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RESUMO

A dieta do camardo Macrobrachium rosenbergii, em periodo de larvicultura,
esta principalmente baseada em alimento vivo (artemia) e flans fabricados a base
de farinha de peixe. O uso de farinha de Gryllus assimilis na dieta das larvas de
camarao é uma alternativa a dieta convencional, na busca de melhor desempenho
produtivo, no ambito zootécnico, fisioloégico e econbémico, assim como obtencgéo de
proteina e lipideos de origem animal de fonte mais sustentavel. Neste contexto, o
projeto teve como objetivo avaliar o potencial do uso de farinha do inseto G.
assimilis como fonte de proteina na dieta de larvas, realizando larvicultura com dieta
contendo farinha de grilo, com substituicdo da farinha de peixe (15, 80 e 100 % de
substituicdo). Os tratamentos foram realizados em duplicata e comparados com 2
grupos controles. A alimentagao com flan foi realizada 4 vezes ao dia, por 29 dias.
Foram realizadas avaliagbes do desempenho zootécnico (sobrevivéncia e
metamorfose), do perfil digestivo (enzimas tripsina, quimiotripsina, amilase, lipase) e
metabolismo de proteina (AST e ALT) de juvenis de M. rosenbergii, apos ao periodo
da larvicultura. Os grupos de tratamento alimentados com dieta a base de farinha de
grilo apresentaram periodo de larvicultura semelhante ao controle, sendo que as
primeiras poés-larvas surgiram apos 20 dias de larvicultura, periodo caracteristico
para a espécie. Os melhores resultados de metamorfose foram observados em
grupos de tratamento alimentados com dietas contendo 80 e 100 % de substituicao
de farinha de peixe por farinha de grilo onde foram observadas incubadoras com
100 % dos animais na fase de péds-larvas. Os grupos de 10 % e 100 % de
substituicdo de farinha de peixe por farinha de grilo apresentaram maiores niveis de
sobrevivéncia quando comparados ao controle. As enzimas digestivas e do
metabolismo de proteinas nao apresentaram diferencas significativas entre os
grupos experimentais. Os resultados indicam uma potencialidade da substituicao
total da farinha de peixe por farinha de grilo na alimentac&o de larvas de camarao

durante a larvicultura.

Palavras-chave: farinha de inseto, enzimas digestivas, metabolismo de proteina,

camarao, larvicultura.
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Alanina-aminotransferase
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1 INTRODUGAO

Ao longo dos tempos a aquicultura tem amparado de forma significativa a
geracado de empregos na area de producgao de alimentos, renda e redugéo da fome.
Como setor produtivo, a area vem se mostrando como uma atividade sustentavel e

competitiva na produgao de alimentos saudaveis (SIQUEIRA 2017).

O camarao de agua doce (Macrobrachium rosenbergii) apresenta potencial
de produgcdo em aguas continentais devido a suas caracteristicas biologicas
possibilidade de policultivo, cultivo consorciado com outras atividades, cultivo em
areas rurais (NEW e VALENTI, 2000), adaptacao aos sistemas familiares de
producado, atendimento aos preceitos da aquicultura sustentavel, e a presenca de
indices econdmicos que atestam a viabilidade econémica da atividade (VALENTI,
2002).

Uma das fases criticas da producdo de M. rosenbergii € o periodo larval,
principalmente pela dependéncia de agua salinizada e limitacdo de estratégias
alimentares, principalmente baseadas em uso de alimento vivo (artemia sp) e flan
contendo farinha de peixe (NEW, 2010), sendo desenvolvido em ambiente
laboratorial. Ao final do periodo larval, os juvenis (pds-larvas) sdo expostos a um
grande estresse devido ao periodo de transporte para os ambientes de cultivo.
Nesta etapa os animais sdo submetidos a grande movimentagdo, em ambiente de
grande densidade de animais e baixa qualidade da agua, sendo distribuidos através
de transportes rodoviarios ou aéreos que podem durar até 24 horas. Neste sentido,
boas condigdes nutricionais no periodo larval poderdo resultar em programacao
metabdlica, com possibilidade de aumento de resisténcia a esta etapa da producao,
portanto estudos de ampliagdo de alternativas de estratégias, com substituicao de
fontes de proteina e lipideos, sdo de interesse para a potencializagao da atividade

produtiva da espécie.

A farinha de peixe é utilizada como principal fonte de proteina de origem
animal para producdo de ragcdo para organismos aquaticos, isto por fornecer
concentragcbes ideais de diferentes aminoacidos (metionina, lisina, triptofano, e
treonina), além de fonte de minerais e vitaminas (ALVA 2010). Apesar das

caracteristicas serem importante para nutricdo, a farinha de peixe possui



caracteristicas desfavoraveis, como a sensibilidade a condi¢gdes de armazenamento
e transmisséo de agentes patogénicos (ALVA 2010), além de alto custo. O alto custo
da ragao ainda € um entrave para que a criagdo de organismos aquaticos se tornem
mais atrativa, principalmente para piscicultores de baixa renda. A utilizagdo de
subprodutos disponiveis em grandes quantidades tém sido objetivo de estudos em
diferentes Instituicdes na regido Norte do Brasil, com a finalidade de substituir,
parcialmente, a proteina animal, principalmente farinha de peixe, que pode conter
até 60 % da composi¢cado de uma racgédo, e que representa cerca de 80 % do custo
da producao (MAEDA et al, 2009).

FAO (2013), estima que pelo menos 2 bilhdes de pessoas utilizam-se de
insetos na sua dieta alimentar tradicional, e que mais de 1900 espécies desta
Classe tém sido usadas como alimento, principalmente devido aos insetos
apresentarem-se como fonte alimentar altamente nutritiva e saudavel, com elevado
teor de lipidios, proteinas, vitaminas, fibras e conteudo mineral. FAO (2013) Indica
também, que os insetos mais consumidos pelo homem nesse ramo sao os das
ordens Coleoptera, Lepdoptera, Hymenoptera e Orthoptera. Estas, assim como

outras ordens, tem se mostrado eficientes para alimentagdo humana e animal.

A comisséo européia através do regulamento 893/2017 autorizou o uso de 7
espécies de insetos para alimentacdo, entre elas o grilo-doméstico (Acheta
domesticus), grilo-raiado (Gryllodes sigillatus) e grilo-do-campo (Gryllus assimilis)
(Regulamento UE, 2017). A criagao de grande parte dos insetos é realizada em
empresas familiares de zonas tropicais, produzindo farinha a partir de larvas,
gafanhotos e grilos em grande quantidade, e recentemente algumas dessas
empresas conseguiram comercializar esses insetos como alimentos e ragdes, sendo

que parte de sua producao é destinada ao consumo humano (FAO 2013).[1]

Considerando a importancia de substituicao e inclusdo de novos ingredientes
na dieta para compor estratégias alimentares que melhorem a condi¢cdo produtiva
da fase larval, neste estudo foi testada a hipétese de que juvenis de camarao
alimentados com dieta contendo farinha de inseto durante o periodo larval,
apresentam bons resultados de desempenho nesta fase de desenvolvimento. Para
tanto foram realizadas analises de parametros zootécnicos, metabdlicos e

digestivos.



2. JUSTIFICATIVA

Considerando a importancia dos estudos de novas fontes proteicas e lipidicas
para o cultivo animal, principalmente focado em melhoria do desempenho produtivo
e substituicdo de farinha de peixe na dieta de cultivos de organismos aquaticos, a
utilizacdo dos insetos na producédo de racdo para larvicultura de camarao torna-se
uma alternativa potencial, principalmente em relagdo a questdes nutricionais (altos
niveis lipidicos e proteicos corporais) e econdmicos (possibilidade de cultivos em

pequenos espacgos e com dietas a base de vegetais amplamente cultivados).

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1.1 Cultivo e Caracteristicas do Periodo Larval

Entre os aspectos positivos do cultivo de M. rosenbergii (camardo de agua
doce), quando comparado ao cultivo do camardo marinho, estao principalmente
listados a menor suscetibilidade a doencgas; o cultivo pode ser realizado longe de
zonas costeiras evitando o conflito com areas de grande exploragao imobiliaria e de
preservagao, possibilitando o policultivo e o cultivo consorciado com outras
atividades (NEW & VALENTI, 2000). Outros pontos importantes séo a adaptagao
aos sistemas familiares de producéo, o atendimento aos preceitos da aquicultura
sustentavel e a presenca de indices econdmicos que atestam a viabilidade
econdmica da atividade (VALENTI, 2002).

Os ovos de M. rosenbergii sao incubados nos pleidbpodos de fémeas, sao
ligeiramente elipticos e de cor laranja vivo, tornando-se cinza-negros nos ultimos 3
dias antes da eclosao. As larvas séo planctbénicas, alimentando-se de zooplancton,
porém, na auséncia de alimento vivo, sdo capazes de se alimentar de pequenas
particulas de material organico (LING 1969). O desenvolvimento larval de M.
rosenbergii € metamorfico dividido em 11 estadios e animais recém
metamorfoseados s&o juvenis (pds-larvas) com cerca de 7 mm de comprimento
(NEW, 2002).



O cultivo das larvas de M. rosenbergii é realizada sob condi¢cdes controladas
de incubacéo, incluindo agua salina (12 %o), temperatura entre 28 e 30 °C e
estratégias de alimentacdo com alimento vivo (Brown et al, 2010; NEW, 2010).
Devido a dificuldade de criacdo de estratégias alimentares para o periodo larval de
M. rosenbergii, as artémias (Artemia sp.) sao consideradas a principal alternativa

alimentar para esta fase de cultivo (NEW, 2010).

Estagios da vida poés-natal sdo caracterizadas por um alto grau de
plasticidade, sendo considerados periodos criticos durante os quais podem ocorrer
a programagao metabdlica (SILVEIRA et al.,, 2007). Segundo Conceicédo et al.
(2009), a programagao nutricional pode ser explicada como estimulos nutricionais
que permitam programar os processos bioldgicos e metabdlicos que ocorrem
durante as fases precoces do desenvolvimento, como retengdao proteica e

miogénese de fibras musculares.
3.1.2 Substituicao da Alimentagao

Estudos relacionados a producdo de biomassa protéica a base de insetos
foram desenvolvidos nos ultimos anos e entre os potenciais insetos analisados, séo
pontuados insetos das ordena Coleoptera (besouros), Orthoptera (grilos e
gafanhotos) entre outros (FAO 2013). FAO (2013). Estima-se que pelo menos 2
bilhdes de pessoas utilizam de insetos na sua dieta alimentar tradicional, e que mais
de 1900 espécies desta classe tém sido usadas como alimento. Os insetos mais
consumidos pelo homem nesse ramo, sdo os das ordens Coleoptera, Lepdoptera,
Hymenoptera, Orthoptera e outras ordens que tem se mostrado eficiente para
alimentagdo humana e animal. FAO (2013) afirma que os insetos sdo fonte
alimentar altamente nutritiva e saudavel, com elevado teor de lipidios, proteinas,
vitaminas, fibras e conteido mineral, e mesmo se encontrando dentro do mesmo
grupo de insetos, alguns se diferem no valor nutricional pelos diferentes estagios
metamorficos e habitats em que se encontram. A quantidade de insetos atualmente
criados para racdao é limitada, porém promover o uso de insetos como ragao
depende do desenvolvimento de cultivos preferencialmente a colheita da natureza
(VAN HUIS 2020).



A criacao de grande parte dos insetos é realizada em empresas familiares de
zonas tropicais, produzindo farinha a partir de larvas, gafanhotos e grilos em grande
quantidade. Recentemente produgdes comerciais foram desenvolvidas,
comercializando esses insetos como alimentos e ragao, sendo que parte de sua
producdo é destinada ao consumo humano. As vantagens ambientais na criagéo de
insetos para alimentos e ragdes se estruturam na grande eficiéncia de conversao
alimentar dos insetos, dessa forma os grilos necessitam apenas 2 quilos de ragéao
para cada 1 quilo de obtencédo de peso corporal (FAO 2013), sendo que os grilos
necessitam de 12 vezes menos ragdo que o gado, quatro vezes menos do que
ovelha e metade da ragédo de frangos e porcos para produzir a mesma quantidade

de proteina.

O manejo no suprimento de alimentos € uma etapa essencial no cultivo de
animais aquaticos, pois determinadas espécies necessitam de quantidades ideais
para o melhor favorecimento de crescimento e desenvolvimento. E fundamental um
manejo alimentar adequado para desenvolvimento larval dos camardes do género
Macrobrachium. Nesse sentido, Artémias sp. € apontada como principal alternativa

de alimento vivo com valor nutricional adequado (RODRIGUES et al 2017).

A inclusdo de uma proporcado de insetos para alimentagdo de organismos
aquaticos pode trazer vantagens para a saude de uma variedade de espécies de
peixes e camardes cultivados (FAO 2022), pois a farinha desses animais € vasta de
proteinas e lipideos e pode ser utilizada para alimentagdo de animais aquaticos
cultivados (VASCONCELOS 2019).

Na busca por fontes alternativas de proteina de origem animal na composi¢cao
das ragdes, vem se observando um interesse cada vez maior por parte de
pesquisadores e industria na aplicacdo de farinha de insetos para a alimentagao,
n&o s6 animal, mas também humana (BARROSO et al., 2014; GOMEZ et al., 2019).
A aplicagéo de insetos e/ou seus derivados na alimentagdo animal, em especial de
peixes, apresenta grande potencial para contribuir com a produgdo aquicola.
Primeiro, os insetos ja fazem parte da dieta de algumas espécies de peixes em
ambiente natural. Além disso, representam excelente fonte de proteina (entre 45 e
70 %), um bom perfil de aminoacidos essenciais e bom conteudo de lipidios que
varia entre 8 a 35% dependendo do método de extragdo (GASCO et al., 2018).



Ainda, os insetos servem como fonte de minerais como selénio, potassio, magnésio,
calcio e ferro e diversas vitaminas. A comissao européia através do regulamento
893/2017 autorizou o uso de 7 espécies de insetos para alimentagao de peixes,
entre elas o grilo-doméstico (Acheta domesticus), grilo-raiado (Gryllodes sigillatus) e

grilo-do-campo (Gryllus assimilis) (Regulamento UE, 2017)0
.3.1.3 Nutrigcao Proteica

O conhecimento das necessidades proteicas e de perfil de aminoacidos nas
larvas de M. rosenbergii no periodo da fase zoea até o momento da metamorfose
das pos larvas é essencial para equilibrar a dieta (ALVARADO 2009). Em relacéo ao
perfil de aminoacidos, ROUSTAIAN et al, (2000) demonstrou que ha uma relativa
constancia nas concentracbes de aminoacidos essenciais durante o
desenvolvimento larval, sendo que os aminoacidos essenciais arginina, isoleucina,
leucina, fenilalanina + cisteina, treonina, triptofano e valina ndo variaram ao longo
do periodo larval, histidina e metionina sofreram pequena queda e a lisina apresenta
um pequeno aumento de prevaléncia durante o periodo. Ja dentro dos aminoacidos
nao essenciais, apenas a alanina apresentou constancia, sendo que acido
aspartico, acido glutamico e serina apresentaram pequeno aumento de prevaléncia
e glicina e tirosina sofreram queda ao longo do desenvolvimento larval. Ainda, o
acido glutdmico (13,4-16,6 %) e a fenilalanina + cisteina (9,7-11,5 %) sédo os
aminoacidos mais abundantes e o triptofano (1,4-1,6 %), a metionina (1,4-2,7 %) e a
histidina (2,9-4,2%) sao os menos abundantes nas larvas de M. rosenbergii. Os
resultados sugerem que os requisitos de aminoacidos do camarédo de agua doce
sao relativamente constantes durante o desenvolvimento larval e pode ser satisfeito
por uma fonte de proteina adequada que se assemelha ao perfil de aminoacidos

encontrado.

3.1.4 Enzimas Digestivas

O estudo do sistema digestivo e suas fungbes na secregdo de enzimas e
absorg¢ao de nutrientes com vistas para necessidades nutritivas do M. rosenbergii &
de grande utilidade (SANTOS 2017). O trato digestivo de camardes adultos é
subdividido em trés partes conhecidas como intestino anterior, intestino médio e

intestino posterior. Associado ao intestino médio esta localizado o hepatopancreas,



desenvolvendo fungbes metabdlicas e pode ser chamado também de glandula

digestiva, local onde ha produgéo das enzimas digestivas (PICOLO 2013).

As larvas apresentam hepatopancreas e o intestino pouco desenvolvidos até
o estagio V a VI (Deru 1990). Estudo da variagdo ontogenética da atividade de
enzimas digestivas de M. rosenbergii alimentados com Artémias foi realizado por
Kamarudin, et al (1994). Os resultados demonstraram alta atividade de tripsina e
esterases, com pico ocorrendo nos estadios V e VI. A enzima amilase apresenta
baixa atividade durante os primeiros estadios de desenvolvimento, ocorrendo
aumento da atividade a partir dos estadios VI e VIl e tendo a maxima atividade no
final do periodo larval, estadio Xl. Estes resultados indicam que nos primeiros
estadios de desenvolvimento as larvas de M. rosenbergii s&o exclusivamente
carnivoras. Os autores relacionam o aumento das atividades das enzimas digestivas

com o desenvolvimento das hepatopancreas.

As enzimas digestivas com maior importancia sio: i) amilase que hidrolisa
amido em maltose; ii) lipase que quebra os triglicerideos em lipidios menores; iii)
tripsina que faz a degradacgao das proteinas em peptideos. O pancreas € a glandula

que produz as enzimas tratadas acima (JUNIOR CAM, 2021).

No intestino a enzima Amilase hidrolisa amidos e glicogénio, formando os
dissacarideos maltose, trissacarideos, maltotriose e oligossacarideos (SMITH
2007). A lipase pancreatica € secretada na sua forma ativa juntamente com a
colipase, para que a lipase se torne ativa ela s6 necessita se ligar ao substrato e a
colipase, que é responsavel por aumentar a quebra de triacilglicerois ao se ligar com
a lipase. A lipase hidrolisa acidos graxos de todos os comprimentos de cadeia nas
posicbes 1 e 3 da porcao de glicerol do triacilglicerol. Além de fazer com que a
atividade da lipase se torne maior, a colipase atenua a inibicdo dos sais biliares
(inibidores da atividade da lipase no substrato) sobre a lipase fazendo com que os

triacilglicerois entrem no sitio ativo da lipase (SMITH et al, 2007).

A quimotripsina e a tripsina sdo endopeptidases. A tripsina é especifica em
ligacbes peptidicas adjacentes a aminoacidos imprescindiveis (lisina e arginina). A
quimotripsina & especifica para ligacbes peptidicas préximas a aminoacidos

aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano), e para ligagdes peptidicas adjacentes



a asparagina e histidina (CHAMPE, 2009). A tripsina tem um papel maior na
digestdo, pois além de clivar proteina das dietas, ela catalisa as reagdes de
clivagem de outras proteinas digestivas inativas e as converte em sua forma ativa
(SMITH 2007).

3.1.5 Enzimas transaminases do Metabolismo de Proteinas

As proteinas realizam inumeras fungdes nos seres vivos, tais como
catalisadoras (enzimas), defesa, estrutural, transportadoras de nutrientes e
armazenamento. Grande parte das reagdes quimicas que ocorrem nas células e nos
seres vivos envolve proteinas (VERLENGIA 2012). Portanto é importante a atuagao
do metabolismo de proteinas e aminoacidos que garante a disponibilizagdo de

aminoacidos em concentracdo adequada para a produgao das proteinas.

Os aminoacidos liberados em excesso oriundos da protedlise tecidual intensa
sdo reutilizados e tém numerosos destinos, como gliconeogénese e sintese
proteica. Por outro lado, o grupo amino, que € toxico para o organismo, & convertido
em amonia no figado e, posteriormente, eliminado pelas glandulas verdes. Nao
existe reserva de aminoacidos e proteinas livres no organismo, sendo que uma
ingestao proteica superior as necessidades do organismo sera metabolizada. Em
casos de deficiéncia proteica ou desnutricdo extrema, o organismo recorre a
mecanismos adaptativos, os quais sao regulados pela presencga de nutrientes ou de
horménios (tanto anabdlicos quanto catabdlicos), com a finalidade de preservar a
massa proteica. Quando esse processo € muito intenso, ocorrem alteragdes
bioquimicas, fisioldgicas e morfologicas (TIRAPEGUI & ROGERO 2007).

As transaminases podem ser utilizadas como marcadores do metabolismo de
proteinas. As transaminases ou aminotransferase sao enzimas que fazem a
transferéncia de um grupo amino do aminoacido doador para um receptor. Este
processo compreende duas etapas: a) desaminagdo de um aminoacido; b)
aminacao de um cetoacido, cetona ou aldeido; dessa forma um novo aminoacido &
gerado e surge um novo a-cetoacido pela acdo de aminotransferases (GUO &
BERGLUND; 2017).

A alanina-aminotransferase (ALT), também conhecida como transaminase

glutdmico piravica (TGP), catalisa a reagdo do a-cetoglutarato com alanina, o



a-cetoglutarato recebe em seu segundo carbono o grupo amina da alanina e é

convertido em glutamato com formagéo de piruvato.

ALT

L-Alanina + Cetoglutarato — Piruvato + L-Glutamato

Pela via de transaminacdo, o aspartato-aminotransferase (AST), também
conhecida como transaminase glutamico oxalacética (TGO), catalisa a reagédo de
transferéncia do grupamento amino do aspartato para o cetoglutarato formando
oxalacetato e glutamato (MOTA, 2011).

AST

L-Aspartato + Cetoglutarato —> Oxalacetato + L-Glutamato

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar a influéncia da substituicdo de fonte de proteina animal ( farinha de
peixe por farinha de Gryllus assimilis) em racéo de larva de M. rosenbergii, em

aspectos do perfil zootécnico e metabdlico destes animais.
3.1.1 Objetivos Especificos

Avaliar a influéncia da utilizacdo de dieta a base de G. assimilis como fonte

de proteina, na sobrevivéncia e metamorfose de larvas do camarao M. rosenbergii.

Estudar a influéncia da utilizacdo de dieta a base de G. assimilis para larvas
de M. rosenbergii, no perfil das enzimas digestivas (tripsina, quimiotripsina, amilase

e lipase) de juvenis do camarao M. rosenberqii.

Estudar a influéncia da utilizacao de dieta a base de G. assimilis para larvas
de M. rosenbergii, em marcadores do metabolismo de proteinas (AST e ALT) em

juvenis do camarao M. rosenbergii.



4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Criagao de Gryllus assimilis

A espécie da ordem Orthoptera, Gryllus assimilis foi manejada no laboratério
de Entomologia da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) campus
Laranjeiras do Sul-PR, em sala climatizada (T: 28 + 2°C, UR: 70 = 10%, Fotofase:
12h). Para a criagado, as gaiolas foram confeccionadas utilizando caixas plasticas de
50 L, com a tampa perfurada e recoberta com tela anti mosquitos, a fim de permitir
trocas gasosas. O fundo da caixa foi revestido com vermiculita para impedir a
contaminagao por microrganismos. Dentro das caixas foram dispostas caixas de
ovos, para que os insetos possam se esconder. Ninfas e adultos foram alimentados
com uma dieta padronizada composta por farelo de milho (1,650 kg), Farelo de soja
(1,050 kg), Oleo de milho (180 g), Fosfato bicalcico (60 g), Carbonato de calcio (30
g), Sal (30 g) e Vitamina C (30g). Foram dispostos recipientes com substrato
umedecido para oviposi¢cdo. Posteriormente a oviposigao, o recipiente contendo os
ovos foram retirados e acondicionados em uma nova caixa até a eclosao das ninfas.
Nas caixas de criagao (ninfas), a populagao foi de aproximadamente 500 insetos por
gaiola. Os insetos adultos foram abatidos por congelamento (-80 °C) seguido de
secagem em estufa a 50 - 55 °C durante 24 horas e, em seguida, foram moidos em
moinho analitico para produgdo de farinha. As amostras foram armazenadas em

freezer a -80 °C até a confeccdo das ragoes.

42 ENSAIOS IN VIVO PARA AVALIAGAO DA INFLUENCIA DA
SUPLEMENTAGAO NA RAGAO

4.2.1 Manutencgao de reprodutores e reproducao de M. rosenbergii

Os camardes de agua doce M. rosenbergii utilizados durante a execug¢ao do
presente trabalho, foram provenientes da unidade amostral de carcinicultura de

agua doce em estufa agricola da UFFS campus Laranjeiras do Sul.

A agua utilizada foi oriunda do abastecimento da prépria universidade. A fim
de garantir a qualidade e visando a economicidade da agua do meio ambiente, foi

utilizado processo de recirculagdo com biofiltros em fluxo continuo, utilizando bomba



com capacidade de vazao média de 200 L/h. Os biofiltros foram montados em
caixas de agua com capacidade para 100 L. No interior dos biofiltros foram inseridas
pedras britadas e particulas/pedacos de tubulacbes de eletrodutos, cortados de
maneira homogénea, com dimensdes de 2 cm. Os biofiltros ainda contaram com
aeragcdo continua e aquecedor com termostato, visando a manutengao de boas
taxas de oxigénio dissolvido (OD) e temperatura da agua constante (28° C). Foram
montados dois sistemas: o primeiro formado por 08 caixas de polipropileno de 30 L
e o0 segundo formado por 02 caixas d'agua de 500 L. O primeiro sistema foi usado
para a manutengao das larvas e pods-larvas, e o segundo sistema foi usado para
manutengdo e reproducdo dos adultos. Diariamente foi coletada e registrada a
temperatura da agua, bem como semanalmente foram mensurados os parametros
de qualidade de agua: amdnia, nitrito, pH e oxigénio dissolvido (OD) no sistema de
cultivo. Para o sistema utilizado no desenvolvimento larval, foi realizado também,

monitoramento da salinidade, que foi mantida a 12 %e.

4.2.2 Preparo das ragoes

A alimentacdo das larvas foi realizada nos primeiros 08 dias utilizando
artemia (Artemia salina), em proporcao de 5 artémias por larva, e apods, foi
introduzida ragao tipo “flan”, constituida por ovo de galinha, farinha de peixe, leite
em po, farinha de trigo, 6leo de figado de bacalhau, pré-mix de vitaminas e minerais
e agua de acordo com Dhont et al. (2010), sendo realizada substituicao isoproteica
de ingrediente de origem animal (farinha de peixe) por farinha de Gryllus assimilis
10, 80 e 100 %. Estas ragdes foram fornecidas as larvas a partir do oitavo dia,
concomitante com artemia até o décimo dia, e exclusivamente flan a partir do
décimo primeiro dia. As ragdes foram armazenadas em potes com tampa do tipo

rosca e para o armazenamento ideal, os potes foram alocados em refrigerador.

Tabela 1. Formulagao da ragao utilizada

Controle 10% 80% 100%

Farinha peixe 70 g 63g 149 0

Farinha trigo 759 759 9,5¢ 10,5¢




Farinha grilo 0 74 56 g 70 g
Leite 79 79 59 49
Vitamina mix 19 19 19 19
ovo 1 1 1 1
Oleo peixe 08¢ 08¢ 08¢ 08¢

Formulacdo do preparo das ragdes para introducdo da dieta em M. rosenbergii, representacdo em
gramas. Fonte: Adaptada a partir de: DHONT, J.; WILLE, M.; FRINSKO, M.; COYLE, S.D;
SORGELOQS, P. Larval Feeds and Feeding. In: NEW, M. B.; VALENTI, W. C.; TIDWELL, J. H;;
D’ABRAMO, L. R.; KUTTY, M.N. (Ed.) Freshwater prawns: Biology and Farming. 1. ed. Oxford:
Wiley-blackwell, 2010, 560p.

4.3 Procedimento experimental

O sistema do larvicultura foi preparado 1 més antes de comecgar o
experimento, neste foi realizada a limpeza de todas as caixas, as mesmas foram
cheias de agua e salinizadas, em cada caixa foi distribuido aquecedores com
temperatura média de 28 °C, em seguida foi feita montagem de aeragédo sendo

realizada a distribuicdo de oxigénio em cada caixa.

O procedimento experimental foi realizado utilizando-se quatro dietas
(controle com farinha de peixe; 10%, 80% e 100 % substituicdo por farinha de grilo),
com duas repeticoes dispostas de forma completamente aleatéria. Apds ecloséao foi
realizada alimentacdo com Artemia sp. Os animais foram contados e separados em
8 grupos (700 animais por grupo) em incubadoras de 30 litros, sendo grupos
controle e tratados 10%, 80% e 100%. Os grupos foram mantidos em sistema de
recirculagdo até o final do desenvolvimento larval. A alimentagdo com flan foi
realizada 4 vezes ao dia, por 29 dias, foi usada uma colher de medida para medir a
quantidade de ragcdo a cada alimentagcdo. Houve efetivagdo da limpeza por

sifonamento 1 vez ao dia, antes da cada alimentacéo.

Apoés 29 dias com alimentagdo experimental foi feita a coleta dos animais,

contagem total, havendo separagéo entre larvas e pés larvas, apos a contagem os



animais foram alocados em microtubulos e armazenados em freezer -85° C até ao

inicio das analises experimentais.

Ao final foi realizado calculo de sobrevivéncia relativa e de taxa de
metamorfose final. O calculo de sobrevivéncia relativa foi realizado considerando a

média dos animais dos grupos controles como 100 %.
4.4 ANALISES BIOQUIMICAS

Foram separados 5 amostras por grupo experimental, contendo 4 animais por
amostra, sendo realizado homogeneizagdo em 500 uL de tampao PBS pH 7,2 e
centrifugagcéo das amostras a 11.000 Xg , 4°C, por 10 minutos, com separag¢ao do
sobrenadante. Foi realizada determinacédo de concentragao de proteina pelo método
de Bradford, utilizando proteina albumina bovina como curva padréo e leitura em

comprimento de onda de 595 nm.

4.4.2 Enzimas digestivas

A determinacdo da atividade da enzima lipase foi realizada utilizando o kit
Gold Analisa 304, seguindo orientagao do fabricante e adaptado para microplaca de
96 pocos (Seixas-Filho et al., 2003). A lipase hidrolisa especificamente um tioéster,
liberando o tioalcool correspondente e acido butirico. O tioalcool reage com acido
5,5-ditio-bis-2-nitrobenzdico em meio tamponado formando um anion de coloragao
amarela, cuja intensidade de cor é proporcional a concentragcdo da enzima e
apresenta a absorcdo maxima em 412 nm. Os resultados foram expressos como

U/mg de proteina.

A determinacdo da enzima amilase foi realizada através do uso de kit
colorimétrico Gold Analisa 311, seguindo as instrucées do fabricante e adaptado
para microplaca de 96 pogos (Seixas-Filho et al., 2003). Os resultados foram
expressos como U/mg de proteina. A amilase hidrolisa o amido liberando moléculas
de agucares e dextrina. Apds a adicao da solugao de iodo ocorre a formacéao de cor
azul com o amido ndo hidrolisado do substrato. Nesta técnica, a atividade da
amilase € inversamente proporcional a intensidade da cor azul formada e é
calculada em comparagdao com um controle de substrato. A determinagcdo é

realizada em leitura em comprimento de onda de 660 nm.



Quimiotripsina

A atividade da quimotripsina foi determinada segundo o método de Hummel
(1959) adaptado para microplaca. Para a determinacédo da atividade dessa enzima
foi utilizado o substrato benzoyl tyrosine ethyl ester (BTEE), a incubacédo das
amostras foi feita em meio de reacdo contendo BTEE e metanol, em tampao
Tris/CaCl2 com pH 7,8 por dois minutos em microplaca com leituras de dez
segundos em comprimento de onda ajustado para 256 nm em temperatura de 30
°C. O resultado foi expresso em U/mg de proteina, sendo uma unidade de
quimotripsina a quantidade de enzima necessaria para formar 1 pmol de
etanol/minuto. O coeficiente de extingdo molar do etanol utilizado para o calculo da
enzima foi 964 M.

Tripsina

A atividade da tripsina foi determinada segundo o método de Hummel (1959)
adaptado para microplacas. A Leitura foi realizada em 247 nm em temperatura de
30 °C. O resultado foi expresso em U/mg de proteina, sendo uma unidade de
tripsina a quantidade de enzima necessaria para formar 1umol de
Na-p-Tosyl-L-Arginine/minuto. = O  coeficiente de  extingdo molar do

Na-P-Tosyl-L-Arginine utilizado para o calculo da enzima sera 540 M.

Atividade Alanina-aminotransferase e Aspartato-aminotransferase

Para analise da alanina-aminotransferase (ALT) e  aspartato
—aminotransferase (AST) foi utilizado o kit colorimétrico da Gold Analisa. O kit TGP
(Ref:353) para alanina-aminotransferase, e para aspartato —aminotransferase foi
utilizado o Kit TGO (Ref:352). Para cada Kit foi realizada uma curva de calibragédo

para determinacao da atividade e realizada leitura espectrofotométrica a 505 nm.
Tratamento estatistico

Os dados serao avaliados quanto a homocedasticidade e normalidade, sendo

posteriormente testadas por analise de variancia ANOVA.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES



O experimento teve duracdo de 36 dias, sendo 29 dias de inclusao da
alimentagdo contendo farinha de grilo. Na primeira semana apos a eclosédo, as
larvas foram alimentadas exclusivamente com artémias. A partir do 10° dia apds
inicio da alimentacdo com farinha de grilo (20° dia de larvicultura) ja foi possivel
observar poés-larvas nos tratamentos 80% e 100%, porém, no tratamento 10% de
substituicdo e no controle observou-se um atraso de 2 dias, apresentando animais
jovens a partir do 12° dia (22° dia de larvicultura). Apenas 2 tratamentos (80% e
100%) tiveram grupos de desenvolvimento total das larvas em pés-larvas no periodo

do ensaio, 36 dias de larvicultura (Quadro 1).

Quadro 1. Porcentagem de Pds-larva ao fim do experimento

Tratamentos Porcentagem de
pos-larvas
T10% 44
T10% 30
T80% 100
T80% 28
T100% 31
T100% 100
Controle 80
Controle 64

Porcentagem do desenvolvimento final das larvas em pés-larvas dos tratamentos e do controle ao fim
do experimento. Fonte: Elaborado pelo autor.



O quadro acima mostra os dados do final do experimento com alimentagcao
das larvas com ragao a base de grilo. Os dados estdo organizados em porcentagem

de pods-larvas.
Sobrevivéncia relativa

Os dados de sobrevivéncia relativa estao presentes na figura 1, indicando
maior sobrevivéncia média dos grupos de substituicdo de farinha de grilo 10% e

100% comparado ao grupo controle.

Figura 1. Média da Sobrevivéncia Relativa

Média Sobrevivéncia relativa
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Média da sobrevivéncia relativa entre os grupos de tratamentos em relacdo ao controle
Fonte: Elaborado pelo Autor.

Durante o experimento com alimentagéo das larvas com farinha de grilo foi
possivel notar um comportamento de canibalismo entre as larvas. Este tipo de
comportamento pode ter condicionado a diminuicdo dos individuos do experimento.
Brugiolo et al (2007), afirma que os animais da espécie M. rosenbergii ficam mais
expostos ao canibalismo no periodo da muda, ou troca da carapacga, pois a
necessidade do crescimento depende de uma dieta intensa, outro aspecto citado
pelo autor é agressividade que esses individuos tém, ao se aproximarem um do

outro.

Enzimas Digestivas



As enzimas digestivas analisadas nos animais foram a lipase, amilase,
tripsina e quimotripsina. As enzimas amilase e lipase ndo apresentaram mudangas
significativas nas atividades (Figura 2). A substituicdo de fonte proteica de farinha de
peixe por farinha de grilo (G. assimilis), realizada com M. rosenbergii ndo acarretou
variagcdes nos perfis destas enzimas (lipase e amilase), portanto, a substituicdo tem

um potencial interessante, sem alterar o perfil digestivo dos animais .

Figura 2. Atividade das enzimas digestivas Lipase e Amilase
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da atividade das enzimas. Fonte: Elaborado pelo Autor.

Assim como a introdugdo de G. assimilis na dieta de M. rosenbergii nao
afetou o desenvolvimento e a atividade de amilase e lipase, o estudo de LIU et al
(2023), investigou o potencial enzimatico na digestdo de juvenis do
peixe-cabeca-de-cobra (Channa argus), a partir da utilizacdo da farinha de grilo
(Gryllus testaceus), nos resultados o conteudo lipidico bruto foi significativamente
maior no T45 e T60, e as atividades de amilase e lipase foram significativamente
maior em T60. SHIN & LEE (2021), avaliaram 7 tipos de farinha de insetos para
alimentagdo de camarao branco (L. vannamei), entre estas, esta o grilo de duas
pintas (Gryllus bimaculatus), o estudo buscou analisar a digestibilidade das
diferentes dietas, o coeficiente de digestibilidade dos camardes alimentados com o
G. bimaculatus foi de 83,7% de proteina, e 95% para lipidios, todas as farinhas de
insetos apresentaram alta disponibilidade de taurina, o que pode ser uma vantagem
no uso da farinha de insetos na alimentacdo de camardes. Porém a atividade das

enzimas digestivas n&o foi testada.



Assim como RIOS (2017) que realizou estudos de alimentagcdo do camarao
branco (L. vannamei) com larvas do inseto Tenebrio molitor concluiu-se que a
substituicdo da racdo nao alterou os niveis da atividade das enzimas lipase e
amilase, os animais apresentaram ganho no peso e a taxa de sobrevivéncia nao foi
afetada, portanto, a farinha do inseto Gryllus assimilis na alimentagdo do camarao
da malasia (M. rosenbergii) ndo alterou a taxa de sobrevivéncia dos animais, € 0
uso do inseto se mostrou eficaz no crescimento das larvas. MOLINA et al (2000),
avaliou o efeito do ritmo circadiano e do ciclo de muda de camardes L. vannamei na
atividade enzimatica de lipase e amilase, ele utilizou 40% de proteina na
alimentagdo dos camardes. No artigo foi observado que as maiores atividades
especificas de amilase e lipase ocorreram nos estagios DO e D2 e as menores no
D3 durante o ciclo de muda, os camardes alimentados das 12:00 as 20:00
produziram a maior atividade especifica da amilase e da lipase. Enquanto que a
maior atividade especifica das proteases foram identificadas nos estagios B, C e DO,

que coincide com o estagio em que o camarao consome 18% a mais de alimento.
Enzimas Digestivas Proteoliticas: Tripsina e Quimotripsina

A atividade da tripsina e da quimotripsina nao apresentaram diferengas entre
0s grupos tratados com farinha de grilo e os grupos controles (Figura 3). Os estudos
de SHIN & LEE (2021) também constatou o coeficiente de digestibilidade do
camarao branco utilizando a dieta da farinha do grilo de duas pintas, durante a
analise de digestibilidade do camardo, os coeficientes de digestibilidade de
aminoacidos essenciais ficaram entre 83,6 e 94,2%, os n&o essenciais ficaram com
80,8 e 96,2%; a dieta a base do grilo se destacou em relagcdo ao controle no

coeficiente de digestibilidade de L vannamei.

Figura 3. Atividade das enzimas digestivas Tripsina e Quimotripsina
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NASCIMENTO (2021), Alguns estudos identificaram que a atividade da
enzima tripsina € significativamente maior em juvenis de camardo que em adultos
de camardo. O autor citado acima realizou um estudo com o género
Macrobrachium, identificando efeitos de diferentes niveis de proteina bruta na
alimentagcdo da espécie, M. carcinus foi o camardo analisado, apresentou maior
atividade da quimotripsina com maior quantidade de proteina. Enquanto que a
tripsina ndo apresentou variagao estatisticamente significativa, a dieta com Gryllus

assimilis também n&o alterou os niveis de proteinas totais no camarao.

HERNANDEZ & MURUETA (2009), identificou que a mudanca da tripsina em
L. vannamei esta relacionada a mudancas na taxa de transcricdo das isoenzimas
estabelecidas, a atividade desta enzima ainda € modulada por fatores genéticos e
pelo tipo de dieta durante a ontogenia. A inclusdo de T. molitor na alimentagao de
truta arco-iris nao afetou a atividade enzimatica da tripsina e quimotripsina nos
estudos de COUTINHO et al (2021). PEH et al (2021) fez o teste de alimentagao
nos juvenis do mesmo camardo utilizando G. bimaculatus, ao final do teste os
tratamentos 10, 20, 30, 40 e 50% de farinha de grilo obtiveram maior ganho no
peso, taxa de crescimento e porcentagem e de sobrevivéncia em relagdo ao
controle, no entanto, os animais alimentados com 50% da farinha tiveram maiores
resultados que todos os outros tratamentos acima. O autor afirma que a substituicao
pode ser feita sem que o camarao sofra efeitos adversos sobre o desempenho de
crescimento e sobrevivéncia. O estudo de LIU et al (2023) concluiu que a farinha de
Gryllus testaceus substitui 30% da farinha de peixe sem comprometer o
desempenho de crescimento e atividades enzimaticas no peixe-cabeca-de-cobra.

PEH et al (2021), concluiu que a farinha do grilo pode substituir 50% da farinha de



peixe na dieta do camarao branco (L. vannameij). PEREIRA E BHUJEL (2022),
incluiu a farinha do grilo doméstico (Acheta domesticus), e o grilo do campo (G.
bimaculatus), na dieta de guppy (Poecilia reticulata), para testar o desempenho de
crescimento e pigmentagao, ele concluiu que ambas as farinhas de inseto podem
substituir 100% a farinha de peixe sem efeitos adversos no crescimento da fase de
bercario. A utilizagcdo da farinha de grilo na dieta de M. rosenbergii, também nao
apresentou mudangas significativas nas enzimas tripsina e quimotripsina, podendo a
farinha fazer parte da dieta do camaréo, pelos beneficios de baixo custo do cultivo

por meio da introducao da dieta.
Enzimas do Metabolismo de Proteinas

Os resultados de atividade enzimaticas encontradas (Figura 4), demonstram
que a alanina-aminotransferase (ALT/TGP), e aspartato-aminotransferase
(AST/TGO), nao sofreram mudancas significativas nos grupos de animais
alimentados com flan contendo farinha de grilo em relagdo ao grupo controle no
estudo de COUTINHO et al (2021) as enzimas aminotransferases citadas acima
também tiveram os mesmo resultados acima, pois o autor avaliou o efeito da
substituicdo da farinha de peixe por farinha de T. molitor em juvenis de corvina no
desempenho da atividade de enzimas digestivas e do catabolismo de aminoacidos.
A composigdo da dieta ndo afetou a atividade da alanina-aminotransferase e da

aspartato-aminotransferase.

Figura 4. Atividade das enzimas do Metabolismo de Proteinas:
Alanina-aminotransferase (TGP) e aspartato-aminotransferase (TGO).
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A figura acima apresenta os dados do desvio padrdo da amostra ( parte azul), e os dados das médias

da atividade das enzimas. Fonte: Elaborado pelo Autor.



As transaminases alanina-aminotransferase e aspartato-aminotransferase
sdo enzimas que participam da sintese e degradagdo de aminoacidos, por vias de
transaminagao sao capazes de transferir o amino de um aminoacido que sofre a
desaminagao para um cetoacido, este que por sua vez € receptor do grupo amino
formando um novo aminoacido (SOUZA 2018). Nos estudos de SMITH et al (2007),
a regulacdo da biossintese dos aminoacidos pode ser muito complexa, mas a
caracteristica dominante é que as vias sao reguladas por feedback, de forma que,
quando a concentracdo de aminoacido livre aumenta, a enzima-chave de
biossintese é alostérica ou transcricionalmente inibida. ROUSTAN et al (2007),
analisou os principais aminoacidos que fazem parte do periodo larval de M.
rosenbergii, durante o estudo ele conseguiu observar que alguns aminoacidos
essenciais sofrem mudangas nos diferentes estagios larvais do camardo, a
composi¢cao dos aminoacidos sao relativamente inalteradas durante o crescimento
larval, apesar das mudangas observadas nos niveis de aminoacidos. No entanto,
este camardo tem uma constancia de aminoacidos no periodo larval que pode ser

saciada por fonte de proteinas adequadas ao seu ciclo de vida.

Outro estudo que avaliou a atividade das aminotransferases AST e ALT e
concluiu que a dieta com inseto ndo alterou as atividades dessas enzimas, foi o de
CHEMELLO et al (2020), que avaliou o efeito da substituicdo da farinha de peixe por
T. molitor em truta arco-iris, eles concluiram que a substituicdo total da farinha é
viavel uma vez que nao afetou a digestibilidade da maioria dos nutrientes e que a
atividade catabdlica de aminoacidos hepaticos por alanina-aminotransferase e

aspartato-aminotransferase ndo apresentaram mudancgas significativas.

A introdugdo da dieta do grilo em M. rosenbergii aponta que o grilo tem o
potencial de esta substituindo a farinha de peixe, pois estudo como o de HANAN et
al (2021), que fez uso da farinha de grilo (G. bimaculatus), em tilapia vermelha
hibrida (Oreochromis sp.), identificou que o percentual de lipidio e proteina
aumentou significativamente na tilapia vermelha hibrida com a substituicdo de
100%. ARAUJO (2019), também comprova que a farinha pode ser substituida
quando ele avaliou a composi¢do quimica e a qualidade nutricional biolégica da
proteina da farinha do grilo preto (Gryllus assimilis), com os resultados obtidos,

embora a metionina, um aminoacido essencial, se mostrou como o mais deficiente



na farinha, o animal se apresentou como étima fonte de treonina, valina, isoleucina,
leucina, lisina, histidina, fenilalanina e tirosina, que segundo o autor os teores foram
superiores aos indicados pela FAQO. Bicalho (2022) fez um estudo em que identificou
38,41% de lipideos em 3 g de farinha de grilo, um valor bem alto em relagéo ao
valor da literatura (21,8%) que buscou como base. Os estudos de PEREIRA E
BHUJEL (2022), concluiram que a farinha de peixe pode ser substituida totalmente
por farinha de grilo na alimentagdo de peixes, pois a farinha ndo apresenta efeitos
significativos nas taxas nutricionais a base da dieta. Gryllus assimilis também

demonstrou potencial da substituicdo total ou parcial na dieta de M. rosenberqii.

Os resultados de auséncia de alteragcbes nas atividades enzimaticas das
enzimas digestivas e das transaminases em animais alimentado com racéo de grilo,
além da manutencao do periodo caracteristico de larvicultura nos grupos tratados
com ragao de grilo, sdo importantes indicagées de que a farinha de grilo apresenta
0s componentes nutricionais necessarios para suprir a fase larval de M. rosenbergii.
Estudos de composigao corporal de juvenis de M. rosenbergii alimentados com
racdo a base de farinha de grilo poderdo ser planejados para confirmar esta

indicacgao.

6 CONCLUSAO

A farinha de grilo foi efetiva como componente nutricional para a larvicultura
dos camardes, tendo garantido que a metamorfose final ocorresse no periodo
caracteristico para a espécie e sobrevivéncia nos mesmos niveis dos grupos
alimentados com farinha de peixe. A farinha de grilo ndo alterou o comportamento
digestivo referente as enzimas lipase, amilase, tripsina e quimotripsina. A farinha de
grilo nao alterou o comportamento do metabolismo de proteina identificado nas vias
enzimaticas AST e ALT.

A substituicao da dieta ndo afetou o desenvolvimento dos animais. As taxas
de metamorfose totais de larvas em pods-larvas nos tratamentos 80% e 100%
mostraram que a farinha de grilo como dieta tem o potencial de auxiliar no

crescimento de juvenis de M. rosenberqii.
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