinto em Y alimentados com dietas suplementadas com 2% de sais
organicos.

Dietas teI:tes Esg)lha Rejljigﬁo %Escolha % Rejeicao
Controle 33 15 1 48,48 6.25°
Formiato 80 27 14 51,25 34,15 °
Acetato 84 15 16 36,90 51,61°

Propionato 80 41 5 57,5 10,87°
Lactato 80 29 5 4.5 14,71°
Butirato 80 51 0 62,96 0,00°
Citrato 80 36 4 50,00 10,00°

Qui-Quadrado p=0,1373  p<0,0001

9.4 Estabilidade dos sais orginicos nas dietas

O numero de moléculas de carbono (C) e a polaridade das
moléculas influenciam na solubilidade destes. Neste estudo, houve uma
tendéncia das moléculas com mais carbonos apresentarem menor
lixiviag@o na dieta, como por exemplo o butirato (4 C), lactato (3 C) e
citrato (6 C). Apesar deste fato, o propionato, com 3 C apresentou
maiores lixiviagdes da dieta, assim como o acetato (2 C) e o formiato (1
C) (Figura 3). As quantidades de lixiviagdo neste estudo foram altas,
chegando alguns sais, como o acetato, a 100% de lixiviagdo em apenas
30 min. Contudo estas dietas foram peletizadas em moedor de carne,
que ndo consegue atingir niveis altos de gelatinizacdo do amido da dieta,
fazendo com que esta fique com baixa estabilidade. No entanto, em
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nivel de comparagdo foi possivel observar diferenca entre os sais
organicos. Ademais, os sais orginicos podem melhorar a extrusdo da
racdo, aumentar sua estabilidade e diminuir a expansdo do pelete
(Morken et al., 2012).

OFormiato O Acetato O Propionato [Mlactato M@Butirato M Citrato
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Figura 3 — Porcentagem de lixiviagdo (%), em diferentes tempos, dos
sais organicos em dieta comercial para camardes marinhos. Media *
desvio padrio. Diferentes letras indicam diferencgas estatisticas no teste
de SNK com nivel de significancia de 5%.

9.5 Alteracao da contagem bacteriana intestinal

Neste experimento os pardmetros de qualidade de 4dgua foram:
oxigénio dissolvido 4,06 - 5,98 mg.L’l, temperatura 27,3 — 28,4 °C,
salinidade 34,8 — 35,1 ppt, pH 7,48 — 7,81, amonia total 0,09 — 0,35
mg.L" e nitrito 0,00 — 0,03 mg.L"', sendo os pardmetros homogéneos
entre os tratamentos ao longo do tempo.

A contagem de bactérias heterotroficas totais (Agar Marine) foi
menor no intestino dos camardes alimentados com dieta suplementada
com formiato (4,8 = 4,2 x 10° UFC.mL’l), em relacdo ao intestino dos
camardes dos demais tratamentos (0,28 — 4,5 x 10° UFC.mL'l). Porém,
quanto a contagem de vibrios (Agar TCBS) os camardes alimentados
com as dietas suplementadas com propionato e lactato (1,0 + 0,47 x 10°
UFC.mL"' e 228 + 3,59 x 10° UFC.mL’, respectivamente)
apresentaram menores concentragdes em relacdo a contagem do
intestino dos camardes do controle (4,27 £+ 0,63 x 10’ UFC.mL'l), nao
diferenciando dos demais tratamentos. J4 a contagem de bactérias dcido
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lacticas ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (3.4
20,28 x 10* UFC.mL™") (Figura 4).

OControle OFormiato O Acetato OPropionato O Lactato M Butirato M Citrato
12 4

b

Bl

log,, (UFC.g?)
[e)]

MARINE TCBS MRS

Figura 4 — Andlise da contagem bacteriana intestinal de camardes
marinhos alimentados com dietas suplementadas com 2% de diferentes
sais orglnicos. Media + desvio padrido. Diferentes letras indicam
diferencas estatisticas no teste de SNK com nivel de significancia de
5%.

Tildpias hibridas (Oreochromis sp.) alimentadas com dietas
suplementadas com uma mistura de 4cidos organicos (ndo informada
pelos autores) tiveram reduzidas as contagens de bactérias totais no
intestino (Ng et al., 2009). Robalos europeu (Dicentrarchus labrax)
alimentados com dietas suplementadas de 2 a 10% de
polihidroxibutirato (PHB) também apresentaram alteracio na microbiota
intestinal (Schryver et al., 2010), assim como, Litopenaeus vannamei
alimentados com dietas suplementadas de 0,4 a 2% Vitoxal, dcido
inorgdnico comercial a base de sulfato de célcio (Anuta et al., 2011).

9.6 Selecao dos sais organicos

Considerando todos os caracteres avaliados anteriormente, os sais
com menor distincia ao idedtipo foram o propionato, butirato e acetato,
respectivamente (Tabela 5). O indice de selecdo da distancia ao idedtipo
mostrou-se uma importante ferramenta estatistica para escolha de
aditivos alimentares para animais aqudticos cultivaveis, possibilitando a
inclusdo de diversas caracteristicas desejadas na acdo deste aditivo em
uma mesma andlise, selecionando assim o produto que apresenta maior
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semelhanca com o que € considerado ideal. Esta técnica também ja foi
utilizada com sucesso na selecdo de cepas probidticas para camardes
marinhos, onde foram consideradas diversas caracteristicas desejadas
para uma bactéria probidtica; como alta velocidade de crescimento,
capacidade de inibi¢do de patdgenos, resistécia a sais biliares e
crescimento a diferentes valores de pH e salinidade; obtendo-se assim
uma cepa adequada as condi¢des do animal e do cultivo (Vieira, 2010).

Tabela 5 — Indice de selecdo da distdncia ao idedtipo (IDI) dos sais
organicos utilizados como aditivos alimentares para o camardo marinho,
Litopenaeus vannamei.

Distancia de Mahalanobis

Dietas (D?)
Propionato 19074
Butirato 268696
Acetato 270091
Formiato 2164022
Citrato 10977389
Lactato 55010991

9.7 Consumo e determinacio dos coeficientes de digestibilidade
aparente

Nas andlises de consumo, as dietas suplementadas com 2% de
butirato e propionato apresentaram maior consumo por peso vivo em
relacdo a dieta controle (p=0,021), enquanto a dieta suplementada com
2% de acetato ndo diferiu dos demais tratamentos (Tabela 4). Pargos
vermelho (P. major) e olhete (Seriola quinqueradiata) alimentados com
dietas suplementadas com diferentes dcidos orginicos ndo apresentaram
diferencas no consumo durante a engorda (Sarker et al., 2005; Hossain
et al., 2007; Sarker et al., 2012a), assim como o abalone (Haliotis
midae) alimentado com dieta suplementada com 2% de trés misturas
diferentes de d4cidos organicos (Goosen et al., 2011). Ja tildpias
alimentadas com dietas suplementadas com o diformiato de potdssio
(KDF) apresentaram aumento no consumo de racio (Ramli et al., 2005).

Quanto a determinacdo dos coeficientes de digestibilidade
aparente, a dieta suplementada com 2% de propionato de sédio
apresentou maior digestibilidade de energia (p=0,009) e fdsforo
(p=0,011) em relagdo as demais dietas. J4 para a digestibilidade da
proteina bruta e matéria seca nao resultou em diferencas significativas
entre os tratamentos (Tabela 6). Estudos com 4cidos organicos relatam a
acdo destes no aumento da disponibilizacio e digestibilidade
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sddio (NaDF) aumentou a digestibilidade de lipideos, cinzas e proteinas,
além de todos os aminoacidos essenciais e ndo essenciais, com excecio
da fenilalanina (Morken et al., 2011).

10 CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel verificar que os sais orginicos
possuem boa atividade inibitéria contra vibrios patogénicos para
camardes marinhos. Além disso, a utilizacdo de butirato e propionato de
s0dio a 2% nas dietas comerciais aumentou a atratividade e o consumo
das dietas. O propionato de sédio também diminuiu a concentracio de
vibrios na microbiota intestinal dos camardes marinhos, Lifopenaeus
vannamei, além de aumentar o coeficiente de digestibilidade aparente de
energia e foésforo das dietas. Sendo assim, entre os sais organicos
avaliados, o propionato apresenta maior potencial para ser utilizado na
suplementacdo da dieta de L. vannamei. Contudo, mais estudos devem
ser realizados para avaliar os parametros zootécnicos sobre diferentes
concentragdes destes sais.
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13 RESUMO

Os sais orginicos podem promover a melhoria na eficiéncia da
utilizacdo de nutrientes, além da alteracdo da microbiota intestinal e
aumento da resisténcia a enfermidades em camardes marinhos. Este
estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos da suplementacdo de
propionato de sodio e butirato de sédio em diferentes niveis de inclusdes
dietéticas na engorda de Litopenaeus vannamei. Ao total foram
avaliadas sete dietas: uma dieta controle (sem suplementagdo) e trés
dietas de cada sal de sddio, propionato e butirato, nas concentracdes de
0,5%, 1% e 2%. Os tratamentos foram avaliados em triplicata,
totalizando 21 unidades experimentais de 6.000 L, povoadas com 150
camardes de 2,53 £+ 0,03 g. Apds 47 dias de cultivo, foram avaliados o
desempenho zootécnico, retencdo corporal de nitrogé€nio e fésforo,
pardmetros hemato-imunoldgicos, altera¢des na comunidade microbiana
intestinal e sobrevivéncia apds desafio experimental com Vibrio sp.
patogénico para camardes marinhos. Os camardes alimentados com as
dietas suplementadas com o propionato e o butirato aumentaram o0 peso
final e o ganho de peso semanal. A eficiéncia alimentar e a
sobrevivéncia dos camardes alimentados com a dieta contendo 2% de
butirato foram maiores comparadas aos camardes da dieta controle. Os
camardes alimentados com as dietas contendo 0,5% e 2% de butirato
apresentaram maior produtividade final, retencdo de nitrogénio e taxa de
eficiéncia proteica. Os camardes alimentados com dieta suplementada
com butirato em todas as concentragdes analisadas apresentaram menor
contagem de Vibrio sp. no intestino. J4 a andlise do DGGE, mostrou que
a suplementacdo com butirato acima de 0,5% e o propionato acima de
1% causou alteragdes na comunidade bacteriana intestinal. Os camardes
alimentados com dieta suplementada com 0,5% de butirato
apresentaram maiores valores de titulo aglutinante do soro, quando
comparados com os camardes do controle apenas antes do desafio. Por
outro lado, a suplementagdo com butirato e propionato ndo alterarou a
contagem de hemdcitos, titulo antimicrobiano do soro, atividade da
fenoloxidase nem a mortalidade acumulada ap6s o desafio com Vibrio
sp. Portanto, a suplementa¢ado dietética de propionato e butirato de sédio
em diferentes concentragdes modifica a microbiota intestinal e melhora
o crescimento do camardo marinho L. vannamei.

Palavras-chave: camardo branco do Pacifico, sais organicos,
pardmetros zootécnicos, microbiota intestinal, pardmetros imunolégicos,
Vibrio.
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14 ABSTRACT

Organic salts may promote an improvement in the efficiency of nutrient
utilization, modify the intestinal microbiota, and increase disease
resistance of marine shrimps. This study aimed at evaluating the effects
of sodium butyrate and sodium propionate supplementation at different
dietary inclusions levels in the growth of Litopenaeus vannamei. In
total, seven diets were evaluated: a control diet (without
supplementation), and three diets containing each sodium salt,
propionate and butyrate, at 0.5%, 1%, and 2% concentrations.
Treatments were evaluated in triplicate, totaling 21 experimental units of
6.000 L stocked with 150 shrimp (2.53 + 0.03 g). After 47 days of
culture, it was possible to shrimp growth performance, nitrogen and
phosphorus retention, immunological and hematological parameters,
changes in the microbial community of the gut, and survival after
experimental challenge with Vibrio sp. pathogenic for marine shrimp.
Shrimp fed with diets supplemented with propionate and butyrate, in all
dietary concentrations, increased their final weight and weekly weight
gain. Feed efficiency and shrimp survival fed with the diet containing
2% butyrate were higher in comparison with the control diet. Shrimp fed
diets containing 0.5% and 2% butyrate achieved the highest final yield,
nitrogen retention, and protein efficiency rate. Shrimp fed with the diet
supplemented with butyrate, in all dietary inclusions showed lower
counts of Vibrio sp. in the intestine through the microbiological count.
Through DGGE analysis, it was possible to observe that
supplementation with butyrate over 0.5% and propionate over 1% led to
changes in the bacterial community of the intestine. Shrimp fed with the
diet supplemented with 0.5% butyrate showed higher values of serum
agglutination titer compared with the control, just before the challenge.
However, supplementation with propionate and butyrate did not alter
hemocyte counting, serum antimicrobial titer, phenoloxidase activity,
and the cumulative mortality after Vibrio sp. challenge. Thus, it is
possible to conclude that dietary supplementation with sodium
propionate and sodium butyrate in different dietary concentrations alters
the intestinal microbiota and improves the growth of the marine shrimp,
L. vannamei.

Key words: Pacific white shrimp; organic salts; growth parameters;
intestinal microbiota; immunological parameters; Vibrio.
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15 INTRODUCAO

A necessidade de aumentar a producdo mundial de alimentos,
devido ao aumento populacional e a maior eficiéncia da aquicultura em
produzir proteina, leva ao estimulo do crescimento desta atividade (De
Silva, 2012). Contudo, dentre os principais problemas enfrentados no
desenvolvimento da aquicultura estdio 4s enfermidades. Na
carcinicultura, o aparecimento de novas enfermidades causadas por
enterobactérias, como a AHPNS na Asia (do inglés, Acute
Hepatopancreatic Necrosis Syndrome) (Tran et al., 2013) e no México
(Magallén-Barajas, 2013), estdo ocasionando altas mortalidades em
cultivos comerciais e consequentemente grandes perdas econdmicas.

Além disso, o uso inapropriado de antibidticos na aquicultura,
selecionando cepas de patégenos mais resistentes, bem como as
restricdes e proibi¢cdes de seu uso na produgdo animal, aumentam a
busca por aditivos alimentares, conhecidos como promotores de
crescimento ndo antibiéticos, que melhoram a saide e nutricio dos
organismos aqudticos (Liickstiddt, 2006; Defoirdt et al., 2011). Neste
contexto, pesquisas com dcidos organicos e seus sais merecem destaque
(Luickstédt, 2008; Ng e Koh, 2011).

Os 4acidos organicos e seus sais exercem efeitos sobre o
desempenho zootécnico dos animais aqudticos durante os cultivos
através de mecanismos distintos. Na dieta, funcionam como agentes de
conservacdo, inibindo o crescimento microbiano e diminuindo uma
possivel ingestdo de organismos patogénicos (Liickstddts, 2007). No
intestino, inibem o crescimento de bactérias patogé€nicas, podendo
alterar a microbiota intestinal (Defoirdt et al., 2009; Schryver et al.,
2010; Mine e Boopathy, 2011) e, com isso, aumentar a sobrevivéncia no
cultivo (Defoirdt et al., 2006, 2007; Liu et al., 2010; Nhan et al., 2011).
Ja no metabolismo animal, os dcidos organicos também podem afetar a
acao de enzimas digestivas, ou ainda, podem servir como fonte de
energia através dos ciclos do dcido citrico ou do dcido carboxilico
(Liickstadt, 2008). Além disso, os dcidos organicos podem alterar a
disponibilidade e absorc¢do de alguns nutrientes, como fésforo, lipideos e
aminoacidos (Baruah et al., 2005, 2007; Hossain et al., 2007; Morken et
al., 2011; Khajepour e Hosseini, 2012; Sarker et al., 2012a, 2012b).

Todavia, estudos sobre a suplementacdo de dcidos organicos ou
seus sais na engorda de camardes marinhos sdo escassos. Liickstddts
(2008) relatou a existéncia de apenas dois estudos, onde a adicdo de
0,5% de citrato de s6dio com lactobacilos inativados proporcionou o
maior crescimento do camardo Marsurpenaeus japonicus € a
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suplementacdo de 0,25% de formiato de cdlcio melhorou a
sobrevivéncia do Penaeus monodon em fazendas de Taiwan.

Mais dois estudos foram relatados em revistas de divulgacdo
técnica. Penaeus monodon alimentado com dieta suplementada com
0,1% de produto comercial composto por 30-40% de butirato de sédio
protegido com Oleos vegetais, melhorou o desempenho no cultivo
(Nuez-Ortin, 2011). Ja& Litopenaeus vannamei alimentado com dieta
suplementada com 0,5% de diformiato de potdssio (KDF) mostrou um
aumento na produtividade (Kiithlmann et al., 2011).

Silva et al. (2013) observaram o potencial de seis sais de sodio
como aditivos alimentares para L. vannamei através da inibicdo de
patégenos, atratividade, consumo e digestibilidade das dietas
suplementadas, relatando bons resultados com propionato e butirato.
Sendo assim, torna-se importante a realizagdo de estudos de
desempenho zootécnico com a utilizagdo destes sais organicos avaliando
os diversos aspectos em que esses aditivos alimentares podem atuar na
nutricdo e satide de camardes marinhos. Com isso, este estudo teve
como objetivo verificar os efeitos da suplementa¢do do propionato de
sodio e butirato de sédio em diferentes inclusdes dietéticas na engorda
do camardo branco do Pacifico, L. vannamei, avaliando o desempenho
zootécnico, retengdo corporal de nitrogénio e fdsforo, pardmetros
hematoldégicos e imunolégicos dos camardes, alteracdes na comunidade
microbiana intestinal e sobrevivéncia apds desafio experimental com
Vibrio sp.

16 MATERIAL E METODOS

O preparo das dietas e a engorda experimental foram realizados
no Laboratério de Camardes Marinhos (LCM). Os desafios
experimentais foram realizados no Laboratério de Sanidade de
Organismos Aqudticos (AQUOS). As extragdes de DNA gendmico do
trato intestinal foram realizadas no Laboratério de Biomarcadores de
Contaminacdo Aqudtica e Imunoquimica (LABCAI). Todos os
laboratérios pertencem a Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil
(UFSC). A anilise de eletroforese em gel desnaturante (DGGE) foi
realizada no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas, Brasil
(UNICAMP).
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16.1 Material Biologico

Os camardes Litopenaeus vannamei utilizados neste estudo foram
provenientes da reproducdo de uma linhagem livre de patdgenos
especificos (SPF, do inglés Specific Pathogen Free) de notificacio
obrigatéria (WSSV, IHHNV, TSV, IMNV e YHV) pela Organizacio
Internacional de Epizootiases (OIE), e oriundos da empresa Aquatec
Ltda. (Rio Grande do Norte, Brasil). Os camardes foram cultivados no
LCM em sistema intensivo fechado com bioflocos bacterianos até
atingirem o peso necessario para realizacdo do experimento.

16.2 Preparo e analise das dietas

As dietas experimentais utilizadas nos ensaios foram formuladas
para ser isonitrogenadas, isoenergéticas e para atender as exigéncias
nutricionais do L. vannamei (NRC, 2011) (Tabela 7).

Os ingredientes secos da dieta foram previamente moidos e
peneirados (500 um), posteriormente os  microingredientes
homogeneizados em misturador Y por 10 min e entdo adicionados aos
macroingredientes em um misturador de alimentos por mais 10 min.
Apobs esse processo, foram adicionados os 6leos, a lecitina de soja e
40% de 4gua quente. A mistura resultante foi peletizada através de um
moedor de carne e seca por aproximadamente 18 h a 40 °C. Os sais de
dcidos organicos foram adicionados em suas respectivas quantidades
substituindo o caulim, utilizado como ingrediente de preenchimento.

A composi¢do centesimal das dietas foi realizada conforme a
metodologia descrita pela AOAC (Association of Official Analitycal
Chemists, 2005). A matéria seca (MS) foi calculada por andlise
gravimétrica apds secagem em estufa a 100 °C durante 24 h. O teor de
cinzas (CZ) foi determinado gravimetricamente por queima, num forno
de mufla a 550 °C durante 6 h (942.05 em AOAC, 2005). O método de
Kjeldahl (2001.11 em AOAC, 2005) foi usado para determinar o teor de
proteina bruta (PB). Fibra bruta (FB) e extrato etéreo com hidrdlise
dcida (EEA) foram analisados pelos métodos 978.10 e 2003.05,
respectivamente (AOAC, 2005). Os extratos nao nitrogenados (ENN)
foram calculados pela diferenca entre a MS e a soma de CZ, FB, PB e
EEA. Os valores de energia bruta foram determinados com um
calorimetro adiabitico.

O pH da dieta foi mensurado de acordo com a metodologia
descrita por Baruah et al. (2005). Cinco gramas da racdo foi macerada
em gral de porcelana e misturada em 50 mL de 4gua deionizada durante
1 min, utilizando um agitador magnético. Apds a homogeneizagdo da
dieta o pH da solucdo foi mensurado.
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A estabilidade do pélete foi avaliada seguindo a metodologia
descrita por Obaldo et al. (2002). Dez gramas de cada dieta em triplicata
foram imersas em aqudrios de 61,5 L contendo dgua salgada, com 35
ppt de salinidade, pH 7,72 e temperatura de 28,8 °C. Os aqudrios
continham aeracdo vertical constante. Apds 2 h, as dietas foram secas a
105 °C até peso constante para determinar a estabilidade através da
porcentagem de retencdo de matéria seca (Tabela 8).

Tabela 7 — Composi¢do da dieta referéncia utilizada no ensaio de
crescimento em agua clara com Litopenaeus vannamei.

Ingredientes g kg’
Farelo de soja (450 gkg ' PB) 350,0
Farinha de trigo 240,0
Farinha de Resido Peixe (590 g.kg"' PB) 150,0
Farinha de Visceras de Aves 120,0
Caulim 24,0
Fosfato monocalcico 22,3
Aglutinante (CMC) 20,0
Lecitina de soja 15,0
Premix mineral-vitaminico' 15,0
Cloreto de potdssio 14,0
Oleo de peixe 13,2
Oleo de soja 8.4
Sulfato de magnésio 7.8
Vitamina-C * 0,3

' Niveis de garantia por quilo do produto: vit. A - 1.250.000 UI; vit. D3 -
350.000 UL vit. E - 25.000 UT; vit. K3 - 500 mg; vit. B; — 5.000 g; vit B, 4.000
g; vit. B6 — 5.000 g; B;, — 10 mg; 4cido nicotinico — 15.000 mg 4cido
pantoténico — 10.000 mg; biotina - 150 mg; acido félico - 1,25 mg; vit. C —
25.000 mg; Colina — 50.000 mg; Inositol 30.000 mg; Ferro — 2.000 mg; Cobre —
3.500 mg; Cobre-quelado — 1.500 mg; Zinco — 10.500 mg; Zinco-quelado —
4.500 mg; Manganés — 4.000 mg; Selénio - 15 mg; Selénio-quelado — 15 mg;
Iodo — 150 mg; Cromo — 80 mg e Veiculo (q.s.p).

2_ Vitamina-C: Rovimix Stay-C® 35%, DSM Produtos Nutricionais Brasil
(Sdo Paulo, Brasil).acido L-ascérbico-2-monofosfato.
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16.3 Ensaio de crescimento

Ao total, foram avaliadas sete dietas: dieta controle (sem
suplementacgdo) e trés dietas de cada sal de s6dio, propionato e butirato,
nas concentragdes de 0,5%, 1% e 2%. Os tratamentos foram avaliados
em triplicata, totalizando 21 unidades experimentais. Cada unidade
experimental foi povoada com 150 camardes com média de 2,53 g (2,2
- 2,8 g), resultando em uma densidade de 12 camardes-m2. As unidades
foram constituidas de tanques de fibra de vidro de 12,5 m? (6.000 L),
possuindo aeracdo constante, aquecedores de 3.000 W controlados por
termostato regulado a 29 + 0,4 °C. Os tanques também continham um
sistema de renovagdo estdtica onde eram renovados aproximadamente
50% do volume total do tanque por dia. Diariamente foram mensurados
duas vezes a temperatura e oxigénio dissolvido e, semanalmente foram
mensurados salinidade, pH, amodnia total e nitrito. As dietas foram
fornecidas quatro vezes ao dia (8:00, 11:00; 14:00 e 17:00) e
controladas pelo consumo.

O oxigénio dissolvido e a temperatura foram mensurados com
oximetro (YSL modelo Pro 20) e o pH com pHmetro (YSI, modelo
Professional Plus). As andlises de amdnia total e nitrito foram realizadas
segundo metodologia do APHA (1995).

Apés 47 dias, foi realizada uma biometria final de todos os
camardes de cada unidade experimental para obtencdo dos pardmetros
zootécnicos, como: peso final, ganho de peso semanal, produtividade,
eficiéncia alimentar e sobrevivéncia. Ao mesmo tempo, foram coletados
10 camardes por unidade experimental para posterior andlise e célculo
da retencdo de nitrogé€nio e fosforo e taxa de eficiéncia proteica.

. (Bf x NCf) — (Bi x NCi)
Retencdo (%) = 100 x — -
Ingestdo total de Nutrientes

Onde, Bf — Biomassa final, NCf — Nutriente (nitrogénio ou
fésforo) corporal final, Bi — Biomassa inicial, Nci - Nutriente
(nitrogénio ou fésforo) corporal inicial.

Ganho de peso (g)

Taxa de eficéncia proteica (TEP) = -
Consumo total de proteina (g)
Apbs a biometria final os camardes foram mantidos por mais
dez dias consumindo as respectivas dietas experimentais, conforme
anteriormente, para realizacao do desafio experimental.
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16.4 Avaliacoes da microbiota intestinal

Aos 27 e 47 dias de cultivo cinco camardes de cada unidade
experimental foram amostrados para a formacdo de um pool por unidade
para realizar a contagem bacteriolégica do intestino. Os intestinos
médios dos camardes foram extirpados com auxilio de pingas e bisturi,
homogeneizados em solucdo salina estéril a 3% de NaCl em um graal.
Em seguida, as amostras foram diluidas serialmente (1/10), semeadas
em meio de cultura Agar Marine (para bactérias marinhas heterotréficas
totais) e Agar de Tiossulfato, Citrato, Bile e Sacarose (TCBS, meio
seletivo para vibrios), e incubadas em estufa a 29 °C durante 24 h.

A microbiota intestinal dos camardes também foi avaliada por
PCR-DGGE (do inglés, Polymerase Chain Reaction - Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis). Aos 47 dias de cultivo, cinco camardes
de cada unidade experimental foram amostrados para a formagdo de um
pool por unidade, os intestinos médios foram extirpados assepticamente
e congelados imediatamente em nitrogénio liquido (-196 °C) para
posterior extracdo do DNA. Aproximadamente 25 mg das amostras de
intestino foram pesadas e posteriormente feitas as extragdes de DNA
gendmico total com o QIAGEN DNA mini kit (Cat# 51304, Qiagen,
Valencia, CA, USA), seguindo o protocolo do fabricante. Apds a
extracdo, a integridade e quantidade do DNA gendmico foram avaliados
por espectrofotometro (Thermo Scientific Nanodrop; Nanodrop
Technologies, Wilmington, DE, USA), utilizando-se 2 uL de cada
amostra. Todas as amostras mantiveram ABSyeyng0 entre 1,86-2,01 ¢
quantidade de DNA entre 50 a 120 ng-uL™".

A amplificacdo do gene RNA ribossomal 16S foram realizadas
por reagdes de PCR com as amostras de DNA do intestino dos camardes
utilizando o par de primers 341f (5'-CCTACGGGAGGCAGCAG-3"),
acoplado a um grampo com alto contetido de GC (341f-GC) e 907r (5'-
CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3') (Teske et al., 1996), homdlogos a
regides conservadas do gene RNAr 16S do Dominio Bactéria. Para
tanto, aproximadamente 50 ng do DNA foram usados em reacdes de 50
uL que continham 0,5 pmol-pL" de cada oligonucleotideo, 0,2 mM de
uma mistura de dNTPs, tampdo 1x da enzima e 2,5 U de Tag DNA
Polimerase. As amplifica¢des foram realizadas com temperatura inicial
de 94 °C por 5 min, 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 60 °C por 1 min, 72 °C
por 2 min, seguidos de mais 10 ciclos de 60 °C por 30 seg, 72 °C por 1
min. A qualidade dos produtos de PCR foi confirmada através de
eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com 0,02 uL./mL SYBR Safe
10.000x in DMSO (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
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Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel com
gradiente desnaturante no sistema Ingeny phor U-2 (Ingeny International
BV, Goes, The Netherlands), em que 25 uL de cada amostra foram
aplicados em gel de poliacrilamida 6% a uma voltagem de 100 V por 15
h. O gradiente desnaturante do gel utilizado para separagdo dos
fragmentos de DNA foi de 45% a 65%. Apés a eletroforese, o gel foi
corado com 10 pL de solugdo contendo 2,5 pL de SYBR Gold
(Invitrogen, Carlsbad, CA) em tampdao TAE 0,5X por 40 min em
auséncia de luz. Em seguida o gel foi fotografado em sistema de
fotodocumentacdo Image Quant LAS 4.000 (GE Healthcare, Chalfont St
Giles, England).

16.5 Desafio experimental

Para realizacdo dos desafios experimentais foi utilizada uma cepa
de Vibrio sp. (CPQBA 378-12 DRMOI1) isolada da hemolinfa de
camardes L. vannamei reprodutores, mantidos no setor de maturacio do
LCM, sintomdticos com melaniza¢do cutinea, durante um surto de
mortalidade. A cepa foi identificada através do sequenciamento de
fragmentos do gene RNA ribossomal 16S como Vibrio sp. (dados ndo
publicados), apresentando alta similaridade na andlise filogenética com
as cepas de Vibrio natriegens e Vibrio alginolyticus (Figura 5).

Vibrio harveyi NCIMB1280" (AY750575)
Vibrio owensii DY05' (GU018180)
Vibrio communis R40496" (GU078672)

Vibrio agarivorans CECT5085" (AJ310647)
Vibrio alginolyticus ATCC17749" (X56576)

31| CPQBA 378-12 DRM 01

Vibrio natriegens ATCC14048" (X74714)

Vibrio rotiferianus LMG21460' (AJ316187)

Vibrio campbellii ATCC25920" (X56575)

Vibrio azureus LC2005" (AB428897)

4,— Vibrio sagamiensis LC2047' (AB428909)
68 Vibrio p olyticus ATCC 17802" (AF388386)

Allomonas enterica LMG21754" (AJ550855)

——
0.002

Figura 5 — Arvore filogenética demonstrando as relacdes evolutivas
entre as sequéncias parciais do gene RNA ribossomal 16S da cepa de
Vibrio isolado de hemolinfa de camardes em surto de mortalidade e
utilizado nos desafios experimentais (CPQBA 378-12-DRM 01) e
sequéncias de linhagens de microrganismos relacionados presentes nas
bases de dados RDP e GenBank.

Para o desafio experimental utilizou-se a dose letal 50 (DLs;) de
2,92 x 10° unidades formadoras de colonia (UFC) por camardo,
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determinada para esta cepa em ensaio anterior com camardes com peso
de 11,5 £ 1,2 g crescidos em 4gua clara e mantidos em aqudrios a 28 °C.
Neste ensaio os camardes estabilizaram sua mortalidade 54 h apés a
infeccdo (dados nédo publicados).

No desafio experimental 20 camardes de cada unidade
experimental foram transferidos para 21 aqudrios de 40 L contendo
aquecimento (28 °C) e aeracdo constante, obedecendo ao mesmo
delineamento experimental da engorda. O indculo crescido em caldo de
coracdo e cérebro (BHI, do inglés, Brain and Heart Infusion) por 18 h
em 28 °C foi centrifugado por 30 min a 1800 g. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado suspendido em solucio salina estéril 3,0% em
proporcdo tal que a suspensdo se mantivesse em 1 x 10* UFC-mL",
segundo a curva de crescimento realizada anteriormente.
Posteriormente, a suspensdo foi diluida até a concentracio desejada para
o desafio. Os camardes foram injetados com 100 pL na parte dorsal do
primeiro segmento abdominal. A mortalidade foi acompanhada até 96 h
apos o desafio.

16.6 Analises hemato-imunolégicas

Antes do desafio experimental, a hemolinfa de dez animais por
unidade experimental, foi coletada para formar dois pools, enquanto que
apds o desafio foi coletada a hemolinfa de cinco animais por unidade
experimental (um pool). As amostras foram coletadas com seringas
estéreis de 1 mL de agulha 21G resfriadas a 4 °C. Da hemolinfa coletada
de cada animal, uma amostra de 40 pL foi fixado em solucdo de 4% de
formaldeido/MAS (citrato de s6dio 27 mM, EDTA 9 mM, glicose 115
mM, NaCl 336 mM, pH 7,0) para contagem total de hemécitos (THC), e
o restante foi deixado coagular a 4 °C. A hemolinfa coagulada foi
congelada a -20 °C e centrifugada repetidamente a 10.000 g por 10 min
para obtencdo do soro, e este aliquotado e estocado a -20 °C para uso
posterior nas demais andlises imunoldgicas.

O numero de hemdcitos por mililitros de hemolinfa foi
estimado por contagem direta em camara de Neubauer considerando-se
a diluicao.

Para determinar o titulo aglutinantedo, as amostras de 50 uL de
soro foram diluidas serialmente em TBS-1 (50 mM Tris, 150 mM NaCl,
10 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, pH 7.4) em placas de 96 micropogos com
fundo concavo. Depois, cada poco recebeu 50 pL de solucdo 2% de
eritrécitos de cachorro em solugdo TBS-1 e incubados por 3 h a 25 °C
em camara imida. O controle foi realizado substituindo o soro por TBS-
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1. O titulo aglutinante foi definido como o reciproco da maior dilui¢do
capaz de aglutinar os eritrécitos (segundo Maggioni et al, 2004).

O titulo antimicrobiano do soro foi determinado contra a
bactéria marinha Gram-negativa Vibrio sp., a mesma utilizada no
desafio, além da bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus. O
Vibrio sp. foi cultivado em dgua salina peptonada (PWS, do inglés,
Peptone Water Saline: 1,0% de peptona e 3% de NaCl) enquanto o S.
aureus foi cultivado em caldo peptona (PB, do inglés, Peptone Broth,
1% de peptona e 0,5% de NaCl) ambas incubadas a 29 °C por 20 h. Os
ensaios foram em microplaca de 96 pocos de fundo chato, segundo a
metodologia descrita por Silva et al. (2009). O crescimento bacteriano
de cada pogo foi avaliado em leitora de microplaca em DOssgym, apds 12
h de incubag@o para o Vibrio sp. e 24 h para a S. aureus, ambas a 29 °C.
Com isso, foi possivel determinar o titulo antimicrobiano, ou seja, a
menor concentracdo do soro capaz de inibir o crescimento bacteriano de
cada cepa.

A atividade da fenoloxidase (PO) foi determinada no soro por
espectrofotometria (DOygonm) pela formagdo do pigmento DOPA-cromo,
apods a oxidag@o do substrato L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO), através da metodologia descrita por
Soderhill e Hall (1984) . Primeiramente, amostras do soro (2 pools de 5
animais por tratamento) foram diluidos (1:8) em TBS-2 (1 mM Tris, 336
mM NaCl, 5 mM CaCl,, 10 mM MgCl,, pH 7.6). Desta solugdo, 50 uL
foi incubada em um volume igual de tripsina (1 mg-mL"") por 15 min 2
20 °C em placas de 96 micropocos. Apds a incubagdo, 50 uL. de solucio
L-DOPA (3 mg-L") foi adicionado a cada poco. O controle foi feito
com 50 pL. de TBS-2 em substituicdo da tripsina. A formacdo do
DOPA-cromo foi monitorada nos tempos 0, 5, 15 e 20 min depois da
adi¢do da solugdo L-DOPA. Uma unidade de atividade especifica da PO
foi equivalente 2 variacdo de 0,001 na absorbancia-min™-miligrama de
proteina”’. A concentragdo de proteina na hemolinfa foi estimada pelo
método de Bradford (1976), utilizando soro-albumina bovina como
padrao.

16.7 Analises dos dados

Antes de serem submetidos as andlises estatisticas, os dados de
contagem bacterioldgica foram transformados em log;o (x+1) e os dados
do titulo de aglutinagdo e titulo antimicrobiano do soro foram
transformados em log, (x+1). A homocedasticidade dos dados foi
avaliada pelo teste de Bartlett e posteriormente os dados zootécnicos, de
reten¢do de nitrogénio e fésforo, além da taxa de eficiéncia proteica e de



88

mortalidade apds o desafio foram submetidos & andlise de varidncia
unifatorial. Os dados dos parimetros de qualidade de 4gua, contagem
bacteriolégica e hemato-imunolégica foram analisados por andlise de
varidncia com parcela subdividida no tempo. Caso necessdrio, a
separacdo de médias, esta foi realizada pelo teste de Student Newman
Keuls (SNK). Todos os testes estatisticos foram avaliados ao nivel de
significancia de 5%.

Os resultados de similaridade entre a comunidade bacteriana
intestinal realizados pelo DGGE foram avaliados através de uma andlise
de agrupamento, utilizando o método de classificacdo hierarquico
UPGMA (do inglés, Unweighted Pair Group Method With Arithmetic
Mean) com auxilio do software BioNumerics versdo 6.6 (Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium).

17 RESULTADOS E DISCUSSAO

17.1 Parametros de qualidade de agua

A temperatura, oxigé€nio dissolvido, salinidade, pH, nitrogénio
amoniacal total e nitrogénio de nitrito se mantiveram com baixa
variacdo ao longo do cultivo, com valores médios de 28,8 °C (27,5 —
29,4 °C); 4,9 mg-L" (4,4 — 5,8 mg-L™"); 35 ppt (34 — 37 ppt); 7,9 (7.6 —
8,1); 0,6 mg-N-NH,-L" (0,1 — 1,4 mg-N-NH,-L™"), 0,1 mg-N-NO,-L"!
(0,0 - 0,3 mg-N—NOz-L’l), respectivamente, ndo havendo diferencas
significativas entre os tratamentos. Todos os parAmetros de qualidade de
dgua analisados se mantiveram dentro de padrdes aceitdveis para o
cultivo de camardes marinhos (Boyd e Gautier, 2000).

17.2 Parametros zootécnicos

Os camardes alimentados com as dietas suplementadas com o
propionato e butirato (0,5, 1 e 2%) obtiveram maior peso final e ganho
de peso semanal. A eficiéncia alimentar e a sobrevivéncia dos camardes
alimentados com a dieta contendo 2% de butirato e a produtividade dos
suplementados com 0,5% e 2% de butirato também apresentaram
maiores valores em relagdes aos camardes alimentados com a dieta
controle (Tabela 9).

Estudos com a suplementacio de sais organicos indicaram
melhoria no desempenho zootécnico de camardes marinhos. Nuez-Ortiz
(2011) relatou o aumento de 9% no ganho de peso e 3% na
sobrevivéncia de P. monodon com a suplementagdo dietética de 0,1% de
um produto comercial a base de butirato de sdédio protegido.
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17.3 Utilizacao de nitrogénio e foésforo

Os camardes alimentados com as dietas contendo 0,5% e 2% de
butirato apresentaram maior porcentagem de retencdo de nitrogénio e
maior taxa de eficiéncia proteica comparado com os camardes
alimentados com a dieta controle. J4 na retenc¢do de fésforo ndo mostrou
diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 10).

Tabela 10 — Retencdo corporal de nitrogénio e fosforo e taxa de
utilizacdo proteica de Litopenaeus vannamei cultivado em dgua clara
com suplementacdo dietética de propionato de sédio e butirato de sédio
em diferentes concentragdes.

~ Retencio de Taxa de
Retencio de . oA e

Tratamento nitrogénio (%) fosforo eficiéncia
g i (%) proteica

Controle 7415+505° 19288072 1,05:0,07°

Propionato 0,5 % 88,45+8,98 ab 20,09+0,80 1,18+0,04 cb
Propionato 1%  74,88+391° 18894305  1,07+0,08°
Propionato 2% 76,60+7,16 b 19,3743,27 1,17+0,05 cb

Butirato 0,5% 94,70%3,35 " 20,51£1,05 1262001 °
Butirato 1% 82184534 2020+123  1.18:0.01 %
Butirato 2% 96,97+4,57 ° 20,1243,57 1,37+0,05 *

Valor-p 0,0042 0,9100 0,0004

* Diferentes letras indicam diferencas estatisticas no teste de SNK com nivel de
significancia de 5%.

Trabalhos com camardes marinhos avaliando a utilizacdo de
nitrogénio e fésforo das dietas com a suplementacio de dcidos organicos
ou seus sais sdo escassos. Nuez-Ortiz (2011) relata o aumento de
aproximadamente 4% na digestibilidade da proteina com a
suplementacdo de 0,1% de butirato de sédio em P. monodon. Ja outro
estudo com L. vannamei ndao apresentou melhorias significativas na
digestibilidade da proteina com a suplementacdo de 2% de butirato ou
propionato em dieta comercial (formulacdo desconhecida), o que pode
explicar a diferenga na utilizagdo do nitrogénio entre os dois trabalhos,
pois possivelmente as quantidades de proteinas derivadas do farelo de
soja e farinha de peixe s@o diferentes entre as duas dietas. Além disso, a
dieta comercial apresentava outras fontes proteicas, como proteina de
milho e concentrado proteico de soja (Silva et al., 2013).
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Silva et al. (2013) também relataram o aumento da digestibilidade
de fésforo com a suplementacio de 2% de propionato de sddio.
Contudo, no presente estudo ndo houve uma maior retengdo corporal de
fésforo nos camardes suplementados com propionato. Uma hipdtese
para explicar este resultado € que o camardo, apesar de absorver mais
fésforo no trato intestinal com suplementagdo de sais organicos, nio
aumenta a retencdo corporal deste nutriente, geralmente acumulado no
hepatopéncreas e na carapaca (Davis et al., 1993), utilizando-o nos seus
processos metabdlicos. Porém, mais estudos devem ser feitos para
esclarecer os efeitos da suplementacdo dietética de sais organicos na
utilizacdo de nitrogénio e fosforo pelos camardes marinhos.

Em peixes, a retencdo de nitrogénio e fésforo com a
suplementacdo de 4cido citrico ja € conhecida. A suplementacdo de
dcido citrico aumentou a reten¢do de nitrogénio e fésforo em pargo
vermelho (Pagrus major) (Sarker et al., 2005; Hossain et al., 2007) e a
retencdo de fésforo em olhete (Seriola quinqueradiata) (Sarker et al.,
2012a, 2012b) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Hernandez et al.,
2012).

17.4 Comunidade bacteriana intestinal

Diversos estudos ja relataram a mudanca na comunidade
bacteriana ou reducdo de vibrios no intestino de camardes marinhos com
a utilizacdo de bactérias probidticas dcido lacticas (Castex et al., 2008;
Vieira et al., 2008, 2010; Kongnum e Hongpattarakere, 2012). Porém,
sabendo que os principais responsdveis pela inibi¢do de bactérias
patogénicas sdo os dcidos orginicos produzidos pelos probidticos
(Vazquez et al., 2005), poucos estudos foram realizados avaliando a
alteracdo da microbiota intestinal com a suplementacdo de &cidos
organicos ou seus sais em animais aqudticos, principalmente em
camardes marinhos.

Neste estudo, o trato intestinal dos camardes alimentados com
dieta suplementada com 0,5 a 2% de butirato apresentou menor
contagem de vibrios em relagdo aos demais tratamentos, havendo
diferencas entre os diferentes tempos analisados (27 e 47 dias de
cultivo) na andlise de varidncia, porém nao detectada pela andlise de
SNK. Ja a contagem de bactérias heterotréficas totais ndo mostrou
diferencas significativas entre os tratamentos e os tempos analisado
(Tabela 11).
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Tabela 11 — Contagem bacterioldgica do trato intestinal de Litopenaeus
vannamei cultivado em dgua clara com suplementacdo dietética de
propionato de sédio e butirato de s6dio em diferentes concentracdes e
em dois periodos de alimentagao.

MARINE TCBS
Tratamentos (logy UFC.g'l) (logyo UFC.g'l)
27 dias 47 dias 27 dias 47 dias

Controle 8,64+0,05  8,53+0,25  8,02+026*"  7,362046*"
Propionato 0,5% 9,23+0,17  8,26+0,60  7,78+0,71**  7,65+0,55 A*
Propionato 1% 9,16£0,53  8,48+0,08  7,85+0,48 "  7,3840,56 "
Propionato 2% 8,66£0,62  8,50+0,89  7,77+0,74*"  73440,13
Butirato 0,5% 7864029 7484002  622+0364°  6,81+0,38 A°
Butirato 1% 8,0320,56  8,04+0,75  6,55+1,014°  549+1414°
Butirato 2% 9,074027 8794033  638+0,594"  6,24+1,85

Valor- Tratamento 0,1494 0,0022

Tempo 0,2610 0,04725

P Interacio 0,1808 0,2509

* Diferentes letras indicam diferencas estatisticas no teste de SNK com nivel de
significancia de 5%. Letras maidsculas indicam diferencas no periodo de
suplementacdo. Letras minusculas indicam diferengas entre os tratamentos.

Em outro estudo, a suplementagdo dietética por 14 dias de 2% de
propionato reduziu a contagem de vibrios no trato intestinal de L.
vannamei, enquanto que a suplementacio de 2% de butirato ndo
proporcionou diferencas na contagem de vibrios do trato intestinal dos
camardes, alimentados ou ndo com dieta suplementada com os demais
sais organicos (Silva et al., 2013). Essa diferenca entre os dois estudos
pode se dar pelo diferente tempo de administracio das dietas
suplementadas com sais organicos, ou pela alta varidncia dos resultados
e pouca sensibilidade nas andlises realizadas através de contagens
microbiolégicas em meios de cultura.

Através do dendograma formado pela andlise do DGGE
observou-se que a suplementacio com butirato acima de 0,5% e o
propionato acima de 1% causaram maiores alteracdes na comunidade
bacteriana do intestino dos camardes, apresentando valores de
similaridade entre 50 a 40% com a comunidade dos camardes
alimentados com a dieta controle. As comunidades bacterianas
intestinais mais semelhantes foram detectadas entre os camardes
suplementados com butirato 0,5% e 1,0%, com 92% de similaridade, e
entre os camardes alimentados com a dieta controle e propionato 0,5%
com 84% de similaridade (Figura 6).
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Figura 6 - Dendograma de similaridade dos perfis de bandas das
amostras de DNA bacteriano amplificado, extraido do intestino de
camardes L. vannamei cultivados em 4gua clara com suplementacdo
dietética de propionato de sédio e butirato de sédio em diferentes
concentracoes.

:

Em outro estudo com L. vannamei, a comunidade bacteriana
intestinal dos camardes suplementados com 0,4 - 2% de sulfato de
célcio apresentou pela andlise de DGGE apenas 64% de similaridade
com a comunidade intestinal dos camardes do controle (Anuta et al.,
2011). Em robalo europeu (D. labrax) a suplementacdo de 2 a 10% de
polihidroxibutirato (PHB) também alterou a comunidade bacteriana do
trato intestinal, chegando a porcentagens de similaridades, pelo teste de
DGGE, de aproximadamente 40% com a comunidade dos peixes
controle (Schryver et al., 2010).

17.5 Desafio experimental

Naio foi observada diferenca significativa na mortalidade entre os
camardes alimentados com dieta suplementada com butirato e
propionato nas diferentes concentragdes e os camardes alimentados com
a dieta controle. A mortalidade se estabilizou apds 64 h da infeccdo e as
médias dos tratamentos ficaram entre 30 a 40% (Tabela 12).

Em estudos com aditivos alimentares, como probidticos, [-
glucanos e nucleotideos, tem-se observado o aumento da sobrevivéncia
de camardes marinhos, apds o desafio com Vibrio (Vieira et al., 2007,
2010; Chang et al, 2011; Biswas et al., 2012; Kongnum e
Hongpattarakere, 2012).

Contudo, pouco se sabe sobre a resposta da suplementacido da
dieta com 4cidos organicos ou seus sais em camardes marinhos contra
uma infec¢do com Vibrio. Cheng et al. (2005) observaram que a
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suplementacdo de 0,05% a 0,2% de alginato de sédio aumentou a
sobrevivéncia de L. vannamei injetados com V. alginolyticus pela regido
ventral do cefalotérax, com valores entre 30 a 43,3% de sobrevivéncia
contra 13,3% dos camardes nao suplementados.

Tabela 12 — Sobrevivéncia de Litopenaeus vannamei cultivados em
dgua clara com suplementacdo dietética de propionato de sdédio e
butirato de sédio em trés diferentes concentracdes (0,5; 1 e 2%) e
desafiados intramuscular com 100 uL de Vibrio sp. contendo 2,92 x 10°
unidades formadoras de col6nia por camaro (DLsy).

Mortalidade
Tratamento (%)
Controle 36,19 +9,28

Propionato 0,5% 40,02 + 17,35
Propionato 1% 30,75 £ 14,97
Propionato 2% 37,08 £4,50
Butirato 0,5% 40,00 + 10,26

Butirato 1% 39,01 £8,05
Butirato 2% 40,12 £ 9,93
Valor-p 0,9786

Neste estudo, apesar da redug¢do de vibrios no trato intestinal
dos camardes e da melhor sobrevivéncia durante a engorda, a
suplementacdo de sais organicos ndo alterou a sobrevivéncia apds o
desafio com Vibrio sp. Porém, é necessdrio considerar alguns aspectos,
como a via de infec¢do e a dose. O desafio foi realizado com uma
injecdo intramuscular e com doses altas, gerando uma infeccdo aguda.
Mais estudos utilizando diferentes concentragdes de sais organicos,
doses menores ou com vias alternativas de desafio, podem ser avaliados
para verificar uma situacio mais proxima do que ocorre nos cultivos.

17.6 Analises hemato-imunolégica

A contagem total de hemécitos (THC) apresentou valores mais
baixos apds o desafio, contudo ndo foram observadas diferenca entre os
tratamentos antes ou apds a infeccdo (Tabela 13). Outros trabalhos com
desafio experimental de L. vannamei com V. alginolyticus, utilizando
doses de 1 x 10° UFC por camardo, também observaram reducdo do
THC apés o desafio, porém, apenas entre 12 a 24 h (Hsieh et al., 2008) e
entre 12 a 48 h (Li et al., 2006). L. vannamei alimentados com dietas
suplementadas com diferentes concentragdes de alginato de sédio (0,05
a 0,2%) ndo apresentaram alteracdes na THC, corroborando com os
resultados deste estudo (Cheng et al., 2005; Liu et al., 2006). Porém, a
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suplementacdo dietética de L. vannamei com 1,2 e 2% do 4cido
inorganico sulfato de cédlcio aumentou a THC (Anuta et al., 2011).

Exceto para os camardes suplementados com 1% de propionato,
os outros alimentados com dietas contendo propionato e butirato
apresentaram titulo de aglutinagdo do soro mais elevada do que dos
camardes do tratamento controle, antes e apds o desafio (Tabela 13). No
entanto, poucos estudos com uso de aditivos alimentares para camardes
tém avaliado a resposta do titulo de aglutinacdo. Em estudo com L.
vannamei alimentados com dieta suplementada com a cepa probidtica
Lactobacillus plantarum, ao contrdrio do presente estudo, ndo houve
diferencas significativas no titulo de aglutinacio do soro em comparacio
com os camardes de controle antes do desafio. Porém, apds o desafio
com o V. harveyi, os camardes suplementados com probidticos
apresentaram valores mais elevados (Vieira et al., 2010).

O titulo antimicrobiano da hemolinfa dos camardes contra a
cepa Gram-positiva (S. aureus) foi mais elevado apds a infeccdo com
Vibrio, enquanto o titulo antimicrobiano contra a cepa Gram-negativa
(Vibrio sp.) e a atividade da fenoloxidase (PO) ndo apresentaram
alteracdes significativas com o desafio. Todavia, estes pardmetros nio
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos (Tabela 13).
O titulo antimicrobiano ¢ uma forma indireta de avaliar os peptideos
antimicrobianos. Estas moléculas possuem um papel importante na
resposta humoral inata dos crusticeos, atuando como antibidticos
naturais contra uma diversidade de microrganismos. Rosa e Barracco
(2010) relatam estudos onde se observou que peneideos apds uma
infeccdo com Vibrio aumentam a expressdo génica nas primeiras horas
do peptideo antimicrobiano ALF, principal responsével pela inibi¢do de
bactérias Gram-negativas. Enquanto que 24 a 72 h apds a infec¢do ha
um aumento da expressdo de outros antimicrobianos como as crustinas e
peneidinas, que atuam principalmente contra bactérias Gram-positivas.
Este relato pode explicar o resultado de nosso estudo, ja que o soro dos
camardes possuia atividade antimicrobiana apenas contra a cepa de
S.aureus. Porém, a suplementacdo de butirato e propionato nao
interferiu na resposta antimicrobiana do soro antes ou apds o desafio nas
condi¢des avaliadas.
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Outra resposta importante do sistema humoral inato para os
camardes marinhos € a atividade da enzima PO. Li et al. (2008)
observaram diminui¢do da atividade da PO no soro de L. vannamei
infectados com 1 x 10° UFC por camardo de V. alginolyticus, voltando a
valores basais apds 120 h. Neste estudo, apds 96 h do desafio ndo foi
possivel detectar alteragdes na PO com a inoculagdo de 2,93 x 10° UFC
por camardo. Porém, no outro estudo, os autores utilizaram uma
temperatura de 24 °C, enquanto nesse estudo a temperatura do desafio
foi de 28 °C. Estudos com alginato de sdédio relatam resultados
contraditérios em relagdo a atividade da PO, enquanto a suplementacgio
de 0,1% e 2% de alginato aumentou a atividade da PO para L. vannamei
(Cheng et al., 2005), ndo alterou para P. monodon (Liu et al., 2006).

18 CONCLUSAO

A suplementacdo dietética de propionato e butirato de sédio em
diferentes concentragdes modifica a microbiota intestinal e melhora o
crescimento do camardo marinho L. vannamei. Além disso, a
suplementacdo do butirato de s6dio melhora a retencdo de nitrogénio,
taxa de efici€éncia proteica, e titulo de aglutina¢do do soro, melhorando
consequentemente a eficiéncia alimentar, sobrevivéncia e produtividade.
Contudo, o propionato e butirato ndo foram capazes de melhorar a
sobrevivéncia apds o desafio com Vibrio nas condi¢des analisadas.
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21 RESUMO

Acido butirico ou seus derivados podem promover a melhoria na
eficiéncia da utilizacdo de nutrientes, alteracdo da microbiota intestinal e
aumento da imunidade em animais terrestres e aqudticos. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de dietas suplementadas com butirato
de sédio ou polihidroxibutirato (PHB) sobre os parametros zootécnicos,
alteracdo da microbiota intestinal e pardmetros hemato-imunolégicos do
camardo branco do Pacifico (Litopenaeus vannamei) cultivados em
sistema superintensivo de bioflocos. Foram utilizados doze tanques de
800 L povoados com 250 camardes-m” (3,96 £ 0,04 g) em sistema de
bioflocos. A dieta foi suplementada ou ndo com 2% de cada aditivo
alimentar. Apds seis semanas de cultivo, doze animais de cada tanque
foram transferidos para aquérios de 40 L e desafiados com 1 x 10’
unidades formadoras de colonias de Vibrio sp. Foi observada maior
sobrevivéncia (p=0,042) e produtividade (p=0,042), assim como, menor
contagem de bactérias totais (p=0,019) e vibrios no intestino (p=0,038)
em camardes alimentados com dieta suplementada com butirato em
relacdo aos camardes que receberam a dieta controle ao longo do ensaio
de crescimento. Contudo ndo foi observada diferenca (p>0,05) nos
demais parimetros zootécnicos avaliados. Os camardes alimentados
com dietas suplementadas com butirato de sédio e PHB apresentaram,
antes e apds o desafio experimental, aumento na contagem de hemdcitos
totais (p=0,001) e granulares (p=0,001), além de aumento no titulo de
aglutinacdo do soro (p=0,001). Os camardes alimentados com dietas
contendo butirato de sédio também apresentaram maior contagem de
células hialinas antes do desafio (p=0,002). Porém, ndo foram
observadas alteracdes na atividade da fenoloxidase (PO), antes ou apds
o desafio, entre os camardes alimentados com as diferentes dietas
(p>0,05), nem diferencas significativas na mortalidade acumulada apds
infeccdo com Vibrio sp. (p>0,05). Com isso, conclui-se que a
suplementagdo dietética do PHB e, principalmente do butirato de sédio,
para L. vannamei cultivados em sistema superintensivo de bioflocos,
teve efeito na modulacido do sistema imunoldgico, além de diminuir a
concentragdo de bactérias patogé€nicas no intestino, aumentando assim a
sobrevivéncia, e consequentemente, a produtividade do cultivo.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei, sistema heterotréfico, aditivos
alimentares, dcidos orginicos, microbiota intestinal, parimetros
imunoldgicos.
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22 ABSTRACT

Butyric acid and derivatives can enhance nutrient utilization, changes in
the intestinal microbiota, and increased immunity in terrestrial and
aquatic animals. The aim of this study was to evaluate the effect of
dietary supplementation with sodium butyrate or polyhydroxybutyrate
(PHB) in the growth performance and in changes of intestinal
microbiota and hemato-immunological parameters of the Pacific white
shrimp (Litopenaeus vannamei) grown under a superintensive biofloc
system. Twelve tanks of 800 L were stocked with 250 shrimp-m™ (3.96
+ 0.04 g) in biofloc system. The diets were supplemented with 2% of
each feed additive. After six weeks, twelve shrimp from each tank were
transferred to 40 L aquariums and 1 x 10° colony forming units of
Vibrio sp. Higher survival (p=0,042) and productivity (p=0,042), even
as lower total bacterial (p=0,019) and vibrios counts (p=0,038) in
shrimp intestine, were observed in the tanks fed with butyrate
supplemented diet compared to control shrimps. However, no
differences were observed in the other performance parameters analyzed
(p>0,05). Shrimp fed diets supplemented with sodium butyrate and
PHB, before and after the experimental challenge, showed an increase of
total and granular hemocytes (p=0,001), in addition to an increase in
serum agglutination titre (p=0,001). Shrimp fed diets containing sodium
butyrate also had higher counts hyaline cells before challenge (p=0,002).
However, changes in the phenoloxidase (PO) activity were not observed
before or after the challenge among shrimp fed different diets (p>0,05).
Also no significant differences in cumulative shrimp mortality after
infection with Vibrio sp. were observed (p>0,05). Thus, we can
conclude that dietary supplementation of PHB, and mainly sodium
butyrate, for L. vannamei grown in superintensive biofloc system, acted
as an immune system modulator reducing pathogenic bacteria
concentration in the shrimp gut, thereby increasing survival and
productivity in the culture of shrimp in biofloc systems.

Key words: Litopenaeus vannamei, heterotrophic system; feed
additives; organic acids; intestinal microbiota; immunological
parameters.
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23 INTRODUCAO

O maior entrave para o crescimento da carcinicultura sido as
enfermidades, destacando-se as de origem virais, como o virus da
mancha branca (WSSV), virus de Taura (TSV), virus da cabeca amarela
(YHV) e virus da mionecrose infecciosa (IMNV) (Lightner, 2005).
Contudo, primeiramente relatada em 2009, a AHPNS na Asia (do inglés,
Acute Hepatopancreatic Necrosis Syndrome), causada pelo Vibrio
parahaemolyticus € hoje a enfermidade responsdvel pelas maiores
perdas para a carcinicultura marinha (Tran et al., 2013).

Para o controle destas enfermidades, a utilizacdo profildtica de
antibidticos € a estratégia mais utilizada na carcinicultura (Skjermo e
Vadstein, 1999). Porém, o uso massivo de antibidticos tende a
selecionar cepas de bactérias resistentes (Holmstrom et al., 2003). Além
disso, a presenca de residuo de antibidticos no tecido do camardo
inviabiliza a comercializa¢do para muitos paises e prejudica a saide do
consumidor (Cabello, 2006). Neste contexto, pesquisas com uso de
sistemas de cultivo mais biosseguros, como o sistema de bioflocos
(Wasielesky et al., 2006) e métodos preventivos alternativos de combate
a enfermidades sdo fundamentais, como a inclusdo dietética de acidos
organicos e seus sais (Liickstadt, 2008; Defoirdt et al., 2011).

O cultivo em meio bioflocos favorece a formacido de agregados
microbianos com uma mistura complexa (Bratvold e Browdy, 2001);
compostos por bactérias, algas, fungos, protozodrios, rotiferos,
nematdides, entre outros; resultantes da conversao de detritos organicos.
Estes agregados sao consumidos regularmente pelos camardes durante o
cultivo (Cuzon et al., 2004, Wasielesky et al., 2006). Além de proteina,
os flocos contém quantidades importantes de macronutrientes (célcio,
fosforo, potdssio e magnésio) e micronutrientes (cobre, ferro, manganés
e zinco), assim como aminodcidos e dcidos graxos essenciais (Moss et
al., 2006). O consumo deste bioflocos contribui duplamente para a
dindmica do cultivo, pois além de constituir uma fonte para a nutricao
dos camardes € um eficiente instrumento de reciclagem dos nutrientes
(Mcintosh, 2001).

Ja os 4cidos organicos e seus sais exercem efeitos sobre o
desempenho zootécnico dos animais durante os cultivos através de
mecanismos distintos, como inibi¢do de patégenos, melhoria da
absorcdo de macro e micronutrientes, além de fornecer energia
altamente disponivel (Liickstadts, 2008).

Pesquisas com a utilizagdo de acido butirico ou butirato de sédio
em animais terrestres € humanos tém ganhado destaque nos ultimos
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anos. Na revisdo de Hamer et al. (2008) sobre a funcdo do butirato na
saide do coldn intestinal de humanos, € citado que ele possui efeitos na
inibi¢do da carcinogénese do cdlon, efeito anti-inflamatorio, capacidade
de inibicdo do estresse oxidativo, além de aumentar as barreiras de
defesa do intestino e a saciedade. Em suinos e frangos de corte a
suplementacdo dietética do butirato de soédio apresenta melhorias no
ganho de peso, na imunologia e na sadde intestinal (Galfi; Bokori, 1990;
Adil et al., 2010, 2011; Zhang et al., 2011).

No cultivo de peixes, alguns estudos sugerem melhorias no ganho
de peso e conversdo alimentar com uso de butirato de sédio, como em
bagre africano (Clarias gariepinus) (Owen et al., 2006), tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus), carpa comum (Cyprinus carp) (Zheng, 2009) e
dourada (Sparus aurata) (Robles et al., 2013). Porém, ndo apresentou
resultados positivos para salmonideos (Bjerkeng et al., 1999; Gao et al.,
2011).

Em camardes marinhos, o uso da suplementacdo de produto
comercial composto por 30-40% de butirato de sédio protegido com
6leos vegetais, melhorou o desempenho no cultivo de Penaeus monodon
(Nuez-Ortin, 2011a). Silva et al. (2013a) observaram que o butirato de
sddio possui potencial inibitério contra cepas de Vibrio patogénicas para
camardes marinhos e sua suplementagdo em dietas comerciais aumenta
a atratividade e consumo do Litopenaeus vannamei. Além disso, esses
mesmos autores observaram melhorias em parametros zootécnicos em
ensaio de crescimento em dgua clara de L. vannamei suplementado com
0,5% a 2% de butirato de sddio (Silva et al., 2013b).

Contudo, o butirato de sédio possui alta solubilidade em 4gua,
havendo grande lixiviacdo na racdo, necessitando assim de grandes
quantidades para manter sua eficiéncia (Defoirdt et al., 2011). Com isso,
surgem trabalhos testando polimeros hidrofébicos, como o
polihidroxibutirato (PHB, polimero biodegraddveis de dcido butirico). O
uso de PHB apresentou bons resultados quando aplicado na dgua para
artémia (Artemia franciscana) (Defoirdt et al., 2007), via art€émia para
camardo gigante da Maldsia (Macrobrachium rosenbergii) (Nhan et al.,
2010), e suplementado em dieta para robalo europeu (Dicentrarchus
labrax) (Schryver et al., 2010).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de dieta
suplementada com butirato de sédio e PHB nos parametros zootécnicos,
na contagem bacteriana intestinal e nos pardmetros hemato-
imunolégicos do camardo branco do Pacifico (Litopenaeus vannamei)
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em sistema de bioflocos, além da sobrevivéncia destes apds o desafio
experimental com Vibrio sp.

MATERIAL E METODOS

A preparacio das dietas experimentais foi realizada no Instituto
de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da Universidade Federal do Ceara. A
engorda experimental foi realizada no Laboratério de Camardes
Marinhos (LCM) e o desafio experimental no Laboratério de Sanidade

de Organismos Aqudticos (AQUOS), ambos pertencentes a
Universidade Federal de Santa Catarina.

24.1 Material bioldgico

Os camardes Litopenaeus vannamei foram provenientes de uma
linhagem livre de patégenos especificos (SPF, do inglés Specific
Pathogen Free) de notificacdo obrigatéria (WSSV, THHNV, TSV,
IMNV e YHV), pela Organizacio Internacional de Epizootiases (OIE)
oriundos da Aquatec Ltda. Os camardes foram cultivados no LCM em
sistema intensivo fechado com bioflocos bacterianos até o inicio do
experimento.

24.2 Preparacao e analise das dietas

As dietas experimentais utilizadas nos ensaios foram formuladas
contendo 320 g kg de proteina bruta, sem a inclusdo de farinha de
peixe (Tabela 14). Os ingredientes secos da dieta foram previamente
moidos e peneirados (300 um), posteriormente os microingredientes
foram homogeneizados em misturador Y por 10 min e adicionados aos
macroingredientes para homogeneizacdo em um misturador de
alimentos por mais 10 min. Logo apds, foram adicionados os 6leo de
peixe, 6leo de soja, a lecitina de soja e 30% de dgua. A mistura
resultante foi extrusada a 90 °C em micro-estrusora com capacidade de
40 kg.h’1 (modelo EX30, EXTEEC Mdquinas, Sao Paulo, Brasil). O
butirato de sédio (Sigma-Aldrich, MO-USA) e o PHB (Biocycle® 1000,
Byocycle, Brasil) foram adicionados substituindo o caulim, utilizado
como ingrediente de preenchimento. A composi¢do centesimal foi
realizada conforme a metodologia descrita pela AOAC (Association of
Official Analitycal Chemists, 2005) (Tabela 14).

24.3 Ensaio de crescimento

Doze unidades experimentais de polietileno com 800 L de 4dgua
(raio = 0,65 m) foram abastecidas através do bombeamento da dgua do
tanque matriz cultivado em sistema de bioflocos. Os parimetros de
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qualidade de dgua do tanque matriz no dia do inicio do experimento sao
mostrados na Tabela 15. As unidades continham 4 m? de superficie
(fundo e lateral) e mais 2 m? oferecido em substrato artificial para
aumentar o conforto dos animais (Schveitzer et al., 2013a). Aeracgdo
constante foi provida através de mangueiras de difusdo ligadas a um
soprador de ar do tipo blower de 7,5 CV e aquecedores de titAnio (800
watts de poténcia) com termostato, mantendo a temperatura em 29 + 0,5
°C.

As unidades experimentais foram distribuidas completamente ao
acaso em um tratamento onde os camardes foram alimentados com a
dieta suplementada com butirato de sédio, PHB e um controle (sem
suplementacdo), em quadruplicata. Cada tanque foi povoado com 200
camardes com peso médio de 3,96 + 0,04 g, mantendo uma densidade
inicial de 250 camardes-m™.

Os camardes foram alimentados quatro vezes ao dia (8:00; 11:00;
14:00 e 17:00), e a alimentacdo controlada através do consumo. A dieta
foi oferecida a lanco (90%) e em bandejas de alimentagdo (10%), duas
horas apdés serem ofertadas as bandejas eram checadas para estimar o
consumo da dieta no tanque.

Durante o experimento, o oxigénio dissolvido e temperatura
foram mensurados duas vezes ao dia (YSI, modelo Pro 20). Duas vezes
por semana foram realizadas analises de pH (YSI, modelo Professional
Plus), salinidade (salindmetro digital YSI 30), transparéncia (disco de
secchi), volume de sdlidos suspensos (cone Imhoff) nitrogénio
amoniacal total, nitrito, alcalinidade e sélidos totais (APHA, 2005).
Uma vez por semana foi realizado a quantificacdo de sélidos fixos,
solidos volateis, nitrato, clorofila-a (APHA, 2005) e ortofosfato
dissolvido (Strickland e Parsons, 1972).

Os sélidos totais foram mantidos entre 400 e 600 mg.L’
(Schveitzer et al., 2013b) e, quando este valor era ultrapassado o
excedente era retirado com o auxilio de decantadores com capacidade de
15 L para retirada de solidos dos tanques (Ray et al., 2010).

Ao longo do cultivo nao houve renovagdo de dgua, sendo reposto
apenas o volume evaporado com &dgua doce. Foi utilizado melaco de
cana nas quatro primeiras semanas do experimento mantendo uma
relacdo de 15:1 de carbono nitrogénio com a dieta. O melago era
fornecido duas vezes ao dia entre as alimenta¢des. Também foi utilizada
cal hidratada quando a alcalinidade apresentou valores menores que 120
mg.L"! CaCOs, a dose foi 10% (p/p) da entrada didria de alimento.
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Tabela 14 - Formulacio e composi¢cdo centesimal das dietas
experimentais utilizados na engorda experimental de Litopenaeus
vannamei em sistema superintensivo de bioflocos, suplementados com

butirato de sédio e polihidroxibutirato (PHB).

Ingredientes (g kg'l) Controle Butirato PHB
Concentrado proteico de soja
(630 g.kg’l PB) 171,6 171,6 171,6
Farelo de soja
(450 kg’l PB) 350,0 350,0 350,0
Farinha de trigo 250,0 250,0 250,0
Quirera de arroz 80,0 80,0 80,0
Oleo peixe 25,1 25,1 25,1
Oleo de soja 20,4 20,4 20,4
Lectina de soja 15,0 15,0 15,0
Fosfato monobicalcico 20,0 20,0 20,0
Sal comum 15,0 15,0 15,0
Cloreto de potéssio 3,0 3,0 3,0
Sulfato de magnésio 8,0 8,0 8,0
Caulim 31,6 11,6 11,6
Butirato de sédio (98%) 0,0 20,0 0,0
PHB (98%) 0,0 0,0 20,0
'Premix vitaminico-mineral' 10,0 10,0 10,0
Vitamina-C> 0,3 0,3 0,3
Composicao cle ntesimal Controle Butirato PHB
(gkg™)

Umidade 101,9 86,6 103,8
Proteina bruta 314,0 323,4 311,2

Extrato etéreo 65,4 64,0 64,9
Extrato ndo nitrogenado 386,8 397,77 390,1
Material mineral 104,0 98,4 87,2
Fibra bruta 27,9 29,8 42,8

Energia’ 4002 4084 4095

" _Niveis de garantia por quilo do produto: vit. A - 1.250.000 UI; vit. D5 -
350.000 UI; vit. E - 25.000 UI; vit. K3 - 500 mg; vit. B; — 5.000 g; vit B, 4.000
g; vit. Bg — 5.000 g; B;; — 10 mg; 4cido nicotinico — 15.000 mg; &cido
pantoténico — 10.000 mg; biotina - 150 mg; acido félico - 1,25 mg; vit. C —
25.000 mg; Colina — 50.000 mg; Inositol 30.000 mg; Ferro — 2.000 mg; Cobre —
3.500 mg; Cobre-quelado — 1.500 mg; Zinco — 10.500 mg; Zinco-quelado —
4.500 mg; Manganés — 4.000 mg; Selénio - 15 mg; Selénio-quelado — 15 mg;
Iodo — 150 mg; Cromo — 80 mg e Veiculo (q.s.p). * — Vitamina-C: Rovimix
Stay-C® 35%, DSM Produtos Nutricionais Brasil (Sdo Paulo, Brasil). Acido L-

ascérbico-2-monofosfato. * - cal. g".
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24.4 Avaliacao dos parametros zootécnicos

Ap6s 42 dias de cultivo foi realizada uma biometria final de todos
os camardes de cada unidade experimental para obtencdo dos
parAmetros zootécnicos, como: peso final, ganho de peso semanal,
produtividade, eficiéncia alimentar e sobrevivéncia.

Ao final do cultivo também foram coletados 10 camardes por
unidade experimental para posteriormente andlise e calculo da retencdo
de nitrogénio e fésforo e a taxa de eficiéncia proteica.

(Bf x NCf) — (Bi x NCi)

Retencdo (%) = 100 X
etengdo (%) Ingestio total do Nutriente

Onde, Bf — Biomassa final, NCf — % Nutriente (nitrogénio ou
fosforo) corporal final, Bi — Biomassa inicial, Nci - % Nutriente
(nitrogénio ou fésforo) corporal inicial.

Ganho de peso (g)

Taxa de eficéncia proteica (TEP) = Consumo total de proteina (g)
24.5 Contagem bacterioldgica

Apés 40 dias de cultivo, cinco camardes de cada unidade
experimental foram amostrados para a formacdo de um pool por
unidade, além de 10 mL da 4gua de cada tanque, para realizar a
contagem bacterioldgica. Os intestinos dos camardes foram extirpados
com auxilio de pingas e bisturi, homogeneizados em solucdo salina
estéril a 3% de NaCl em um graal. Em seguida, as amostras, tanto de
dgua como de intestino, foram diluidas serialmente (1/10) em solucdo
salina estéril 3,0%, semeadas em meio de cultura Agar Marine (para
bactérias marinhas heterotréficas totais) e Agar de Tiossulfato, Citrato,
Bile e Sacarose (TCBS, meio seletivo para vibrios), e incubadas em
estufa a 29 °C durante 24 h.

24.6 Desafio experimental

Para realizacdo dos desafios experimentais foi utilizado uma cepa
de Vibrio sp. (CPQBA 378-12 DRMO1) isolada da hemolinfa de
camardes L. vannamei reprodutores mantidos no setor de maturagio do
LCM, sintomdticos com melanizacdo cutinea, durante um surto de
mortalidade. A cepa foi identificada através do sequenciamento de
fragmentos do gene RNA ribossomal 16S como Vibrio sp. (dados ndo
publicados), apresentando alta similaridade na andlise filogenética com
as cepas de Vibrio natriegens e Vibrio alginolyticus (Figura 7).

Para o desafio experimental utilizou-se a dose letal 10 (DL;,) de
1 x 10° unidades formadoras de colonia (UFC) por camardo,
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determinada para esta cepa por ensaios anteriores com camardes com
peso de 11,5 + 1,2 g crescidos em 4gua clara e mantidos em aqudrios a
28 °C. Neste ensaio os camardes estabilizaram sua mortalidade 54 h
apos a infecgdo (dados ndo publicados).

No desafio experimental 12 camardes de cada unidade
experimental foram transferidos para 12 aqudrios de 40 L contendo
aquecimento (28 °C) e aeracdo constante, obedecendo ao mesmo
delineamento experimental da engorda. O in6culo crescido em caldo de
coracdo e cérebro (BHI, do inglés, Brain and Heart Infusion) por 18 h
em 28 °C foi centrifugado por 30 min a 1800 g. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado suspendido em solugdo salina estéril 3,0% na
propor¢do para que a suspensdo se mantivesse em 1 x 10® UFC-mL"',
segundo a curva de crescimento realizada anteriormente.
Posteriormente, a suspensdo foi diluida até a concentracdo desejada para
o desafio. Os camardes foram injetados com 100 uL da suspensdo na
parte dorsal do primeiro segmento abdominal. A mortalidade foi
acompanhada até 96 h apds o desafio.

Vibrio harveyi NCIMB1280" (AY750575)
Vibrio owensii DY05" (GU018180)
Vibrio communis R40496" (GU078672)

44

Vibrio agarivorans CECT5085" (AJ310647)
Vibrio alginolyticus ATCC17749" (X56576)

11| CPQBA 378-12 DRM 01

Vibrio natriegens ATCC14048" (X74714)

Vibrio rotiferianus LMG21460' (AJ316187)

29 Vibrio campbellii ATCC25920" (X56575)

Vibrio azureus LC2005" (AB428897)

r Vibrio sagamiensis LC2047' (AB428909)
68 Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802" (AF388386)

Allomonas enterica LMG21754" (AJ550855)

—
0.002

Figura 7 — Arvore filogenética demonstrando as relagdes evolutivas
entre as sequéncias parciais do gene RNA ribossomal 16S da cepa de
Vibrio isolado de hemolinfa de camardes em surto de mortalidade e
utilizado nos desafios experimentais (CPQBA 378-12-DRM 01) e
sequéncias de linhagens de microrganismos relacionados presentes nas
bases de dados RDP e GenBank.

24.7 Analises hemato-imunolégicas

Antes do desafio experimental a hemolinfa de dez animais por
unidade experimental foi coletada para formar dois pools, enquanto que
apods o desafio foi coletada a hemolinfa de cinco animais por unidade
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experimental (um pool). As amostras foram coletadas com seringas
estéreis de 1 mL de agulha 21G resfriadas a 4 °C. Da hemolinfa coletada
de cada animal, 40 pL foram fixado em solugdo de 4% de
formaldeido/MAS (citrato de sédio 27 mM, EDTA 9 mM, glicose 115
mM, NaCl 336 mM, pH 7,0) para contagem total de hemécitos (THC), e
o restante foi deixado coagular a 4 °C. A hemolinfa coagulada foi
congelada a -20 °C e centrifugada repetidamente a 10.000 g por 10 min
a 4 °C para obtencdo do soro, e este aliquotado e estocado a -20 °C para
uso posterior nas demais andlises imunoldgicas.

O numero total e diferencial de hemdcitos por mililitros de
hemolinfa foi estimado por contagem direta em cimara de Neubauer
com microscopia de contraste de fase.

Para determinar o titulo aglutinante, as amostras de 50 pL. de soro
foram diluidas serialmente em TBS-1 (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 10
mM CaCl,, 5 mM MgClL, pH 7.4) em placas de 96 micropogos com
fundo concavo. Depois, cada pogo recebeu 50 pL. de solucdo 2% de
eritrécitos de cachorro em solugdo TBS-1 e incubados por 3 h a 25 °C
em camara timida. O controle foi realizado substituindo o soro por TBS-
1. O titulo aglutinante foi definido como o reciproco da maior diluicio
capaz de aglutinar os eritrocitos (segundo Maggioni et al, 2004).

A atividade da fenoloxidase (PO) foi determinada no soro por
espectrofotometria (DOygonm) pela formagdo do pigmento DOPA-cromo,
apods a oxidag@o do substrato L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO), através da metodologia descrita por
Soderhill e Hall (1984) . Primeiramente, amostras do soro (2 pools de 5
animais por tratamento) foram diluidos (1:8) em TBS-2 (1 mM Tris, 336
mM NaCl, 5 mM CaCl,, 10 mM MgCl,, pH 7.6). Desta soluc¢do, 50 puL
foi incubada em um volume igual de tripsina (1 mg-mL"") por 15 min 2
20 °C em placas de 96 micropocos. Apds a incubagdo, 50 uL. de solucio
L-DOPA (3 mg-L™") foi adicionado a cada pogo. O controle foi feito
com 50 pL. de TBS-2 em substituicdo da tripsina. A formacdo do
DOPA-cromo foi monitorada nos tempos 0, 5, 15 ¢ 20 min depois da
adi¢do da solugdo L-DOPA. Uma unidade de atividade especifica da PO
foi equivalente 2 variacdo de 0,001 na absorbancia-min™-miligrama de
proteina”’. A concentragdo de proteina na hemolinfa foi estimada pelo
método de Bradford (1976), utilizando soro-albumina bovina como
padrio.

24.8 Analises dos dados
Antes de serem submetidos as andlises estatisticas os dados de
contagem bacterioldgica foram transformados em log;q (x+1), os dados
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do titulo de aglutinacio foram transformados em log, (x+1), e os dados
de sobrevivéncia do cultivo e do desafio experimental foram
transformados em arco-seno (x). A homocedasticidade dos dados foi
avaliada pelo teste de Bartlett, e posteriormente os dados zootécnicos, de
retencdo de nitrogénio e fosforo, taxa de eficiéncia proteica, contagem
bacterioldgica, hemato-imunolégicos e de mortalidade apds o desafio
foram submetidos a andlise de varidncia unifatorial. Os dados dos
pardmetros de qualidade de dgua foram analisados por andlise de
varidncia com parcela subdividida no tempo. Caso necessdrio a
realizacdo da separacdo de médias, esta foi realizada pelo teste de
Student Newman Keuls (SNK). Todos os testes estatisticos foram
avaliados com nivel de significincia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

25.1 Parametros de qualidade de agua

As médias e valores miaximos e minimos dos pardmetros de
qualidade de agua encontrados ao longo das seis semanas de cultivo
estdo representados na Tabela 15. Os pardmetros analisados nao
apresentaram diferencas significativas entre os tanques que receberam
diferentes alimentos. Também ndo foram observadas variacdes
significativas entre os parAmetros ao longo das semanas, com excecio
da alcalinidade e nitrato. A alcalinidade dos tanques de cultivo
apresentava valores médios de 140 a 150 mg CaCosL" até a quarta
semana, baixando para 90 mg CaCO;.L" no inicio da quinta semana,
apds a retirada do melaco. Contudo a alcalinidade foi corrigida
rapidamente com a utilizacdo de cal hidratada. Nessa ocasido o pH dos
tanques ndo sofreu tanta alteracdo, baixando de 7,6 para 7,3, em média.
Essa redugcdo € explicada pela acdo das bactérias nitrificantes que
utilizam carbonatos como fonte de carbono, mantendo os niveis de
amonia e nitrito baixo (Ebiling et al., 2006). Ja a concentracio do nitrato
iniciou com 36,58 mg N-NO;.L"', aumentou até o final da segunda
semana de cultivo, chegando a uma média de 82,26 mg N-NO;.L.
Todavia, a partir da terceira semana até o final do cultivo se manteve em
30 mg N-NO;L"', em média. Essa baixa pode ser explicada pela
estabiliza¢do de uma comunidade de bactérias desnitrificantes no tanque
(Hamlin et al., 2008). Apesar das variacdes, todos os pardmetros de
qualidade de 4gua analisados se mantiveram dentro de padrdes
aceitdveis para camardes marinhos (Boyd e Gautier, 2010).
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Tabela 15 — Pardmetros de qualidade de d4gua na engorda experimental
de Litopenaeus vannamei em sistema superintensivo de bioflocos,
suplementados com butirato de sédio e polihidroxibutirato (PHB).

Parametros

Tanque

qualidade de dgua  Matriz Controle Butirato PHB
0 N 291 292
Temperatura °C)  27.0  r553)¢)  (27.9:307)  (28.1-3L.1)
. 353 35.9 35.6
Salnidade (ppt) 37,5 319304y (33.1.384)  (33.6-38.5)
Oxigénio 56 5,3 5,3 5,3
dissolvido (mg.L") ’ (4.3-6.5) (3.5-5.9) (4.0-6.3)
7.54 7.64 7.58
pH 142 (715787)  (743-798)  (7.32-7.93)
. 0.18 0.16 0.17
NAT (mg.L") 021 0.06-0.68)  (0.01-035)  (0.05-0.62)
. 0,57 0.56 0.54
N-NO; (mg.L") 093 018-1.02)  (0.17-1.00)  (0.15-0.90)
. 55.2 58.8 57.3
N-NO;mgL™) 3658 51 1300) (25.1-1372) (21.6-124.8)
P-PO, 056 0.70 0,78 0.68
(mg.L7) : (043-092)  (0,50-1.16)  (0.40-0.92)
. 833 69.6 81.8
Clorofila-a (ug L") 947 75 5049)  (658-77.0)  (64.6-104.4)
Alcalinidade 152 131 144 139
(mg CaCO,.L") (72-185) (88-190) (85-185)
Transparéncia(cm) 15 13 13 13
ansparenciacm (6-18) (10-18) (6-17)
Volume de sélidos
sedimentaveis 6 8 9 8
s (4-14) 4-21) (3-15)
Sélidos totais 434 542 562 548
(mg.L™) (425-712)  (376-719)  (428-738)
Solidos volateis 39 44 44 45
(%) (38-53) (31-50) (37-53)

NAT — Nitrogénio amoniacal total.

25.2 Parametros zootécnicos

A produtividade e sobrevivéncia nos tanques onde os camardes
foram alimentados com dieta suplementada com butirato de sédio foram
superiores em relagdo ao controle (Tabela 16). Porém ndo foram
observadas diferengas nos demais parametros zootécnicos avaliados.
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Todavia, um estudo de crescimento de L. vannamei em bioflocos
utilizando dietas com ingredientes proteicos de orgem vegetal, assim
como nesse estudo, apresentaram ganhos de peso semanal de 0,66 a 0,89
g-semana'1 (Ray et al., 2010). Ja outros ensaios de crescimento de L.
vannamei em sistema superintensivos de bioflocos utilizando dietas
comerciais, apresentaram dados de ganho de peso semanal entre 0,44 a
0,75 g-semana'1 (Schveitzer et al., 2013a, 2013b), enquanto este estudo
mostrou ganho de peso semanal superior a 1,5 g-semana’ para os
camardes alimentados com todas as dietas experimentais.

Tabela 16 — Parametros zootécnicos na engorda experimental de
Litopenaeus vannamei em sistema superintensivo de bioflocos,
suplementados com butirato de sédio e polihidroxibutirato (PHB).

Controle Butirato PHB
Peso final (g) 13,28+0,29 13,29+0.,45 13,0040,26
Ganho de peso 1,55+0,05 1,5620,08 1,51+0,04
(g semana’™)

SObr‘zfy:)V)e“c'a 76.5042.94°  81.63+284%  79.95+050*°
Produtividade b a ab
(kg m?) 2.54+0.15 2,7140,04 2,58+0,05
Eficiéncia 0.45+0,05 0,46+0,02 0,44+0.,01

alimentar

* Diferentes letras indicam diferencas estatisticas no teste de SNK com nivel de
significancia de 5%.

Outros estudos com a suplementagdo de butirato de sédio em
camardes marinhos apresentaram melhorias nos desempenho
zootécnico. Nuez-Ortiz (2011a) relatou um aumento de 3% na
sobrevivéncia e 9% no ganho de peso de P. monodon com a
suplementacdo dietética de 0,1% de um produto comercial a base de
butirato de sédio protegido com 6leos vegetais. Um estudo realizado
pelo nosso grupo também observou o aumento de ganho de peso e taxa
de crescimento especifico de L. vannamei em fase de bergério, realizado
em 4agua clara, suplementados com 73 mM de butirato de sédio em dieta
comercial (dados ndo publicados). Contudo nesse estudo, ndo foi
observada diferenca na sobrevivéncia, que se manteve acima de 96%.
Em outro estudo de crescimento em agua clara, Silva et al. (2013b)
observaram que o uso de dieta suplementada com butirato de sédio
aumentou o crescimento e a sobrevivéncia de L. vannamei. Em nosso
trabalho, usando sistema de bioflocos, o crescimento dos camardes nao
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foi alterado pelo uso do butirato, demonstrando que os aditivos
alimentares podem ter efeitos diferentes nos animais dependendo do
sistema de cultivo em que sdo avaliados.

Em dourada (S. Aurata) a suplementacio de 0,3% do butirato de
s6dio protegido também aumentou o ganho de peso (Robles et al.,
2013). Outros estudos com PHB também mostraram melhorias
zootécnicas no cultivo de animais aqudticos. O enriquecimento de
artémia com PHB aumentou a sobrevivéncia e o desenvolvimento larval
do camardo de dgua doce, M. rosenbergii (Nhan et al., 2010). A
suplementacdo dietética de 2% e 5%. de PHB melhorou o ganho de peso
e a conversdo alimentar do robalo europeu (D. Labrax) (Schryver et al.,
2010).

25.3 Utilizacao de nitrogénio e fosforo

Neste estudo ndo foram observadas diferencas significativas na
reten¢do de nitrogénio e fésforo, nem na taxa de efici€ncia proteica entre
os camardes cultivados em bioflocos e alimentados com dietas contendo
butirato de s6dio e PHB (Tabela 17).

Tabela 17 - Retencdo corporal de nitrogénio e fésforo e taxa de
utilizacdo de proteina de Litopenaeus vannamei cultivado em sistema
superintensivo de bioflocos, suplementados com butirato de sodio e
polihidroxibutirato (PHB).

Controle Butirato PHB
Retencaode o\ 10 741 5496+1.88 55,07+7,54
Nitrogénio (%)
Retencdode )¢ c60  $2.8944.75 85.23+7.13
Fosforo (%)
Taxa de
Eficiéncia 1,60+0,16 1,54+0,08 1,56+0,05
Proteica (TEP)

Estudos com bioflocos t&€m demonstrado a importancia desse
sistema para reciclagem destes nutrientes e o seu aproveitamento pelos
microrganismos que compde este sistema. Por isso, camardes L.
vannamei possue maior capacidade de incorporar nitrogénio e fésforo
quando cultivado em sistemas superintensivos de bioflocos, pois
reaproveitam estes nutrientes quando se alimentam dos flocos
microbianos (Silva et al., 2013c). Este fato pode explicar o motivo da
suplementacdo com os derivados de dcido butirico neste estudo ndo
aumentarem a utiliza¢do do nitrogénio. Em dgua clara a suplementacio
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de 0,5% e 2% de butirato de sédio aumentou a retencdo de nitrogénio e
a taxa de eficiéncia proteica, porém nao aumentou a retencio de fésforo
no cultivo de L. vannamei (Silva et al., 2013b).

Em peixes o 4cido organico mais estudado para aumentar a
retencdo de nitrogénio ou fésforo € o 4cido citrico, apresentando bons
resultados em carpa rohu (Labeo rohita) (Baruah et al., 2005, 2007), em
pargo vermelho (Pagrus major) (Sarker et al., 2005; Hossain et al.,
2007), esturjao europeu (Huso huso) (Khajepour e Hosseini, 2012) e
olhete (Seriola quinqueradiata) (Sarker et al., 2012a, 2012b).

25.4 Contagem bacterioldgica

A contagem bacterioldgica intestinal dos camardes alimentados
com as dietas suplementadas com 2% de butirato de sédio apresentou
menores valores de bactérias marinhas heterotroficas totais (Agar
Marine) e vibrios marinhos (TCBS) (Figura 8). Alguns autores vém
demonstrando in vitro o potencial do butirato de sédio em inibir cepas
de bactérias patogénicas para peixes e camardes (Nuez-Ortiz, 2011b;
Silva et al., 2013a). Em 4gua clara, camardes alimentados com butirato
de sédio (0,5-2%) também apresentaram uma menor contagem de
vibrios, no entanto ndo foram observadas diferencas significativas para
bactérias marinhas totais (Silva et al., 2013b).

W Controle M Butirato PHB

a

Marine TCBS
Figura 8 — Contagem bacterioldgica do trato intestinal de Litopenaeus
vannamei cultivado em sistema superintensivo de bioflocos,
suplementados com butirato de sddio e polihidroxibutirato (PHB).
Diferentes letras indicam diferencas estatisticas no teste de SNK com
nivel de significancia de 5%.

Neste estudo a suplementagdo de 2% de PHB ndo alterou
significativamente a contagem bacteriana intestinal em relagdo aos
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camardes do controle, apesar de haver uma diminui¢do numérica na
concentracdo de vibrio (Figura 8). Porém, outros estudos mostram que a
suplementacdo de PHB modifica a microbiota de animais aqudticos. No
camardo gigante da Malasia (M. rosenbergii) a suplementacdo de PHB
via artémia diminuiu as concentragdes de bactérias totais e vibrios nas
larvas (Nhan et al., 2010). A suplementacdo dietética de 2-5% de PHB
para robalo europeu (D. Labrax) alterou significativamente a
comunidade bacteriana intestinal em relacdo a comunidade dos robalos
do tratamento controle, sem suplementagdo (Schryver et al., 2010).

Todavia, a contagem bacterioldgica ndo apresentou diferencas
significativas entre as dguas dos tanques que receberam diferentes
alimentos. Houve uma tendéncia da 4gua do cultivo dos camardes
alimentados com dietas contendo butirato de sdédio e PHB, em média,
possuir menor contagem de bactérias marinhas heterotréficas totais e
vibrios marinhos, contudo as contagens apresentaram uma grande
variacdo entre os tanques dos mesmos tratamentos. A dgua dos tanques
dos tratamentos controle, com suplementacdio de butirato e com
suplementacdo de PHB apresentaram, respectivamente, contagens de 3,5
+16,3; 0,6 = 1,1; 0,6 = 0,3 x 10° UFC-mL" de bactérias marinhas
heterotréficas totais; e 3,3 + 11,13 1,7 + 1,7; 0,7 £ 0,1 x 10* UFC-mL"'
de vibrios marinhos.

25.5 Parametros hemato-imunolégicos

Os camardes alimentados com dietas suplementadas com butirato
de sédio e PHB apresentaram antes e apds o desafio experimental
aumento na contagem de hemdcitos totais e granulares, além de
aumento no titulo de aglutinacdo do soro (Tabela 18). Os camardes
alimentados com dietas contendo butirato de sdédio também
apresentaram maior contagem de células hialinas antes do desafio. Nao
foram observadas alteragcdes na atividade da PO antes ou ap6s o desafio,
nos camardes alimentados com as diferentes dietas (Tabela 18).

L. vannamei cultivados em 4gua clara e suplementados com
diferentes concentracdes de butirato de s6dio ndo apresentaram
alteracdes nas contagens totais de hemdcitos e na atividade da PO, no
entanto, apresentaram aumento do titulo de aglutina¢do do soro (Bolivar
et al., 2013). Corroborando com os resultados deste estudo, Anuta et al.
(2011) observaram aumento na contagem de hemdcitos hialinos e
granulares em L. vannamei alimentados com dietas suplementadas com
a maior dose avaliada (2%) de um &cido inorganico comercial, com base
no sulfato de célcio.
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A atividade da PO apresentou diferentes resultados em diferentes
espécies de camardes marinhos suplementados com alginato de sdédio
(polissacarideo contendo grupos carboxilicos), enquanto em L.
vannamei apresentou aumento na atividade da PO apds a alimentacgdo
com dietas contendo alginato de sédio (Cheng et al., 2005; Yeh et al.,
2009), em P. monodon nao foi observado diferencas significativas (Liu
et al, 2000).

Tabela 18 — ParAmetros hemato-imunoldgicos de Litopenaeus vannamei
cultivado em sistema superintensivo de bioflocos, suplementados com
butirato de sédio e polihidroxibutirato (PHB).

Parametro
Desafio hemato- Controle Butirato PHB
imunolégico

Total de b . .
hemdcitos 31,59+2,08 46,02+8,78 39,15+1,88
(10° cels/mL™)
Granular
(10° cels/mL™)
Antes Hialino
(10° cels/mL™)
Aglutinacao
(log, x+1)
Atividade PO
(unit.min'l.mg'l)

162742010 24994316 23.36+1,69

15324159 % 21274543%  15.80+1,19°
b a a

12,0020,00 ° 13,0020,00 % 13,00+0,00

41,5345,94 37,20+4,17 45,38+3,87

Total de b
hemécitos 20,48+5,08 °  34,2043.85"  29,67+5,65 "
(10 cels/mL™)
Granular
(10° cels/mL™)

Apos a ()Glile;;lsllllll(l)L'l) 0274256  12.6941.91  11.86+1.64

Aglutinacdo 10,50£0.66  10.75:050  9.75+0.50
(log, x+1)
Atividade PO
(unit.min'l.mg'l)

112122590 21514316 17.8743.99 *

37,64+2,55 45,27+4,52 38,63+5,18

* Diferentes letras indicam diferencas estatisticas no teste de SNK com nivel de
significancia de 5%.

O efeito do butirato como moderador da resposta imunoldgica de
outros animais e humanos ja é conhecido, principalmente por atuar
como inibidor do estresse oxidativo de tecidos, em especial no epitélio
intestinal (Hamer et al., 2008; Zhang et al., 2011). Além disso, um
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estudo com dourada (S. Aurata) mostrou que a suplementacio dietética
de butirato de s6dio aumentou a concentracdo de diversos metabdlitos
no intestino dos peixes, entre eles alguns intermedidrios redox, como
NAD, NADH, homoserina e acido diidrofélico (Robles et al., 2013).
Isto pode explicar o aumento da resposta imunoldgica de diversos
animais com a suplementagdo de derivados de acido butirico. Contudo,
este assunto deve ser melhor estudado para sua total compreensao.

25.6 Mortalidade acumulada

Apds 96 h do desafio experimental com Vibrio sp. os camardes
alimentados com butirato de sédio apresentaram mortalidade acumulada
de 5,8%, enquanto os camardes do controle apresentaram mortalidade
de 13,2% (Figura 9). No entanto, foi observada uma grande variagdo na
mortalidade entre os diferentes tanques dos mesmos tratamentos, e
mesmo alterando a microbiota intestinal e melhorando alguns
pardmetros hemato-imunolégicos, ndo foi possivel detectar diferencgas
estatisticas significativas na mortalidade acumulada dos camardes
infectados. L. vannamei cultivados em 4gua clara e suplementados com
diferentes doses (0,5-2%) de propionato e butirato também nao
apresentaram diferencas na mortalidade acumulada ap6s infeccdo com
Vibrio sp., utilizando uma concentragdo maior no desafio (DLsy)
(Bolivar et al., 2013). Todavia, o uso de 4cido butirico e PHB na 4gua
aumentou a sobrevivéncia de art€mia infectadas com V. campbellii
(Defoirdt et al., 2006, 2007).
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Figura 9 - Mortalidade acumulada (%) de Liftopenaeus vannamei
cultivado em sistema superintensivo de bioflocos, suplementados com
butirato de sédio e polihidroxibutirato (PHB) e desafiado com 1 x 10°
unidades formadoras de col6nia por camardo de Vibrio sp. (DL).
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24 CONCLUSOES

A suplementacdo dietética dos aditivos avaliados, com destaque
ao butirato de sédio, para L. vannamei cultivados em sistema
superintensivo de bioflocos alterou a microbiota intestinal dos camardes
marinhos, reduzindo a concentragdo de vibrios; atuou como modulador
do sistema imunoldgico, aumentando a quantidade total e diferencial de
hemoécitos além do titulo de aglutinagdo; aumentando assim a
sobrevivéncia e consequentemente a produtividade do cultivo. Contudo,
o uso destes aditivos alimentares ndo influenciou no ganho de peso nem
no aproveitamento de nutrientes durante o cultivo de camarées marinhos
neste sistema de cultivo e nem na sobrevivéncia apds do desafio com
Vibrio sp. patogénico para camardo marinho.
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CONCLUSOES GERAIS

a) Dentre os sais organicos avaliados o formiato, acetato,
propionato e butirato apresentaram potencial de inibicdo in vitro contra
cepas de vibrios patogénicos para camardes marinhos;

b) O butirato e propionato de sédio apresentaram aumento da
atratividade e consumo de dietas para camardes marinhos;

c) A suplementacdo dietética de propionato apresentou melhorias
na digestibilidade de energia e fésforo das dietas para Lifopenaeus
vannamei;

d) De forma geral os sais organicos apresentaram rapida lixiviagdo
nas dietas em dgua marinha;

e) A suplementagdo dietética de propionato e butirato
apresentaram melhorias no ganho de peso de L. vannamei em engorda
em 4gua clara, além da mudanca na microbiota intestinal e aumento do
titulo de aglutinacgéo;

f) A suplementacdo dietética para L. vannamei de butirato de
sodio em diferentes concentracdes melhorou a sobrevivéncia, eficiéncia
alimentar, produtividade, retencdo de nitrogénio e taxa de eficiéncia
proteica, em engorda em 4gua clara.

g) No cultivo em bioflocos a suplementacdo de 2% de butirato de
s6dio aumentou a sobrevivéncia e produtividade do cultivo, além de
diminuir a concentracdo de bactérias heterotréficas totais e vibrios no
intestino,

h) A suplementacdo dietética de butirato e polihidroxibutirato
(PHB) para L. vannamei cultivado em sistema superintensivo de
bioflocos, aumentaram o niimero de hemdcitos totais e granulares.

1) Contudo, tanto em 4gua clara como em bioflocos a
suplementacdo de sais organicos nao foi capaz de aumentar a
sobrevivéncia apds desafios experimentais com Vibrio sp. realizados por
injecdo dorsal.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo mostrou o potencial de sais organicos, principalmente
o butirato de sédio, como aditivo alimentar para camardes marinhos,
melhorando pardmetros nutricionais e imunoldgicos de Litopenaeus
vannamei em diferentes sistemas de cultivo. Todavia, alguns pontos
importantes devem ser destacados para trabalhos futuros.

A suplementagdo de butirato de sédio apresentou na engorda em
dgua clara melhoria no crescimento e eficiéncia alimentar dos camardes
marinhos, porém alguns beneficios ja conhecidos em animais terrestres
(suinos e aves), como aumento do numero e altura das vilosidades
intestinais, além de outros pardmetros fisioldgicos, ndo foram avaliados
e podem ser temas de estudos futuros.

Os sais orgénicos sdo altamente hidrossoliveis e apresentaram
alta lixiviagdo em d4gua salgada neste estudo. Com isso, formas
protegidas de sais orginicos, como é o caso de alguns produtos
comerciais de butirato de sédio protegido em 6leos vegetais, pode ser
avaliada para melhor eficdcia e com isso, a utilizagdo de concentra¢des
mais baixas nas dietas, aumentando assim a viabilidade comercial
destes.

O uso do polihidroxibutirato (PHB) € uma alternativa ao uso do
butirato de sdédio, por ser uma molécula hidrofébica. Porém, este
composto necessita ser quebrado pela microbiota intestinal para que seja
liberado o 4cido butirico, perdendo assim eficiéncia. Sendo assim,
trabalhos com uso de bactérias degradadoras de PHB, ou até mesmo o
uso de moléculas de PHB de baixo peso molecular, podem ser utilizadas
para o melhor aproveitamento e eficiéncia deste aditivo alimentar.

O uso de outros sais organicos também se torna necessirio para
avaliarmos o potencial dos sais ndo avaliados neste estudo. Um exemplo
€ o fumarato de sédio que obteve 6timos resultados em pré-ensaios
realizados por nosso grupo em conjunto com pesquisadores do Centro
de Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR, México).

Além de outros sais organicos, o uso de misturas entre sais
organicos, para avaliar um possivel efeito sinérgico entre os sais, € 0 uso
de sais ou 4cidos organicos com intuito de potencializar o efeito de
cepas dcido lacticas probidticas para camardes marinhos também se
torna interessante.

Finalmente, ensaios em escala comercial avaliando, além do
desempenho do cultivo, a avaliagdo econdmica do uso deste aditivo em
diferentes sistemas, sdo necessdrios para que este conhecimento atinja a
cadeia produtiva como um todo.
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ANEXO1I

Sala de observacdo comportamental animal com labirinto em Y,
para ensaios de atratividade de dietas para camardes marinhos.
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ANEXO II

Sala experimental com aqudrios de 60 L.
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ANEXO III

Sala de Maturagdo do LCM utilizada no ensaio de engorda em 4gua
lara (tal_lquese 6.000 L).
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ANEXO IV

Tanques de 40 L utilizados nos desafios experimentais com
Vibrio.




149

ANEXO V

Equipamentos (moedor, misturador, estrusora, secador) do
LABOMAR-UFC utilizados para preparacdo das dietas experimentais.
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ANEXO VI

Unidades experimentais (1.000 L) utilizadas nos ensaios e
engorda em bioflocos.
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