Métodos para determinacao da digestibilidade aparente de dietas
para camarao marinho suplementadas com probiético
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi determinar o método de coleta de fezes mais adequado para camardes
marinhos (Litopenaeus vannamei) na determinacao do coeficiente de digestibilidade aparente da proteina bruta
e da matéria seca de dietas comerciais, e avaliar o efeito da suplementagdo de Lactobacillus plantarum na dieta
sobre o coeficiente de digestibilidade aparente da proteina, da energia e da matéria seca. Foram testados trés
sistemas de coletas de fezes: decantagdo, sifonamento e dissecacdo dos animais. A coleta por decantagdo foi
o sistema mais adequado para a determinagdo in vivo dos coeficientes de digestibilidade aparente da proteina
bruta e da matéria seca das dietas, por apresentar baixo grau de lixiviagdo das fezes e por ser de facil execugao.
Nos camardes alimentados com a dieta suplementada com L. plantarum, foi observado maior coeficiente de
digestibilidade aparente da proteina (84,18+0,35%) e da energia (81,28+0,16%), quando comparado ao grupo
controle (82,73+1,01 e 78,63+0,93%, respectivamente). O uso de L. plantarum como aditivo probiodtico na ragao
pode trazer beneficios nutricionais a L. vannamei, com melhor aproveitamento dos nutrientes.

Termos para indexacdo: Lactobacillus plantarum, Litopenaeus vannamei, digestibilidade, nutri¢do.

Methods for determining the apparent digestibility of diets
for marine shrimp supplemented with probiotic

Abstract — The objective of this work was to determine the most adequate feces collection method for sea
shrimp (Litopenaeus vannamei) in the determination of the apparent digestibility coefficients of crude protein
and dry matter of commercial diets, and to evaluate the effect of supplementation of Lactobacillus plantarum
to the diet on the apparent digestibility coefficient of protein, energy, and dry matter. Three feces collection
methods were tested: decanting, siphoning, and animal dissection. Decanting was the method best suited for
the in vivo determination of the apparent digestibility coeffcients of crude protein and dry matter of commercial
diets, since it promoted lower nutrient leaching from feces and was easy to perform. Shrimp fed the diet
supplemented with probiotic showed higher apparent digestibility of crude protein (84.18+0.35%) and energy
(81.28+0.16%) when compared to the control group (82.73+£1.01 and 78.63+0.93%, respectively). The use
of L. plantarum as a probiotic additive in shrimp diets can provide nutritional benefits to L. vannamei, with
better nutrient utilization.

Index terms: Lactobacillus plantarum, Litopenaeus vannamei, digestibility, nutrition.

das fontes proteicas (Lemos et al., 2009). O uso de
aditivos alimentares, como os probioticos, torna-se
uma alternativa para aumentar a digestibilidade dos

Introduciao

Com a intensificagdo dos sistemas de cultivo ¢ a

rapida expansdo da carcinicultura, hda uma demanda
cada vez maior por dietas nutricionalmente balanceadas
e com custo acessivel (Bautista-Teruel et al., 2003).
A racdo representa cerca de 60% dos custos variaveis
nos cultivos de camario, nos sistemas semi-intensivos
(Lawrence & Lee, 1997). Portanto, tem-se buscado
reduzir o custo da ragdo, com o melhor aproveitamento

nutrientes na dieta, concomitantemente ao aumento
da imunidade dos animais, o que diminui os custos da
carcinicultura (Ochoa-Solano & Olmos-Soto, 2006;
Vieira et al., 2008; Zhou et al., 2009).

Vieira (2010), ao avaliar a bactéria Lactobacillus
plantarum [(Orla-Jensen) Bergey et al.] do trato
intestinal de Litopenaeus vannamei (Boone, 1931),
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observou efeito probiotico, evidenciado pelo aumento
da sobrevivéncia e da imunidade dos camardes apds
desafio experimental com Vibrio harveyi [(Johnson and
Shunk 1936) Baumann et al. 1981], além de melhoria
na eficiéncia alimentar em animais cultivados em
campo. Porém, ndo foi comprovado se o aumento da
eficiéncia alimentar se deu pela maior digestibilidade
dos ingredientes da dieta.

Diversos estudos avaliaram a utilizacdo de
probioticos para melhorar a capacidade digestiva de
animais aquaticos (Burr et al., 2005). A adi¢do de
bactérias do género Bacillus em L. vannamei aumentou
a atividade de amilases e proteases dos camardes, o que
melhorou a digestdao e a absorc¢do dos alimentos, que,
por sua vez, contribuiu para a melhoria no crescimento
dos camardes (Yu et al., 2009).

A digestibilidade in vivo em animais aquaticos ¢
baseada na determinacdo da quantidade do marcador
inerte — como, por exemplo, o 6xido de cromo (Cr,0O53)
— nas fezes, o qual é incorporado na ragdo. Entretanto,
para o uso deste método, é essencial que se tenha um
sistema eficiente de coleta de fezes no meio aquatico
(Martinez-Palacios et al., 2001).

O sistema mais simples de coleta fecal ¢ o
sifonamento do material do fundo do tanque ou aquario.
No entanto, esta técnica esta sujeita a numerosos erros,
entre eles a lixiviacdo dos nutrientes e da matéria
seca para a agua, o que pode superestimar os valores
alcangados (Mourifio & De Stéfani, 2006).

Ja o Guelph (coleta por decantacdo), é um sistema
eficiente desenvolvido para peixes, que utiliza um
fluxo de agua com baixa velocidade, de forma que as
fezes decantem mais rapidamente no centro do tanque,
para serem recolhidas em tubo coletor. Este sistema
funciona bem para diversos organismos aquaticos e,
portanto, ¢ amplamente utilizado (Cho et al., 1985;
Mourifio & De Stéfani, 2006).

Contudo, ensaios de digestibilidade in vivo
apresentam algumas peculiaridades, pois os camardes
tém habitos bentonicos, sdo coprofagos e alimentam-
se lentamente (Smith & Tabrett, 2004). Como
consequéncia, a digestibilidade em camardes foi
avaliada por sifonamento das fezes (Cruz-Suarez et al.,
2009; Terrazas-Fierro et al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi determinar o método
de coleta de fezes mais adequado para camardes
marinhos na determinagdo do coeficiente de
digestibilidade aparente da proteina bruta e da matéria
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seca de dietas comerciais, ¢ avaliar a suplementagao de
Lactobacillus plantarum na dieta sobre o coeficiente
de digestibilidade aparente da proteina, da energia e da
matéria seca.

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério
de Camardes Marinhos da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), em Floriandpolis.

Para a determinagdo do tempo de passagem e
esvaziamento gastrico, foram utilizados 30 camardes
com peso médio de 8,0+0,5 g. Os camardes foram
alimentados com rag¢do comercial e, ap6és o décimo
dia, iniciou-se a alimenta¢do com dieta contendo 0,5%
de oxido de cromo (Cr,O;) como marcador inerte
(Tabela 1). As fezes foram coletadas em intervalos de
30 min, e, quando observada a presenga da coloracdo
verde nas fezes, foi determinado o tempo de passagem.
Para a determinagdo do tempo de esvaziamento
gastrico, suspendeu-se o fornecimento da dieta e
monitorou-se a producao de fezes de hora em hora, até
o término da produgdo de fezes.

Para a avaliagdo dos métodos de coletas de fezes,
foram utilizados 120 camardes com peso médio de
8,0+0,5 g. Foram testados trés sistemas de coleta
das fezes, em triplicata: sedimentacdo, em tanques
cilindro-cénicos com tela; sifonamento, em tanques
circulares, com fundo parabdlico; e coleta por
dissecacgdo dos animais.

A densidade utilizada foi de 20 animais por tanque
de 100 L, a qual foi determinada em ensaios anteriores.
Foram avaliados os coeficientes de digestibilidade
aparente da proteina bruta e da matéria seca da dieta
comercial.

Antes de iniciar a coleta de fezes, os camardes
foram aclimatados as condigdes experimentais por dez
dias, tendo recebido ragdo comercial suplementada

Tabela 1. Composi¢io centesimal das dietas utilizadas nos
experimentos.

Fragao Ragéo comercial Controle Probidtico
Proteina bruta (g kg') 346,7+0,5b 360,3+4,7a 362,2+2,5a
Extrato etéreo (g kg!) 75,0+1,2 74,2+1,6 74,7+0,8
Fibra em detergente acido (g kg™) 50,1+0,4 45,8+0,7 45,5+0,8
Matéria mineral (g kg') 130,2+1,5 129,8+1,3 128,1+1,2
Matéria seca (g kg™') 954,8+3.4b 935,945,4a 936,4+10,9a

Oxido de cromo (g kg™) 0,5% 0,5%

Energia (kcal) 3.259,3+559b  3.775,94109,5a 4080,1+222,4a
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com 0,5% de o0xido de cromo como marcador inerte.
A racdo foi oferecida em trés alimentagdes didrias (as
8h, as 14h e as 20h), em bandejas, de forma a totalizar
3% da biomassa total de cada tanque. O tempo de
alimentacao foi de 40 min, e, apés este periodo, a
bandeja de alimentagdo era retirada para a higienizagao
dos tanques antes da coleta das fezes. O periodo total
de coleta foi de 15 dias.

Para a coleta por decantagdo, foram utilizados trés
tanques cilindro-conicos com capacidade de 100 L e
temperatura constante de 28°C (Figura 1), contendo
gaiolas povoadas com 20 camardes cada uma (n = 60).
As fezes foram coletadas na extremidade inferior do
tanque, onde permaneciam depositadas em tubos de
50 mL, acoplados a um registro de esfera. Os tubos
contendo as fezes eram retirados em intervalos de
30 min e contados a partir da retirada da bandeja de
alimentacdo, para nao haver lixiviagdo de nutrientes
para a agua. As fezes coletadas eram, entdo,
armazenadas a -20°C até analise.

Para a coleta por sifonamento (Figura 1), foram
utilizados trés tanques cilindro-conicos com capacidade
de 100 L e temperatura constante de 28°C. Cada tanque
continha uma gaiola, povoada com 20 camardes
(n = 60), um cano central ¢ um dreno com tela de
500 pm para renovacdo da agua. Nestes tanques, a
renovacdo de agua foi constante (1 Lmin™). O tanque
tinha fundo conico, e as fezes se acumulavam proéximo
ao dreno central, em razdo da corrente circular dentro
do tanque. As fezes foram coletadas por sifonamento
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Figura 1. Métodos de coleta de fezes de camardes marinhos.
A, sistema de coleta por decantagdo; B, sistema de coleta por
sifonamento.
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do fundo do tanque com o auxilio de mangueira de
silicone (5 mm de didmetro) e uma tela de 40 um,
em intervalos de 30 min, para evitar a lixiviagao de
nutrientes para a agua. As fezes eram retiradas da tela
com o auxilio de uma pinga ¢ armazenadas em potes de
plastico, a -20°C, até analise.

Para a coleta de fezes por dissecagdo, foram
utilizados trés tanques circulares de 8.000 L, contendo
200 camardes por tanque (n = 600), com renovagao
constante, fluxo de agua a 1 L min! e temperatura de
28°C. Apos sete dias de aclimatagdo, estes camardes
foram alimentados durante dez dias com ragdo
contendo 0,5% de 6xido de cromo. Apos este periodo,
os camardes foram abatidos por hipotermia, com
uso de 2 kg de gelo e 1 L de agua para cada quilo de
camardo. Foi realizado um corte no ltimo segmento
abdominal de cada camardo, e as fezes contidas no
intestino foram retiradas apos leve pressdo no sentido
do ultimo segmento, de modo a forcar sua saida pelo
corte. O material foi coletado com o auxilio de uma
pinga, colocado em um recipiente e congelado a -20°C
até analise.

A cepa probiodtica, Lactobacillus plantarum
(CPQBA 007-07 DRMO1), utilizada para os ensaios,
foi isolada de camardes marinhos (Vieira, 2010) e
cedida pelo Laboratorio de Camardes Marinhos da
UFSC. A cepa bacteriana foi repicada em tubos de
ensaio contendo caldo de Man, Rogosa e Sharpe (MRS,
Difco, Detroit, MI, EUA) e incubada com agita¢ao
continua de 200 rpm, a 35°C, por 24 horas. A contagem
de unidades formadoras de colonias (UFC) em Agar
MRS foi de 1x10° UFC mL"".

Para o preparo das dietas experimentais, foi
utilizada ragdo comercial contendo 0,5% de oxido
de cromo, a qual foi aspergida com 200 mL kg' de
inoculo das bactérias acido-lacticas e desidratada, a
35°C, por 24 horas (dieta probidtica). Trés amostras
de 1 g da racdo seca foram maceradas em 1 mL de
solugdo salina (1,5% NaCl) estéril e diluidas em série
(1:10). As diluigdes 107 até 10° foram semeadas
em placas com meio de cultura MRS e incubadas a
35°C, por 48 horas, para estimar a contagem de UFC
de bactérias probioticas na dieta. A ragdo controle
passou pelo mesmo processo da ragdo suplementada
com probidticos; porém, foi aspergida somente com
meio de cultura estéril (dieta controle). Apds esses
procedimentos, as dietas experimentais, controle e
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probiotica foram submetidas a analises de composi¢ao
centesimal (Tabela 1).

Para cada tratamento (dieta com probidtico e
controle), foram utilizados quatro tanques de formato
cilindro-cénico com capacidade para 100 L, cada um
contendo 20 camardes, com peso médio de 10+0,02 g.
O método de coleta de fezes foi o mesmo utilizado no
sistema de decantagdo. Coletou-se um total de 6 g de
fezes (peso seco), por réplica.

Para determinar a eficiéncia da coloniza¢do do
probidtico nos animais, foram retiradas amostras de
trato digestorio, apds total esvaziamento gastrico.
Estas amostras foram lavadas com solu¢do salina
estéril e maceradas, para serem diluidas na proporgao
1:1, em solugdo salina estéril (1,5% NaCl), e diluidas
em série 1:10. As dilui¢es 107 ¢ 10 foram semeadas
em placas com meio de cultura MRS e incubadas a
35°C, por 48 horas, para estimar a contagem de UFC
de bactérias acido-lacticas totais presentes no trato
digestorio.

Para a determinacao do coeficiente de digestibilidade
aparente de proteina, energia e matéria seca, as analises
dos teores de proteina bruta, energia e matéria seca das
racdes e das fezes dos camardes seguiram a metodologia
descrita pela AOAC (Cunniff, 1999). A matéria seca
foi obtida apos secagem a 105°C até peso constante;
a cinza, ap6s queima a 550°C; a proteina bruta, pelo
método Kjeldahl (N x 6,25); o extrato etéreo, pelo
método Soxleth, apdés hidrolise acida; e a fibra, em
detergente acido. A energia bruta foi determinada em
bomba calorimétrica adiabatica, e o 6xido de cromo,
pelo método colorimétrico proposto por Bremer Neto
et al. (2003) (Tabela 1). Nas fezes, foram analisados
matéria seca, proteina bruta, energia bruta e 6xido de
cromo. Para a quantificacdo do 6xido de cromo, as
amostras das dietas e das fezes (0,1 g) foram digeridas
com 3 mL de acido nitrico e 2 mL de acido perclérico
em baldes Kjeldahl, a 400°C, por 40 min, até obtengao
de uma coloracdo amarelada. Apos dilui¢do em 1 L
de agua destilada, a absorbancia foi lida (550 nm) e a
concentracao de 0xido de cromo foi determinada pela
comparacao com a dosagem de uma curva-padrao.

Para a determinacao do coeficiente de digestibilidade
da matéria seca (CDAMS), foi utilizada a equagdo
(Belal, 2005): CDA (% ) =100 - 100 x % indicador na
racao/%indicador nas fezes.

Para a determinagao do coeficiente de digestibilidade
da proteina bruta (CDAPB) e do coeficiente de
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digestibilidade da energia (CDAE), foi utilizada a
equacgdo (Nose, 1960): CDA (% ) = 100 - (100 x %
marcador na dieta/% marcador nas fezes x % proteina
ou energia nas fezes/%proteina ou energia na dieta.

Todos os dados foram submetidos ao teste de
Bartlett ¢ apresentaram homocedasticidade. Os dados
de avalia¢do dos diferentes métodos de coleta foram
submetidos a analise de variancia e, posteriormente, ao
teste de Tukey. Os dados de digestibilidade aparente das
dietas suplementadas com probidtico foram analisados
pelo teste t. Foram admitidas diferencas significativas
a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Para camardes L. vannamei com aproximadamente
8 g, o tempo de passagem médio foi de 42+4 min
e o tempo de esvaziamento gastrico de 376x15
min. Contudo, a maior produgdo de fezes ocorreu
1 hora apds o inicio da defecacdo e terminou apds,
aproximadamente, 6 horas. Segundo Cockcroft &
McLachlan (1986), juvenis e adultos de Macropetasma
africanus (Balss, 1913) esvaziam o intestino entre
2 ¢ 4 horas ap6s a captura. Ja para Penaeus subtilis
(Pérez-Farfante, 1967), a taxa média de esvaziamento
gastrico ¢ de 28% por hora, o que totaliza 3 horas e 34
min (Nunes & Parsons, 2000). Para L. vannamei de 14
a 22 g, o tempo de esvaziamento gastrico foi de até 4
horas e 18 min (258 min) (Faroongsarmg et al., 2007).

Nao foram observadas diferencas significativas
quanto ao CDAPB entre o sistema de coleta por
sifonamento e decantagcdo (Tabela 2). Este resultado
evidencia que os dois sistemas s3o adequados para a
estimativa do CDAPB. Entretanto, houve diferenga
significativa entre estes dois sistemas em relagdo ao
CDAMS, e o sistema de sifonamento foi 2% superior
ao de decantacao (Tabela 2). Dessa forma, o sistema

Tabela 2. Médiatdesvio-padrdo dos coeficientes de
digestibilidade aparente de proteina e matéria seca em
camardes marinhos, Litopenaeus vannamei, nos trés
sistemas de coleta de fezes.

Sistema de coleta de fezes ~ Coeficiente de digestibilidade aparente (%)

Proteina Matéria seca
Decantacao 81,83+0,59a 59,5340,69a
Sifonamento 82,74+0,63a 61,53+0,84b
Dissecagdo 55,65+0,78b 54,21+1,19¢

(DMédias seguidas de letras diferentes diferem pela analise de variancia, a
5% de probabilidade.
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de coleta por sifonamento apresentou maior grau de
desintegragdo das fezes, pois quando estas eram retidas
na tela de coleta ficavam sujeitas a maior lixiviagao
pelo fluxo de agua corrente, o que resultou em um
maior CDAMS para este sistema de coleta.

O sistema de coleta por dissecagdo apresentou menor
CDAPB ¢ CDAMS quando comparado aos outros
dois sistemas (Tabela 2). Neste método, foi observada
maior dificuldade para obtengao da quantidade minima
de fezes, para analises de 6xido de cromo e proteina
bruta, em razdo da pequena quantidade de material
encontrada nos segmentos finais do trato digestorio.
Os resultados obtidos com esta metodologia podem
estar subestimados pela possivel contaminagdo
das fezes com hemolinfa ou mucosa do intestino.
Resultado semelhante foi verificado por Mourifio &
De Stéfani (2006), ao avaliar métodos de coleta de
fezes para determinagao da digestibilidade proteica em
ra-touro [Rana catesbeiana (Shaw, 1802)]. De acordo
com estes autores, a pressdo durante a dissecacdo
pode provocar, ocasionalmente, injirias nas visceras e
promover a adi¢do de nitrogénio endégeno as fezes na
forma de muco e células epiteliais, o que diminui os
valores da digestibilidade.

Assim, o sistema de coleta por decantagdo foi o
que se adequou melhor as condi¢des experimentais,
para a determinacao in vivo do CDAPB e do CDAMS
de dietas para camardes marinhos, pois foi de facil
execuc¢do, promoveu menor grau de lixiviagdo das fezes,
comparado ao sinfonamento, e ndo ha a necessidade de
sacrificio dos animais, como no sistema de dissecagao.
Martinez-Palacios et al. (2001) também relataram que
o método Guelph (coleta por decantacdo) foi mais
pratico e eficiente do que o método de sifonamento
para determinagcdo da digestibilidade de proteina e
lipidio, para camarao marinho.

Apo6s o processo de incorporagdo da bactéria
na dieta, a contagem de UFC em Agar MRS foi
de 1,5x10° UFC g, na ragdo com probidtico, ¢ de
1,4x10° UFC g' no trato intestinal dos camardes
marinhos alimentados com esta dieta. Entretanto,
os camardes alimentados com a dieta controle ndo
apresentaram crescimento de bactérias acido-lacticas
em Agar MRS. Vieira et al. (2008) comprovaram
que o fornecimento de dietas contendo L. plantarum
para L. vannamei aumenta a contagem de bactérias
acido-laticas no trato intestinal dos camardes, o que,
por sua vez, melhoria os parametros imunologicos
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dos animais frente a resisténcia apds desafio com
V. harveyi.

O grupo de camardes que recebeu dieta suplementada
com L. plantarum apresentou maior CDAPB e CDAE,
em comparagdo ao controle. Ndo foram observadas
diferencas significativas quanto ao CDAMS entre os
camardes alimentados com dieta suplementada ou nio
com probiodtico (Tabela 3).

Esses aumentos no CDAPB e no CDAE podem
estar relacionados a uma melhoria no equilibrio da
microbiota no intestino ou a uma maior disponibilidade
dos nutrientes da dieta gerada por meio da degradagio
enzimatica pela cepa probiotica, L. plantarum. Esta
mesma cepa de bactéria acido-lactica foi caracterizada
in vitro quanto a producdo de protease extracelular
alcalina (1.170 U mg! de proteina) e acida (3,8 U mg!
de proteina) (Souza, 2007). A alta producao da protease
alcalina desta cepa pode explicar maiores valores
de CDAPB e CDAE para camardes suplementados
com L. plantarum.

Wang (2007) observoumaioratividade enzimaticaem
camardes alimentados com dieta contendo probioticos,
o que melhorou a digestdo de proteinas, carboidratos,
lipidios e celulose. Efeitos similares foram descritos em
peixes e camardes, em que as atividades enzimaticas
aumentaram com o fornecimento de probidticos na
dieta, o que ocasionou aumento da digestibilidade da
dieta (Tovar-Ramirez et al., 2004; Ziaei-Nejad et al.,
2006; Suzer et al., 2008; Zhou et al., 2009).

Com a intensificacdo da produgdo de camardes em
cativeiro, aspectos nutricionais e sanitarios devem ser
priorizados para aperfeicoar o processo produtivo e
diminuir o risco de perda de produgao por enfermidades.
O uso de bactérias acido-lacticas como aditivos
probidticos na ragdo pode se tornar uma alternativa
inovadora para a carcinicultura, pois além de trazer
beneficios nutricionais ao hospedeiro, com um melhor

Tabela 3. Coecficientes de digestibilidade aparente de
proteina bruta, matéria seca e energia de camardes
marinhos, Litopenaeus vannamei, alimentados com dictas
suplementadas ou ndo com o probidtico Lactobacillus
plantarum.

Coeficiente de digestibilidade aparente (%)  Controle Probiotico
Matéria seca 62,50+1,2 63,30+0,23
Proteina 82,73+1,01  84,18+0,35"
Energia 78,63+£0,93  81,28+0,16"

(IDiferenga significativa pelo teste t, a 5% de probabilidade.
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aproveitamento dos nutrientes da dieta, pode fortalecer
o animal contra enfermidades bacterianas.

Conclusao

1. A coleta por decantagdo, baseada no modelo
Guelph, ¢ o método mais pratico e eficiente para
determinar o coeficiente aparente de digestibilidade
da proteina bruta e da matéria seca, para Litopenaeus
vannamei.

2. A suplementacao da cepa probiotica Lactobacillus
plantarum aumenta o coeficiente de digestibilidade
aparente da proteina bruta e da energia da dieta para
L. vannamei.
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