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RESUMO

O Litopenaeus vannamei é a espécie de crustaceos mais cultivada no mundo, representa
51.7% da producéo total. No Brasil a espécie lidera a carcinicultura nacional faturando cerca
de R$1,6 milhdo. Buscando otimizar os cultivos, novos métodos de regulacao fisiologica
podem gerar resultados importantes. A investigacdo da modulagdo da acéo de enzimas dos
sistemas enddcrino/digestdrio € uma alternativa com potencial para obtencdo de resultados
significativos. Recentemente, foi proposto que a enzima butirilcolinesterase (BChE) tem
um papel no metabolismo da grelina, conhecida como “hormonio da fome” podendo
influenciar no consumo de racéo e no desempenho produtivo. O presente estudo teve como
objetivo investigar o efeito in vitro de inibidores da BChE como ferramenta fisiologica
através do uso de aditivos alimentares e sua aplicacdo em ragdes para camardo marinho.
Juvenis de L. vannamei em fase de engorda (29, 4g e 6g) foram obtidos com produtor local
e realizaram-se teste de atividade enzimatica em diferentes tecidos (olho, mdsculo e
hepatopancreas) utilizando como comparacao o parametro ICso (concentragdo que inibe a
atividade enzimatica em 50%). Testes foram feitos para avaliar o efeito inibitorio das
plantas: rucula (Eruca sativa), acelga (Beta vulgaris) e espinafre (Spinacea oleracea). Os
melhores resultados de inibicdo foram: rucula I1Cso: 0,019ug/mL em camardes de 6g; acelga
ICso: 0,14pg/mL em camardes de 4g e espinafre 1Cso: 0,20pug/mL em camardes de 4g, a
acelga demonstrou melhores resultado para uso como aditivo. A ragdo foi processada e
extratos inibidores foram acrescentados a racdo, em amostras diferentes, com o uso de alcool
de cereais como veiculo incorporador. Conduziu-se entdo as avaliacOes fisicas e
bromatoldgicas, nos testes fisicos as racoes repeletizadas apresentaram diferenca apenas na
densidade aparente, mesmo as racdes repeletizadas sendo mais densas a flutuabilidade ndo
foi afetada, para os testes bromatologicos apresentaram apenas menor umidade, devido ao
tempo de estufa. Pode-se concluir que os individuos de peso médio (4 g) apresentam maior
atividade BChE, sugerindo essa fase como a ideal para a introducdo de ragdes com
inibidores de BChE e que inclusdo de aditivos na alimentacdo de camar6es, pelo método de

repeletizacdo, pode ser utilizado sem prejudicar a qualidade nutricional e fisica da racao.

Palavras-chave: 1. Nutricdo 2. Enzima 3. Inovacao 4. Dieta
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ABSTRACT

Litopenaeus vannamei is the most cultivated crustacean species in the world, representing
51.7% of total production. In Brazil, the species leads the national shrimp farming earning
about R$1.6 million. Seeking to optimize cultures, new methods of physiological
regulation can generate important results. The investigation of the modulation of the action
of enzymes in the endocrine/digestive systems is an alternative with the potential to obtain
significant results. Recently, it was proposed that the enzyme butyrylcholinesterase
(BChE) plays a role in the metabolism of ghrelin, known as the “hunger hormone” and
may influence feed intake and productive performance. The present study aimed to
investigate the in vitro effect of BChE inhibitors as a physiological tool using food
additives and their application in marine shrimp diets. Juveniles of L. vannamei in the
fattening phase (29, 4g and 6g) were obtained from a local producer and enzyme activity
tests were carried out in different tissues (eye, muscle and hepatopancreas) using the 1Csg
parameter (concentration that inhibits the enzymatic activity by 50%). Tests were carried
out to evaluate the inhibitory effect of the following plants: arugula (Eruca sativa), Swiss
chard (Beta vulgaris) and spinach (Spinacea oleracea). The best inhibition results were
arugula 1Csp: 0.019ug/mL in 6g shrimp; chard 1Cso: 0.14pg/mL in 4g shrimp and spinach
ICso: 0.20pg/mL in 4g shrimp, chard showed better results for use as an additive. The feed
was processed, and inhibitor extracts were added to the feed, in different samples, using
grain alcohol as an incorporating vehicle. The physical and bromatological evaluations
were then conducted, in the physical tests the repelletized rations showed a difference only
in apparent density, even the repelletized rations being denser the buoyancy was not
affected, for the bromatological tests they only showed lower humidity, due to the time in
the oven. It can be concluded that individuals of average weight (4 g) have greater BChE
activity, suggesting that this phase is ideal for introducing feeds with BChE inhibitors and
that the inclusion of additives in shrimp feed, using the repellent method, can be used

without impairing the nutritional and physical quality of the feed.

Keywords: 1. Nutrition 2. Enzyme 3. Innovation 4. Diet.
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1. INTRODUCAO GERAL

O camardo Litopenaeus vannamei (BOONE,1931), é uma espécie distribuida ao longo da
costa do Pacifico da América do Sul, do Peru ao México. E claramente encontrado nas areas
costeiras do Equador e é cultivado na maioria das areas de producgdo de camardo. O L. vannamei
apresenta em geral taxa de crescimento uniforme, facil adaptabilidade a diferentes condicdes
fisico-quimicas do meio em que vive, como por exemplo salinidade e temperatura. Pode atingir
230 milimetros de comprimento e seu comportamento reprodutivo no cativeiro mostra maior
sobrevivéncia em laboratério. Possui 6tima receptividade no mercado global, 0 que aumenta a
seguranca dos investidores (MAGALHAES, 2004). E a espécie de crustaceo mais cultivada no
mundo. O uso comercial da espécie tem crescido exponencialmente nos ultimos anos.

A produgdo mundial apresenta um crescimento acentuado nos ultimos anos. Entre 0s anos
de 2015 e 2019 a pesca do camardo caiu 9,4% enquanto o cultivo obteve um incremento de
36%. Assim a carcinicultura do camardo L. vannamei corresponde por maior parte da producéo
(51,7% da producdo total de crustaceos) gerando aproximadamente de 5.81 milhdes de
toneladas (FAO, 2022; VIDAL, 2022). No Brasil, apesar do setor ainda necessitar de
desenvolvimento de tecnologias que tem como objetivo melhorar o cultivo e a relagdo custo-
beneficio (SANTOS et al. 2011, 2020), a espécie é a mais produzida na carcinicultura nacional,
produzindo 78,6 mil toneladas, faturando cerca de R$1,6 milhdo. A regido Nordeste é a
principal produtora, com destaque para Estados como: Ceara, Rio Grande do Norte e Paraiba
(IBGE, 2021).

Buscando uma maior produtividade, reduzir gastos e sustentabilidade, novos métodos que
propdem regulacdo fisiologica das espécies que aceleram o crescimento e reduzem o tempo de
cultivo podem ser importantes. Entre eles, a investigacdo da modulacdo da acdo de enzimas dos
sistemas endocrino/digestorio sdo alternativas com potencial para obtencdo de resultados
importantes sem grandes alteracbes no manejo das espécies.

As colinesterases (ChE; EC 3.1.1.x) sdo enzimas hidrolases, com afinidade por ésteres
de colina (TURKAN et al., 2019). Atualmente, sdo aceitas duas ChEs, acetilcolinesterase
(AChE; EC 3.1.1.7) e butirilcolinesterase (BChE; EC 3.1.1.8), cujas atividades diferem entre si
pela afinidade por tipos de substratos (SILMAN e SUSSMAN, 2005). A butirilcolinesterase
ndo possui funcdo totalmente esclarecida, e diversas pesquisas estdo sendo elaboradas a esse
respeito (BALASUBRAMANIAN e BANUMATHY, 1993; MESULAM et al., 2002;
COKUGRAS, 2003; BRIMIJOIN et al., 2016).
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Entre essas pesquisas, uma indica que a grelina, conhecida como “horménio da fome”,
seria um substrato fisioldgico da BChE, impactando no consumo de alimento e no metabolismo
de lipideos e da glicose (BRIMIJOIN et al., 2016). A grelina é um peptideo com cerca de 11
formas moleculares, variando de 12 a 28 aminoacidos, recentemente encontrado em crustaceos
(PARHAR et al., 2003; UNNIAPPAN e PETER, 2005; FOX et al., 2009; KAIYA et al., 2011;
JONSSON, 2013; MARTINEZ et al., 2017).

A atividade BChE foi reportada em Artemia salina, Carcinus maenas, Palaemon
serratus, Procambarus clarkii e L. vannamei (ACEY et al., 2002; GHEDIRA et al., 2007;
FRASCO et al., 2010; PEZZEMENTI e CHATONNET, 2010; JOHNSON e MOORE, 2012).
Essa atividade sofre inibicdo especifica por diversos compostos sintéticos e naturais que podem
modular seu desempenho, impedindo a hidrolise da grelina (horménio da fome) e prolongar sua
acdo. Dentre os sintéticos, estdo Iso-OMPA, percaina, isopestox, etopropazina, bambuterol e
haloxon (ASSIS et al., 2011). Dentre os naturais, Boga et al. (2011) descreveram pelo menos
quatro plantas de facil aquisicdo que possuem diversas moléculas com potencial inibitorio para
as ChEs (aipo, beterraba, espinafre e rucula) cujo extratos inibem a BChE e ndo a AChE
(caracteristica importante para ndo gerar danos ao organismo).

Aditivos sdo utilizados amplamente e podem promover uma série de beneficios para
0S organismos aquaticos e/ou o0 meio que vivem, eles podem ser incorporados de varias formas
seja direto ao meio ou em dietas ofertadas (SADO, 2008), uma alternativa para isso pode ser o
processo de repeletizar racdes incorporando aditivos benéficos aos organismos. O processo de
moagem pode garantir uma melhor exposicdo durante o processo digestivo de organismos
aquaticos (POLESE, 2013), podendo gerar maiores coeficientes de digestibilidade e assim
maior produtividade. Por outro lado, a escolha errada de tamanho dos peletes, pode aumentar o
consumo de energia em fabricas de racGes e resultando em aumento dos custos de producao
(GENTELINI et al., 2005).

O periodo de privagdo de alimentos, a inibicdo ou baixa atividade da BChE em ratos e
humanos, foi descrito respectivamente por Brimijoin et al. (2016) e Chen et al. (2017), mas nao
foi avaliado em crustaceos e apresenta potencial para maximizar o desempenho produtivo das
espécies de importancia comercial. Dessa forma o presente trabalho teve como objetivos
observar a eficiéncia de extratos inibidores de butirilcolinesterase (BChE) com aplica¢do na
dieta de camardo marinho e avaliar as ragoes que passaram pelo método de repeletiza¢do quanto
a sua composicao e estabilidade, tendo em vista que dietas para camardes tém alta exigéncia de
qualidade fisica do pellet por isso sua qualidade fisica e quimica deve ser avaliada apés a

repeletizacao.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

e Investigar o efeito in vitro de inibidores da BChE como ferramenta fisiolégica através

do uso de aditivos alimentares e sua aplicagdo em ragdes para camardo marinho.

2.2 Especificos

e Determinar a atividade basal da BChE e AChE no hepatopancreas do camarédo L.
vannamei com diferentes faixas de peso;

e Selecionar inibidores naturais da BChE de L. vannamei, provenientes de plantas
comestiveis, comparando seu efeito in vitro ao efeito de um inibidor sintético;

e Obtencdo de dieta com a incluséo do extrato com potencial inibitério de BChE;

e Avaliacdo da qualidade fisica e bromatologica das dietas para camardes com a inclusdo

de aditivo.

3. METODOLOGIA

Atividade basal da BChE e AChE no camaréo Litopenaeus vannamei

300 Juvenis de L. vannamei (em fase de engorda) com massa medias de 2,00 + 0,90,
4,15 + 1,34 e 6,23 £ 1,30 g foram obtidos de produtor local. A predominancia de cada enzima
(BChE e AChE) foi determinada nos tecidos: olho, masculo e hepatopancreas através do uso
dos substratos especificos acetilcolina, propionilcolina e S-butiriltiocolina (ASCh, PSCh e
BSCh, respectivamente) e inibidores seletivos anti-AChE, anti-BChE e anti-ChE (Bw284c51,
Iso-OMPA e eserina, respectivamente), utilizando como comparacdo o parametro ICso
(concentracdo do composto que inibe a atividade enzimatica em 50%), de acordo com o0 método
colorimétrico de Assis et al. (2014). Apdés a comprovacdo da atividade BChE nos
hepatopancreas dos camardes, esse tecido extraido de individuos das trés classes de peso
investigadas, foram homogeneizados em tampéo Tris-HCI 0,5 M pH 8,0 até a concentracdo de
20 mg de tampao/mL de tecido. Em seguida, foram centrifugados a 1000 x g por 10 min e foi
coletado o sobrenadante (extrato bruto) e congelado a -20 °C. Para atividade da BChE, 20 pL
do sobrenadante foram adicionados ao reagente cromogénico DTNB 0,25 mM (200 pL) e o

substrato BSCh 62 mM (20 uL) foi adicionado imediatamente antes da leitura a 405 nm durante
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3 min. Uma unidade de atividade enzimatica para ambos os ensaios (U) foi definida como a
quantidade de enzima capaz de converter 1 pumol de substrato por minuto, por mL de solugdo.
Os brancos foram preparados utilizando o tampé&o Tris-HCl a 0,5 mol/L, pH 8,0 em substitui¢cdo
as amostras. O teor de proteina foi estimado de acordo com Sedmak and Grossberg (1977),
utilizando albumina de soro bovino como padrdo. Os ensaios foram realizados em

quadruplicata.

Selecdo de inibidores naturais da BChE de L. vannamei provenientes de plantas
comestiveis

Os extratos aquosos de plantas (1 mg/mL) que contém inibidores de BChE foram
selecionados por meio do ensaio de inibicdo de acordo com Assis et al. (2014) utilizando
espécies com atividade anti-BChE descritas na literatura (BOGA et al., 2011): acelga (Beta
vulgaris), espinafre (Spinacea oleracea) e rucula (Eruca sativa) em cinco concentragdes
crescentes (0,00001; 0,0001; 0,001; 0,01 e 1 mg/mL) para assim determinar 0 ICso -
concentracdo capaz de inibir 50% da atividade enzimatica - de BChE. Dez microlitros dos
extratos aquosos de cada planta foram incubados com 10 uL do extrato enzimatico por 60 min.
Em seguida, as atividades de BChE e AChE foram determinadas como descrito anteriormente.
A atividade residual foi calculada em relagéo aos controles (auséncia de extrato de plantas como
100% de atividade). Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo da atividade

residual em porcentagem (média £ DP) versus concentracdes dos extratos vegetais.

Preparacao das dietas para L. vannamei com adicédo do aditivo

Apos a selecdo dos extratos, foram preparados 3 tratamentos; O controle (sem adi¢édo
do inibidor), natural (com a inclus@o do inibidor natural de BChE, extrato vegetal etanoico de
Acelga (Beta vulgaris var. cicla) e sintético (com o inibidor sintético de BChE - 1so-OMPA).

Foi adquirida racdo comercial para camardo marinho na fase de engorda com 35%PB,
a adicdo dos aditivos foi realizada de acordo com Kaleeswaran et al., 2011 e o método de
repeletizacdo da racdo foi segundo Dairiki et al., 2013; Heluy et al., 2020. A racdo foi
inicialmente moida em um moinho de faca. Em seguida, os aditivos foram acrescentados a
racdo, em amostras diferentes, com o uso de alcool de cereais como veiculo incorporador. Ap6s
uma pré-mistura, foi adicionada &gua destilada a 55°C e a ragdo foi novamente misturada, até
formar uma consisténcia semissélida. Finalmente, a racdo foi repeletizada, utilizando um

moedor de carnes de 2 mm de abertura, e seca em estufa a 55 °C por 24 horas.
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Bromatologia

A andlise bromatologica da racdo repeletizada foi realizada no Laboratorio de
Experimentacdo e Analises de Alimentos (LEAAL), Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco, onde foi avaliado a umidade (AOAC, 1996, método
926.12), cinzas (AOAC,1996b, método 920.39), proteinas (AOAC, 1996a, método 991.20),
lipideos U.K. FEEDING STUFFS, 1982,pp. 9-11) e carboidratos, quantificados por diferenca,
através da diferenca entre os percentuais de umidade, cinzas, proteinas e lipideos, e valor
calérico (WATT E MERRILL, 1963).

Rendimento (RE)
Foi calculada a partir da diferenca de pesos entre a quantidade que foi processada no
inicio e a quantidade depois de todo o processamento. (PRESTES, 2021)
RE (g)= Peso inicial (g) — Peso final (g)

Flutuabilidade (F)

A flutuabilidade foi determinada de acordo com a metodologia adaptada de Cian et al.
(2018). Dez (10) peletes de racao foram colocados em um recipiente de 1000 mL com &gua a
temperatura ambiente. O numero de peletes flutuantes suspensos no recipiente foi observado
apos 1 minuto e a flutuabilidade foi calculada levando em consideracdo o tempo que os peletes

demoraram para afundar.

Densidade Aparente (DA)

Em um recipiente cilindrico com volume de 1000 mL, foram colocados os peletes de
racdo (n=10). Posteriormente o recipiente foi pesado em balanca digital. A relagcdo entre o peso
dos peletes e 0 volume do recipiente cilindrico (1000 mL) foi expressa como densidade aparente
em g/l. (PRESTES, 2021)

indice de Durabilidade dos Peletes (IDP)

O IDP foi calculado como descrito por Kamarudin et al. (2018). Amostras de 50 g de
racdo foram colocadas em equipamento para teste de durabilidade (friabilator, diametro de
30cm), submetidas a agitacdo por 10 minutos a uma velocidade de 25 rpm. Apos agitacdo, as
amostras foram peneiradas usando uma peneira de malha de 2,00 mm por 1 minuto. Os peletes
restantes na peneira de 2,00 mm foram pesados e o indice de durabilidade dos peletes foi

calculado de acordo com a seguinte equagéo:
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IDP (%) = (Peso dos peletes apds o teste (g) / Peso do peletes antes do teste (g)) x100

indice de Absorcdo de Agua (1AA)

Os indices de absorcdo de &gua foram obtidos conforme metodologia utilizada por
Anderson (1969). Os peletes de ragdo foram moidos e peneirados usando uma peneira de 0,50
mm. O pé fino (peso seco da amostra 2,5 g) foi suspenso em agua destilada (30 ml) a 30 °C e
durante 30 minutos foram colocados em um agitador mecanico tipo vortex para garantir a
homogeneizacdo completa das amostras. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 3000 g ou
rcf por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um recipiente descartavel de aluminio
(tarado) e seco a 135 °C por 2 horas. O peso do gel remanescente no tubo centrifugado foi
calculado como indice de absor¢édo de dgua a partir da seguinte equacao:

IAA (g/g) = (Peso do gel (g) / Peso seco da amostra (g))

indice de Resisténcia a Agua (IRA)

Amostras de 50g de peletes de ragdo foram adicionadas em recipientes com o volume
atil de 1 litro de agua a 30°C, agitados por 30 minutos (5 L/min) e filtrados através de uma
peneira de malha (0,3 mm). Os peletes retidos na peneira foram secos em estufa por 24 h a 105
°C e pesados. A resisténcia a agua foi calculada pela formula: (PRESTES, 2021)

RA (%) = (Quantidade de solidos retidos (g) / Quantidade de amostras da ragéo seca (g)) X
100

Andlise estatistica

As amostras foram testadas quanto a normalidade (Shapiro-Wilk) e em seguida 0s
testes de Levene e Brown-Forsythe para verificar a homogeneidade das variancias. A diferenca
entre 0s grupos foi evidenciada apds analise de variancia (one-way ANOVA), seguida dos testes
de Tukey e Bonferroni ao nivel de significancia de 5%. Analises de regressao linear e ndao-linear
com ajustamento aos modelos dose-resposta, sigmoidal (Boltzmann) e polinomial também

foram utilizados na avaliacao dos resultados de inibicdo enzimatica.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade BChE foi observada, através dos substratos especificos (ASCh, PSCh e

BSCh), apenas no hepatopancreas de L. vannamei (Figura 1). Nos demais tecidos, olho e

musculo, apenas foi avaliada atividade AChE.
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Figura 1 - Atividade ChE em trés tecidos de L. vannamei (olho, musculo e hepatopancreas) utilizando os substratos
acetiltiocolina (ASCh), propioniltiocolina (PSCh) e butiriltiocolina (BSCh). Os ensaios foram realizados em

quadruplicata (n = 10). Dados expressos como média + DP.

De acordo com a Figura 2 e a Tabela 1, a atividade ChE presente no hepatopéancreas
de L. vannamei foi confirmada como atividade da BChE, uma vez que sofreu inibicdo reduzida
por parte do inibidor seletivo da AChE (BW284c51) e forte inibicdo pelo inibidor especifico da

BChE (Iso-OMPA) e de ChEs totais, eserina, de acordo com os valores de ICso.
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Figura 2 - Efeito de inibidores seletivos sobre a atividade BChE em hepatopancreas de L. vannamei (A) —

BW284c51; (B) — Iso-OMPA; (C) — Eserina. Os ensaios foram realizados em quadruplicata (n = 10). Dados

expressos como média + DP.
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Tabela 1 — Comparacdo entre valores de ICsy estimados para atividade ChE em trés tecidos de L. vannamei na
presenca de inibidores seletivos.

Inibidor Olho Mdsculo Hepatopancreas
ICs0 (umol/L)
BW284c51 83 9,3 -
Iso-OMPA - 480 2,7
Eserina 27 3,2 21

Franco et. al., (2010) encontram porcentagens significativas da presenca da atividade de
BChE no hepatopéancreas, em outras espécies de camardo, quando comparado com outros
tecidos como olhos e branquias, e presenca de atividade também reportada por Kim et. al.,
(2014) que utilizam subprodutos de 3 espécies camardo marinho distintas (Pandalus borealis,
Pandalus hypsinotus e Pandalopsis japonica). Assim ap0s a confirmacéo da atividade BChE
no hepatopéncreas de L. vannamei, as amostras coletadas de individuos de trés pesos (2, 4 e 6
g) tiveram suas atividades determinadas e comparadas, apresentando uma tendéncia de maior
atividade para extratos de espécimes de 4 g e 2 g e menor para extratos de 6 g. Sendo o extrato

de 4 g diferente estatisticamente diferente dos demais pesos (Figura 3).

70 J::.F,

60 |

50 4 A |
%% %%
0

40 | g’/

10

Atividade BChE (mU/mg proteina)

+ ~ AN

AN\ gk

0
Amostra (peso individuos)

Figura 3 — Comparacdo entre atividades da BChE em hepatopancreas de L. vannamei de trés pesos (2, 4 e 6 Q).
Barras com mesma letra ndo diferiram significativamente (p < 0,05) de acordo com ANOVA seguida de teste
Tukey e Bonferroni, ap6s atenderem as premissas de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancias

(Levene e Brown-Forsythe).
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A selecdo dos extratos vegetais (rucula, acelga, espinafre) como inibidores de BChE
do hepatopancreas iniciou-se pela investigacédo de seu efeito sobre a enzima desse tecido de
espécimes dos trés pesos em investigacao, utilizando e comparando a amostras de tecidos (10
hepatopancreas).

Rucula
As Figuras 4,5 e 6 demonstram reducdo da atividade BChE (ICso de 0,019 a 4,7 pug/mL)

frente a concentracGes crescentes do extrato de rucula (Eruca sativa):
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Extrato Eruca sativa (mg/mL)

Figura 4 — Efeito do extrato de rdcula (E. sativa) sobre a atividade da BChE em hepatopancreas de L. vannamei
de 2 g (n =10).
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Figura 5 — Efeito do extrato de rdcula (E. sativa) sobre a atividade da BChE em hepatopancreas de L. vannamei
de 4 g (n = 10).
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Figura 6 — Efeito do extrato de rdcula (E. sativa) sobre a atividade da BChE em hepatopancreas de L. vannamei
de 6 g (n = 10).

O potencial inibitério da rdcula (E.sativa) foi expresso pelo valor do 1Cso (mg/mL) nos
diferentes pesos experimentados. Boga et al., (2011) testaram 8 plantas quanto aos seus efeitos
inibitérios de BChE, entre elas estava a rucula, que demonstrou ser a mais eficiente para
inibicdo da atividade enzimatica de BChE. Mas para o estudo o efeito de inibi¢do da atividade
de BChE no hepatopancreas do L.vannamei o extrato de rdcula mostrou-se mais eficiente
apenas em camardes de 6g (ICso = 0,019ug/mL), porém essa faixa de peso apresenta menor
atividade da BChE (Figura 3).

Acelga

As Figuras 7,8 e 9 demonstram reducdo da atividade BChE (ICso de 0,14 a 24,3ug/mL)

frente a concentracdes crescentes do extrato de acelga (Beta vulgaris):
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Figura 7 — Efeito do extrato de acelga (B. vulgaris) sobre a atividade da BChE em hepatopéncreas de L. vannamei
de 2 g (n =10).
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Figura 8 — Efeito do extrato de acelga (B. vulgaris) sobre a atividade da BChE em hepatopéancreas de L. vannamei
de 4 g (n = 10).
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Figura 9 — Efeito do extrato de acelga (B. vulgaris) sobre a atividade da BChE em hepatopéncreas de L. vannamei
de 6 g (n = 10).

O extrato da acelga (B. vulgaris) obteve o maior sucesso na inibicdo da atividade
enzimatica em camardes de 4g (ICso = 0,14pg/mL), quando se comparado aos demais pesos.
Nos ensaios de Boga et al., (2011) a acelga ndo mostrou um efeito inibitério alto frente a BChE,
mas o presente estudo mostra que quando comparada com a rdcula, na faixa de peso de 4g, o

extrato da acelga conseguiu obter valores mais baixos de 1Cso.
Espinafre

As Figuras 10, 11 e 12 demonstram reducdo da atividade BChE (ICso de 0,20 a

1,52 pg/mL) frente a concentracGes crescentes do extrato de espinafre (Spinacea oleracea):
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Figura 10 — Efeito do extrato de espinafre (S. oleracea) sobre a atividade da BChE em hepatopéncreas de L.

vannamei de 2 g (n = 10).
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Figura 11 — Efeito do extrato de espinafre (S. oleracea) sobre a atividade da BChE em hepatopancreas de L.

vannamei de 4 g (n = 10).
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Figura 12 — Efeito do extrato de espinafre (S. oleracea) sobre a atividade da BChE em hepatopéncreas de L.

vannamei de 6 g (n = 10).

Nos ensaios de Boga et al., (2011) o extrato alcoolico de espinafre, em termos
percentuais, ndo foi capaz de inibir mais que 20% da atividade enzimatica da BChE, apesar
disso, no estudo o extrato de espinafre (S. oleracea) demonstrou ser uma boa alternativa para
inibicdo para todas as faixas de peso testadas, excetuando a faixa de 4g onde o maior efeito

inibitorio obtido foi da acelga.

Na Tabela 2, € possivel observar que existe uma tendéncia de maior efeito inibitorio
pelos extratos vegetais de acelga e espinafre sobre os camarfes do estagio intermediario (49),
ja a rucula apresentou uma maior inibicdo no maior peso (6g). Pelo fato da atividade de BChE
ser maior nas fases iniciais do camaréo (Figura 3), sugira-se que em futuros ensaios in vivo seja
usado camardes na fase intermediaria de 4g para o inicio do fornecimento de ragdes com
inibidores de BChE. Observado isso, 0 extrato de acelga obteve melhor desempenho nessa faixa
de peso e por esse motivo foi o extrato selecionado para a formulacdo do aditivo incorporado a

racdo comercial repeletizada.
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Tabela 2 — Valores de ICs relativos as inibi¢des exercidas por trés extratos vegetais sobre a atividade BChE do

hepatopancreas de L. vannamei.

Extrato Extrato IC Extrato IC
vegetal Peso vegetal Peso (g /r57$L) vegetal Peso (ug/ r5r$L)

camarao camaréo camaréo

Rucula 23 Acelga 216 Espinafre 0.80

cam 29 ' cam 29 ' cam 2g ’

Rucula Acelga Espinafre

cam 4g T cam 4g 0.14 cam 4g 0.20

Rucula 0.019 Acelga 943 Espinafre 152

cam 6g ' cam 6g ' cam 6g '

Teste Bromatoldgico

Os tratamentos foram avaliados em sua composicao centesimal (umidade, cinzas, estrato
etéreo, proteina bruta, carboidratos totais) de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3 - Médias (+ desvio padrédo) das analises bromatoldgicas das racdes repeletizadas sem aditivo, com aditivo
natural (extrato vegetal etanoico de Acelga - Beta vulgaris var. cicla) e com aditivo sintético (Iso-OMPA).

e Tratamentos
Variaveis ——
Controle Natural Sintético
Umidade (%) 6,37+0,0 7,99+0,056 5,950,070

Cinzas (%) 14,875+0,063 15,705+0,289 15,115+0,162

Extrato Etéreo (%) 7,105+0,007 7,29+0,155 7,04+0,0
Proteina Bruta (%) 45,05+0,014 43,18+0,056 43,760,197
Carboidratos Totais (%) 26,60+0,077 26,04+0,155 28,28+0,219

Niveis de garantia da racdo comercial: proteina bruta 35%; umidade 13%; estrato etéreo 7,0%; matéria mineral
13%.

As racOes repeletizadas apresentaram menor umidade em relacdo a racdo comercial
ndo repeletizada (Natural: 7,99+0,056%; Sintético: 5,95+0,070% e Controle: 6,37+0,0%), 0 que
pode ter ocorrido devido ao tempo de secagem na estufa, para os demais parametros as racoes

repeletizadas ndo apresentaram niveis desiguais a racdo comercial utilizada.

Testes fisicos

Os resultados dos testes fisicos que garantem a manutencdo da qualidade da ragdo apds o

processo de repeletizacdo podem se visualizados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Médias (+ desvio padrdo) das analises fisicas das ragdes repeletizadas e comercial.

Variaveis Tratame o8 .

Controle Natural Sintético Comercial  p-valor
IAA (%) 73,387+0,037% | 75,613+0,016* 74,827+0,021* 72,64+0,019* 0.481
F (segundos) 2,33+ 0,577% 240,07 3+1,732% 2+0,0? 0.528
IDP (%) 99,733+0,021* | 98,633+0,119* 98,367+0,045* 99,4+0,079* 0.174
IRA (%) 0,855+0,013*  0,849+0,025* 0,873+0,020* 0,888+0,009* 0.093

DA (mg/ml) 0,473+0,072% | 0,552+0,029° = 0,458+0,066° 0,311+0,035" 0.0038
Letras diferentes na linha indicam diferengas significativas de acordo com ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05).
IAA: Indice de Absorcdo de Agua; F: Flutuabilidade; IDP: Indice de Durabilidade dos Peletes; IRA: Indice de
Resisténcia a Agua; DA: Densidade Aparente.

Para o rendimento foram processados 5kg da racdo comercial para cada tratamento,
obtendo-se um rendimento médio final de aproximadamente 90% para todos 0s grupos. As
racdes ndo demonstraram flutuabilidade, com tempo aproximado de afundamento, o que ja é
esperado, ja que a espécie-alvo tende a permanecer no fundo durante o cultivo facilitando o
acesso a racdo. Em relacdo a durabilidade dos peletes dos tratamentos processados, os indices
foram préximos aos da racdo comercial, mostrando que o processo adotado néo interferiu na
durabilidade da racdo. Os indices de resisténcia e absorcdo de agua ndo variou entre 0S
tratamentos e a racdo comercial. A densidade aparente entre os tratamentos ndo apresentou
diferenca estatistica, mas quando se compara com a racdo comercial houve diferenca, o que
pode ser atribuido ao processo de repeletizacdo que deixou 0s peletes um pouco maiores que 0S

peletes da racdo comercial.

5. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos, os extratos apresentaram melhores efeito
inibitério frente a BChE em fases iniciais dos camarBes, 0 extrato de acelga que
apresentou maior efeito inibitério sobre a BChE de camarbes no estagio de
desenvolvimento com 4g, constituindo-se como a configuracdo (inibidor x estagio de
desenvolvimento) mais promissora para futuros ensaios in vivo através de sua adicao
em ragdes comerciais como aditivo alimentar. O método de repeletizacdo de racao
comercial com a adi¢do do aditivo de extrato de acelga, demonstrou que 0 mesmo pode
ser uma alternativa interessante para ser utilizado durante a fase de engorda com melhor

resposta de inibicdo da BChE, sem prejudicar a qualidade nutricional e fisica da racéo.
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