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Resumo

A busca por novas fontes proteicas, alternativas ao uso da farinha de peixe em racdes para o
camardo marinho, Litopenaeus vannamei, traz probleméticas como a qualidade nutricional e 0
efeito destas fontes sobre a digestdo dos camarfes. Com isso, ferramentas como a analise da
atividade enzimatica propicia informacGes sobre o desempenho digestivo e a dinamica das
enzimas do animal. Neste sentido, 0 presente estudo objetivou avaliar o efeito de diferentes
dietas formuladas com hidrolisado proteico de residuos de Oreochromis niloticus obtidos com
dois tempos de hidrolise (1 e 2 horas), em substituicdo a farinha de peixe, sobre a atividade
enzimatica digestdria do camardo marinho, L. vannamei, cultivados em na fase de bercario.
Para realizacdo do experimento foram utilizadas, pds-larvas de L. vannamei (0,004g),
cultivadas em sistema de agua clara, em sistema de recirculacdo, durante 45 dias. Foram
formuladas 7 dietas para a alimentacdo do animal, com a inclusdo do H1 (1 hora de hidrolise)
e H2 (2 horas de hidrolise) em niveis de substituicio de 40g.kg™?, 80g.kg™ e 120g.kg™ da
farinha de peixe, compondo os tratamentos: controle (sem adigdo de nenhum dos
hidrolisados), H1-40, H-180, H1-120, H2-40, H2-80 e H2-120. As coletas de hepatopancreas
foram realizadas para determinacao da atividade enzimatica digestiva, ocorrendo no inicio do
experimento e nos tempos 15, 30 e 45 dias de cultivo. As enzimas avaliadas foram: proteases
totais, tripsina, quimotripsina, aminopeptidases, amilase e lipase. Aos 45 dias de cultivo o
tratamento H1-80 apresentou a maior média de atividade proteolitica total (1,27+ 0,01
mU/mg) diferindo dos demais tratamentos. Ja para a tripsina os tratamentos que apresentaram
diferenca estatistica no mesmo periodo, com médias superiores aos demais foram o H1-120
(32,53 £ 2,77mU/mg) e o H2-80 (28,18+3,20mU/mg). Para a quimotripsina, as maiores
medias foram encontradas nos tratamentos H1-80 (16,61+ 1,10 mU/mg) e H1-120 (15,69+
0,97mU/mg), que diferiram dos demais. A atividade amilolitica aos 45 dias foi maior no
tratamento H1-120 com média de atividade 159,27+ 2,05mU/mg. Ja a atividade lipolitica o
tratamento que apresentou maior valor de atividade foi 0 H2-120. A substituicdo da farinha
de peixe pelos hidrolisados proteicos de residuos de Tilapia em dietas para L. vannamei, na
fase de bercario, influenciou a atividade enzimatica digestiva desses animais durante os 45
dias de cultivo. Os resultados também sugerem, uma maior inclusdo do hidrolisado com 2
horas de hidrolise, uma vez que os camardes alimentados com as substituicdes de 80 e 120

g.kgl, apresentaram maiores valores de atividade enzimatica digestiva.

Palavras-chave: Camardo marinho; hidrolisado proteico; Carcaca de Oreochromis niloti ‘cus
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Abstract

The search for new protein sources, alternatives to the use of fish meal in feeds for marine
shrimp, Litopenaeus vannamei, brings problems such as the nutritional quality and the effect
of these sources on the digestion of shrimps. Thus, tools such as the analysis of enzymatic
activity provide information on the digestive performance and dynamics of the animal's
enzymes. In this sense, the present study aimed to evaluate the effect of different diets
formulated with protein hydrolyzate from Oreochromis niloticus residues obtained with two
hydrolysis times (1 and 2 hours), replacing fishmeal, on the digestive enzymatic activity of
marine shrimp, L. vannamei, grown in the nursery phase. Post-larvae of L. vannamei (0.004g)
were reared in a clear water recirculation system for 45 days. A total of seven diets were
formulated to feed the animal, with an inclusion of H1 (1 hour of hydrolysis) and H2 (2 hours
of hydrolysis) at replacement levels of 40g.kg™, 80g.kg™ and 120g.kg™* of fishmeal, consisting
of treatments: H1-40, H-180, H1-120, H2-40, H2-80 and H2-120. The hepatopancreas were
sampled to determine the digestive enzymatic activity, at the beginning of the experiment and
15, 30 and 45 days of culture. The enzymes evaluated were: total proteases, trypsin,
chymotrypsin, aminopeptidases, amylase and lipase. At 45 days the treatment H1-80
presented the highest mean of total proteolytic activity (1.27 = 0.01mU / mg) differing from
the other treatments. For trypsin, treatments with a statistical difference in the same period,
with averages above the others, were H1-120 (32.53 + 2.77mU / mg) and H280 (28.18 £
3.20mU / mg). For chymotrypsin, the highest means were found in treatments H1-80 (16.61
+ 1.10 mU / mg) and H1-120 (15.69 + 0.97mU / mg), which differed from the others. The
amylolytic activity at 45 days was higher in the H1-120 treatment with mean activity of 159.27
+ 2.05mU / mg, whereas the lipolytic activity was higher for H2 -120. The substitution of
fishmeal by protein hydrolysates of Tilapia residues in diets for L. vannamei during the
nursery phase influenced the digestive enzymatic activity of these animals during the 45 days
of culture. The results also suggest a greater inclusion of the hydrolyzate with 2 hours of
hydrolysis, since the shrimp fed the substitutions of 80 and 120 g.kg™, showed overall higher

digestive enzymatic activity.

Key words: Marine shrimp; protein hydrolyzate; Carcass of Oreochromis niloticus
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1. Introducéo

No ano de 2016, o Brasil produziu 52,12 mil toneladas de camar&o marinho Litopenaeus
vannamei (IBGE, 2016), uma grande producdo de racGes de alta qualidade para a
carcinicultura nacional. No ano de 2014, a producdo de ragcdo para camarao foi de 83 mil
toneladas e, em 2015 existiam 70 fabricantes de racdo para aquicultura no pais, dos quais oito
produzem racédo para camardo marinho (KUBITZA, 2015).

Embora os produtores tenham acesso a um produto de elevado padrdo para o cultivo, a
producdo de racdo para camardo € onerosa principalmente devido ao elevado custo dos
ingredientes como 6leo e farinha de peixe (HARDY, 2010). Além disso, durante o cultivo, 0s
custos com a racao podem chegar a mais de 50% dos custos totais de producdo do L. vannamei
(SAMOCHA et al., 2004; REGO et a., 2017).

O 6leo e a farinha de peixe sdo essenciais na formulacdo de dietas balanceadas e
altamente proteicas, principalmente a farinha, que possui uma elevada palatabilidade e € rica
em aminoacidos essenciais para diversas espécies cultivadas (FABREGAT et al., 2011;
FRIES, 2011; NUNES, 2014). Embora a farinha de peixe apresente essas vantagens, ha a
necessidade de buscar novas fontes proteicas para sua substitui¢cdo nas dietas (SAMOCHA et
al., 2004; SUAREZ et al., 2009; OUJIFARD et al., 2012).

A farinha de peixe é um recurso caro com valores em torno de U$2.400 ddlares
americanos a tonelada (FAO, 2016) e o déficit nos estoques pesqueiros causado pela
sobrepesca, corrobora para seu encarecimento (HARDY, 2010; CRAIG, 2010; KIRON et al.,
2012; PAKRAVAN et al., 2017). No entanto no mercado mundial, existe uma variedade de
ingredientes alternativos utilizados como fonte de proteina, para substituicdo parcial ou total
da farinha nas ragdes comerciais (SAMOCHA et al., 2004; NAYLOR et al., 2009; KUHN et
al., 2009; SUAREZ, 2009; RAY et al., 2010; HARDY, 2010).

Estes ingredientes podem ser provenientes do abate de animais terrestres (farinhas de
carne e 0ss0S, pena, visceras e sangue) (PASTORE et al.,2012), de subprodutos do
processamento de grdos (farinhas de milho, soja e trigo) (PALMEGIANO, 2006, 2007;
HARTER et al., 2011; LIU et al, 2012; OUJIFARD et al., 2012), ou ainda, oriundos da pesca
e do cultivo de organismos aquéticos, como a farinha de bioflocos e o hidrolisado proteico de
peixe (HPP) (HERNANDES et al., 2011; VALLE, 2015; DANTAS, 2016). No entanto,
ingredientes de origem vegetal ou com baixo teor proteico costumam apresentar deficiéncia
de aminoacidos essenciais, 0 que pode ocasionar um produto final com qualidade inferior e,
assim, prejudicar o crescimento das espécies aquicolas cultivadas (JOBLING, 2016).

Dentre os ingredientes que podem compor as racdes para camarao, na substituicdo da
farinha de peixe, o hidrolisado proteico de pescado (HPP) é uma fonte de proteina de alta
qualidade (VALLE et al., 2015). O HPP é o produto da hidrélise dos residuos do pescado, ou
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do préprio pescado sob a¢do quimica (que pode ser acida ou alcalina) ou de enzimas digestivas
(SKANDERBY, 1994; HE et al., 2013; SILVA et al., 2014). Este produto geralmente apresenta
um alto teor proteico (até 90% de proteina bruta), riqgueza em aminoacidos essenciais, como
lisina e metionina (CHAMALAIAH et al., 2012), além de alta digestibilidade e palatabilidade
para peixes e camardes (FOH et al., 2011; NGUYEN et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2014;
XIE et al.,, 2016). O HPP também pode estimular as enzimas proteoliticas enddgenas
(CAVALHEIRO et al., 2007), contribuindo assim com o processo de digestdo (SILVA et al.,
2014).

Os estudos com hidrolisados protéicos iniciaram na década de 40 (TARR, 1948),
quando também foram explorados os métodos para obtencdo do HPP através da adicdo de
enzimas (SILVA, 2014). Durante o processo de producdo do HPP a hidrélise enzimatica
auxilia na manutencéo das propriedades nutricionais, pois ndo desnatura os aminoacidos (HE
etal., 2013), o que Ihe confere o perfil de um produto com elevado padréo de qualidade e com
caracteristicas controladas pela adi¢do de enzimas (FURLAN e OETERER, 2002).

A hidrolise enzimatica ocasiona uma alteracdo no sabor do produto hidrolisado, devido
a racemizacdo dos aminoacidos, principalmente, sob maior tempo de exposi¢do a enzima, o
que pode influenciar na atratabilidade da ragéo para os camardes (KRISTINSSON e RASCO,
2000; OETTERER, 2001; FURLAN e OETTERER, 2002;). Como alternativa, é feito o uso
da Alcalasee, que é um pool enzimatico obtido a partir da fermentacédo de cepas do Bacillus
licheniformis, com capacidade de atenuar essa alteracdo no sabor (ZAVAREZE et al., 2009;
GALLA et al., 2012; HE et al., 2013). O uso de enzimas exdgenas ou ingredientes que
possuam a capacidade de estimular as enzimas enddgenas dos organismos aquaticos,
auxiliando na digestdo e absorc¢éo de nutrientes com baixa digestibilidade (SILVA, 2014).

Varios estudos utilizam diferentes fontes de pescado para producdo do HPP, como
exemplo o camardo (Litopenaeus vannamei); o salméo (Salmo salar), matrinxd (Brycon
amazonicus), tambaqui (Colossoma macropomun), pescada-do-pacifico (Merluccius
productus); a sardinha (Sardinella sp.), mexilhdo (Perna perna); a tilapia (Oreochromis
niloticus), entre outros (PLASCENCIA-JATOMEA et al., 2002; REFSTIE et al., 2004;
NASCIMENTO et al., 2008; HO et al., 2014; BROGGI et al., 2017; SILVA et al., 2017),
embora ainda tenha sido apontado qual o organismo aquético atuaria como melhor fonte para
producdo do hidrolisado proteico e aplicagdo na aquicultura (SILVA et al., 2010).

Considerando que atualmente a tilapia € a espécie de peixe mais cultivada no Brasil € 0
investimento no processamento do filé, que é o item de maior valor econémico, vem
proporcionando maior investimento nas inddstrias de processamento nacional (SUSSEL,
2013), surge a preocupacao com os residuos gerados nestes processos industriais, que podem
representar até 70% da matéria-prima (AMORIM, 2014). Esses residuos ndo possuem valor

comercial e sdo indevidamente descartados sem tratamento preliminar no ambiente, causando
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graves prejuizos ao meio ambiente (SILVA et al., 2014). Assim, sob esse prisma econémico
e sustentavel, utilizar esses residuos da tilapia para producdo do HPP, acarretaria em diversos
beneficios para aquicultura (SILVA et al., 2017; QUINTO et al., 2017).

A avaliagdo das enzimas digestorias pode contribuir para determinar qual a melhor
concentracdo e inclusdo do hidrolisado protéico, atraveés da avaliagdo do desempenho
zootécnico de organismos submetidos a estas dietas (SANTOS et al., 2013), uma vez que a
analise das enzimas digestivas ¢ a ferramenta utilizada para compreender as exigéncias
nutricionais das espécies cultivadas e o efeito dos ingredientes fornecidos nas dietas sobre a
atividade enzimética. Alguns estudos afirmam que a mudanca na quantidade ou no tipo de
ingrediente utilizado na formulacgéo de ra¢des, pode influenciar a atividade das enzimas, desde
sua concentracdo até o perfil enzimatico no trato digestdrio dos camardes (LUNDSTED et al.,
2004; FOUNTOULAKI et al., 2005).

A qualidade e quantidade de proteina pode limitar o crescimento, caso ndo atenda as
necessidades da espécie alvo do cultivo (FERNANDEZ GIMENEZ et al., 2002; OUJIFARD
et al., 2012; SILVA, 2014). De maneira geral, os peneideos apresentam comportamento
alimentar onivoro (DALL et al., 1990), o que lIhes permite uma alimentacdo balanceada,
portanto, hd uma grande variedade enzimética no seu trato digestivo, como as proteases,
carboidrases e lipases (BUARQUE et al., 2009). Dentre as enzimas digestivas de peneideos,
as mais estudadas sdo as proteases, por serem responsaveis pela digestdo da proteina, o qual
é um nutriente muito importante para o desenvolvimento dos camardes (HERNANDEZ &
MURUETA, 2009).

Dentre as proteases mais importantes para 0s peneideos se destacam as endoproteases
(tripsina e quimotripsina) e as exoproteases (aminopeptidases) (GARCIA-CARRENO et al.,
2011; RANDRIAMAHATODY et al., 2011; PEREA et al., 2012; SILVA, 2014). Vérios
estudos tém demonstrado a variagdo da quimotripsina e tripsina no processo de
desenvolvimento do L. vannamei e do perfil destas enzimas quando submetidos a diferentes
dietas (SAINZ et al., 2004 a, b, 2005; SAINZ- HERNANDEZ e MURUETA, 2009; DEL
TORO et al., 2011). A tripsina € responsavel por mais de 60% da digestdo dos peneideos, o
que a torna associada com a quimotripsina, as proteases mais abundantes nos camardes
(MUHLIA-ALMAZAN et al., 2008; CHISTY et al., 2009).

Outras enzimas importantes do L. vannamei, assim como para outros peneideos sao as
amilases, responsaveis pela digestdo dos carboidratos, na forma de amido ou glicogénio
presentes nas dietas comerciais formuladas (CRUZ-SUAREZ et al., 2000). Essas enzimas
auxiliam na digestdo da quitina do proprio exoesqueleto ou de microcrustaceos que fazem
parte de sua dieta em ambientes naturais (PEREA et al., 2008; CASTRO et al., 2012). Ja as
lipases tém papel fundamental no catabolismo de triacilglicérideos, que sdo depoésitos de

gordura ou de lipideos, e funcionam como fonte de energia armazenada para estes organismos
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(PEREA et al., 2008; OUJIFARD et al., 2012; ALMEIDA NETO, 2014). Entretanto, uma
parte dos lipideos sdo melhores catabolizados durante o jejum do camardo enquanto outra é
armazenada como fonte estrutural das membranas celulares (HERVANT et al., 1999).

De maneira geral, o arranjo das enzimas metabdlicas influencia diretamente a fisiologia
do camardo (ANAND et al., 2017) e, é conhecido, que a resposta das enzimas pode variar
sobre a influéncia de fatores exdgenos (como variaveis de qualidade de agua, frequéncia de
alimentacdo, qualidade e quantidade da proteina ofertada, sistema de cultivo, entre outros) e
enddgenos (alteragdes ontogénicas , estagio de muda, os processos fisioldgicos e ritmo
circadiano) (LOVETT & FELDER; 1990; CRUZ-SUAREZ, 2000; LEMOS et al, 2000;
ANAND et al., 2017) e, portanto, indicando indicar o estado de saude do camardo (PAN et al.
2003; MURRAY et al., 2010).

Estudos que avaliam a nutricdo de camardes em conjunto com analises bioquimicas da
dieta e do tecido destes animais, podem fornecer informagdes importantes, que vdo além do
desempenho zootécnico dos animais alimentados com dietas substituindo a farinha de peixe
(SANTOS, et al., 2013). Dentre as analises bioquimicas, a avaliacao das enzimas digestivas é
uma ferramenta para auxiliar nestes estudos de nutricdo na carcinicultura.

Neste sentido, o objetivo do presente estudo é avaliar a atividade enzimatica digestoria
do camardo marinho L. vannamei, alimentado com dietas com diferentes niveis de substitui¢do

da farinha de peixe por hidrolisados protéicos de residuos de tilapia (Oreochromis niloticus).
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1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia de diferentes inclusdes dos hidrolisados proteicos de residuos de
tilapia (Oreochromis niloticus), com diferentes tempos de hidrolise, sobre a atividade

enzimatica do camardo marinho, Litopenaeus vannamei, na fase juvenil.

1.1.2 Obijetivo especificos

e Quantificar a atividade das principais proteases digestivas para L. vannamei;

e Avaliar ainfluéncia do tempo de hidrélise (1 ou 2 horas) e nivel de substituicdo do
hidrolisado de residuos de Til&pia sobre a atividade enzimatica do L. vannamei.

1.2 Hipdtese
RacBes com até 1209.Kg™ de inclusio do hidrolisado proteico de residuos (carcaca)
de Til&pia (Oreochromis niloticus) com duas horas de hidrélise, em substitui¢cdo a farinha
de peixe, sdo capazes de aumentar a atividade enzimatica do camardo L. vannamei sem

prejudicar seu desempenho zootécnico.
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RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar o efeito de diferentes dietas formuladas com hidrolisado
proteico de residuos de Oreochromis niloticus obtidos com dois tempos de hidrolise (1 e 2
horas), em substituicdo a farinha de peixe, sobre a atividade enzimatica digestéria do camaréo
marinho, Litopenaeus vannamei, cultivados na fase de bercario. Para realizacdo do
experimento foram utilizadas pdés-larvas (0,004g), cultivadas em sistema de recirculacédo e
agua clara, durante 45 dias. Foram formuladas 7 dietas para a alimentacdo do animal, com a
inclusdo do H1 (1 hora de hidrolise) e H2 (2 horas de hidrolise) em niveis de substitui¢do de
40g.kg?, 80g.kg* e 120g.kg? da farinha de peixe, compondo os tratamentos: controle (sem
adicdo de nenhum dos hidrolisados), H1-40, H-180, H1-120, H2-40, H2-80 e H2-120. Foram
realizadas coletas dos hepatopancréas durante a recep¢do dos camardes e nos tempos 15, 30 e
45 dias de cultivo, para a analise das principais enzimas digestivas (proteases totais, tripsina,
quimotripsina, aminopeptidases, amilase e lipase). Aos 45 dias de cultivo o tratamento H1-80
apresentou a maior média de atividade proteolitica total (1,27+ 0,01 mU/mg) diferindo dos
demais tratamentos. Ja para a tripsina e os tratamentos que apresentaram diferenca estatistica
no mesmo periodo, com médias superiores aos demais foram o H1-120 (32,53 £ 2,77mU/mg)
e 0 H2-80 (28,18+3,20mU/mg), enquanto que para a quimotripsina, as maiores medias foram
nos tratamentos H1-80 (16,61+ 1,10 mU/mg) e H1-120 (15,69+ 0,97mU/mg), que diferiram
dos demais. J& atividade amilolitica aos 45 dias foi maior no tratamento H1-120 com média
de atividade 159,27+ 2,05mU/mg e para a atividade lipolitica o tratamento com maior valor
médio foi 0 H2-120 (3,14+ 0,1 mU/mg). Os resultados obtidos neste estudo revelam que a
substituicdo da farinha de peixe por hidrolisados proteico de residuos de O. niloticus

influenciam a atividade enzimética do L. vannamei durante os 45 dias de cultivo, com a
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possibilidade de maiores inclusdes do hidrolisado com 2 horas de hidrolise, uma vez que, 0s
camardes alimentados com as substituicdes de 80 e 120 g.kg™ acarretaram em maiores médias

de atividade enzimatica digestiva.

Palavra-chave: Camardo Marinho, hidrolisado proteico de peixe e atividade enzimatica.

1 INTRODUCAO

A necessidade de produzir uma ragdo com elevada qualidade e com baixos custos para
a producdo de camardes, promove a busca incessante por novos produtos gque possam
substituir a farinha de peixe (TACON, 2011). Varios estudos foram realizados para avaliar
matérias-primas como farelo de soja (HU et al., 2008; TERRAZAS et al., 2010; SCOPEL et
al., 2011), farinha de carne e visceras (SCOPEL et al., 2011), farinha de spirulina (Arthrospira
sp.) (SILVA-NETO et al., 2012), farinha de bioflocos (DANTAS et al., 2016) como potencial
fonte de proteina para o cultivo do Litopenaeus vannamei.

A utilizacdo de organismos ou residuos de origem pesqueira e aquicola, para fabricacao
de novos produtos, apresenta vantagens, devido ao seu conteldo corpéreo e teor de proteina
que é similar ao encontrado na farinha de peixe (NAYLOR, 2009; NUNES et al., 2014), logo
tais produtos, podem ser considerados seus substitutos, na producdo de racdo para o L.
vannamei. Devido ao crescimento da tilapicultura (Oreochromis niloticus) no Brasil, ha a
preocupagdo com 0 aumento dos residuos gerados pela inddstria de beneficiamento do
pescado (SILVA et al., 2014), e a utilizacdo desses residuos para a producao de hidrolisado
proteico (HP) é uma maneira de valoriza-los e torna-los comercializaveis (FELTES et al.,
2010; BENJAKUL et al., 2014).

Hidrolisados sdo concentrados protéicos obtidos a partir da quebra da proteina em
unidades peptidicas menores (OGAWA e MAIA, 1999; VIOQUE et al., 2006), e de acordo
com THIANSILAKUL et al. (2007) a hidrolise enzimética da proteina de residuos de peixe é
um método eficaz para obtencdo de peptideos bioativos. Considerando que o tamanho dos
peptideos influencia na absorcéo dos organismos, estudos realizados com peixes (NUNES et
al., 2014) e camardes (CORDOVA-MURUETA e GARCIA-CARRENO, 2002) demonstram
que di e tripeptideos sdo melhores absorvidos, pois em elevadas quantidades podem estimular
a atividade das enzimas digestérias (SRICHANUN et al., 2014). Portanto, € necessario
controlar variaveis, como temperatura, pH, tempo de incubacédo, concentracdo da enzima, o
tipo e o tempo de hidrolise, para garantir a estabilidade e qualidade do produto final (GUADIX
et al., 2000; SANTOS et al., 2004; FOH et al., 2011).

A dindmica das enzimas digestivas € importante para o estudo da nutricdo de camaroes
marinhos, uma vez que a absorcao de nutrientes ingeridos na dieta é decorrente da acao destas

enzimas (TYMOCZKO et al., 2014). A sintese das enzimas digestivas em camardes ocorre
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principalmente no hepatopancréas, sendo assim a analise dessa glandula pode fornecer
informacdes sobre a relacdo entre sua atividade digestiva e o crescimento do animal (RIOS,
2017).

O desempenho zootécnico de L. vannamei das dietas contendo hidrolisado proteico
de residuos de tilapia, com dois tempos de hidrolise (1 e 2 horas) e, diferentes niveis de
substituicdes (40,80 e120 g.kg™) ja foi avaliado por Quinto et al. (2017). Sendo assim, no
presente estudo buscou avaliar os padrdes de atividade enzimatica digestiva destes animais

como forma de melhor caracterizar os efeitos da inclusdo destes novos ingredientes na dieta.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Hidrolisado proteico de peixe e dietas experimentais

Para producéo do hidrolisado proteico foram utilizados residuos congelados de carcacga
de tildpia (O. niloticus), obtidos de industrias de beneficiamento de pescado de acordo com
Quinto et al. (2017). As dietas foram formuladas com um teor de 42% de proteina bruta de acordo
com a necessidade nutricional dos camardes na fase de bergario. A farinha de peixe de salm&o (Salmo
salar) foi substituida pelos diferentes hidrolisados proteicos de residuo de tilapia formulados, H1 (1
hora de hidrdlise) e de H2 (2 horas de hidrdlise), nas propor¢des de 0 g. Kg-1 (controle), 40, 80 e 120

0. Kg-1 de substituico, totalizando sete dietas formuladas conforme descritas por Quinto et al., 2017.

2.2 Desenho experimental

O experimento foi realizado e descrito por Quinto et al., (2017), cujo arranjo
experimental foi composto por sete tratamentos, com trés repeticdes cada, sendo estes:
Controle (ragdo sem adicdo de hidrolisados), H1-40 (1 hora de hidrolise com 40g.kg™* de
substituicdo), H1- 80 (1 hora de hidrolise com 80g.kg™ de substitui¢do), H1-120 (1 hora de
hidrolise com 120g.kg? de substituicio), H2-40 (2 horas de hidrolise com 40g.kg™ de
substituicdo), H2-80 (2 horas de hidrolise com 80g.kg™ de substituicdo); H2-120 (2 horas de
hidrolise com 120 g.kg? de substituicdo). Os tanques experimentais (50 litros), forma
dispostos em delineamento inteiramente casualizado em um sistema de recirculacdo de agua
salgada na salinidade de 27 g/L. Pos-larvas com 10 dias de vida (PL 10; 0,004g) de L.
vannamei foram adquiridas da larvicultura comercial (Aquatec, Canguaretama, Rio Grande
do Norte) e distribuidas nas parcelas experimentais com 150 animais cada, correspondendo a
densidade de 3 camares/m?. A alimentacéo foi fornecida trés vezes ao dia, iniciando-se com
50% da biomassa do tanque fracionada em 30% as 08:00 horas da manha, 20% as 12:00 horas
pela tarde e 50 % as 16:00 horas pela noite, e posteriormente ajustada de acordo com o peso
dos animais. O experimento teve duracao de 45 dias referente a fase de bercario, em ambiente
fechado.

As variaveis fisico-quimicas foram avaliadas diariamente, através de Multiparametro
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modelo YSI 556 MPS (temperatura (°C), salinidade (g.L™), pH, oxigénio dissolvido (mg/L))
e espectrofotdmetro Hach DR 3900 (am6nia (NH3 — mg/L) e nitrito (NO2 — mg/L), sendo
mantidos nos respectivos valores de 29,17 + 0,8 °C, 28 +1,13 g L%, 7,6 + 0,43, 5,3 + 0,37
mg/L?, 0,25 + 0,81 mg/L?, 0,8 + 1,38 mg/L %, conforme descrito por Quinto et al. (2017).

2.3 Coleta dos camardes e determinacéo da atividade enzimatica

Durante a recepcdo dos camardes, foi realizada coleta de uma amostra inicial de 1g dos
animais (0,0017 g) para controle e ponto inicial de referéncia da atividade enzimatica antes
da exposicéo as diferentes dietas formuladas com o uso do hidrolisado proteico. Ao longo do
cultivo foram realizadas coletas de 20 camardes de cada unidade experimental aos 15, 30 e 45
dias para posteriores analises enzimaticas. No momento da amostragem, o0s animais foram
lavados com agua destilada estéril, e de maneira asséptica, seus hepatopancreas foram
retirados e imediatamente congelados em ultrafreezer a -80 °C (ZHOU et. al., 2011). Estas
amostras foram transportadas em gelo seco (-20°C) para o Laboratério de Enzimologia
(LABENZ) na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), onde foram analisadas as
atividades enzimaticas das proteases totais, quimotripsina, tripsina, amilase e lipase.

Para determinacdo da atividade enzimatica, os hepatopancréas foram descongelados,
pesados e homogeneizados em solugéo de salina na concentracao de 0,9% na proporgéo de 40
mg de tecido/mL de tampdo. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado a 10.000g
durante 25 min a 4 °C para eliminar os restos de tecido e lipidios. Os sobrenadantes obtidos
(extratos brutos) foram filtrados em malha de 10pm e armazenados a -80°C para analise
posterior. A dosagem de proteina total solivel nos extratos brutos foi determinada de acordo
com o método descrito por Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino como

proteina padrao.

2.4 Atividade proteolitica total, quimotripsina e tripsina

A atividade de protease total foi analisada por meio da hidrélise da azocaseina (1%)
dissolvida em tampao Tris-HCI (0,1 M, pH 8), no qual aliquotas (30 uL) dos extratos brutos
foram incubados em microtubo com solugédo de substrato azocaseina (50 puL) por 60 minutos
a 25 °C (BEZERRA et al., 2005). A reacao foi interrompida com a adicdo de &cido
tricloroacético a 10% (240 uL) e a mistura centrifugada a 8000 rpm por 5 minutos.

Posteriormente, 70 pL do sobrenadante foi retirado e adicionado numa microplaca com
130pL de hidréxido de sédio 1M (solucdo reveladora). A absorbancia foi medida num
espectrofotdbmetro (Bio-Rad680) a um comprimento de onda de 450 nm. Um controle
negativo (branco) da atividade foi realizado em substituicdo do extrato bruto por solugéo

salina a 9%. Todas as dosagens das atividades foram realizadas em triplicata. A unidade da
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atividade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar
azocaseina e produzir uma mudanca de 0,001 unidades de absorbancia por minuto.

As atividades enzimaticas especificas de tripsina e quimotripsina foram determinadas
em microplacas com a utilizagdo dos substratos Na-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida
(BApNA) e N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida  (SApNA), respectivamente
(BEZERRA et al., 2005). Esses substratos foram utilizados a uma concentracdo de 4 mM.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, nos quais os extratos brutos (30 pL)
foram incubados com 140 L de solugdo tampdo (Tris-HCI 0,1 M, pH 8) e 30 pL do substrato
por um periodo de 15 minutos. Logo depois, as leituras de absorbancia foram mensuradas e
registradas por meio de um leitor de microplacas (Bio-Rad 680), no comprimento de onda de
405 nm. Foi adotado que uma unidade (U) de atividade € a quantidade de enzima necessaria
para produzir um mol de p-nitroanilina por minuto, sendo a atividade especifica expressa em
unidades por miligrama de proteina, e calculadas com a formula: ((((A/T) *V*D) /C) *1000))
onde, A: Absorbancia; T: tempo (min); V: volume; D: diluicdo; C: coeficiente de extingdo

molar do produto (9,1 mg. mL-1); 1000: ¢é o fator de conversao de U/mg para mU/mg.

2.5 Atividade das aminopeptidases

A atividade das aminopeptidases foram avaliadas usando o substrato aminoacyl-b-
naphthylamine (sigma- Aldrich). Foram utilizados os substratos alanina, arginina, histidina,
isoleucina, leucina, prolina e tirosina na concentracdo de 4,2 mM, onde 50 pl desses substratos
foram incubados em um microtubo com tampao fosfato de sédio a 6,2 mM (pH 7.0) e 50 pl
agua destilada na temperatura de 37°C, durante 5minutos. Apds esse periodo de incubagéo 50
pl do extrato bruto foi adicionado e novamente incubado por 30 minutos, a 37 °C. A reagéo
foi interrompida adicionando o reagente fresh Garnet, preparado com tampao acetato de sodio
a 0,2M, pH 4,2 e Tween 20 (adaptado de BUARQUE et al., 2009). Os ensaios foram
realizados em triplicata. A absorbancia usada para leitura em espectrofotometro foi de 525nm
e a atividade foi determinada usando a curva de b-naphthylamina. A atividade foi expressa
em mU/mg de proteina, na qual uma unidade (U) de enzima é definida como a quantidade

necessaria para hidrolisar Imol de b-naphthylamida por minuto.

2.6 Atividade amilolitica

A atividade amilolitica das amostras foi determinada com o preparo de uma solucéo de
amido a 2%, a qual foi adicionada (125 uL) a uma aliquota de 20uL do extrato bruto e mais
125 uL do tampé&o da amostra (salina 0,9%), em microtubos. Esta mistura foi incubada a 37
°C por 10 minutos e, posteriormente, por 20 minutos a temperatura ambiente,
aproximadamente 27°C.

Em sequéncia, uma aliquota de 30uL desta mistura foi retirada e inoculada em um novo
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microtubo com 300 uL de acido dinitrosalicilico (DNSA), novamente incubado em banho
seco a 100° C (Adaptado de BERNFELD, 1955). Ap6s 10 minutos de resfriamento em
temperatura ambiente (27°C), a coloragdo desenvolvida foi avaliada atraves de
espectrofotdmetro, utilizando comprimento de onda de 540 nm. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata e foi determinado que uma unidade de atividade enzimatica (U) é
definida como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 1mg de maltose por mg de

proteina por minuto com o auxilio de uma curva de maltose na concentracdo de 1%.

2.7 Atividade Lipolitica

A atividade lipolitica foi realizada a partir da preparagédo da solucdo A de palmitato (3g
de palmitato para 1mL de isopropanol) e da solucdo B de tritonX-100 (2g) e goma arabica
(0,5g) adicionados a 10mL de tampéo fosfato a 0,05 M. ApGs o preparo de ambas as solugdes,
estas foram homogeneizadas na proporcdo de 1mL da solugéo A para cada 10 mL da solucéo
B, sob constante agitacdo para obtencdo da solucdo C (Adaptado de LIMA, 2012;
RODRIGUES et al., 2009; DOS SANTOS et al., 2015).

O ensaio desta atividade foi realizado adicionando 900 uL da solugdo C e 100 uL dos
extratos brutos em microtubos e, posteriormente, aquecendo-os a 37°C por 15 minutos. Destes
microtubos foram retirados 200uL, adicionados em microplaca e submetidos a leitura em
espectrofotdbmetro, na absorbancia de 410nm. O controle é realizado com a solugdo C e 0
tampdo salina 9%, e todos os ensaios também foram realizados em triplicatas. Uma unidade
de atividade de lipase foi definida como a quantidade de lipase necessaria para liberar 1 pumol
de pNPP (palmitato de p-nitrofenol) por minuto, por 1 mL do sobrenadante, nas condigdes
descritas (PEIXOTO, et al.; 2017).

2.8 Andlise estatistica

O experimento foi conduzido num delineamento inteiramente casualizado com 7
tratamentos e 3 repeti¢bes. Os dados de quantificacdo enzimética foram submetidos a uma
analise de variancia (ANOVA) em esquema fatorial apds serem atendidas as premissas
necessarias (normalidade e homocedasticidade). As médias forma comparadas pelo teste de
Tukey para determinar diferengas significativas entre os tratamentos (p<0,05), por meio do
software Statistic, versdo 7. Foi realizada uma regressao quadréatica para avaliar a relacdo entre
as dietas experimentais e as atividades enzimaticas avaliadas, usando o programa Assistat 7.7
(p <.05).
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3 RESULTADOS

Os resultados de atividade enzimatica das pds-larvas no inicio do experimento para
proteases totais, tripsina, quimotripsina, amilase e lipase foram de: 0,29 +0,01 mU/mg,
0,22+0,01 mU/mg, 0,21£0,06 mU/mg, 0,12+0,12 mU/mg e 0,28+0,11 mU/mg,
respectivamente.

A atividade enzimética proteolitica total dos camardes variou entre os tratamentos
testados ao longo do tempo (Tabela 1). Aos 15 dias de cultivo o tratamento H1-40 diferiu
estatisticamente dos demais tratamentos com a maior média de atividade para proteases totais
(0,33+£ 0,00mU/mg). Ja aos 30 dias, os tratamentos H2-80 (0,44+ 0,00 mU/m) e H2-120 (0,45+
0,01 mU/m) foram estatisticamente superiores aos outros tratamentos. Aos 45 dias o
tratamento que obteve a maior atividade foi o H1-80 (1,27t 0,01 mU/mg), diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos.

Os resultados para atividade de tripsina estdo apresentados na tabela 4. Os tratamentos
H1-40, H1-120 e 0 H2-120 obtiveram as maiores médias de atividade (16,74+ 2,29mU/mg,
14,12+ 1,61 mU/mg e 17,13+1,42 mU/mg, respectivamente), diferindo dos demais
tratamentos aos 15 dias de cultivo. Durante os 30 dias foi observado que os camardes
pertencentes ao grupo H1-120 presentaram valores estatisticamente superiores para atividade
de tripsina (30,82 + 2,78mU/mg), quando comparado aos demais tratamentos. Ao final dos 45
dias de cultivo os tratamentos H1-120 e H2-80 diferiram estatisticamente dos demais
tratamentos, obtendo as maiores médias de 32,53 + 2,7mU/mg e 28,18+ 3,20mU/mg.

Com relacdo aos resultados da atividade de quimotripsina foi observado que o
tratamento H2-120 aos 15 diferiu significativamente dos demais tratamentos, com média de
11,62+2,82mU/mg. Também aos 30 dias de cultivo, os camar@es alimentados com H2-120
obtiveram a maior média de atividade (13,98t 1,78mU/mg), diferindo dos demais
tratamentos, com excecdo apenas, para 0 H2-80 (11,34+1,89 mU/mg). Ja aos 45dias de
cultivo, os tratamentos H1-80 e H1-120 diferiram significativamente dos outros tratamentos
com médias de 16,61+ 1,10 mU/mg e 15,69+ 0,97 mU/mg, respectivamente.

A atividade amilolitica variou ao longo do cultivo (Tabelal). Aos 15 dias os camardes
alimentados com a dieta H2-80, obtiveram as maiores médias de atividade amilolitica
(122,39« 1,99 mU/mg), diferindo significativamente dos demais tratamentos. Os maiores
valores médios encontrados, aos 30 dias de cultivo, pertencem aso tratamentos H1-120
(121,89 = 15,74mU/mg), H2-40 (123,72+8,46mU/mg) e H2-80 (142,04 + 4,13mU/mg),
diferindo estatisticamente dos demais. Aos 45 dias, o tratamento que apresentou a maior
média de atividade diferindo significativamente dos outros tratamentos, foi o H1-120
(159,27+ 2,05mU/mg).

Com relagdo a atividade lipolitica aos 15 dias de cultivo ndo ocorreu diferenca estatistica
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entre os tratamentos testados. Os camardes cultivados no tratamento H2-80, aos 30 dias
apresentaram uma maior atividade lipolitica (1,53+ 0,18mU/mg), diferindo significativamente
dos demais tratamentos. E ao final dos 45 dias, o tratamento que se destacou, apresentando
diferenca estatistica dos demais foi o tratamento (3,14+ 0,1 mU/mg).

Os resultados para atividade de leucinoaminopeptidase com substratos especificos estdo
apresentados na tabela 3. Com excecdo da histidina, isoleucina e prolina que obtiveram as
maiores atividades no tempo 0, as outras aminopeptidases ao final dos 45 dias de cultivo
apresentaram um aumento significativo.

As curvas de regressdo quadraticas demostram uma correlacdo entre as atividades
testadas e o nivel de inclusdo de hidrolisado proteico nas dietas experimentais (Figura 1). As
curvas que apresentaram menor correlacdo foram as de proteases totais (63,11% parao Hl e
53,64 para o H2) e tripsina (66,08% para 0 H1 e 56,96% para 0 H2). Os niveis de substitui¢do
para cada atividade estdo indicados na figura 1. Os valores de substituicdo recomendados para
atividade proteolitica total para o H1 sdo de 85,08g/kg e 60,56 g/kg para o H2. Ja para a
atividade de tripsina e quimotripsina os valores sdo de 135,87g/Kg para o H1 é de 127,57g/kg
para o H2. Para a atividade amilolitica as substituicGes recomendadas para os H1 e H2 séo de
73,219/Kg e 50,309/kg, respectivamente.

4 DISCUSSAO

A proteina € um dos principais nutrientes responsaveis pelo crescimento do L. vannamei
(TACON, 1990; BEZERRA, 2014), e sua qualidade pode influenciar na digestdo e
assimilacdo dos nutrientes presentes na dieta. De maneira geral, as caracteristicas benéficas
do hidrolisado proteico para camardes, podem ser associadas aos peptideos e aos aminoacidos
livres gerados pela hidrolise da proteina do pescado (AKSNES et al., 2006; BERGE AND
STOREBAKKEN, 1996; NGUYEN et al. 2012; DE OLIVEIRA, 2017), que promovem a
melhora da palatabilidade, propiciam uma alta digestibilidade da proteina e estimulam as
enzimas digestivas (HEVROY et al., 2005; VALLE et al., 2015). No presente estudo, pode se
observar o aumento das atividades enzimaticas digestérias avaliadas, nos tratamentos
contendo os hidrolisados de residuos de tilapia, quando comparados ao controle.

No presente estudo, a atividade proteolitica total aumentou ao longo dos 45 dias de
cultivo para todos os tratamentos testados, assim como no estudo realizado por Peixoto et al.
(2017), que avaliou a atividade enzimatica do L. vannamei cultivado durante 35 dias na fase
de bercério, em sistema de bioflocos. Além disso Peixoto et al. (2017) reportaram uma
diminuicao nesta atividade entre a fase inicial e o periodo de 15 dias de cultivo, o que também
observado neste trabalho para todas as dietas testadas. Este fato pode estar associado a
adaptacdo do animal a nova dieta, considerando que ao longo do seu desenvolvimento
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ontogenético o esperado é que a atividade de proteases seja maior nas primeiras fases devido
as mudancas e a necessidade protéica (GUALDEZI et al., 2014).

O sistema digestivo dos crustaceos apresenta alta concentracdo de endoproteases,
destacando-se como principais, a tripsina e quimotripsina (FERNANDEZ-LOPEZ et al.,1997;
FERNANDEZ- GIMENEZ et al., 2002) e, a associacdo dessas enzimas, auxilia na digestdo
dos peneideos (PEIXOTO et al., 2017). No presente estudo, a atividade da tripsina apresentou
um aumento significativo para os tratamentos H1-120 e H2-80 ao final dos 45 dias de cultivo,
ja a quimotripsina, apresentou para 0 mesmo periodo, um aumento significativo para os
tratamentos H1-80 e H1-120, principalmente em comparacdo com a dieta controle, esses
resultados podem ser associados aos niveis de inclusdo dos hidrolisados e seus tempos de
hidrolise, uma vez que os peptideos gerados durante o processo de hidrolise enzimatica podem
ser mais facilmente absorvidos e com isso estimular a atividade enzimatica (BENJAKUL et
al., 2014).

No estudo realizado por Quinto et al. (2017), de onde foram coletadas as amostras para
avaliacdo da atividade enzimética avaliadas no presente estudo, foi observado que o0s
camardes alimentados com dietas contendo o H2 apresentam maior peso final (0,5g), enquanto
aqueles que foram alimentados com o H1 alcancaram menor peso final (0,4g), fato que os
autores associaram ao excesso de aminoacidos livres gerados pela hidrolise. A presenca de
alguns ingredientes pode estimular a atividade endégena melhorando o desempenho animal
(DIVAKARAN e VELASCO, 1999; GAMBOA-DELGADO et al., 2003; YANG et al., 2009;
XIA et al., 2010; YANG et al., 2017); contudo, estes mesmos ingredientes podem facilitar o
processo de digestdo, sem aumentar a atividade indigena do camardo ou afetar o desempenho
do animal (SANTOS et al., 2014). Neste sentido, os resultados encontrados no presente estudo
para as atividades proteoliticas totais e especificas corroboram com esta ultima hipotese, uma
vez que indicam maiores valores médios de atividade enzimatica proteolitica e amilolitica
para os camardes alimentados com as dietas contendo o H1.

A atividade amilolitica do presente estudo, decresceu para todos os tratamentos aos 45
dias de cultivo, com excecdo do H1-120, esta reducdo pode estar relacionada a dificuldades
do animal de digerir o carboidrato presente na dieta, proveniente dos ingredientes de origem
vegetal (farelo de trigo e farelo de soja) (GAMBOA-DELGADO, et al. 2003; ANAND et al.,
2017; PEIXOTO et al., 2017). Os carboidratos representam a principal fonte de energia nao
proteica, presente nas races formuladas para camardo (ROSAS et al., 2000; NIU et al. 2012;
CYRINO e FRACALOSSI, 2013), e a eficacia de sua absorcao esta associada a sua qualidade
e quantidade na dieta, além dos fatores que regulam a atividade enzimatica no animal (ROSAS
et al., 2002).

Atividade Lipolitica neste estudo foi estatisticamente superior para os tratamentos que

continham maiores substituicdes do H2 aos 30 (80g.kg™) e 45 (120 g.kg™) dias de cultivo.



27
COSTA, CB. Atividade enzimética de Litopenaeus vannamei alimentados com...

Considerando que a lipase esta relacionada a digestdo de lipidios e no acumulo de biomassa
corporea (BUARQUE et al., 2009; PEIXOTO et al., 2017), pode-se afirmar que camardes
alimentados com hidrolisado com duas horas de hidrolise, podem atingir um maior ganho de
peso, quando comparados aos alimentados com hidrolisado com tempo de hidrolise inferior,
ou sem a sua adi¢do deste ingrediente a dieta, assim como descrito por Quinto et al., 2017.

No presente estudo, os niveis de inclusdo do hidrolisado nas dietas foram
correlacionados proporcionalmente a atividade enzimatica do L. vannamei e com excec¢édo da
atividade de amilase, no qual é recomendado uma inclusdo de 73,21 g.kg-1 para o H1 e 50,3
g. Kg-1 para o H2 as maiores inclusdes sdo sugeridas para 0 H2, com niveis maximos de
135,87 g. Kg-1 para o0 H2 € de 127, 579.Kg-1 para o H1 com relacéo as atividades de tripsina
e quimotripsina. Assim como no estudo realizado por Quinto et al. (2017), no qual os
parametros de desempenho zootécnico de pos-larvas L. vannamei (peso final, taxa de
crescimento especifico e sobrevivéncia) foram correlacionados aos niveis de substituicdo da
farinha de peixe por hidrolisados de residuos de tilapia, sugerindo maiores niveis de inclusao
para 0 H2, os niveis recomendados por estes autores foram de 60g.Kg-1 e 86g.Kg-1 para o
H2 e 4,3 g. Kg-1 e 44 g. Kg-1 para o H1. O nivel de inclusdo do hidrolisado nas dietas é um
fator importante, uma vez que HEVROY (2005), sugere que inclusdes superiores a 50%
podem diminuir a ingestdo alimentar de peixes, devido a presenca de peptideos relacionados
ao sabor capazes de modificar a palatabilidade da racdo contendo o hidrolisado proteico de
peixe. Esses resultados corroboram com o atual estudo para L. vannamei, uma vez que 0sS
niveis maximos sugeridos equivalem a 33,96% e 31,9% de incluséo de hidrolisado.

No estudo realizado por SANTOS et al. (2013) dietas com diferentes niveis de
hidrolisado proteico de camardo foram ofertadas para juvenis de Tilapia com objetivo de
determinar seu efeito sobre o crescimento, a composicao centesimal e o perfil das enzimas,
embora tenham aparecido diferenca nas atividades enziméaticas 0s autores nao conseguiram
achar relacdo logica entre as atividades e as substituicdes. Ao contrario do presente estudo,
que apresentou correlacdo positiva entre a atividade enzimatica e os niveis de substituicdo de
hidrolisado proteico de peixe na alimentacdo de camardes.

A substituicdo dos hidrolisados proteicos de residuos de Tilapia em dietas para L.
vannamei, na fase de bercério, influenciou sua atividade enzimatica ao longo do tempo de
cultivo, principalmente para o hidrolisado com uma hora de hidrolise (H1) e os resultados
sugerem que as maiores inclusdes testadas (80 e 120 g.kg™) acarretaram em maiores médias
de atividade enzimatica digestiva, sendo possivel fazer maiores substituicdes para o
hidrolisado com umas duas horas de hidrolise (H2). No entanto, ao relacionar os resultados
do presente estudo com o desempenho zootécnico avaliado por Quinto et al., 2017, podemos
concluir que os valores de atividades enzimaticas do H2 revelam um aproveitamento positivo

dos nutrientes pelos camarfes cultivados, enquanto que o aumento da atividade nos
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tratamentos com H1 pode estar associado a dificuldade de assimilacdo dos nutrientes, uma

vez que 0s animais deste tratamento nao obtiveram o melhor desempenho.
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Figura 1- Curvas de regressdo para as atividades de proteases totais (a), tripsina (b),
quimotripsina (c), amilase (d) e lipase (e) do Litopenaeus vannamei em relacdo ao nivel de
substituicdo dos hidrolisados protéicos de residuos de tilapia aos dias de cultivo. As equacdes
das curvas e os valores 6timos de substituicdo dos hidrolisados estdo inseridos nas caixas de
texto com linha continua para o H1(1lhora de hidrolise) e tracejada para o H2 (2 horas de
hidrolise).



Tabela 2- Valores (média + DP) para as atividades de proteases totais, tripsina, quimotripsina, amilase e lipase expressas em mU/mg para L. vannamei nos

tempos 0 (durante a aquisicdo dos camardes), 15, 30 e 45 dias de cultivo, com dietas contendo diferentes inclusdes dos hidrolisado proteico de residuos de

tilapia, H1(1 hora de hidrolise) e H2 (2 horas de hidrolise) em substituicdo a farinha de peixe.

Controle H1 -40 H1-80 H1-120 H2-40 H2-80 H2-120
Proteases Totais
0 0,29+0,07 0,29+0,07 0,29+0,07 0,29+0,07 0,29+0,07 0,29+0,07 0,29+0,07
15 0,21+ 0,00¢ 0,33+ 0,0082 0,29+ 0,008° 0,22+ 0,01Bd 0,18+ 0,00® 0,27+ 0,00 0,24+ 0,00¢¢
30 0,33+ 0,008¢ 0,11+ 0,00 0,32+ 0,01B¢ 0,24+ 0,01Bd 0,38+ 0,018° 0,44+ 0,0082 0,45+ 0,0182
45 0,69+ 0,014 0,88+ 0,014¢ 1,27+ 0,014 1,12+ 0,014° 0,57+ 0,024f 0,83+ 0,014 0,82+ 0,01A¢
Tripsina
0 0,22+0,06 0,22+0,06 0,22+0,06 0,22+0,06 0,22+0,06 0,22+0,06 0,22+0,06
15 3,91 +0,728¢ 16,74+ 2,2982 6,84+ 1,07480 14,12+ 1,6182 2,41+ 0,5508¢ 6,48+ 1,158° 17,13+1,4282
30 17,50 +1,934¢ 16,03 + 1,561 10,39+ 1,667 30,82 £ 2,78 A 13,83 1,54 A¢ 27,12+ 3,30°% 20,74 + 1,997
45 17,05+ 1,414¢ 22,98 + 2,514 21,60+ 3,314 32,53 £2,77 7 16,77+2,17 A¢ 28,18+ 3,20" 22,65 + 2,044
Quimotripsina
0 0,21+0,06 0,21+0,06 0,21+0,06 0,21+0,06 0,21+0,06 0,21+0,06 0,21+0,06
15 3,73+0,25¢¢ 5,84+ 0,440 9,42+ 0,455° 10,17+2,465° 8,28+ 1,058° 8,56+ 1,200 11,62+2,822
30 5,13+0,045¢ 8,81 + 0,545° 9,49+ 1,43B° 10,72 + 0,798° 8,63 +0,928° 11,34+1,8982 13,98+ 1,78
45 9,72+2,65°¢ 12,81+ 0,974 16,61+ 1,107 15,69+ 0,974 13,17+ 0,574 13,95+ 1,374 13,69+1,518°
Amilase
0 0,1240,12 0,1240,12 0,1240,12 0,1240,12 0,12+0,12 0,12+0,12 0,1240,12
15 42,44 +3,84B4 83,60+ 4,504 93,91+ 4,11°¢ 89,04+ 11,73¢¢ 98,79+ 6,748° 122,39+ 1,99 B2 79,16%5,63B¢
30 44,38+ 4,078¢ 81,79 + 4,091 73,88 +2,77¢ 121,89 + 15,7452 123,72+8,46 A 142,04 + 4,137 69,76 + 4,49
45 48,68+ 3,534 57,55+ 1,408 129,66+ ,624° 159,27+ 2,05 77,45+ 0,58% 72,87+0,83% 89,54+ 3,214
Lipase
0 0,2840,11 0,2840,11 0,2840,11 0,2840,11 0,2840,11 0,2840,11 0,2840,11
15 0,28+ 0,062 0,38+ 0,04< 1,35+ 0,708 2,04+ 1,518 0,57+ 0,158 1,43+ 0,66 B2 0,39+0,04¢
30 0,92 +0,088¢ 1,06 +0,095° 1,13 £0,135%° 1,20 +£0,13% 1,440,197 1,53+ 0,185 1,01 +0,108°
45 1,65+ 0,254 1,97+ 0,05%¢ 2,74+ 0,847 2,63+ 0,194 2,70+ 0,247 2,92+0,13%° 3,14+ 0,17

*Letras minusculas diferentes sobrescritas ha mesma linha representam diferenca significativa entre os tratamentos. **Letras maiusculas
diferentes sobrescritas na mesma coluna representam diferenca significativa ao longo do cultivo. p> 0,05 . ***a para as maiores médias.
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Tabela 3- Atividade das aminopeptidases do L. vannamei durante O e 45 dias de cultivo para os substratos alanina, arginina, glicina, histidina, isoleucina,

leucina, prolina e tirosina expressas em mU/mg e cultivados com dietas formuladas com diferentes inclusGes do hidrolisado proteico de residuos de tilapia,

H1(1 hora de hidrolise) e H2 (2 horas de hidrolise).

p-Nitroanilinide
substratos

Inicial
Comercial
Controle
H1-40
H1-80
H1-120
H2-40
H2-80

H2-120

Alanina Arginina Glicina Histidina Isoleucina Leucina Prolina Tirosina
13.6+0,1® 502+06%  635+#39% 916+69" 1080x04" 104+27% 7,2+18~ 122,8%06°
57,443,649 51,740,780  471+33% 2884258 301+0,8%¢ 9041584 48+1,14% 2955+10,17A%
31,0+2,0A% 40,2 +26%° 96,6 +2,6"° 37,049,485 362+138" 10,443,189 6,7+26°% 246,5+12,2/°
158,0 +5,6”% 69,5+1,8°" 173,016,749 39,0+4,2B%  36,3+0,95° 26,9174 91420/% 2128 #5314
35,542,9%¢  383+1,74°  2524+8,0°° 472+148% 355+1,68° 35+168¢ 10,4+1,67% 351,2+42,6%
130,2 £5,1°° 106,2 +3,3** 106,6 £11,8"° 49,3+1,78% 394+12%° 332429 §,9+0,3"* 2973 £32 5
32,5456/ 445+09°%  171,7+#46"% 23,6+23,65 225+0,6% 96+26BY 43+2,0% 250,6+5048C
18,3+1,8% 19,6 +1,74"  287,0+4,1"° 30,7 +3,3% 3544265 6,7+088¢ 5305 262,5+12,2A"
83,8+2,0°° 589412 408,6+14,2°% 2484295 287+06% 19,9+2,55°¢ 844157 316741457

*Letras minusculas diferentes sobrescritas na mesma coluna representam diferenca significativa entre os tratamentos. **Letras maiusculas
diferentes sobrescritas na mesma coluna representam diferenca significativa ao longo do cultivo. p> 0,05 . ***a para as maiores médias.
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3. Consideracdes finais

O propésito principal deste trabalho foi de analisar a influéncia da adi¢éo de hidrolisados
proteicos de residuos de tilapia, sobre a atividade enzimatica digestiva, do L. vannamei, para
isso foram analisadas as principais enzimas digestérias, numa tentativa de trazer elucidacéo
sobre a influéncia de ingredientes alternativos nas dietas para camaréo.

Através das andlises enzimaticas do hepatopancréas dos camardes cultivados,
conseguimos atingir o objetivo proposto, quantificando as atividades e determinando a
influéncia com relacdo ao tipo do hidrolisado e os niveis de inclusdo. E como ponto de
relevancia deste estudo, observamos que as maiores inclusdes dos hidrolisados aumentaram
as atividades enzimaticas, sendo possivel com base nos resultados incluir maiores niveis do
hidrolisado com duas horas de hidrolise. Porém é necessario avaliar in vivo o efeito destes
hidrolisados sobre o desempenho zootécnico e se maiores inclusdes ndo seriam prejudiciais

ao desenvolvimento dos camaroes.
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(s) and address (es) of the institution(s) at which the work was carried out (the present ad
dresses of the authors, if different from the above, should appear in a footnote); the name,
address, and telephone and fax numbers of the author to whom all correspondence and proofs
should be sent; a suggested running title of not more than fifty characters, including spaces;
and six key words to aid indexing.

Main text

Generally, all papers should be divided into the following sections and appear in the
order: (1) Abstract or Summary, not exceeding 150-200 words, (2) Introduction, (3)
Materials and Methods, (4) Results, (5) Discussion, (6) Acknowledgements, (7) References,
(8) legends, (9) Tables, (10) figures.

The Results and Discussion sections may be combined and may contain subheadings.
The Materials and Methods section should be sufficiently detailed to enable the experiments
to be reproduced. Trade names should be capitalized and the manufacturer's name and address
given. All pages must be numbered consecutively from the title page, and include the
acknowledgements, references and figure legends, which should be submitted on separate
sheets following the main text. The preferred position of tables and figures in the text should
be indicated in the left-hand margin.

Units and spellings

Systéeme International (SI) units should be used. The salinity of sea water should be
given as g L-1. Use the form g mL-1 not g/mL. Avoid the use of g per 100g, for example in
food composition, use g kg-1. If other units are used, these should be defined on first
appearance in terms of Sl units, e.g. mmHg. Spelling should conform to that used in the
Concise Oxford Dictionary published by Oxford University Press. Abbreviations of chemical
and other names should be defined when first mentioned in the text unless they are commonly
used and internationally known and accepted.

Scientific names and statistics

Complete scientific names should be given when organisms are first mentioned in the
text and in tables, figures and key words. The generic name may subsequently be abbreviated
to the initial, e.g. Gadus morhua L., otherwise G. morhua. Carry out and describe all
appropriate statistical analyses.

References

List all sources in the reference list alphabetically by name. In text citations should
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follow the author-date method. This means that the author's last name and the year of
publication for the source should appear in the text, for example, (Jones, 1998), and a complete
reference should appear in the reference list at the end of the paper. References are styled
according to the sixth edition of the Publication Manual of the American Psychological
Association.

A sample of the most common entries in reference lists appears below. Please note that
for journal articles, issue numbers are not included unless each issue in the volume begins
with page one. Journal article: Phelps, L. (1996). Discriminative validity of the WRAML with
ADHD and LD children. Psychology in the Schools, 33, 5-12.

Book edition: Bradley-Johnson, S. (1994). Psychoeducational assessment of students
who are visually impaired or blind: Infancy through high school (2nd ed.). Austin, TX: Pro-
ed. References should refer only to material listed within the text.

References in Articles we recommend the use of a tool such as EndNote
(http://www.endnote.com/) or Referenc Manage (http://www.refman.com/) for  reference
management and formatting. EndNote reference styles can be searched for here:

http://www.endnote.com/support/enstyles.asp. Reference Manager reference styles can

be searched forhere: http://www.refman.com/support/rmstyles.asp

Illustrations and tables

These should be referred to in the text as figures using Arabic numbers, e.g. Fig. 1, Fig.
2, etc., in order of appearance. Three copies of each figure should be submitted and each figure
should be marked on the back with its appropriate number, together with the name (s) of the
author (s) and the title of the paper. Where there is doubt as to the orientation of an illustration
the top should be marked with an arrow.

Photographs and photomicrographs should be unmounted glossy prints and should not
be retouched. Labelling should be clearly indicated on an overlay or photocopy. Colour
illustrations are acceptable when found necessary by the Editor. Line drawings should be on
separate sheets of white paper in black indelible ink (dot matrix illustrations are not
permitted); lettering should be on an overlay or photocopy and should be no less than 4 mm
high for a 50% reduction. Please note, each figure should have a separate legend; these should
be grouped on a separate page at the end of the manuscript.

All symbols and abbreviations should be clearly explained. Tables should be self-
explanatory and include only essential data. Each table must be typewritten on a separate sheet
and should be numbered consecutively with Arabic numerals, e.g. Table 1, and given a short
caption. No vertical rules should be used. Units should appear in parentheses in the column
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headings and not in the body of the table. All abbreviations should be defined in a footnote.
All tables and figures that are reproduced from a previously published source must be
accompanied by a letter of permission from the Publisher or copyright owner.

Supporting Information

Supporting material that is too lengthy for inclusion in the full text of the manuscript,
but would nevertheless benefit the reader, can be hosted as online-only content, linked to the
online manuscript. The material should not be essential to understanding the conclusions of
the paper, but should contain data that is additional or complementary and directly relevant to
the article content. Such information might include the study protocols, more detailed
methods, extended data sets/data analysis, or additional figures.

The materials considered as supporting data must be uploaded separately as such with
the manuscript files during submission. Please indicate clearly the material intended as
Supplementary Data upon submission. Also ensure that the Supplementary Data is referred to
in the main manuscript. Label these supplementary figures/tables as S1, S2, S3, etc. Full
details on how to submit supporting data, can be found at

http://authorservices.wiley.com/bauthor/suppinfo.asp . Please note that these data will not be

edited or altered from its originals format during the Production process. Although a proof of
your Supporting Information is not available, it will appear online when your article is
published

Acknowledgements

These should be brief and must include references to sources of financial and

logistical support.

Page Proofs and Reprints

Proofs will be sent via e-mail as an Acrobat PDF (portable document format) file. The
e- mail server must be able to accept attachments up to 4 MB in size. Acrobat Reader will be
required in order to read this file. This software can be downloaded (free of charge) from the
following Web site:http://www.adobe.com/prodindex/acrobat/main.html. This will enable the
file to be opened, read on screen, and printed out in order for any corrections to be added.
Further instructions will be sent with the proof. Proofs will be posted if no e-mail address is
available; in your absence, please arrange for a colleague to access your e-mail to retrieve the
proofs. Proofs must be returned to the Editor within 3 days of receipt, ideally by fax. Only
typographical errors can be corrected at this stage. Major alterations to the text cannot be
accepted.

Author Services
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NEW: Online production tracking is now available for your article through Wiley-
Blackwell’s Author Services. Author Services enables authors to track their article — once it
has been accepted — through the production process to publication online. Authors can check
the status of their articles online and choose to receive automated e-mails at key stages of
production. The author will receive an e-mail with a unique link that enables them to register
and have their article automatically added to the system. Please ensure that a complete e-mail
address IS provided when submitting the manuscript. Visit
http://authorservices.wiley.com/bauthor/ for more details on online production tracking and
for a wealth of resources including FAQs and tips on article preparation, submission and more.

Offprints

Offprints of articles may be ordered at the proof stage. The corresponding author
will be provided with five free copies of the published issue. Where there are more than two
authors, the corresponding author will receive two free copies for distribution to each author.
Free access to the final PDF offprint of your article will be available via author services only.
Please therefore sign up for author services if you would like to access your article PDF
offprint and enjoy the many other benefits the service offers.

Additional paper offprints may be ordered online. Please click on the following link fill
in the necessary details and ensure that you type information in all of the required fields.

http://offprint.cosprinters.com/blackwell. If you have queries about offprints please email

offprint@cosprinters.com Early View Aquaculture Nutrition is covered by Wiley-Blackwell’s
Early View service. Early View articles are complete full-text articles published online in
advance of their publication in Online issue. Articles are therefore available as soon as they
are ready, rather than having to wait for the next scheduled Online issue.

Early View articles are complete and final. They have been fully reviewed, revised and
edited for publication, and the authors’ final corrections have been incorporated. Because they
are in final form, no changes can be made after online publication. The nature of Early View
articles means that they do not yet have volume, issue or page numbers, so Early View articles
cannot be cited in the traditional way. They are therefore given a Digital Object Identifier
(DOI), which allows the article to be cited and tracked before it is allocated to an issue.
AfterOnline publication, the DOI remains valid and can continue to be used to cite and access
the article.

OnlineOpen

OnlineOpen is available to authors of primary research articles who wish to make
their article available to non-subscribers on publication, or whose funding agency requires
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grantees to archive the final version of their article. With OnlineOpen the author, the author's
funding agency, or the author's institution pays a fee to ensure that the article is made available
to non-subscribers upon publication via Wiley Online Library, as well as deposited in the
funding agency's preferred archive. For the full list of terms andconditions,
seehttp://wileyonlinelibrary.com/onlineopen#OnlineOpen_Terms.

Any author wishing to send their paper OnlineOpen will be required to complete the
payment form available here. Prior to acceptance there is no requirement to inform the
Editorial Office that you intend to publish your paper OnlineOpen. All OnlineOpen articles
are treated in the same way as any other article. They go through the journal's standard peer-

review process and will be accepted or rejected based on their own merit.



