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RESUMO

Investigou-se a viabilidade da farinha de larvas da mosca-soldado-negro (Hermetia
illucens) como substituta parcial da farinha de peixe em dietas para o camardo-da-
amazobnia (Macrobrachium amazonicum), visando promover a aquicultura mais
sustentavel. O estudo foi dividido em dois capitulos principais: o primeiro avaliou 0s
efeitos da farinha de larvas da mosca-soldado-negro no crescimento, na composi¢do
corporal e na microbiota do género Vibrio presentes no hepatopancreas e no intestino dos
camardes, enquanto o segundo analisou o impacto da substituicdo da farinha de peixe no
desempenho zootécnico, na atividade das enzimas digestivas, na preferéncia alimentar e
na resisténcia do M. amazonicum ao V. parahaemolyticus. Foi demonstrado que a
substituicdo de 25% da farinha de peixe por farinha de larvas da mosca-soldado-negro
proporcionou melhor desempenho zootécnico, com aumento significativo no ganho de
peso, taxa de crescimento especifica e eficiéncia alimentar, além de reduzir a carga de
Vibrio spp. patogénicos. A quantificacdo das enzimas digestivas revelou otimizacdo na
atividade de proteases, lipases e amilases, indicando adaptacdo metabdlica a dieta. A
incluséo da farinha de larvas da mosca-soldado-negro nas dietas, aumentou a resisténcia
do M. amazonicum ao V. parahaemolyticus. Conclui-se que a farinha de larvas da mosca-
soldado-negro é uma alternativa viavel e sustentavel para a nutricdo de M. amazonicum,
contribuindo para a reducdo da dependéncia da farinha de peixe e melhorando a salde

dos camaroes.

Palavras-chave: Aquicultura sustentavel; Carcinicultura; Farinha de insetos; Nutri¢do na

aquicultura.



ABSTRACT

Investigates the feasibility of black soldier fly larvae meal (Hermetia illucens) as a partial
replacement for fishmeal in diets for Amazon river prawn (Macrobrachium
amazonicum), aiming to promote more sustainable aquaculture practices. The study was
divided into two main chapters: the first evaluated the effects of black soldier fly larvae
meal on growth performance, body composition and Vibrio spp. microbiota in the
hepatopéancreas and intestine of the prawns, while the second analyzed the impact of
partial fishmeal replacement on zootechnical performance, digestive enzymes activity,
feeding preference and resistance of M. amazonicum to V. parahaemolyticus. The results
demonstrated that replacing 25% of fishmeal with black Soldier fly larvae meal provided
better zootechnical performance, with significant improvements in weight gain, specific
growth rate, and feed efficiency, along with reduced loads of pathogenic Vibrio spp.
Digestive enzyme quantification revealed optimized protease, lipase and amylase
activities, indicating metabolic adaptation to the diet. The inclusion of black soldier fly
larvae meal in the diets enhanced M. amazonicum resistance to V. parahaemolyticus. In
conclusion, black soldier fly larvae meal represents a viable and sustainable alternative
for M. amazonicum nutrition, contributing to reduced dependence on fishmeal while

improving prawn health.

Keywords: Aquaculture nutrition; Insect meal; Prawn farming; Sustainable aquaculture.
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1. INTRODUCAO GERAL

A aquicultura tem se consolidado como um dos setores de producéo de alimentos
que mais cresce no mundo, desempenhando um papel fundamental na seguranca
alimentar e nutricional global (FAQ, 2024). No entanto, sua expansao enfrenta um desafio
critico: a dependéncia de fontes proteicas tradicionais de proteina, como a farinha de
peixe, cuja producdo é impactada pela reducdo dos estoques pesqueiros. Diante desse
cenario, a busca por alternativas proteicas tornou-se primordial para garantir viabilidade
da aquicultura no longo prazo.

Nesse contexto, a farinha de insetos emerge como uma das solucBes mais
promissoras, destacando-se a farinha de larvas da mosca-soldado-negro (Hermetia
illucens) (KEETANON et al., 2024). Essa fonte proteica apresenta vantagens como alto
o teor de proteina bruta (entre 30 e 60%), o perfil balanceado de aminoacidos essenciais,
a elevada digestibilidade (acima de 80%) e a capacidade de ser produzida a partir de
residuos organicos (BARROSO et al., 2014; NUNES et al., 2023). Além disso, a farinha
de larvas da mosca-soldado-negro contém compostos bioativos, como os peptideos
antimicrobianos e os &cidos graxos de cadeia média, que podem melhorar a saude e a
resisténcia a doencas em camardes (ZHANG et al., 2022).

O camarao-da-amazénia (Macrobrachium amazonicum) é uma espécie nativa de
grande importancia econdmica e ecolégica na América do Sul com ampla distribuicao
geografica, o que favorece o cultivo em diversas regides (MORAES-VALENTI;
VALENTI, 2010). De um modo geral, a principal fonte proteica em dietas para o
camardo-da-amazonia ainda é a farinha de peixe, o que a médio e longo prazo pode limitar
a sustentabilidade da sua producdo. Apesar de alguns estudos avaliarem o uso de
ingredientes alternativos em dietas para camardes (WANG et al., 2025; CHENG et al.,
2026), nenhum concentrou-se nos efeitos da farinha de larvas da mosca-soldado-negro no
desempenho zootécnico, na fisiologia digestiva e na saude do trato digestério de M.
amazonicum, sendo este estudo inédito.

Objetivou-se avaliar os efeitos da substituicdo parcial da farinha de peixe por
farinha de larvas da mosca-soldado-negro em dietas para 0 M. amazonicum, com foco

principal em trés segmentos: 1- Crescimento, composi¢éo corporal, preferéncia alimentar
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e enzimas digestivas; 2- Modulacdo da microbiota intestinal; e 3- Respostas imunes,
marcadores de estresse oxidativo e resisténcia a patégenos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Camardao-da-amazé6nia (Macrobrachium amazonicum)

O camaréo-da-amaz6nia (Macrobrachium amazonicum) (Figura 1) € uma espécie
de grande importancia ecolégica e econémica, amplamente distribuida nos ecossistemas
aquaticos da America do Sul. Sua ocorréncia estende-se pelas principais bacias
hidrograficas brasileiras, incluindo a Bacia Amazonica, a Bacia do S&o Francisco e as
Bacias Costeiras do Norte e do Nordeste, além de ser encontrada em paises vizinhos ao
Brasil, como Venezuela, Colémbia e Peru (COELHO e RAMOS-PORTO, 1985). Estudos
filogeogréaficos recentes demonstraram que sua variabilidade e distribuicdo podem estar
intimamente relacionada a padrbes historicos de dispersdo apresentando variacoes
populacionais associadas as barreiras geograficas (PASCHOAL, 2017; PASCHOAL e
ZARA, 2024).

Figura 1. Exemplar de Macrobrachium amazonicum. Fonte: Proprio autor.

Esta espécie exibe consideravel plasticidade ecoldgica, habitando diversos
ambientes aquaticos que variam desde rios de aguas mais claras até lagos temporarios,
passando por éreas alagadas sazonais (ODINETZ-COLLART e MAGALHAES, 1994).

Sua distribuicdo espacial é fortemente influenciada pelo regime pluviométrico, com
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migracdes entre habitats Iénticos e I6ticos em resposta as variacdes sazonais (BENTES et
al.,, 2016). Os estdgios juvenis e adultos apresentam comportamento bentonico,
associando-se preferencialmente a substratos como vegetacdo submersa, troncos e
sedimentos, que fornecem alimento e protecéo contra predadores (MAGALHAES, 2000).

A estrutura populacional de M. amazonicum apresenta caracteristicas peculiares,
como morfotipos masculinos bem definidos (Figura 2). Quatro morfotipos distintos foram
identificados: Translucent Claw (TC), Cinnamon Claw (CC), Green Claw 1 (GC 1) e
Green Claw 2 (GC 2), cada um com estratégias reprodutivas e de crescimento especificas
(MORAES-VALENTI E VALENTI, 2010; PANTALEAO et al., 2014). A dindmica
populacional da espécie é influenciada pela densidade, com reducdo na proporcao de
machos dominantes e fémeas reprodutivas em condic6es de alta competicdo por recursos
(MORAES-RIODADES et al., 2006).

Figura 2. Diferentes morfotipos de machos de Macrobrachium amazonicum. Fonte:
PANTALEAO et al. (2014).

O desenvolvimento larval compreende nove estagios distintos (zoea | — zoea IX),
com a durag&o e a sobrevivéncia influenciadas por fatores ambientais, como temperatura
e salinidade (MAGALHAES, 1985). Os primeiros estagios larvais sdo planctonicos,
enquanto a pos-larva adquire habito bentdnico (ANGER e HAYD, 2009; ANGER e

HAYD, 2010). A temperatura da agua exerce papel crucial neste processo. Valores acima
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de 30°C aceleram o desenvolvimento, mas reduzem significativamente as taxas de
sobrevivéncia, sendo a faixa ideal de temperatura entre 28 a 30°C para as larvas e 24 a
28°C para juvenis e adultos (MORAES-RIODADES et al., 2006; MORAES-
RIODADES; VALENTI, 2010; BASTOS et al., 2018).

O hepatopancreas do M. amazonicum possui complexidade estrutural e funcional.
Este 6rgdo vital apresenta organizacao tubular com zonas celulares especializadas, cada
uma com fungdes especificas na digestdo e absorcdo de nutrientes (FRANCESCHINI-
VICENTINI et al., 2009). A expressdo de enzimas digestivas, de camardes
Macrobrachium, como proteases (tripsina, quimotripsina e leucina aminopeptidase),
lipases, carboidrases (amilase e celulase), além de quitinase, variam em resposta a
composicao da dieta, demonstrando notavel capacidade adaptativa (NEW et al., 2010).

Do ponto de vista nutricional, o0 M. amazonicum apresenta habito alimentar
onivoro com preferéncia por invertebrados benténicos em condi¢des naturais. Em
sistemas de cultivo, dietas contendo 37% de proteina bruta com adequado balango de
aminoacidos essenciais, particularmente lisina, arginina e metionina, promovem
melhores taxas de crescimento (MORAES-VALENTI e VALENTI, 2010; SANTOS et
al., 2017). A incluséo de lipidios ricos em &cidos graxos poli-insaturados é essencial para
o desenvolvimento adequado e manutencédo da saude dos animais (D’ABRAMO; NEW,
2010).

Recentemente, avancos foram alcancados no desenvolvimento de tecnologias
para o cultivo desta espécie. A intensificacdo na larvicultura do M. amazonicum se
mostrou viavel com resultados indicando que as larvas da espécie suportam altas
densidades (140 larvas.L'Y) (VETORELLI et al., 2024). Sistemas aquapdnicos,
integrando o cultivo do M. amazonicum com rdcula, repolho-vermelho e beterraba,
também tem sido promissor (GUERREIRO et al., 2024). A atividade alimentar noturna
da espécie foi demonstrada com maior ingestdo de alimento neste periodo (QUEIROZ-
ANJOS, 2021).

A combinacdo de caracteristicas como rusticidade, adaptabilidade a diferentes
condigdes ambientais e o potencial para cultivo, posiciona 0 M. amazonicum como
espécie de importancia para o desenvolvimento da carcinicultura sustentavel na regido

tropical. Seu estudo continuo é fundamental para o desenvolvimento de estratégias de
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manejo que garantam a viabilidade econémica do seu cultivo (MORAES-VALENT]I,
VALENTI, 2010; VALENTI et al., 2021).

2.2 Nutricao e fisiologia digestiva de camardes

A nutricdo e a fisiologia digestiva dos camarfes representam um sistema
complexo e especializado, fundamental para o seu crescimento, metabolismo e saude
(ROTHLISBERG, 1998). O processo digestivo inicia quando as particulas alimentares
sdo capturadas pelos apéndices bucais e encaminhadas ao sistema digestorio, que nos
camardes é composto por trés regiGes principais: o estbmago, o hepatopancreas e o
intestino (QUEIROZ et al., 2011). O estbmago, com sua estrutura quitinizada, funciona
como uma camara de trituracdo mecanica, onde os alimentos sdo fisicamente
fragmentados antes da a¢éo enzimatica. Esta etapa € crucial, pois prepara o alimento para
a digest&o quimica subsequente (CRUZ-SUAREZ et al., 2025).

O hepatopancreas, 6rgdo central na fisiologia digestiva dos camardes,
desempenha mdltiplas funcées, incluindo secrecdo enzimatica, absorcdo de nutrientes e
metabolismo intermediario (ZIMMERMAN, 1998). Sua estrutura contém diferentes tipos
celulares especializados: as células F (fibrilares) estdo envolvidas na sintese de enzimas
digestivas; as células B (tipo “bolhas” com um vacuolo central) atuam na absorcao e
armazenamento de nutrientes; as células R (reabsortivas) também participam da absor¢édo
de nutrientes e armazenamento de lipidios; e as células E (embrionarias) estdo associadas
a divisdo celular (FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2009). Este complexo sistema
celular permite que os camarfes adaptem sua capacidade digestiva conforme a
disponibilidade e qualidade do alimento no ambiente.

A digestdo enziméatica nos camardes € mediada por um sofisticado sistema de
proteases, lipases e carboidrases. As proteases, particularmente a tripsina e a
quimotripsina, séo essenciais para a hidrolise de proteinas em aminoécidos livres, sendo
sua producdo diretamente influenciada pelo teor proteico da dieta (X1A etal., 2010; XIAO
et al., 2023). Paralelamente, as lipases atuam na quebra de lipidios complexos em acidos
graxos e glicerol, enquanto as carboidrases como amilase e celulase, permitem a digestédo
de carboidratos estruturais (ZIMMERMANN, 1998). A regulacdo desta producéo
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enzimatica € um processo dindmico, com a expressdo de diferentes enzimas, sendo
modulada pela composicéo nutricional do alimento ingerido (XIAOQ et al., 2023).

As exigéncias nutricionais dos camarbes variam significativamente entre as
espécies e 0s estagios de desenvolvimento, mas alguns principios fundamentais sdo
universalmente conhecidos. A proteina, componente essencial das dietas, deve apresentar
balanco adequado de aminoacidos essenciais, particularmente lisina, arginina e metionina
(AYISI et al., 2017). Os lipidios devem conter acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa, como o 4cido eicosapentaenoico (EPA) e acido docosaexaenoico (DHA), criticos
para o desenvolvimento larval e a fungdo imunoldgica (SOLLER et al., 2018). Os
carboidratos, embora menos estudados, representam importante fonte energética, com
niveis 6timos entre 15 e 30% da dieta, preferencialmente na forma de polissacarideos
complexos (ROSAS et al., 2000; ROSAS et al., 2001).

Os micronutrientes, incluindo vitaminas (particularmente C e E) e minerais como
calcio, zinco, potassio e selénio, desempenham papéis cruciais como cofatores
enzimaticos e antioxidantes, protegendo 0s organismos contra 0 estresse oxidativo
(MERCHIE et al., 2007; TRUONG et al., 2022). A interacdo entre estes componentes
nutricionais e o sistema digestivo do camardo é fundamental para garantir ndo apenas o
crescimento, mas também a resisténcia a doencas e a adaptacdo a diferentes condi¢des
ambientais (MIANDARE et al., 2017).

Os avangos recentes na nutricdo de camardes tém enfrentado o desafio de
substituir ingredientes tradicionais, como a farinha de peixe, por fontes alternativas mais
sustentaveis (CHEN et al., 2023; KUO et al., 2024). Esta transi¢do requer compreensao
detalhada da capacidade digestiva dos camarfes para diferentes matérias-primas,
considerando fatores como digestibilidade, perfil de aminoacidos e presenca de possiveis
fatores antinutricionais (HERTRAMPF e PIEDAD-PASCUAL, 2000). Pesquisas atuais
focam na otimizagdo de dietas utilizando ingredientes inovadores como farinhas de
insetos (SHARIFINIA et al., 2023; BARTH et al., 2025) e de microalgas (NUNES et al.,
2025; ZHANG et al., 2025), sempre considerando a resposta adaptativa do sistema
digestivo dos camardes a estas novas formulagoes.

O estudo da nutricédo e da fisiologia digestiva em camardes continua a evoluir,
com novas fronteiras de pesquisa explorando a modulagdo da microbiota intestinal (QU

et al., 2025; WANG et al., 2025), a relagdo entre digestdo e expressdo génica (SHAO et
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al., 2025), e o desenvolvimento de dietas que possam melhorar simultaneamente o
desempenho zootécnico e a resisténcia a estresses ambientais e patogenos (LI et al., 2025;
THUY et al., 2025). Estes avan¢os sdo particularmente relevantes para espécies como o
M. amazonicum, nos quais o entendimento detalhado da sua fisiologia digestiva pode
abrir caminho para o desenvolvimento de protocolos alimentares mais eficientes e

sustentaveis.

2.2.1 Enzimas digestivas de camardes

O sistema enzimatico digestivo dos camardes apresenta complexa organizagado
bioquimica que reflete sua adaptacao evolutiva a diversos habitos alimentares (ROMERO
etal., 2021). As principais classes de enzimas digestivas incluem proteases, carboidrases,
lipases e enzimas especificas para a digestdo de componentes estruturais como quitina,
cada uma com particularidades em sua expresséo e regulacdo (PENG et al., 2022).

As proteases constituem o grupo mais estudado, com a tripsina e a quimotripsina
sendo as principais endopeptidases no sistema digestivo dos camardes. Esta enzima,
secretada na forma de tripsinogénio pelo hepatopancreas, é ativada no limen intestinal
por clivagem proteolitica (LE MOULLAC et al., 1997). A quimotripsina, outra protease
importante, apresenta atividade 6tima em pH mais alcalino (entre 8,5 e 9,0) comparada a
tripsina que apresenta atividade 6tima em pH 8,0, sugerindo complementacéo funcional
no processo digestivo (VAN WORMHOUDT et al., 1992; SMALL, 2022).

As exopeptidases, incluindo carboxipeptidases A e B, completam o processo de
digestdo proteica a partir da liberacdo sequencial de aminoéacidos a partir de peptideos
(D’ABRAMO ¢ NEW, 2010). A atividade dessas enzimas mostra variagdes circadianas
em algumas espécies, como Penaeus vannamei, com picos coincidindo com periodos
naturais de alimentagio (XU et al., 2020; GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2021). As
aminopeptidases, particularmente a leucina aminopeptidase, apresentam dupla funcéo,
participando tanto da digestdo terminal quanto do processamento de peptideos bioativos
no hepatopancreas (MATSUI et al., 2006; EZQUERRA et al., 2007).

No grupo das carboidrases, a a-amilase merece destaque por sua capacidade de
hidrolisar ligagdes a-1-4-glicosidicas em amido e glicogénio (SUN et al., 2025). Estudo

revelou que a amilase de P. monodon apresenta maior afinidade por amido de milho
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comparado a outras fontes vegetais (NIU et al., 2012). A celulase, embora menos
estudada, demonstra atividade significativa, sugerindo capacidade de aproveitar
carboidratos fibrosos (KLAHAN et al., 2023). A quitinase, enzima especializada na
digestdo de quitina presente em exoesqueleto de artrépodes, apresenta padrdo de
expressdo dependente da composicdo da dieta, com aumento significativo em camardes
alimentados com dietas ricas em artropodes, auxiliando também na regulacdo do sistema
imune (ZHOU et al., 2017; NIU et al., 2018).

As lipases atuam preferencialmente na posicao sn-1 de triglicerideos, liberando
acidos graxos livres e 2-monoglicerideos. As fosfolipases A2, enzima lipolitica
importante, mostra especificidade por fosfolipidios contendo acidos graxos poli-
insaturados na posicdo sn-2 (RIVERA-PEREZ et al., 2011; KUEPETHKAEW et al.,
2016). A atividade dessas enzimas estd intimamente relacionada ao perfil lipidico da
dieta, com aumento significativo em resposta a dietas ricas em fosfolipidios (RIVERA-
PEREZ et al., 2010).

A regulacdo da producdo enzimatica ocorre em diversos niveis: 1- Regulacao
nutricional, em que dietas ricas em proteinas estimulam a sintese de proteases, enquanto
carboidratos complexos induzem a producdo de amilase (TALUKDAR et al., 2020); 2-
Regulagdo hormonal, exemplificada por hormonios gastrointestinais semelhantes aos
vertebrados, estimula a secrecdo de enzimas digestivas no sistema neuroenddcrino de
crustaceos (RESCH-SEDLMEIER et al., 1999); e 3- Regulacdo ontogenética, em que
larvas, por exemplo, apresentam menor atividade de amilase em comparagéo aos adultos
(FANG e LEE, 1992).

A compreensdo detalhada desse sistema enzimatico € importante para a
formulacédo de dietas balanceadas que maximizem a digestibilidade, o desenvolvimento
de alimentos funcionais com ativadores enzimaticos, a identificacdo de marcadores
fisiologicos, a avaliacdo nutricional e a selecdo genética de linhagens com melhor
eficiéncia alimentar (PARDEDE et al., 2024).

2.3 Ingredientes proteicos em dietas para camardes

A selecdo de ingredientes proteicos para formulacdo de racGes destinadas ao

cultivo de camardes representa um dos aspectos mais criticos na carcinicultura. A
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qualidade e origem das fontes proteicas influenciam diretamente o desempenho
zootécnico, a saude dos organismos e a sustentabilidade ambiental da atividade
(PAZMINO et al., 2025). Tradicionalmente, a industria de ragbes para camardes tem se
baseado em matérias-primas convencionais de alta qualidade, porém, nas Gltimas
décadas, o surgimento de ingredientes alternativos vem transformando os paradigmas
nutricionais neste setor (BANDARA, 2018).

2.3.1 Ingredientes proteicos convencionais

Entre as fontes proteicas convencionais mais utilizadas na alimentagdo de
camardes, a farinha de peixe ocupa posicao de destaque devido ao seu excelente perfil de
aminoacidos essenciais e a sua alta digestibilidade (TACON; METIAN, 2008). Este
ingrediente, derivado principalmente de pescado industrial, apresenta teores proteicos
entre 50 e 70%, com niveis ideais de lisina (5,2 a 6,5%), arginina (3,8 a 4,5%) e metionina
(2,1 a 2,8%), atendendo as exigéncias nutricionais das principais espécies cultivadas
(NEW et al., 2010; NRC, 2011). A farinha de peixe é uma fonte proteica utilizada na
nutricdo de camardes em seus diversos estagios de desenvolvimento (CHEN et al., 2023).

O farelo de soja pode ser a principal alternativa vegetal a farinha de peixe, com
teores proteicos entre 45 e 50% e com balanco de aminoacidos que se aproxima ao da
farinha de peixe (DAVIS e ARNOLD, 2000). No entanto, sua utilizacdo enfrenta desafios
importantes, incluindo a presenca de fatores antinutricionais como inibidores
enzimaticos, lectinas e fitatos (NRC, 2011; PENG et al., 2022), que podem reduzir a
disponibilidade de nutrientes e afetar a saude intestinal dos camardes. Processos
tecnoldgicos como extrusdo, fermentacao e tratamento enzimatico tém sido empregados
para mitigar estes efeitos negativos, com diferentes graus de sucesso (YANG et al., 2015;
CHEN et al., 2021; BOONMEE et al., 2024).

Outros ingredientes convencionais incluem a farinha de gluten de milho que
possui teor proteico entre 60 e 65% de proteina, também com alto teor de energia
metabolizavel (3.705 Kcal.Kg™), porém limitada pelo desbalanceamento aminoacidico,
especialmente em metionina (1,16 a 1,34%) (ROSTAGNO; ALBINO, 2024). A farinha

de subprodutos avicolas também se destaca nas formulagdes, oferecendo teores proteicos
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entre 55 e 65% e boa palatabilidade, embora sua qualidade possa variar conforme o
processo de producido (CRUZ-SUAREZ et al., 2007; MARKEY et al., 2010).

2.3.2 Ingredientes proteicos alternativos

A busca por fontes proteicas alternativas a farinha de peixe tem sido impulsionada
pela necessidade de reduzir a dependéncia de recursos marinhos e melhorar a
sustentabilidade da carcinicultura. Dentre as opcGes mais promissoras, destaca-se a
farinha de insetos, principalmente a produzida a partir da larva da mosca-soldado-negro
(Hermetia illucens) (CHANG et al., 2025). Este ingrediente apresenta teores proteicos
entre 30 e 60%, com perfil de aminoacidos comparavel ao da farinha de peixe, além de
conter acido laurico (C12:0) com reconhecida atividade antimicrobiana (BARRAGAN-
FONSECA etal., 2017). Estudos com P. vannamei demonstraram que a farinha da mosca-
soldado-negro pode substituir até 30% da proteina da farinha de peixe sem comprometer
0 desempenho zootécnico (CHEN et al., 2021; OTERI et al., 2021).

A microalga Chlorella vulgaris e a cianobactéria Limnospira platensis
representam outra fonte alternativa de grande potencial, apresentando teores proteicos
entre 50 e 70% (BECKER, 2007). Além do valor nutricional, estas séo ricas em pigmentos
carotenoides, como a astaxantina e a cantaxantina, que melhoram a coloracdo dos
camar@es (BASRI et al., 2015) e atuam como potentes antioxidantes (LIU et al., 2025).
O principal desafio para a sua ado¢do em larga escala esta nos custos de producéo e de
processamento, embora avancos recentes em sistemas tenham reduzido
significativamente estes obstaculos (SHAH et al., 2018).

As proteinas unicelulares, derivadas de leveduras (Saccharomyces cerevisiae) e
bactérias (Methylococcus capsulatus), se sobressaem como ingredientes funcionais,
combinando valor nutricional com efeitos prebi6ticos e imunomoduladores (CHEN et al.,
2021; ZHANG et al., 2022). Formulagdes contendo entre 3 e 15% destes ingredientes
demonstraram aumento da resisténcia de P. vannamei contra patdégenos como V.
parahaemolyticus.

Proteinas vegetais alternativas, como farinha de canola, concentrado proteico de
soja e farinha de algodéo, tém sido avaliadas como alternativas parciais, porem seu uso é

limitado por fatores antinutricionais e desbalanceamento de aminoacidos (ESCOBAR-



27

ALVAREZ et al., 2023; VILLARREAL, 2023). Processos biotecnoldgicos, incluindo
fermentacdo sélida e hidrdlise enzimatica estdo sendo adotados para superar estas
limitacGes (SHI et al., 2015; ZHANG et al., 2022).

A selecdo ideal de ingredientes proteicos deve considerar ndo apenas a
composic¢do nutricional, mas também aspectos como digestibilidade dos nutrientes,
efeitos sobre a salde intestinal, impacto na qualidade da &gua, sustentabilidade ambiental,
custo beneficio e disponibilidade regional (WOUTERS et al., 2001; LI et al., 2022).

2.4 Mosca-soldado-negro (Hermetia illucens)

A mosca-soldado-negro (Hermetia illucens) € uma espécie da ordem Diptera e da
familia Stratiomyidae que tem se destacado na producdo animal sustentavel. Originaria
das regibes neotropicais, esta espécie apresenta ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo
em regides tropicais e temperadas de todo o mundo devido a sua notavel capacidade de
adaptacdo (SHEPPARD et al., 2002). O ciclo de vida completo varia entre 35 e 45 dias
em condic¢des o6timas (28-30°C; 60-70% de umidade) e compreende estagios distintos:
ovo, larva, pré-pupa, pupa e adulto (Figura 3), sendo a fase larval a mais relevante para

aplicacdes zootécnicas (SABLE et al., 2024).
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Figura 3. Representacdo do ciclo de vida de H. illucens. Fonte: Adaptado de Lievens et
al. (2021).
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As larvas de H. illucens se sobressaem por sua capacidade de converter diversos
substratos organicos como residuos agricolas (bagaco de cana, frutas e legumes
descartados e casca de arroz), residuos urbanos (residuos de feiras livres) e residuos da
aquicultura (residuos de peixes e residuos do beneficiamento de camardo), em biomassa
de alto valor nutricional, caracteristica que as tornam organismos de interesse para
sistemas de economia circular (VAN HUIS et al., 2013; MADAU et al., 2020; SOKAME
et al., 2024). Morfologicamente, as larvas podem atingir até 27 mm de comprimento e
200 mg de peso, apresentando coloracdo que varia do creme ao marrom escuro,
dependendo da composicdo do substrato alimentar (BARRAGAN-FONSECA et al.,
2017). Fisiologicamente, estas possuem sistema digestivo especializado, capaz de
decompor ampla gama de compostos organicos, incluindo residuos agroindustriais que
seriam considerados poluentes em outros contextos (TETTAMANTI et al., 2022;
GANESAN et al., 2024; BRUNO et al., 2025). Essas caracteristicas de alta eficiéncia na
conversdo alimentar tornam a espécie com potencial para producéo em larga escala (VAN
HUIS et al., 2017).

Em escala comercial, a producdo de H. illucens tem demonstrado viabilidade
técnica e econbmica, com sistemas automatizados alcangando produtividade de 10 a 15
toneladas de larvas frescas por més (SALOMONE et al., 2017; NUGROHO et al., 2023).
A eficiéncia de conversédo de residuos em biomassa varia entre 10% e 25%, dependendo
do substrato utilizado, sendo que dietas a base de restos alimentares ou farelo de cereais
resultam em teores proteicos entre 40 e 45% e lipidios entre 25 e 35% com base na matéria
seca (SHUMO et al., 2019). A padronizacdo de protocolos de criagdo, aliada a legislacao
emergente para uso de insetos em ragfes animais (Regulamento UE 2017/893), tem
impulsionado a expansao global desse mercado, projetado para atingir US$ 3,4 bilhdes
até 2027 (MORDOR INTELLIGENCE, 2025).

2.4.1 Aspectos nutricionais da mosca-soldado-negro

A farinha obtida a partir das larvas de H. illucens representa fonte proteica
alternativa de excelente qualidade para alimentacdo animal, com particular relevancia
para a carcinicultura (NUNES et al., 2023; KEETANON et al., 2024). As larvas contém

entre 30 e 60% de proteina, com perfil de aminoacidos que atende e alguns casos excedem
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as exigéncias das principais espécies de camardo. Dentre os aminodcidos essenciais,
destacam-se a lisina, a arginina e a metionina, ainda que a metionina possa variar
conforme o substrato de criacdo utilizado (BARROSO et al., 2014).

A fracgdo lipidica, que representa entre 15 e 35% da matéria seca, € particularmente
relevante devido ao seu perfil de acidos graxos. O &cido laurico (C12:0) pode constituir
entre 30 e 50% do total de lipidios, um atributo Unico entre as fontes proteicas de interesse
zootécnico (SPRANGHERS et al., 2017). Este acido graxo de cadeia média apresenta
comprovada atividade antimicrobiana contra bactérias, incluindo vérias espécies de
Vibrio que afetam camardes em cultivo (ROSSI et al., 2021). Além disso, a presenca
significativa dos acidos palmitico (C16:0; entre 10 e 20%) e oleico (C18:1n9; entre 10 e
18%) contribui para a alta digestibilidade dos lipidios em crustaceos.

A quitina, um polissacarideo estrutural que representa entre 3 e 10% da mateéria
seca das larvas, tem sido objeto de diversos estudos (WANG et al., 2020; GONZALEZ-
LARA et al., 2025). Embora possa reduzir ligeiramente a digestibilidade para algumas
espécies, estudos recentes sugerem que a quitina pode atuar como prebidtico e
imunomodulador em camardes, estimulando a producdo de enzimas quitinoliticas e
ativando vias de defesa inata (PASCON et al., 2025). Esta dupla funcéo torna a farinha
de larvas da mosca-soldado-negro particularmente interessante como ingrediente
funcional em dietas para camardes.

Do ponto de vista mineral, a farinha de larvas de H. illucens apresenta teores
elevados de fosforo (0,6-1,2%), célcio (2,5-8,0%) e magnésio (0,3-0,5%), com excelente
biodisponibilidade (MAKKAR et al., 2014). O perfil vitaminico inclui quantidades
significativas de vitaminas do complexo B (especialmente B12), vitamina E e
carotenoides, estes ultimos sdo importantes para a pigmentacao e defesa antioxidante em
crustaceos (ZULKIFLI et al., 2022).

Estudos especificos tém demonstrado que a substituicdo parcial da farinha de
peixe por farinha de larvas de H. illucens em dietas para camardes ndo compromete o
crescimento, a conversdo alimentar e a sobrevivéncia (CHEN et al., 2023; CHANG et al.,
2025). Alguns trabalhos reportam melhorias nos parametros imunoldgicos e da
capacidade antioxidante total. Estes efeitos positivos parecem estar relacionados tanto a
composicao nutricional quanto a presenca de compostos bioativos na farinha de larvas de
H. illucens (KOUTSOS et al. 2022; NISHIGUCHI et al., 2024)



30

A qualidade nutricional da farinha de larvas da mosca-soldado-negro pode ser
modulada a partir do substrato utilizado no cultivo (ST-HILAIRE et al., 2007). Substratos
ricos em proteinas tendem a produzir larvas com maior teor proteico, enquanto substratos
ricos em carboidratos resultam em larvas com maior contetdo lipidico (OONINCX et al.,
2019; GOLD etal., 2020; GROSSULE et al., 2025). Este grau de manipulagdo nutricional
abre possibilidades para a producdo de farinhas de acordo com as necessidades dos

camardes em suas diferentes fases de cultivo.

2.5 Sistema imune e estresse oxidativo em camaroes

A aquicultura intensiva, caracterizada por altas densidades de estocagem e
condi¢cdes ambientais controladas, impBe desafios fisioldgicos significativos aos
camardes cultivados, tornando-os mais suscetiveis a surtos infecciosos e desequilibrios
metabdlicos. Historicamente, a carcinicultura enfrentou perdas devastadoras devido aos
patdgenos como o virus da mancha branca (WSSV) e bactérias do género Vibrio,
evidenciando a necessidade de compreender 0s mecanismos de defesa desses organismos
(FLEGEL, 2019; LIU et al., 2024). Como invertebrados, os crustaceos dependem
exclusivamente da imunidade inata, um sistema que combina barreira fisica, respostas
celulares e humorais para neutralizar ameacas (SODERHALL e CERENIUS, 1992;
BACHERE, 2000; HUANG et al., 2020).

2.5.1 Mecanismos de defesa imunoldgica

Os camardes, como todos 0s crustaceos, possuem sistema imunologico inato que
Ihes permite enfrentar os desafios patogénicos em seu ambiente. A primeira linha de
defesa é constituida pelo exoesqueleto quitinoso, uma barreira fisica eficaz contra a
maioria dos microrganismos invasores (BACHERE et al., 2004). Complementando esta
protecdo, o trato gastrointestinal apresenta uma camada de quitina e peptideos
antimicrobianos que atuam como barreira quimica, impedindo a colonizagdo por
patogenos (DESTOUMIEUX et al.,, 1997). Quando essas defesas primarias sao

ultrapassadas, seja durante o processo fisiologico de muda ou por lesGes acidentais, entra
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em acdo um sistema de respostas celulares e humorais mediadas pela hemolinfa
(CERENIUS e SODERHALL et al., 2004; AN et al., 2016).

Os hemacitos, células especializadas presentes na hemolinfa, representam o
principal componente celular do sistema imunolégico dos camarfes
(JIRAVANICHPAISAL et al., 2006). Estes podem ser classificados em trés tipos
principais com funcBes distintas: os hemocitos agranulares sdo encarregados da
fagocitose de particulas menores e do processo de coagulacdo; os hemaocitos
semigranulares especializados na encapsulacdo de patdgenos maiores; e 0s hemaocitos
granulares que armazenam e liberam enzimas citotoxicas como a profenoloxidase
(CERENIUS et al., 2008; KIM et al., 2024) Esta ultima enzima é de extrema importancia,
pois desencadeia a cascata de melanizacdo que produz intermediarios reativos com
potente acdo antimicrobiana (CHAROENSAPSRI et al., 2014; THONGSOI et al., 2024).

Paralelamente & resposta celular, o sistema imune humoral atua a partir da
producgdo de diversas moléculas efetoras. As lectinas, proteinas capazes de reconhecer
padroes moleculares especificos de patdgenos, desempenham papel crucial na
identificacdo inicial de ameacas (MA et al., 2007; LUO et al., 2011). Complementando
esta acdo, peptideos antimicrobianos como as penaeidinas e as crustinas atuam
diretamente na neutralizagdo de microrganismos, enquanto as lisozimas degradam
ativamente as paredes celulares bacterianas (KANG et al., 2007; ANTONY et al., 2011).
Além disso, ainda hd a producdo de armadilhas extracelulares, que sdo estruturas
complexas compostas por DNA e proteinas granulares que efetivamente capturam e

neutralizam os invasores.

2.5.2 Estresse oxidativo e defesas antioxidantes

Em condicGes de cultivo intensivo, os camardes estdo frequentemente expostos a
situacOes que podem levar ao estresse oxidativo, um desequilibrio que ocorre quando a
producdo de espécies reativas de oxigénio supera a capacidade do sistema antioxidante
(LUSHCHAK, 2011). Este fenbmeno pode ser desencadeado por diversos fatores,
incluindo variacOes bruscas de pardmetros ambientais como temperatura e salinidade,
presenca de poluentes na agua, deficiéncias nutricionais ou infecgdes patogénicas
(PARRILLA-TAYLOR etal., 2011; KARI et al., 2025).
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Para combater estas ameacas, 0s camarfes possuem sistema antioxidante
composto por multiplas linhas de defesa. No nivel enzimético, destacam-se a superoxido
dismutase, responsavel pela conversdo do anion superéxido em perdxido de hidrogénio
(FRIDOVICH, 1995; SHENG et al., 2014); a catalase e glutationa peroxidase que
transformam o peroxido de hidrogénio em &gua e oxigénio (WANG et al., 2012;
TRASVINA-ARENAS et al.,, 2013; XIA;: WU, 2018); e a glutationa-S-transferase,
envolvida na desintoxicacdo de compostos eletrofilicos (CONTRERAS-VERGARA et
al., 2007; ZHOU et al., 2009). Complementando esta acdo, um conjunto de antioxidantes
ndo enzimaticos, incluindo vitamina E, carotenoides e flavonoides, atuam na
neutralizacdo direta de radicais livres (HAN et al., 2012; TSOUPRAS et al., 2024).

A avaliacdo do estresse oxidativo em camardes é realizada a partir da medicao de
marcadores bioquimicos especificos. O malondialdeido, produto final da peroxidacao
lipidica, e as proteinas carboniladas, indicativas de dano oxidativo as estruturas proteicas,
sdo parametros frequentemente utilizados (DALLE-DONE et al., 2003). Pesquisas tém
demonstrado que estratégias nutricionais, como a suplementacdo vitaminica
(ASAIKKUTTI et al., 2023), extratos vegetais (CITARASU et al. 2006) e o6leos
essenciais (REVETER et al., 2014), podem melhorar significativamente a resisténcia dos
camarfes a patdgenos e estresses ambientais, reduzindo os danos oxidativos e
melhorando o desempenho zootécnico.

No contexto da H. illucens, é relevante destacar que a farinha das larvas apresenta
componentes com potencial modulador tanto do sistema imune quanto do sistema
antioxidante dos camardes. O &cido laurico, presente em quantidade significativa,
demonstra atividade antimicrobiana contra bactérias do género Vibrio (SPRANGHERS
et al., 2017). Simultaneamente, a quitina estimula a producdo de enzimas quitinoliticas
dos camardes e ativa as vias imunes especificas (PASCON et al., 2025), enquanto 0s
carotenoides naturais reforcam a capacidade antioxidante dos camarfes (WADE et al.,
2015; LING et al., 2025). Esta sinergia de efeitos, coloca a farinha de larvas da mosca-
soldado-negro como ingrediente promissor para formulacdes de racGes que visam o

crescimento, a saude e a resisténcia a doengas em sistemas de cultivo.
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2.6 Vibrioses na carcinicultura

As doencas bacterianas representam um dos principais desafios para a
sustentabilidade da carcinicultura mundial, com perdas econdmicas significativas que
podem atingir grande parte da producéo (EL-SAADONY et al., 2022). Entre os patdgenos
mais relevantes, destacam-se as bactérias do género Vibrio, particularmente V.
parahaemolyticus e V. harveyi, responsaveis por doengas como a Sindrome da Necrose
Hepatopancreatica Aguda (AHPND), anteriormente conhecida como Sindrome da
Mortalidade Precoce (TRAN et al., 2013; KARUNASAGAR et al., 2018). Estas
infecgBes sdo consideradas problemas cronicos na industria de cultivo de camardes,
manifestando-se principalmente na fase final de crescimento com sintomas caracteristicos
que incluem letargia, coloracdo avermelhada dos apéndices, alteracdes na coagulacédo da
hemolinfa, melanizacdo da cuticula e opacidade muscular (KEAWTHONG et a., 2023;
THUY et al., 2025).

2.6.1 Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus é uma bactéria Gram-negativa, halofilica, em forma de
bastonete, amplamente distribuida em regi6es costeiras de climas temperados e tropicais
(RIVAS-MONTANO et al., 2021). Sua patogenicidade esta associada a diversos fatores
de viruléncia, sendo os mais relevantes, a hemolisina termoestavel direta (TDH), que
provoca lise celular e danos teciduais (HONDA et al., 1992), a hemolisina termoestavel
relacionada (TRH), que atua como enterotoxina (WEST et al., 2013), e a urease (ureR),
gue compromete a barreira intestinal facilitando a colonizacao bacteriana (WANG et al.,
2015). Além disso, cepas patogénicas produzem a toxina PirAB, responsavel por lesdes
graves no hepatopancreas que levam a necrose tecidual e mortalidade em massa nos
cultivos (ZHENG et al., 2021; SANTOS et al., 2022).

A ecologia deste patdgeno esta intimamente ligada as condi¢cGes ambientais dos
viveiros de cultivo. Fatores como temperatura elevadas (acima de 30°C), pH alto (acima
de 8,0), baixa oxigenacdo e excesso de nutrientes criam condi¢cfes ideais para sua
proliferacio (BOONYAWANTANG et al., 2012; MAHIEDDINE et al., 2025). Estas

bactérias utilizam a quitina, componente abundante no exoesqueleto dos camardes, como
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fonte priméria de carbono (SOTO-RODRIGUES et al., 2015). Esta adaptacdo, somada a
sua versatilidade genética a partir de transferéncia horizontal de genes e altas taxas de
mutacdo, torna o controle desses patdgenos uma situacdo desafiadora (JOHNSON, 2013;
VANDEPUTTE et al., 2024).

O impacto econdmico do V. parahaemolyticus na carcinicultura foi evidenciado
pelos surtos ocorridos entre 2009 e 2013 na Asia e no México, que acarretaram em perdas
significativas na producdo, alcancando prejuizos de US$ 43 bilhdes (KUMAR et al.,
2021). Além dos prejuizos diretos a aquicultura, esta espécie tem importancia em saude
publica como um dos principais agentes de gastroenterite humana associada ao consumo
de pescado cru ou mal cozido (BROBERG et al.,, 2011), acrescentando um ponto
adicional aos desafios de seu controle.

A resisténcia antimicrobiana emergente entre as cepas de Vibrio representa uma
preocupacdo crescente (THAOTUMPITAK et al., 2024). O uso historico de antibioticos
na aquicultura, muitas vezes de forma indiscriminada, levou ao desenvolvimento de
resisténcia microbiana e a disseminacdo de genes de resisténcia entre populacGes
bacterianas (VAIYAPURI et al., 2021). Este cenario tem impulsionando a busca por
alternativas sustentaveis de controle, como o uso de probiodticos (BUTT et al., 2021,
ABDEL-LATIF et al., 2022), prebioticos (BARRIOS et al., 2023; EISSA et al., 2025) e
ingredientes alternativos como moduladores imunoldgicos, incluindo a farinha de H.
illucens (CHEN et al., 2023), que apresenta componentes com atividade antimicrobiana
comprovada contra Vibrio spp.

As estratégias de manejo para prevencdo de vibrioses devem considerar
abordagens integradas, incluindo o monitoramento rigoroso da qualidade da agua,
controle de densidades de estocagem, implementacdo de boas préaticas de biosseguranca
e o desenvolvimento de dietas funcionais que fortalecem a resisténcia dos camardes
(LIGHTNER etal., 2012; ZERMENO-CERVANTES et al., 2023; KARI, 2025). Medidas
como restricdo de acesso a areas afetadas, tratamento adequado de efluentes e suspenséo
da comercializagdo de lotes infectados sdo essenciais para conter surtos e minimizar
perdas econémicas.

A compreensdo aprofundada da ecologia, mecanismos de patogenicidade e
interacdes hospedeiro-patogeno de V. parahaemolyticus é fundamental para o

desenvolvimento das estratégias eficazes de controle que garantem a sustentabilidade da
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carcinicultura frente a este desafio sanitario. Pesquisas recentes tém explorado tanto
abordagens tradicionais, como a selecdo de linhagens de camarfes mais resistentes,
quanto inovagdes tecnoldgicas, incluindo enzimas especificas e moduladoras da
microbiota intestinal (WANG et al., 2019; ARCE et al., 2021; SOLER et al., 2025),
gerando novas perspectivas para 0 manejo sustentdvel desta importante patologia na
producéo de camardes.

2.7 Sustentabilidade ambiental e viabilidade econdmica da farinha de larvas de

Hermertia illucens na carcinicultura

A substituicdo da farinha de peixe por fontes proteicas alternativas representa um
dos maiores desafios para a sustentabilidade do setor, em funcdo do aumento da producéo
aquicola e pelo crescimento da demanda de racoes (FAO, 2024).

O potencial sustentvel da farinha de H. illucens é particularmente relevante
qguando considerada sua capacidade de converter residuos agroindustriais em biomassa
de alto valor nutricional, fechando ciclos de nutrientes que normalmente seriam
destinados a aterros ou corpos d’agua (LIU et al., 2022; BRUNO et al., 2025). Estas
caracteristicas posicionam a producdo de insetos como uma potencial fonte proteica
alternativa para a aquicultura, transformando subprodutos que representam passivos
ambientais em insumos valiosos para a producdo de alimentos. Além disso, o cultivo de
insetos requer significativamente menos agua que a producao de proteinas convencionais,
um aspecto crucial diante da crescente escassez hidrica (MIGLIETTA et al., 2015).

No entanto, os desafios econdmicos para ado¢do em larga escala permanecem
significativos, pois o custo de producdo da farinha de H. illucens ainda é superior ao da
farinha de peixe convencional. A farinha de larva de mosca-soldado-negro pode custar
US$ 2,0-3,0 por Kg, enquanto a farinha de peixe pode variar entre US$ 1,5/2,0 por Kg,
diferenca de precos atribuida principalmente a escala ainda limitada de producéo e aos
custos associados ao processamento pos-colheita (SOGARI et al., 2023). Esta disparidade
de custos representa importante barreira para adog¢do generalizada pela industria.

A analise custo-beneficio deve considerar fatores além do preco direto do
ingrediente. Estudos de ciclo de vida demonstram que quando internalizados 0s custos

ambientais associados & producdo de farinha de peixe (impactos sobre biodiversidade
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marinha, emissdes de carbono e eutrofizacdo), a farinha de insetos se torna competitiva
(SMETANA et al., 2016). Adicionalmente, os beneficios indiretos, como a reducdo na
incidéncia de doencas e melhoria na saide dos camardes, podem resultar em economias
significativas.

Do ponto de vista regulatério, a aprovacdo do uso de farinha de insetos na
aquicultura pela Unido Europeia em 2017 e posteriormente, por outros paises criou um
marco importante para a expansao deste mercado (Regulamento UE 2017/893; MEIJER
et al., 2025). O cenério regulatério brasileiro para o uso da farinha de insetos na
alimentacdo humana apresenta caracteristica peculiar, embora ndo exista proibi¢do ao
consumo de insetos por humanos, a auséncia de normativas especificas acaba limitando
sua producdo em escala industrial (SCHARDONG et al., 2019).

Contrastando com essa situacdo, 0 uso de insetos na alimentacao animal encontra
respaldo legal mais consolidado. O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
autoriza desde 2017 a utilizacdo de larvas processadas de Tenebrio molitor, Zophobas
morio e Hermetia illucens como ingredientes para racdao animal (MAPA, 2017).

Perspectivas futuras sugerem que a otimizacdo dos processos de producdo, o
aumento da escala produtiva e o desenvolvimento de cadeias logisticas deverao reduzir
significativamente os custos da farinha de insetos nos proximos anos (SMETANA et al.,
2016; AUZINS et al., 2024). Paralelamente, a valorizacdo de produtos aquicolas
certificados como sustentdveis no mercado internacional pode criar incentivos
econbmicos adicionais para adocdo desta tecnologia (MANCINI et al., 2022). A
combinacdo entre pressdes ambientais crescentes, avangos tecnolégicos e mudancas nas
preferéncias do mercado sugere que a farinha de larvas da mosca-soldado-negro esta a
desempenhar papel cada vez mais importante na nutricdo aquicola sustentavel,
representando solucdo viavel para o desafio de produzir mais proteina de qualidade com
menor impacto ambiental (DICKE, 2018).
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RESUMO

Este estudo investigou os efeitos da substituicdo de farinha de peixe (FP) por farinha de
larvas de Hermetia illucens (FLHI) na dieta sobre o desempenho zootécnico, composicao
proximal do musculo, contagem de Vibrio spp. no hepatopancreas e no intestino, e
composicdo da microbiota do género Vibrio nestes orgdos de Macrobrachium
amazonicum. Para isto, 240 camardes (1,02 + 0,13 g) foram alimentados com quatro
niveis de substituicdo da FP por FLHI: 0% (FLHIO), 12,5% (FLHI12), 25% (FLHI25) e
37,5% (FLHI37), com quatro réplicas em delineamento totalmente casualizado. O
experimento teve a duragdo de 75 dias. Ao término do experimento, observou-se que 0
tratamento com 25% de FLHI promoveu maior ganho de peso, ganho de peso percentual,
taxa de crescimento especifica, taxa de conversdo alimentar e taxa de eficiéncia proteica
em comparagdo ao grupo controle (p<0,05). N&o foram verificadas diferengas
significativas (p<0,05) na sobrevivéncia. A analise da composicéo corporal revelou maior
teor de proteina bruta no musculo no grupo FLHI25, enquanto o FLHI37 apresentou
maior teor de extrato etéreo. Ndo houve diferenca significativa (p<0,05) para a umidade
e a matéria mineral. Em relagdo & microbiota, a contagem de Vibrio spp. no
hepatopancreas e no intestino foi significativamente reduzida (p<0,05) no tratamento
FLHI37. A composi¢do de Vibrio foi modulada pela inclusdo de FLHI. No
hepatopancreas, observou-se aumento (p<0,05) na abundancia relativa de V.
proteolyticus e reducdo de V. mediterranei e V. aerogenes. No intestino, verificou-se
aumento (p<0,05) de V. proteolyticus e declinio de V. mediterranei e V. metschnikovii.
Desta forma, pode-se concluir que a substituicdo de FP por FLHI em 25% é viavel,
promovendo melhor desempenho e favorecendo a reducéo de Vibro em M. amazonicum.
Os resultados fornecem subsidios para futuras pesquisas sobre a utilizacdo de FLHI como

alternativa proteica na aquicultura.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, camardo de agua doce, farinha de insetos,

mosca-soldado-negro.
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1. Introducéo

A aquicultura vem se firmando como um setor essencial para a seguranca
alimentar global, com os crustaceos representando um dos grupos mais importantes deste
segmento. Em 2022, a producdo oriunda da aquicultura representou cerca de 52% de toda
producdo de organismos aquaticos e, no mesmo periodo, a carcinicultura de 4gua doce
produziu 600 mil toneladas (FAO, 2024), indicando ser uma atividade em crescimento e
importante para o setor aquicola.

Dentre as espécies de agua doce -cultivadas, o camardo-da-amazonia
(Macrobrachium amazonicum) destaca-se por sua ampla distribuicdo geografica,
ocorrendo naturalmente em bacias hidrograficas da América do Sul, desde a Venezuela
até o Paraguai (Coelho e Ramos-Porto, 1985), o que favorece a adaptacdo ao cultivo em
diversas regides. Esta espécie apresenta caracteristicas zootécnicas favoraveis ao cultivo,
como rapido crescimento, podendo atingir até 30 g e 16 cm (Moraes-Valenti; Valenti,
2010), além de boa aceitacdo comercial devido a sua textura mais firme e sabor mais
realcado em relacdo ao M. rosenbergii (Maciel; Valenti, 2009). Além disso, seu cultivo
em sistemas semi-intensivos, demonstra potencial, com densidades de estocagem de até
80 camardes/m? (Moraes-Valenti; Valenti, 2007).

No entanto, a intensificacé@o dos sistemas de produgdo tem aumentado a ocorréncia
de doencas, especialmente as bacterianas, com destaque para as vibrioses, que
representam uma das principais ameacas a carcinicultura mundial (Aguilera-Rivera et al.,
2019; Valente; Wan, 2021). Dentre as espécies de Vibrio mais relevantes que acometem
os camardes, destacam-se V. harveyi, V. parahaemolyticus e V. alginolyticus (Zhang et
al., 2020; Yin et al., 2022). Essas bactérias causam enfermidades como a necrose
hepatopancreatica aguda (AHPND), caracterizada por atrofia e degeneracdo dos tubulos
hepatopancreéticos, além da perda de células secretoras (Muthukrishnan et al., 2019; To
et al., 2020). Como o hepatopancreas é um 6rgéo vital para a digestdo e absorcao de
nutrientes, os impactos da doenca tornam-se ainda mais preocupantes.

M. amazonicum tem sido relatado como hospedeiro de cepas patogénicas
de Vibrio, incluindo V. cholerae, V. vulnificus e V. mimicus (Castelo-Branco et al., 2016),
microrganismos reconhecidos por seu potencial de viruléncia em aquicultura e saude

publica (Baker-Austin e Oliver, 2017; Li et al., 2019). Tais patdgenos representam um
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risco significativo, estando associados a surtos de mortalidade em cultivos de camaréo e
a casos de infecgdo humana por consumo de crustaceos contaminados (Roig et al., 2022;
Haque et al., 2023). Fatores como estressores ambientais, qualidade da dgua e, sobretudo,
deficiéncias nutricionais podem aumentar a susceptibilidade dos camardes a infeccOes
por Vibrio spp. (Bauer et al., 2020; Ko e Lee, 2024; He et al., 2025).

Nesse contexto, a busca por ingredientes alternativos em dietas para camardes tem
crescido em resposta a demanda por novas fontes proteicas na producéo de ragdes, com
énfase em fontes que combinem valor nutricional otimizado com propriedades
funcionais, como compostos bioativos e imunoestimulantes (Agboola et al., 2020;
Sanchez-Muros et al., 2020). A farinha de larvas da mosca-soldado-negro (Hermetia
illucens) emerge como uma alternativa promissora a farinha de peixe (Mohan et al.,
2022), ndo apenas devido ao seu elevado teor proteico (40-60% PB) e perfil equilibrado
de aminoacidos essenciais (Cummins-Jr et al., 2017), mas também por seus efeitos
imunomoduladores e anti-inflamatoérios (Chen et al., 2023; Chang et al., 2025). Estudos
indicam que sua inclusdo em dietas para Penaeus vannamei pode melhorar o desempenho
zootécnico (Richardson et al., 2021) e modular positivamente a microbiota intestinal,
favorecendo o aumento de bactérias benéficas, como Bacillus, e reduzindo a carga
de Vibrio (Chen et al., 2021). Adicionalmente, peptideos antimicrobianos (defensinas) e
acidos graxos de cadeia média (acidos laurico e miristico), presentes nas larvas de H.
illucens, demonstraram atividade inibitéria contra patdgenos, a exemplo de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (Van Moll et al.,
2022).

Apesar dos avangos na investigacdo da farinha de H. illucens em nutricdo de
camardes, seus efeitos sobre o crescimento e a microbiota de Vibrio em M.
amazonicum permanecem desconhecidos, caracterizando esta como a primeira avaliacdo
nessa espécie. Diante disso, objetivou-se avaliar 0 crescimento de M.
amazonicum alimentado com dietas contendo farinha de larvas de H. illucens, bem como

seus impactos na microbiota de Vibrio no hepatopéancreas e trato intestinal.
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2. Material e métodos

2.1 Nota ética

De acordo com a Lei 11.974 de 8 de outubro de 2008, da Constituicdo Federal
Brasileira, experimentos utilizando animais invertebrados n&o necessitam de submissao

e aprovacao na Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA).

2.2 Aclimatacdo dos camardes e condi¢Oes experimentais

Os camardes utilizados no estudo foram capturados no Rio Paraguacu (12° 32' 13"
Sul e 39° 04' 46" Oeste) por pescadores artesanais locais. A metodologia de captura dos
camardes em ambiente natural com posterior estudo experimental voltado a
alimentacdo/nutricdo foi previamente validada por Ettefaghdoost et al. (2025) para M.
nipponense.

Os animais foram transportados por aproximadamente 21 Km, em tanques com
agua e com aeracdo constante, ao Laboratério de Bercario e Maturacdo de Camardo da
UFRB. Estes foram aclimatados por 15 dias em tanques circulares de 1.500 L com sistema
de recirculacdo equipado com filtros fisico-bioldgicos e aeradores. Durante a aclimatacao,
os camardes foram alimentados com dieta comercial (Poti Guacu EXT Guabi® com 35%
de proteina bruta; PB) duas vezes ao dia, até a saciedade aparente

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, avaliando a
substituicdo de farinha de peixe (FP) por farinha de larvas de H. illucens (FLHI) nos
niveis de 0% (FLHI), 12,5% (FLHI12), 25% (FLHI25) e 37,5% (FLHI37), com quatro
repeticdes por tratamento. Cada unidade experimental consistiu em tanques circulares de
polietileno (100 L, &rea de fundo = 0,95 m?) povoados com 15 camardes (1,02 + 0,13 g).
O experimento teve duragéo de 75 dias, durante os quais os animais foram mantidos nas
mesmas condi¢Bes e alimentados com as dietas experimentais. Os parametros de
qualidade de 4gua foram mantidos na faixa 6tima para 0 M. amazonicum de acordo com
Moraes-Riodades et al. (2006). As medias foram de 26,96 + 0,43 °C para temperatura, de
7,35 + 0,03 para o pH e de 5,55 + 0,39 mg.L* para o oxigénio dissolvido. O experimento

foi realizado em agua doce.
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2.3 Dietas experimentais

A farinha de larvas da mosca-soldado-negro (FLHI) utilizada neste experimento
foi adquirida de um produtor no municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil. A
composicdo proximal da FP e da FLHI estdo descritas na Tabela 1. A dieta referéncia
(37% PB) foi formulada a fim de conter 40% de FP.

Tabela 1. Composicdo proximal da farinha de peixe e da farinha de larvas da mosca-

soldado-negro utilizadas no presente estudo.

Composicéo proximal (%)

Matéria-prima

MS PB EE MM
FP 90,2+04 56406 86+04 1026+05
FLHI 91,7+0,7 308+03 216+0,2 11,97+0,8

MS: Matéria seca; PB: Proteina bruta; EE: Extrato etéreo; MM: Matéria mineral.

As dietas foram preparadas com a moagem (malha de 80 um), pesagem e mistura
dos ingredientes até a homogeneidade. Todos os ingredientes foram pesados, misturados
com Oleo e agua destilada, e peletizados em pellets com 2,5 mm de diametro, utilizando
maquina de peletizacdo (Moedor de Carne Industrial Boca 300 kg/h BM20 Bermar,
Brasil). Os pellets foram secos em estufa de ventilagdo forcada a 55°C até a umidade
atingir 10% e posteriormente, armazenados a -20°C até o uso. As matérias-primas (FP e
FLHI) e as dietas foram analisadas de acordo com os métodos da AOAC (1990) quanto
a matéria seca (secagem a 105°C até peso constante), proteina bruta pelo método de
Kjeldahl, extrato etéreo (extracdo com éter de petréleo) e cinzas (queima em mufla a
550°C). A formulacdo e a composicdo das dietas estdo descritas na Tabela 2. Houve um
ajuste dos niveis do farelo de soja e amido com a substituicdo da FP pela FLHI, para que

as dietas fossem isoproteicas e isoenergeéticas.
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Tabela 2. Formulacéo e composicédo proximal das dietas experimentais.

Ingredientes (%) Dietas
FLHIO FLHI12 FLHI25 FLHI37

Farinha de peixe 40 35 30 25
Farelo de soja 35 37 39 42
Farinha de larvas da mosca-soldado-negro 0 5 10 15
Amido 16 14 12 9
Oleo de soja 1 1 1 1
Carboximetilcelulose 3 3 3 3
Premix vitaminico / mineral A 2 2 2 2
Fosfato bicalcico 2,7 2,7 2,7 2,7
Butil hidroxi tolueno 0,3 0,3 0,3 0,3

Composicao (%)
Matéria seca 90,05 90,16 90,32 90,54
Proteina bruta 37,73 37,45 37,17 37,34
Extrato etéreo 4,90 5,62 6,33 7,07
Cinzas 10,28 10,39 10,46 10,54
Energia (Kcal.Kg™) 4003 4017 4040 4082

AVitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina
B12, vitamina C, pantonato de célcio, niacina, acido folico, cloreto de colina, biotina, sulfato de cobre,
sulfato de ferro, sulfato de manganés, carbonato de cobalto, iodato de célcio, selenito de sédio, sulfato de
zinco, BHA, etoxiquina, acido citrico, inositol, diéxido de silicio, 6leo mineral. Vitamina A (min)
1000000.00 1U, vitamina D3 (min) 250000.00 1U, vitamina E (min) 12500.00 IU, vitamina K3 (min)
1250.00 mg, vitamina b1 (min) 1875.00 mg, vitamina B2 (min) 1875.00 mg, vitamina B6 (min) 1250.00
mg, vitamina B12 (min) 2500.00 mcg, vitamina C 300 mg, niacina (min) 10.00 g, &cido félico (min) 625.00
mg, biotina (min) 62.50 mg, colina (min) 50.00 g, cobre (min), ferro (min) 6250.00 mg, manganés (min)
1875.00 mg, cobalto (min) 12.50 mg, iodo (min) 62.50 mg, zinco (min) 6250.00 mg, selénio (min) 12.50
mg, inositol (min) 12.50 g.

2.4 Desempenho de crescimento

Ao final do experimento, todos os grupos forma mantidos sob jejum por 24 h.
Posteriormente, os camarfes foram contados e pesados para obtencdo dos dados de

crescimento. O crescimento dos camardes foi avaliado pelo ganho de peso (GP, g), taxa
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de crescimento especifica (TCE, %.dial), taxa de conversio alimentar (TCA), taxa de
eficiéncia proteica (TEP) e taxa de sobrevivéncia (S, %). Os célculos utilizados foram:
GP (g) = (peso final - peso inicial); TCE = ((InPF — InPI) / tempo) * 100; TCA = consumo
de racdo / ganho de peso; TEP = ganho de peso / ingestdo de proteina; S = (nUmero de

camardes ao final do experimento / numero de camar@es no inicio do experimento) * 100.

2.5 Composicdo corporal

Amostras do musculo dos camarfes (n = 7 por unidade experimental; pool
amostral) foram coletadas para determinacdo da composicdo proximal em triplicata,
conforme AOAC (1990). As amostras foram secas em estufa a 105°C até peso constante
para determinar a umidade (UM). A proteina bruta (PB) foi estimada pelo método de
Kjeldahl (N x 6,25). O extrato etéreo (EE) quantificado por extracdo com éter de petroleo.
A matéria mineral (MM) foi determinada pela queima das amostras secas em mufla a
550°C.

2.6 Contagem total e identificacdo de Vibrio no hepatopancreas e no intestino

Ao final do experimento, foram coletados o intestino e o hepatopancreas de cinco
camar@es por réplica. No Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Ambiental da
UFRB, as amostras foram diluidas sucessivamente (até 10°) em agua peptonada (0,1%)
e plagueadas no meio diferencial para Vibrio (agar TCBS; tiossulfato de sodio, citrato de
sodio, bile e sacarose) conforme metodologia de Silva et al. (2010). As placas foram
incubadas a 35°C por 24 h em estufa bacterioldgica, e as coldnias tipicas de Vibrio foram
contadas e expressas em unidade formadora de col6nia (UFC) por grama de amostra. A
identificacdo fenotipica dos isolados foi realizada usando a chave de identificagdo
proposta por Noguerola and Blanch (2008).

2.7 Andlise estatistica

Previamente, a normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias foram

testadas pelo teste de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Os dados foram



66

apresentados como média * desvio-padrdo. Foi assumido que os dados em percentagem
ndo possuem distribuicdo normal, por isso foram transformados em arcsen(N%). O
programa R (Versdo 2024.12.0) foi utilizado para realizar a analise dos resultados. Os
dados foram submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) unidirecional, seguida

pelo teste post-hoc de Tukey (p < 0,05).

3. Resultados

3.1 Desempenho

N&o foi observada diferenca estatistica (p>0,05) na taxa de sobrevivéncia dos
animais, que foi acima de 85%. Contudo, influéncia significativa (p<0,05) do
desempenho foi observada para o grupo FLHI25 (Tabela 3). Os camardes alimentados
com esta dieta obtiveram valores maiores para GP (g), GP (%), TCE, TCA e TEP em

comparacdo aos camardes alimentados com FLHIO.

Tabela 3. Desempenho de crescimento e utilizacdo de nutrientes dos camardes M.

amazonicum alimentados com as dietas testes por 75 dias.

_ Dietas
Variavel P-valor
FLHIO FLHI12 FLHI25 FLHI37

GP (g9) 3,31+0,07¢ 3,56+0,078 3,91+0,07*  3,69+0,078 <0,001
TCE (%.dia)  1,46+0,028  1,52+0,02*®  1,59+0,02*  1,55+0,02°8 <0,001
TCA 2,43+0,04% 2,26+0,04°B  2,06+0,04° 2,18+0,048C <0,001
TEP 1,11+0,028  1,20+0,02°B  1,31+0,02* 1,24+0,02°B <0,001

S (%) 86,7+0,04 85,0+0,04 88,3+0,04 86,7+0,04 0,94

Diferentes letras sobrescritas na mesma linha indicam diferenca estatistica pela ANOVA e teste post-hoc

de Tukey (nivel de significancia p < 0,05). Os resultados estdo expressos em média * erro padrdo da média.

3.2 Composicao corporal

Conforme apresentado na Tabela 4, os camardes alimentados com a dieta FLHI25
apresentaram maior teor de proteina bruta no musculo, diferindo significativamente

(p<0,05) das demais dietas. O extrato etéreo aumentou (p<0,05) com a inclusao de FLHI,
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atingindo o valor mais elevado na dieta FLHI37. A umidade e a matéria mineral ndo

variaram significativamente entre os tratamentos (p>0,05).

Tabela 4. Composicdo proximal do musculo (abdémen) de M. amazonicum alimentado

com as dietas testes por 75 dias.

_ Dietas
Variavel (%0) P-valor
FLHIO FLHI12 FLHI25 FLHI37
UM 82,07£0,31 82,27+0,31 82,34+0,31 82,15+0,31 0,92
PB 62,75+0,33° 64,14+0,33% 66,35+0,33" 64,29+0,33% <0,001
EE 7,38+0,31°  8,43+0,31¢ 9,09+0,31® 9,86+0,31* <0,001
MM 5,05+0,14 5,21+0,14 4,98+0,14 5,13+0,14 0,65

Diferentes letras sobrescritas na mesma linha indicam diferenca estatistica pela ANOVA e teste post-hoc
de Tukey (nivel de significancia p < 0,05). Valores de PB, EE e MM expressos em base seca. Os resultados

estdo expressos em media + erro padrdo da média.

3.3 Contagem total e identificacdo de Vibrio no hepatopancreas e no intestino

Os camardes alimentados com FLHI37 apresentaram menor contagem total de
Vibrio no hepatopancreas em relacédo aos grupos FLHI25, FLHI12 e FLHIO (Figura 1).
N&o héa diferenca significativa para a contagem total entre FLHI12 E FLHI25 (p>0,05),
porém estes grupos diferem do grupo FLHIO (p<0,05). A contagem total de Vibrio no
intestino também foi menor para os camar@es alimentados com FLHI37 e FLHI25 quando

comparados ao grupo controle FLHIO (p<0,05).
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Figura 1. Contagem total de Vibrio spp. do hepatopancreas e intestino de M. amazonicum
alimentados com as dietas testes durante 75 dias. Os valores estdo expressos em logaritmo
(logio). Barras representam média + erro padrdo da media. Letras distintas indicam
diferenca estatistica pela ANOVA e teste post-hoc de Tukey (nivel de significancia

p<0,05). Hepatopancreas: P-valor < 0,001; Intestino: P-valor = 0,002.

A composicdo microbiana de Vibrio no hepatopéancreas e no intestino de M.
amazonicum apoés o periodo de alimentacdo com FLHI foi alterada (Figuras 2 e 3). No
hepatopancreas, houve a reducdo da abundancia relativa de V. mediterranei e V.
aerogenes do grupo FLHI37 em relagdo ao grupo FLHIO, enquanto ocorreu o aumento
de V. proteolyticus e de Vibrio spp. para os mesmos grupos (p<0,05). J& para o intestino,
ocorreu a reducdo da abundancia relativa de V. mediterranei e V. metschnikovii do grupo
FLHI37 em relagdo ao grupo FLHIO, enquanto a abundéncia de V. proteolyticus e Vibrio

spp. aumentou (p<0,05).
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Figura 2. Comparacdo da abundancia relativa hepatopancreatica de Vibrio em M.
amazonicum alimentado com diferentes dietas contendo FLHI. Letras distintas com cores
iguais indicam diferenca estatistica pela ANOVA e teste post-hoc de Tukey (nivel de

significancia p<0,05).
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Figura 3. Comparacdo da abundancia relativa intestinal de Vibrio em M. amazonicum
alimentado com diferentes dietas contendo FLHI. Letras distintas com cores iguais
indicam diferenca estatistica pela ANOVA e teste post-hoc de Tukey (nivel de

significancia p<0,05).

4. Discussao

Os camardes alimentados com 25% de FLHI apresentaram melhor de ganho de
peso, taxa de crescimento especifica, eficiéncia proteica, conversdo alimentar em relacdo
aos camardes do grupo controle. Poucos estudos na literatura relatam o uso de FLHI na
alimentacdo de camarfes, mas 0 uso da farinha de insetos para peixes tem sido muito
pesquisado. Algumas espécies de peixes possuem limitacdo no crescimento quando
alimentadas com altas concentracdes de farinha de insetos devido a concentracdo de
quitina (Finke, 2007; Fisher et al., 2020), a exemplo do bagre-africano (Clarias
gariepinus) (Ng et al., 2001), pregado (Psetta maxima) (Kroeckel et al., 2012) e tilapia
(Oreochromis sp.) (Munguti et al., 2025). Contudo, camardes do género Macrobrachium
sd0 onivoros € no ambiente natural consomem insetos aquaticos. Segundo D’ Abramo e
New (2010), estes camardes tem facilidade na digestdo destes ingredientes devido a
producédo de quitinase. Esta enzima é capaz de degradar esse polissacarideo nitrogenado,

impedindo que este se complexe com as proteinas dos insetos tornando-as menos
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disponiveis e impedindo a sua absor¢do (Lindsay et al., 1984; Karlsen et al., 2015). Essa
informacdo pode explicar a diferenca no desempenho de camardes alimentados com 25%
de substituicdo da farinha de peixes pela FLHI. O perfil de aminoacidos limitantes é
outro fator que favorece a substituicdio da FP pela FLHI. Barroso et al. (2014)
descreveram os niveis de arginina (8,24%), lisina (7,6%) e metionina (1,5%) para larvas
da mosca-soldado-negro. Estudos com farinha de insetos sdo escassos para M.
amazonicum, entretanto ja foram realizados com outras espéecies de camardo com niveis
préximos ao do presente estudo. Richardson et al. (2021) substituindo aproximadamente
30% da FP por FLHI em dietas para pés-larvas de P. vannamei verificaram que a
substituicdo resultou em crescimento significativamente maior nos camardes em relagéo
ao grupo controle, sem afetar a sobrevivéncia. Entretanto, Chen et al. (2021) ao
substituirem 30% de FP por FLHI para juvenis de P. vannamei encontraram reducéo
significativa do ganho de peso e taxa de crescimento especifica em relacdo ao grupo
controle. Em estudo com M. rosenbergii, Zarantoniello et al. (2023) demonstraram que a
substituicdo da FP por FLHI em 20% néo afetou negativamente o crescimento e a taxa de
sobrevivéncia. Estes achados corroboram com o presente estudo e indicam que a mosca-
soldado-negro é uma alternativa adequada para desempenho de crescimento em
camardes.

Os resultados demonstraram que a substituigdo de 25% da FP por FLHI promoveu
melhorias significativas na composicdo proximal do musculo de M. amazonicum, em
especial no teor de proteina bruta. Este incremento proteico esta alinhado aos resultados
de desempenho zootécnico. O aumento progressivo no teor de extrato etéreo muscular,
demonstra clara relagdo dose-resposta a inclusdo de FLHI na dieta. Este padrdo de
acumulo lipidico, também observado para P. vannamei por Wang et al. (2021), sugere
que camardes apresentam a capacidade limitada de metabolizar lipidios quando a incluséo
de FLHI ultrapassa 25%. Apesar deste aumento, os teores de umidade e matéria mineral
mantiveram-se estaveis em todos o0s tratamentos.

A farinha de larvas da mosca-soldado-negro além de melhorar o desempenho de
crescimento foi capaz de reduzir significativamente a carga microbiana de Vibrio no
hepatopéncreas e intestino do camardo-da-amazoOnia, além de alterar a abundancia
relativa de espécies de Vibrio nos mesmos 6rgdos. A reducdo significativa da carga de

Vibrio no presente estudo pode estar atribuida ao fato da FLHI ser rica em peptideos
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antimicrobianos (AMP’s) que tem potencial de inibi¢do de crescimento de bactérias
patogénicas, incluindo espécies de Vibrio, sem acarretar em resisténcia microbiana (Xia
et al., 2021; Zhang et al., 2024). Os mecanismos de resisténcia bacteriana a peptideos
antimicrobianos podem incluir modificagdes na membrana celular (Epand e Vogel,
1999), producao de enzimas que inativam os AMP’s (Wright, 2005; Nadeem et al., 2020)
e efluxo de AMP’s a partir de bombas e formagdo de filmes que dificultam a penetragéo
dos AMP’s nas células bacterianas (Li et al., 2012). Contudo, Zhang et al. (2022)
relataram a eficiéncia de peptideos antimicrobianos derivados da mosca-soldado-negro
em inibir V. parahaemolyticus in vitro e in vivo. Estudos anteriores também
demonstraram o efeito de larvas da mosca-soldado-negro como potencial inibidor de
Vibrio em crustaceos como, por exemplo, Keetanon et al. (2024) ao utilizarem entre 5%
e 10% de FLHI em dietas para P. vannamei, encontraram reducdo hepatopancreatica e
intestinal para Vibrio. He et al. (2022) ao utilizarem larvas frescas da mosca-soldado-
negro em até 50% na dieta observaram reducdo da carga intestinal de Vibrio em
aproximadamente 17%. Chen et al. (2021) também ao substituirem entre 10% e 30% da
FP pela FLHI para P. vannamei encontraram reducdo na carga intestinal de Vibrio e
aumento de bactérias benéficas a sadde intestinal, como Bacillus e Pseudoalteromonas.

A microbiota do hepatopancreas e do intestino tém significativo efeito no
crescimento, salde e sobrevivéncia dos camardes, pois auxiliam na digestdo, protecdo
contra patdgenos e reducado do estresse (Chen et al., 2017; Dong et al., 2021; Chang et al.,
2023). Até o momento ndo ha estudos que avaliem o efeito da FLHI na microbiota
hepatopancreética e intestinal do camardo-da-amazonia. Entretanto, é conhecido o efeito
para o salmdo do Atlantico (Salmo salar) (Weththasinghe et al., 2022), truta-arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) (Drosdowech et al., 2024), lagostim marrom liso (Cherax cainii)
(Foysal et al., 2019), dourada prateada (Pagrus major) (Oktay et al., 2024), camardo-
branco-do-pacifico (P. vannamei) (He et al., 2022), dentre outras espécies.

No presente estudo o aumento da inclusdo da FLHI acarretou na reducdo da
abundancia relativa de V. mediterranei e V. aerogenes no hepatopancreas, e de V.
mediterranei e V. metschnikovii no intestino dos camardes. Ainda que as espécies mais
conhecidas como patdgenos para camardes sejam V. parahaemolyticus (Raja et al., 2017;
Bachand et al., 2020) e V. harveyi (Jayasree et al., 2006; Zhang et al., 2020), espécies

como V. mediterranei e V. metschnikovii ja foram relatadas como potenciais patdgenos
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para organismos aquaticos (De La Pefia et al., 2001; Elhadi et al., 2004; Fan et al., 2023),
podendo ser veiculados ao ser humano por meio da cadeia alimentar (Linde et al., 2004;
Cao et al., 2010). A reducdo da abundéncia relativa de algumas espécies de Vibrio em M.
amazonicum esta associada ao aumento da abundéancia de V. proteolyticus. Esta, € uma
espécie conhecida por sua capacidade em produzir quitinase, uma enzima que decompde
a quitina, importante componente do exoesqueleto de crusticeos e insetos (Kaya et al.,
2014; Mohan et al., 2020; Triunfo et al., 2021). Assim, 0 aumento da inclusdo da FLHI
aumentou consequentemente a concentracdo de quitina nas dietas. Entre as quitinases
produzidas por V. proteolyticus, a quitinase endoativa denominada quitinase A exibe alta
atividade quitinolitica (Itoi et al., 2007), em especial na estrutura cristalina da a-quitina,
derivada de artropodes. Adicionalmente, o dominio C-terminal da quitinase A demonstra
ser importante para a expressao de sua atividade enzimatica frente a substratos de quitina
insoltvel. A quitina da mosca-soldado-negro ¢ predominantemente a-quitina, conhecida
por sua estabilidade e integridade estrutural (Purkayastha e Sarkar, 2019; Soetemans et
al., 2020; Wang et al., 2020) e a quitinase A produzida pelo V. proteolyticus é capaz de
degrada-la. Outro fator relevante que pode ter influenciado no aumento da abundancia de
V. proteolyticus em detrimento as outras espécies de Vibrio € a capacidade da espécie em
produzir proteases extracelulares como vibriolisinas e colegenases (Sonoda et al., 2009;
Miyoshi, 2013) que além de auxiliar na aquisicdo de nutrientes, fornece vantagem
competitiva ao degradar tecidos e matrizes extracelulares, promovendo assim a

disseminacéo e colonizacao bacteriana.

5. Concluséo

A substituicdo em 25% da FP pela FLHI favorece o crescimento dos camarfes
quando comparados ao grupo controle. Além disso, a FLHI pode ser capaz de reduzir
significativamente a carga microbiana total de Vibrio no hepatopancreas e intestino.
Nossos resultados podem ser relevantes para embasar o uso de farinha de larvas da mosca-
soldado-negro na alimentagdo M. amazonicum, em especial para avaliacdo futura do

efeito de farinhas desengorduradas e desquitinisadas.
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RESUMO

Este estudo avaliou os efeitos da substituicdo da farinha de peixe (FP) por farinha de
larvas da mosca-soldado-negro (FLHI) em dietas para 0 Macrobrachium amazonicum,
durante 60 dias, analisando desempenho zootécnico, atividade de enzimas digestivas,
preferéncia alimentar e resisténcia ao Vibrio parahaemolyticus. Quatro dietas
experimentais (0%, 12,5%, 25% e 37,5% de substituicdo) foram testadas em
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticbes cada. Os resultados
demonstraram que a incluséo de 25% de FLHI proporcionou o melhor desempenho
(p<0,05), com resultados superiores de ganho de peso e taxa de conversédo alimentar, em
relacdo ao controle. A atividade de proteases alcalinas e tripsina foi maximizada no
tratamento com 25% de substituicdo, enquanto a lipase aumentou com a inclusdo de
FLHI. No desafio bacteriano, o grupo com 25% de substituicdo apresentou maior
sobrevivéncia, melhores niveis de estresse oxidativo (MDA, CAT e GSH) e melhor
resposta a infeccdo em comparacao ao controle (P<0,05). Em um segundo experimento,
para avaliar a preferéncia alimentar durante 15 dias, os camarbes preferiram
significativamente (p<0,05) a dieta com 25% de substituicdo em relagdo ao controle.
Conclui-se que a substituigdo de 25% da FP por FLHI otimiza o crescimento, a atividade
de enzimas digestivas e a resisténcia ao V. parahaemolyticus, sendo uma alternativa

viavel para a aquicultura.

Palavras-chave: camardo de &gua doce, farinha de insetos, mosca-soldado-negro,

proteina.
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1. Introducéo

A aquicultura é um dos setores de producdo de alimentos que mais cresce
globalmente, desempenhando papel crucial na seguranca alimentar e nutricional. No
entanto, sua expansdo sustentavel enfrenta o desafio critico da dependéncia de fontes
tradicionais de proteina, como a farinha de peixe, cuja producdo depende de recursos
pesqueiros finitos e estd associada a impactos ambientais significativos, como a
sobrepesca (FAO, 2024). A busca por alternativas proteicas sustentaveis tem se
intensificado, com destaque para os insetos, que apresentam alto valor nutricional,
eficiéncia na conversdo alimentar e potencial para producdo a partir de residuos organicos
(Sanchez-Muros et al., 2014; Nogales-Mérida et al., 2018; Shah et al., 2022).

Dentre as espécies de insetos com maior potencial para a aquicultura, a mosca-
soldado-negro (Hermetia illucens) se destaca devido ao seu rapido ciclo de vida, elevados
teores de proteina bruta com perfil balanceado de aminoacidos essenciais, além da
presenca de &cidos-graxos poli-instaurados e compostos bioativos (Liu et al., 2017;
Ahmed et al., 2023). A farinha de larvas da mosca-soldado-negro tem sido testada com
sucesso em dietas para peixes e camardes, mostrando resultados promissores em termos
de desempenho zootécnico (Novriadi et al., 2023; Mahato et al., 2024).

Macrobrachium amazonicum é uma espécie nativa da América do Sul com grande
importancia econdmica e ecoldgica, amplamente distribuida no Brasil devido a sua
adaptabilidade (Maciel e Valenti, 2009). Sua nutricdo proteica, tradicionalmente baseada
em racgdes com altos teores de farinha de peixe (Moraes-Valenti e Valenti, 2010), pode
ser otimizada com a inclusdo de ingredientes alternativos, desde que mantenham ou
aumentem o desempenho zootécnico e melhorem a saude dos camardes. Estudos indicam
que a substituicdo parcial da farinha de peixe por farinha de larvas da mosca-soldado-
negro pode aumentar o crescimento dos camardes (Cummins-Jr et al., 2017; Novriadi et
al., 2023), entanto, sua aplicacdo na dieta do Macrobrachium amazonicum, ainda carece
de estudos detalhados, especialmente para avaliar o crescimento e o perfil de enzimas
digestivas.

Além do desempenho zootécnico, a atividade de enzimas digestivas & um
parametro crucial para avaliar a eficacia de dietas alternativas. Dietas desbalanceadas

podem levar a alteracBes enzimaéticas, afetando o crescimento e a salde dos animais.



88

Portanto, entender como a farinha de larvas da mosca-soldado-negro modula essas
enzimas é essencial para o desenvolvimento de dietas eficientes e sustentaveis (ISLAM
etal., 2024).

A capacidade da farinha de larvas da mosca-soldado-negro de modular a resposta
imune de M. amazonicum, especialmente frente a desafios bacterianos como Vibrio
parahaemolyticus, um patégeno de grande relevancia na carcinicultura (Zhang et al.,
2021; Chang et al., 2023), ainda ndo havia sido investigada antes do presente estudo. A
presenca de compostos bioativos na farinha de larvas da mosca-soldado-negro, como a
quitina e peptideos antimicrobianos, pode potencialmente fortalecer as defesas
antioxidantes (via aumento da atividade de catalase e glutationa) e aumentar a
sobrevivéncia pés infeccdo (Lu et al., 2022; Praseatsook et al., 2025).

Neste contexto, no presente estudo foi objetivado avaliar os efeitos da substituicdo
da farinha de peixe por farinha de larvas da mosca-soldado-negro no desempenho
zootécnico, na atividade de enzimas digestivas, na preferéncia alimentar e na resisténcia

de M. amazonicum ao V. parahaemolyticus.

2. Material e Métodos

2.1 Nota ética

De acordo com a Lei 11.974 de 8 de outubro de 2008, da Constituicdo Federal
Brasileira, experimentos utilizando animais invertebrados ndo necessitam de submissao

e aprovagio na Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA).

2.2 Condicdes gerais e delineamento experimental

O experimento foi conduzido na Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
(UFRB), utilizando as instala¢bes do Laboratdrio Bergario de Manutencdo de Camarao e
do Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Ambiental. Exemplares de M.
amazonicum foram pescados no Rio Paraguacu (12°32'13"S, 39°04'46"W) por
pescadores artesanais e transportados até a universidade (21 Km). Antes do inicio do

experimento, estes foram submetidos a 15 dias de aclimatacdo em tanques de 1.500 litros
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com sistema de recirculagdo com filtragem bioldgica e aeracdo. Durante este periodo, 0s
organismos foram alimentados duas vezes ao dia (09n00 e 17h00) com ragdo comercial
(Poti Guacu EXT Guabi®, 35% PB) até saciedade aparente.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, avaliando a
substituicdo de farinha de peixe (FP) por farinha de larvas de H. illucens (FLHI) na
porcentagem de 0% (FLHIO0), 12,5% (FLHI12), 25% (FLHI25) e 37,5% (FLHI37), com
cinco repeti¢bes por tratamento. Antes dos camardes serem distribuidos nas unidades
experimentais, estes foram submetidos a jejum por 24 horas. Cada unidade experimental
consistiu em tanques circulares de polietileno (100 L, area de fundo = 0,95 m?) povoados
com 20 camardes (peso inicial 1,13 + 0,22 g). O experimento teve duragéo de 60 dias,
durante os quais os animais foram mantidos nas mesmas condi¢es e alimentados com as
dietas experimentais. Os parametros de qualidade de agua (temperatura: 26,41 £ 0,29 °C;
oxigénio dissolvido: 5,36 + 0,48 mg.L*; pH: 7,40 + 0,05) foram monitorados e mantidos
dentro das faixas adequadas para a espécie, conforme estabelecido por Moraes-Riodades

et al. (2006). O experimento foi executado em agua doce.

2.3 Alimentacéo e dietas experimentais

A farinha de larvas da mosca-soldado-negro (FLHI) utilizada neste estudo foi
adquirida de um produtor do municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil. A analise da
composicao proximal da FLHI e da FP foram analisadas conforme AOAC (1990) (Tabela
1). A dieta controle foi formulada contendo 40% de farinha de peixe (FP), com teor
proteico de 37%.

Tabela 1. Composicdo proximal da farinha de peixe e da farinha de larvas da mosca-

soldado-negro utilizadas no presente estudo.

Composicao proximal (%)

Matéria-prima

MS PB EE MM
FP 90,2+04 56406 86+04 10,26%05
FLHI 91,7+0,7 308+03 216+0,2 1197%0,8

MS: Matéria seca; PB: Proteina bruta; EE: Extrato etéreo; MM: Matéria mineral.
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Para o preparo das dietas experimentais, os ingredientes foram inicialmente
moidos (malha de 80 um), pesados e homogeneizados com adi¢do de Oleo e agua
destilada. Posteriormente, a mistura foi peletizada em peletizadora adaptada (Moedor de
Carne Industrial Boca 300 kg/h BM20 Bermar, Brasil), e obtendo pellets com didametro
uniforme de 2,5 mm. Os pellets foram secos em estufa de ventilagdo forcada (55°C) até
atingirem 10% de umidade e, posteriormente, armazenados a -20°C até o momento do
uso.

A composicdo centesimal das dietas foi realizada conforme metodologias
padronizadas pela AOAC (1990), determinando-se os teores de matéria seca, proteina
bruta (método de Kjeldahl), extrato etéreo e cinzas (Tabela 2).
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Tabela 2. Formulacéo e composigédo proximal das dietas experimentais.

Ingredientes (%) Dietas
FLHIO FLHI12 FLHI25 FLHI37
Farinha de peixe 40 35 30 25
Farelo de soja 35 37 39 42
Farinha de larvas da mosca-soldado-negro 0 5 10 15
Amido 16 14 12 9
Oleo de soja 1 1 1 1
Carboximetilcelulose 3 3 3 3
Premix vitaminico / mineral A 2 2 2 2
Fosfato bicalcico 2,7 2,7 2,7 2,7
Butil hidroxi tolueno 0,3 0,3 0,3 0,3
Composicgdo Nutricional (%)

Matéria seca 90,05 90,16 90,32 90,54
Proteina bruta 37,73 37,45 37,17 37,34
Extrato etéreo 4,90 5,62 6,33 7,07
Cinzas 10,28 10,39 10,46 10,54
Energia (Kcal.Kg™) 4003 4017 4040 4082

AVitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina
B12, vitamina C, pantonato de célcio, niacina, acido folico, cloreto de colina, biotina, sulfato de cobre,
sulfato de ferro, sulfato de manganés, carbonato de cobalto, iodato de célcio, selenito de sédio, sulfato de
zinco, BHA, etoxiquina, acido citrico, inositol, diéxido de silicio, 6leo mineral. Vitamina A (min)
1000000.00 1U, vitamina D3 (min) 250000.00 1U, vitamina E (min) 12500.00 IU, vitamina K3 (min)
1250.00 mg, vitamina b1 (min) 1875.00 mg, vitamina B2 (min) 1875.00 mg, vitamina B6 (min) 1250.00
mg, vitamina B12 (min) 2500.00 mcg, vitamina C 300 mg, niacina (min) 10.00 g, &cido félico (min) 625.00
mg, biotina (min) 62.50 mg, colina (min) 50.00 g, cobre (min), ferro (min) 6250.00 mg, manganés (min)
1875.00 mg, cobalto (min) 12.50 mg, iodo (min) 62.50 mg, zinco (min) 6250.00 mg, selénio (min) 12.50
mg, inositol (min) 12.50 g.

2.4 Desempenho zootécnico

Ao término do periodo experimental, os camardes foram submetidos ao jejum de

24 horas para esvaziamento do trato digestorio. Posteriormente, foram contados e pesados
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individualmente para avaliacdo dos pardmetros zootécnicos. O desempenho foi avaliado
com base nos seguintes indicadores: ganho de peso (GP, g), taxa de crescimento
especifica (TCE, %.diat), taxa de converséo alimentar (TCA), taxa de eficiéncia proteica
(TEP) e taxa de sobrevivéncia (S, %). Os calculos utilizados foram: GP (g) = (peso final
- peso inicial); TCE = ((InPF — InPI) / tempo) * 100; TCA = consumo de ragdo / ganho
de peso; TEP = ganho de peso / ingestdo de proteina; S = (hUmero de camardes ao final

do experimento / nUmero de camardes no inicio do experimento) * 100.

2.5 Preparo dos extratos brutos para analises de enzimas digestivas

Ao final do periodo experimental, amostras de hepatopancreas de cinco camardes
(por unidade experimental) foram coletadas de forma aleatoria e armazenadas a -80°C
para obtencdo dos extratos brutos. Posteriormente, os oOrgdos foram pesados e
homogeneizados (40 mg de tecido para 1 mL tampéo Tris-HCI 0,1M pH 8,0) utilizando
homogeneizador (IKA RW-20, Staufen, Alemanha). O homogeneizado foi centrifugado
a 8.000 rpm por 10 minutos a 4°C para remocao de restos celulares e nucleotideos. Logo
apos, o0 sobrenadante (extrato bruto) foi congelado a -20°C para realizacdo dos ensaios
enzimaticos (Santos et al., 2013). A concentracdo de proteina dos extratos brutos foi
determinada conforme Bradford (1976) usando albumina sérica bovina como padréo.

2.6 Atividade de proteases alcalinas

A atividade das proteases alcalinas foi quantificada de acordo com Bezerra et al.
(2005). Na qual 1% (p/v) de azocaseina foi preparada em tampao Tris-HCI 0,1M pH 8,0
e incubada com 30uL de extrato bruto por 60 minutos a 25°C. Em seguida, 240 pL de
acido tricloroacético a 10% (p/v) foram adicionados para interromper a reacdo. Apos 15
minutos, as amostras foram centrifugadas a 8000 rpm por 5 minutos. Em uma microplaca,
70 pL de sobrenadante foram adicionados a 140 uL de NaOH 1M. A absorbancia das
amostras foi lida a 450 nm utilizando um espectrofotdmetro de microplaca (Bio-Rad
xMark, Hercules CA, EUA). Os brancos foram preparados usando Tris-HCI 0,1M pH 8,0
e 0s ensaios foram realizados em triplicata. Uma unidade de atividade enzimética (U) foi
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definida como a quantidade de enzima que hidrolisa a azocaseina produzindo uma
mudanga de 0,001 em absorbéncia por minuto por miligrama de proteina.

2.7 Atividade de tripsina, quimotripsina e leucina aminopeptidase

A atividade de tripsina foi determinada a partir da adaptacdo de Buarque et al.
(2009) utilizando como substrato BApNA 8,0 mM (Na-benzoil-DL-arginina-p-
nitroanilida) na concentracdo final de 1,2 mM diluido em dimetilsulfoxido (DMSO).
Extratos brutos (30 pL) foram incubados com 30 pL de substrato BApNA e 140 pL de
tampéo Tris-HCI 0,1M pH8,0 por 15 minutos. A absorbéncia foi medida a 405 nm e os
brancos foram preparados com tampdo Tris-HCI 0,1M pH 8,0. A atividade de
quimotripsina foi medida utilizando N-succinil-L-fenilalanina-p-nitroanilida (Suc-Phe-p-
Nan) e de leucina aminopeptidase foi determinada utilizando leucina-p-nitroanilida (Leu-
p-Nan) como substratos especificos (Bezerra et al., 2005), seguindo 0S mesmos
procedimentos da atividade de tripsina.

Os ensaios foram realizados em triplicata e uma unidade de atividade enzimatica
(U) foi definida como a quantidade de enzima necesséaria para liberar 1 pumol de p-
nitroanilina por minuto. A atividade especifica da enzima se refere a U por miligramas de

proteina.

2.8 Atividade de lipase

A atividade de lipase foi determinada a partir da adaptagédo de Aryee et al. (2007)
com p-nitrofenil palmitato (p-NPP) (8,0 mM) dissolvido em 10% de isopropanol (solucéo
estoque do substrato). A solucéo de trabalho do substrato foi preparada dissolvendo 1 mL
da solugéo estoque em 9 mL de Tris-HCI (50 mM) com 0,4% de Tween 80 (p/v) e 0,1%
de goma arabica (p/v) pH 8,0. A hidrolise do p-NPP foi medida a 405 nm apos 20 minutos
de reacdo. Os ensaios foram realizados em triplicata com a adic¢do de 30 pL do extrato
bruto a 27 pL de solucdo de trabalho do substrato. Os brancos foram preparados
semelhantes as analises anteriores. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida
como a quantidade de enzima que catalisa a hidrolise de um pmol de p-nitrofenol (p-NP)

por minuto por miligramas de proteina.
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2.9 Atividade de amilase

A atividade de amilase foi determinada seguindo o método do 4cido
dinitrossalicilico (DNSA) usando 2% de amido soltvel (m/v) como substrato (Bernfeld,
1955). Os ensaios foram realizados em 0,125 mL de tampé&o fosfato de sodio (50 mM pH
7,0) em que 0,025 mL de extrato bruto e 0,125 mL de substrato foram adicionados por 10
minutos a 37°C. Em seguida, a mistura foi incubada em tubos de microcentrifuga de 1,5
mL com 0,1 mL de reagente DNSA por 10 minutos em agua fervente (~90 e 100°C).
Entdo, 0,1 mL da mistura da reagéo foi coletada e a absorbancia foi lida a 570 nm. Para
determinacéo da atividade de amilase, uma curva padrdo de concentragdes crescentes de
maltose foi gerada. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 pg de maltose por minuto por miligrama de

proteina.

2.10 Niveis séricos da hemolinfa

Antes do desafio experimental, sete camarfes, e ao final (individuos
sobreviventes), a hemolinfa foi coletada do seio ventral do primeiro pledmero, de todas
as unidades experimentais. Para a coleta, foi utilizado uma seringa estéril de 1 mL
acoplada a uma agulha hipodérmica de 2 mm de didmetro. Esta foi previamente tratada
com anticoagulante (EDTA 10%) e mantida a 4°C para evitar alteracbes metabdlicas.

Apos a coleta, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos para
separacdo do plasma, que foi imediatamente armazenado a -20°C até a andlise
bioquimica. Os niveis plasmaticos de proteina total (g.dL™), glicose (mg.dL™Y), colesterol
total (mg.dL™) e triglicerideos (mg.dL™?) foram obtidos em analisador biogquimico
semiautomético (MedMax — MaxBio Touch®) utilizando kits enziméticos colorimétricos

(Vida Biotecnologia®) especificos para cada parametro.

2.11 Marcadores de estresse oxidativo

Os extratos brutos utilizados para analises dos marcadores de estresse oxidativo

foram os mesmo preparados anteriormente para analises das enzimas digestivas. Foram
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analisados os marcadores de estresse oxidativo antes e apds o desafio bacteriano para
verificagdo do efeito das dietas na condicdo fisioldgica dos animais. Foram realizadas
analises para quantificacdo de MDA (malondialdeido), CAT (catalase) e GSH (glutationa
reduzida).

A peroxidagdo lipidica foi medida (em triplicata) a partir dos niveis de
malondialdeido (MDA) conforme método de Buege e Aust (1978). O extrato bruto (100
pL) foi homogeneizado em 200 pL de solucdo TBARS (15% de acido tricloroacético,
0,375% de &cido tiobarbitirico e acido cloridrico 0,25 mol.L™?), depois foi aquecido a
90°C por 40 minutos em banho-maria. Apds resfriamento foram acrescentados 300 pL
de n-Butanol e os extratos foram centrifugados a 9500 RPM em temperatura ambiente. O
sobrenadante (200 pL) foi retirado e lido em 535 nm. A concentracdo de MDA nas
amostras foi determinada com base na curva padrdo conhecida de 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (TMPO). Os resultados foram expressos em pmol.mg™.

A atividade de catalase foi medida (em triplicata) segundo Aebi (1984). Utilizou-
se solucdo de perdxido de hidrogénio como substrato em solucdo tampao fosfato 50 mM
pH 7,4. A reacdo nos extratos brutos, foi iniciada com a adicdo da catalase de figado
bovino e a absorbancia foi medida no intervalo de 60 segundos em 240 nm para avaliar a
decomposic¢do do perdxido de hidrogénio nesse intervalo. Os resultados de catalase foram
expressos em U.mg de proteina.

A concentracdo de glutationa reduzida (GSH) foi determinada, em triplicata,
conforme o método descrito por Ellman (1959), com base na formacdo de 5-tio-
nitrobenzoato (TNB) a partir da reacdo da GSH com o reagente 5,5’-ditiobis(2-
nitrobenzoico) (DTNB). Os extratos foram desproteinizados pela adicdo de acido
tricloroacético (TCA) a 5% (v/v), em proporcéao de 1:1 (v/v), seguidos de centrifugacédo
a12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi adicionado de uma solucgéo
de DTNB a 10 mM. A reacéo foi incubada por 5 minutos em temperatura ambiente antes
da leitura a 412 nm. Os resultados foram expressos em pmol de GSH por miligrama de

tecido (umol.mg™).
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2.12 Preparacéo do inoculo para desafio bacteriano

A partir de cultura bacteriana crescidas em Agar Triptose de Soja (TSA)
(Himedia®), contendo 3% de NaCl e incubadas a 30 °C por 24 horas, uma al¢ada da
cultura de V. parahaemolyticus foi suspensa em tubos contendo 9 mL de solucdo salina
estéril (NaCl 0,85%) até atingir a concentracdo de 1,0 x 108 UFC.mL™ (equivalente ao
padrdo 0,5 na escala de McFarland) e absorbancia de 0,08 a 0,1 no comprimento de onda
de 625 nm em espectrofotdbmetro modelo Spectrum SP 1105. Em seguida, foi realizada
uma diluicdo de 1:100 para se obter a concentragdo final de 10° UFC.mL™? do patégeno
(CLSI, 2012).

2.13 Desafio com Vibrio parahaemolyticus

O desafio foi realizado conforme adaptacdo de Nadella et al. (2017). Ap0s a etapa
de desempenho (60 dias de alimentacdo com as dietas experimentais) 0s animais de cada
grupo experimental foram aleatorizados e distribuidos em aquarios de acordo com as
respectivas dietas, correspondendo aos mesmos 4 tratamentos com 5 repeticdes cada.

O desafio foi conduzido em 20 aquarios retangulares (capacidade de 12 litros),
cada um contendo cinco camardes. O indculo foi injetado no seio dorsal do cefalotérax,
administrando-se 50 L da suspensdao de V. parahaemolyticus contendo 1,0 x
108UFC.mL™* de V. parahaemolyticus em todos 0s grupos experimentais.

O desafiou durou 10 dias, durante o qual os animais foram mantidos sob
alimentacdo ad libitum com as respectivas dietas experimentais. Ao término do desafio,
0s espécimes sobreviventes foram eutanasiados (por hipotermia; 4°C), e coletadas
amostras da hemolinfa e do hepatopéancreas para as analises posteriores. As amostras de
hepatopancreas foram criopreservadas a -80°C e as amostras de hemolinfa, apos
separacdo do plasma foram armazenadas a -20°C para posterior avaliacdo de parametros

séricos e 0s marcadores de estresse oxidativo associados a resposta ao desafio bacteriano.
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2.14 Preferéncia alimentar

Para avaliacdo da preferéncia alimentar dos camarfes em relacdo as dietas
experimentais, foram avaliados grupo de camardes diferentes dos da etapa de
desempenho, se configurando como uma etapa experimental a parte (2° experimento).

Os animais (n = 5; 1,14+0,169) foram aclimatados individualmente em aquarios
de 20 litros com filtragem biolodgica individual e interna. As dietas experimentais FLHIO
e FLHI25 (escolhidas em funcéo dos resultados de desempenho) foram fornecidas aos
camardes simultaneamente e ficaram disponiveis por um periodo de 60 minutos (18h00
as 19h00) em locais distintos e equidistantes para evitar a tendéncia de consumo. Cada
camardo passou pelo teste de preferéncia por 15 dias consecutivos com alteracdo da
posicdo das dietas diariamente em cada aquéario para evitar a tendéncia de consumo. A
quantidade de racdo fornecida diariamente foi de aproximadamente 0,5g para cada
camardo e o consumo diério foi obtido pela diferenca entre o fornecimento e as sobras.

As sobras foram secas em estufa a 105°C por 24 horas.

2.15 Andlise estatistica

Previamente a analise dos dados, a normalidade foi verificada por meio do teste
de Shapiro-Wilk, enquanto a homogeneidade das variancias foi avaliada utilizando o teste
de Bartlett. Os resultados sdo expressos como média + desvio-padrdo. Considerando a
distribuicdo ndo paramétrica dos dados percentuais, estes foram submetidos a
transformacéo arcsen(V%) para normalizagéo.

As analises foram realizadas no programa R (Versao 2024.12.0), adotando-se um
nivel de significancia de 5% (a = 0,05). Inicialmente, os dados de crescimento, enzimas
digestivas, desafio, niveis séricos e marcadores de estresse oxidativo foram submetidos a
uma analise de variancia unidirecional (ANOVA one-way). Na deteccdo de diferencas
significativas, aplicou-se o teste post-hoc de Tukey para compara¢des multiplas entre os
grupos experimentais. Ja os dados de preferéncia alimentar foram submetidos a um teste
t de Student.



98

3. Resultados e Discussao

3.1 Desempenho zootécnico

Os resultados demonstraram que a substituicdo da farinha de peixe por farinha de
larvas da mosca-soldado-negro influenciou significativamente o desempenho de M.
amazonicum ao longo de 60 dias (Tabela 3). Ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
para a sobrevivéncia que se manteve acima de 80% durante o experimento. Foi observada
diferenca significativa (p<0,05) para os camardes alimentados com FLHI25 em relagéo
ao camardes alimentados com FLHI0, com melhoria das varidveis GP, TCE, TCA e TEP

em comparacdo a FLHIO.

Tabela 3. Desempenho de crescimento e utilizagdo de nutrientes (média * erro padréo da

meédia) dos camardes M. amazonicum alimentados com as dietas experimentais por 60

dias.
Variavel pletas P-valor
FLHIO FLHI12 FLHI25 FLHI37

GP (9) 2,79+¢0,05¢  3,03+0,058  3,33+0,05"  3,16+0,05®  <0,001
TCE (%.dia') 1,34+0,01¢  1,43+0,01®  1,50+0,01*  1,4440,018  <0,001
TCA 2,31£0,04%  2,1240,048  1,93+0,04° 2,04+0,045¢  <0,001
TEP 1,17+0,028  1,27+0,028  1,40+0,02*  1,33+0,02*®  <0,001

S (%) 87,0+0,04 86,0+0,04 83,8+0,04 87,0+0,04 0,98

Diferentes letras sobrescritas na mesma linha indicam diferenca estatistica pela ANOVA e teste post-hoc
de Tukey (nivel de significancia p < 0,05).

A substituicdo parcial da FP pela FLHI demonstrou efeitos benéficos no
crescimento de M. amazonicum, evidenciando deste modo o potencial dessa fonte
proteica como alternativa na aquicultura. Os resultados indicaram que a incluséo de 25%
de FLHI melhora o crescimento da espécie.

O maior GP e TCE nos camardes observados sugerem que a inclusao de FLHI
otimizou a utilizagcdo dos nutrientes, possivelmente devido ao perfil balanceado de
aminoacidos essenciais e acidos graxos. Estudos anteriores relataram que farinha de

insetos, como a FLHI, apresenta alta digestibilidade proteica e balanceado teor de lipideos
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(Chen et al., 2021; Ling et al., 2024), fatores que podem favorecer o metabolismo
energético e o crescimento em crustaceos. A melhoria na TEP com a incluséo de 25% de
FLHI destaca o potencial desta fonte proteica em substituicdo da FP, uma vez que a TEP
é um excelente indicador da qualidade da proteina dietética. Resultados semelhantes
foram reportados por Shin e Lee (2021), que relataram maior TEP em P. vannamei
alimentados com FLHI em comparacdo a dietas baseadas em FP. A auséncia de diferencas
na sobrevivéncia (acima de 80% em todos os tratamentos) corrobora a seguranga no uso
da FLHI.

Embora a dieta FLHI25 tenha apresentado os melhores resultados, a substituicéo
de 37,5% (FLHI37) resultou em desempenho inferior ao de FLHI25, ainda que superior
ao controle. Esse declinio sugere um limite de substituicdo, possivelmente associado a
desbalancos nutricionais em niveis mais elevados de FLHI, como excesso de lipidios ou
deficiéncia aminoacidica. Estudos como os de Rizal et al. (2024) destacam que a
proporcdo ideal de inclusdo de farinhas de insetos varia conforme a espécie, exigindo
assim ajustes na formulacédo para garantia do equilibrio nutricional.

A substituicdo de 25% da FP pela FLHI reduz a dependéncia de recursos
pesqueiros, alinhando-se as demandas por fontes proteicas alternativas sustentaveis. A
FLHI apresenta vantagens ambientais, a exemplo da menor “pegada hidrica” (Mohan et
al., 2022), além de ser produzida a partir de residuos organicos (Zarantoniello et al.,
2020). Contudo, a viabilidade econémica em larga escala depende da reducéo dos custos

de producédo da FLHI e da padronizacdo de sua composi¢édo nutricional.

3.2 Atividade de enzimas digestivas

Os resultados da atividade das enzimas digestivas dos camardes alimentados com
as diferentes dietas experimentais séo apresentados nas Figuras de 1 a 6. Observou-se que
a atividade enzimaética variou significativamente (p<0,05) em funcéo da alimentagdo. A
protease alcalina apresentou maior atividade no grupo FLHI25 (p < 0,05). Padrédo similar
foi observado para a tripsina. A quimotripsina e a leucina aminopeptidase também
exibiram maior atividade (p < 0,05) no grupo FLHI25.

Em contraste, a atividade de lipase apresentou aumento progressivo e significativo

(p < 0,05) do grupo FLHIO ao FLHI37. Por outro lado, a amilase mostrou um padréo
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inverso, com maior atividade no grupo FLHI e reducéo significativa (p <0,05) nos demais

grupos.
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Figura 1. Atividade proteolitica alcalina (média + erro padrdo da média) do extrato bruto
do hepatopéncreas de M. amazonicum. Letras distintas indicam diferenca estatistica pelo

Teste de Tukey. P-valor < 0,001.
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Figura 2. Atividade de tripsina (média + erro padrdo da média) do extrato bruto do
hepatopancreas de M. amazonicum. Letras distintas indicam diferenga estatistica pelo
Teste de Tukey. P-valor < 0,001.
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Figura 3. Atividade de quimotripsina (média + erro padrdo da média) do extrato bruto do
hepatopancreas de M. amazonicum. Letras distintas indicam diferenca estatistica pelo
Teste de Tukey. P-valor < 0,001.
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Figura 4. Atividade de leucina aminopeptidase (média * erro padréo da média) do extrato
bruto do hepatopéncreas de M. amazonicum. Letras distintas indicam diferenca estatistica

pelo Teste de Tukey. P-valor < 0,001.
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Figura 5. Atividade de lipase (média + erro padrdo da média) do extrato bruto do
hepatopéncreas de M. amazonicum. Letras distintas indicam diferenca estatistica pelo
Teste de Tukey. P-valor < 0,001.
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ATIVIDADE DE AMILASE (U.mg %)

Figura 6. Atividade de amilase (média £ erro padrdo da média) do extrato bruto do
hepatopancreas de M. amazonicum. Letras distintas indicam diferenga estatistica pelo
Teste de Tukey. P-valor < 0,001.

As proteases alcalinas apresentaram aumento significativo na atividade com a
inclusdo de FLHI, atingindo o pico na dieta FLHI25 (9,26 U.mg™), seguido por uma
reducdo na FLHI37 (8,30 U.mg™). Esse padrdo sugere que a substituicdo de 25% da FP
por FLHI otimizou a digestibilidade proteica, possivelmente devido ao perfil de
aminoacidos FLHI ou a presenca de compostos bioativos estimularam a secrecdo
enzimatica. A reducdo da atividade na FLHI37 pode indicar um limite de tolerancia a
inclusdo de FLHI, pela inibicdo da atividade proteolitica ou pela saturacdo desta
atividade. Esses resultados corroboram estudo prévio que relatou a modulacdo da
atividade de proteases nos crustaceos em funcdo de fontes proteicas alternativas,
refletindo adaptacGes metabdlicas a qualidade da proteina dietética (Wang et al., 2021).

A atividade de tripsina foi maior na dieta FLHI25 (2,95 U.mg™), enquanto a
quimotripsina seguiu tendéncia semelhante (0,86 U.mg™). Essas enzimas, especificas
para clivagem de ligagcdes peptidicas de aminoacidos bésicos (tripsina) e arométicos
(quimotripsina) (Perona et al., 1995) sdo indicadores da eficiéncia da digestdo proteica.

O aumento observado sugere que a FLHI25 proporcionou um balanco ideal de
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aminoacidos essenciais (como lisina e arginina) e peptideos estimulatorios da producgéo e
secrecao enzimatica.

A leucina aminopeptidase, envolvida na hidrélise terminal de peptideos,
apresentou maior atividade (p < 0,05) na FLHI25 (0,38 U.mg?), alinhando-se aos
resultados das outras proteases. Essa enzima € critica para absor¢cdo de aminoacidos livres
em crustaceos (Serrano, 2015), e seu incremento no grupo FLHI25 reforga a hipdtese de
que essa dieta promoveu uma digestdo mais eficiente de proteinas.

O aumento significativo da atividade de lipase (p<0,05) com a incluséo de FLHI,
atingiu o valor maximo na FLHI37 (3,23 U.mg™). Esse resultado esta diretamente
relacionado ao maior teor lipidico da FLHI em comparacéo a farinha de peixe, exigindo
maior capacidade digestiva para hidrolise de triglicerideos. A adaptacdo do
hepatopancreas a dieta com maior teor de lipidios foi evidenciada pela regulacdo de
lipases, mediada por acidos graxos de cadeia média presentes na FLHI (como o acido
laurico) (Almeida et al., 2022; Suryati et al., 2023), conhecido por estimular a producéao
e secrecdo de enzimas lipoliticas.

A atividade de amilase diminuiu (p < 0,05) com o aumento da FLHI, reduzindo
de 3,63 U.mg'a 2,38 U.mg?, refletindo a reducio proporcional de carboidratos nas dietas
experimentais, em especial amido. Camardes sdo organismos com limitada capacidade
de utilizar carboidratos complexos (Kong et al., 2019), e a menor demanda por digestéo
de amido nas dietas com FLHI justifica a regulacdo dessa enzima. Esse achado estd em
consonancia com estudos anteriores como Ding et al. (2022) e Frias-Gomez et al. (2023)
, que demonstraram regulacéo negativa de amilases em respostas a dietas hiperproteicas.

Os resultados demonstrraram que a inclusdo de 25% de FLHI otimizou a atividade
das principais enzimas digestivas, equilibrando a digestdo de proteinas e lipidios sem
comprometer a eficiéncia metabolica. A reducdo na atividade de amilase nédo representa
um fator limitante, ja que camardes priorizam vias catabolicas para lipidios e proteinas
(Shiau e Peng, 1992; Shen et al., 2022). Entretanto, a queda na atividade de proteases na
FLHI37 sugere a necessidade de ajustes nutricionais dietéticos para evitar desbalan¢os

nutricionais.
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3.3 Respostas ao estresse oxidativo

Os resultados dos marcadores de estresse oxidativo (MDA) e antioxidantes (CAT
e GSH) do hepatopancreas de M. amazonicum antes e apds o desafio com V.
parahaemolyticus estdo descritos na Tabela 4. No periodo pré-desafio, observou-se uma
reducdo nos niveis de MDA com o aumento da inclusdo de FLHI, atingindo o valor
minimo no tratamento FLHI37, significativamente menor (p<0,05) que o observado no
tratamento FLHIO.

Paralelamente, a atividade da CAT e os teores de GSH apresentaram aumento,
com 0s maiores valores registrados no grupo FLHI37. Apds o desafio bacteriano, todos
o0s tratamentos apresentaram elevacdo nos niveis de MDA. O grupo FLHI37 manteve os
menores valores, significativamente inferiores (p<0,05) ao grupo FLHIO. A atividade da
CAT e os teores de GSH aumentaram significativamente em todos os grupos pés-desafio,
com destaque para o grupo FLHI37, que apresentou os maiores valores para CAT e GSH,

demonstrando diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo ao controle.

Tabela 4. Marcadores de estresse oxidativo e antioxidantes do extrato bruto do
hepatopéncreas de M. amazonicum submetido a desafio com V. parahaemolyticus durante
10 dias.

PRE-DESAFIO
P-
) TRATAMENTOS
VARIAVEL VALOR
FLHIO FLHI12 FLHI25 FLHI37
MDA (umol.mg?)  7,28+0,308 6,04+0,3048 5,09+0,3048 4,35+0,30" <0,001
CAT (U.mg™) 5,67+0,43C 7,40+0,438¢ 12,850,438 16,22+0,43*  <0,001
GSH (umol.mgl)  30,99+1,67%  33,18+1,67B  34,29+1,67°B  37,46+1,67° 0,043
POS-DESAFIO
P-
) TRATAMENTOS
VARIAVEL VALOR
FLHIO FLHI12 FLHI25 FLHI37

MDA (umol.mg?)  21,59+0,614 19,65+0,6148 17,22+0,6148 12,88+0,618 <0,001
CAT (U.mg?) 15,05+0,67¢ 18,04+0,678¢ 26,63+0,6748 30,15+0,674 <0,001
GSH (umol.mg?)  28,59+2,15¢ 31,96+2,158¢ 38,53+2,158 47,76+2,154 <0,001

Letras distintas nas linhas indica diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. MDA:
malondialdeido; CAT: catalase; GSH: glutationa reduzida. Resultados expressos em média + erro padrao
da média.
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Os resultados evidenciam que a inclusdo de FLHI na dieta promoveu efeitos
antioxidantes significativos em M. amazonicum, tanto nas condi¢fes basais quanto apos
o0 desafio bacteriano. A reducéo nos niveis de MDA no periodo pré-desafio sugere que a
FLHI pode conter compostos bioativos com propriedades antioxidantes, como relatado
previamente por Zhou et al. (2023). O aumento na atividade da CAT e nos teores de GSH
indica uma melhoria no sistema de defesa antioxidante dos animais, possivelmente
associada a presenca de nutrientes especificos na FLHI que estimulam a producao dessas
moléculas (Lu et al., 2022; Navajas-Porras et al., 2024).

A resposta mais eficiente ao desafio bacteriano observada nos grupos com maior
inclusdo de FLHI, particularmente no tratamento FLHI37, pode ser atribuida a varios
fatores. Primeiramente, a menor elevacao nos niveis de MDA sugere que esses animais
apresentaram menor dano oxidativo induzido pela infeccdo, provavelmente devido a
maior capacidade de neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio. O aumento
significativo na atividade da CAT e nos teores de GSH ap6s o desafio corrobora essa
hipdtese, indicando uma resposta antioxidante mais robusta nos grupos alimentados com
FLHI.

Estudo recente demonstrou que a composic¢do lipidica da FLHI, particularmente
seu alto teor de &cido laurico (C12:0) (Suryati et al., 2023), pode modular positivamente
0 metabolismo em crustaceos, como descrito por Chang et al., 2025. Esse acido graxo de
cadeia média tem sido associado a ativacao de vias de sinalizacao celular envolvidas na
producdo de enzimas antioxidantes, o que poderia explicar os resultados observados no
presente estudo. Além disso, a presenca de quitina na FLHI pode ter estimulado a
producdo de GSH através da modulacdo da microbiota intestinal, como sugerido por Hu
et al. (2025) para Micropterus salmoides.

A maior resisténcia ao desafio bacteriano observada nos grupos com maior
inclusdo de FLHI tem importantes implicacdes praticas para a aquicultura. A reducdo no
estresse oxidativo e o fortalecimento do sistema antioxidante podem contribuir para
melhorar a sobrevivéncia dos animais em condicGes de desafio sanitario, um fator critico
para a producdo comercial. Esses resultados séo particularmente relevantes considerando
0s crescentes desafios associados ao uso de antibioticos na aquicultura e a necessidade de

estratégias nutricionais alternativas para promover a satde dos organismos produzidos.
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Os mecanismos pelos quais a FLHI modula a resposta antioxidante em M.
amazonicum merecem investigacdo mais detalhada em estudos futuros. Analises
transcriptdbmicas poderiam elucidar as vias de sinalizacdo envolvidas na regulacao das
enzimas antioxidantes, enquanto estudos de microbiota intestinal poderiam avaliar o
possivel papel da modulacdo microbiana na resposta observada. Além disso, seria
interessante investigar se os efeitos benéficos da FLHI se mantém em diferentres fases de

desenvolvimento do camarao e sob diferentes condicdes de cultivo.

3.4 Niveis séricos da hemolinfa e sobrevivéncia pos-desafio com V. parahaemolyticus

Os resultados demonstraram alterac@es significativas nos parametros bioquimicos
da hemolinfa de M. amazonicum em resposta a substituicdo da FP por FLHI, tanto nas
condicGes basais quanto apos o desafio bacteriano. No periodo pré-desafio, observou-se
aumento linear nos niveis de proteina total com a inclusdo de FLHI, atingindo o valor
méaximo no tratamento FLHI37, significativamente superior (p<0,05) ao controle FLHIO.
Os demais parametros avaliados (glicose, colesterol total e triglicerideos) nao
apresentaram diferentes significativas entre os tratamentos na fase preé-desafio (p>0,05).

Apos o desafio com V. parahaemolyticus, todos 0s grupos apresentaram elevagédo
nos niveis de proteina total na hemolinfa. Os camardes do tratamento FLHI37 obtiveram
0s maiores valores, superiores ao tratamento FLHI0. Os niveis de glicose foram menores
(p<0,05) no tratamento FLHI37 em comparacao ao controle. Padrdo similar foi observado
para colesterol e triglicerideos, que apresentaram reducdo com a inclusdo de FLHI
(p<0,05).

A sobrevivéncia ap6s o desafio bacteriano aumentou para os tratamentos com a
inclusdo de FLHI. Os valores foram significativamente superiores para os grupos FLHI125
e FLHI37 quando comparados aos FLHIO0 (p<0,05).
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Tabela 5. Pardmetros bioquimicos da hemolinfa e sobrevivéncia de M. amazonicum
submetido a desafio com V. parahaemolyticus durante 10 dias.

PRE-DESAFIO
i TRATAMENTOS
VARIAVEL P-VALOR
FLHIFO FLHI12 FLHI25 FLHI37
PT (g.dL™) 4,67+0,048 4,72+0,0478 4,75+0,04"B 4,86+0,047 <0,05
GLI (mg.dL?) 57,47+2,52 57,1242,52 58,10+2,52 57,2942 52 0,993
COL (mg.dL) 72,32+2,01 73,21+2,01 72,63+2,01 73,51+2,01 0,974
TRI (mg.dL™) 64,26+2,12 64,58+2,12 64,98+2,12 64,55+2,12 0,996
POS-DESAFIO
i TRATAMENTOS
VARIAVEL P-VALOR
FLHIFO FLHI12 FLHI25 FLHI37
PT (g.dL™) 6,20+0,08P 6,68+0,08¢ 7,4740,088 8,41+0,08~ <0,001

GLI (mg.dL?) 212,24+2,36%  195,19+2,36®  173,97+2,36°  161,62+2,36° <0,001
COL (mg.dL™?) 118,57+ 2,76"  103,13+2,76" 93,79+2,76¢ 82,93+2,76° <0,001
TRI (mg.dL™?) 88,41+1,47A 78,80+1,478 75,20+1,478¢ 71,26%1,47¢ <0,001

SOB (%) 44,0+0,07°¢ 60,0+0,078¢ 72,0+£0,0748 84,0+0,074 <0,001

Letras distintas nas linhas indica diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey. PT: proteina total;
GLlI: glicose; COL.: colesterol total; TRI: triglicerideos; SOB: sobrevivéncia. Resultados expressos em
média + erro padrdo da média.

O aumento nos niveis de proteina total da hemolinfa, tanto nas condi¢Bes basais
quanto apés o desafio, demonstra que a FLHI pode estimular a sintese de proteinas
circulantes na hemolinfa dos camar@es. Esse efeito é relevante, uma vez que muitas
proteinas da hemolinfa, como a hemocianina e diversas lectinas, desempenham papel
cruaicl na defesa contra patdgenos (Zhao et al., 2021; Liou et al., 2023). O fato do grupo
FLHI37 ter apresentado os maiores niveis de proteina total apds o desafio bacteriano,
associado a maior taxa de sobrevivéncia, evidencia que a FLHI pode potencializar a
resposta de M. amazonicum ao desafio com V. parahaemolyticus.

A modulacdo dos parametros metabdlicos ap6s o desafio bacteriano revela
importantes aspectos da resposta fisioldgica a infeccdo. A hiperglicemia observada em
todos os grupos apds o desafio é uma resposta fisioldgica esperada em situacdes de
estresse (Balderas-Gonzalez et al., 2023), pérem a menor elevagao nos grupos com maior
inclusdo de FLHI sugere que estes animais apresentaram menor estresse metabolico

durante a infeccdo. Esse achado pode estar relacionado a maior eficiéncia fisiologica dos
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animais alimentados com FLHI, que demandaram menor mobilizacdo de reservas
energéticas para combater a infeccéo.

A reducdo nos niveis de colesterol e triglicerideos nos grupos com maior incluséo
de FLHI pode refletir na melhor utilizacdo destes lipidios para fins energéticos e para a
sintese de moléculas envolvidas na resposta a infec¢do. Estudos recentes como o realizado
por Chen et al. (2021) para P. vannamei demonstrou que acidos graxos presentes na FLHI,
podem modular favoravelmente o metabolismo energético dos camardes, 0 que poderia
explicar parcialmente os resultados observados.

A diferenca na sobrevivéncia apés o desafio bacteriano entre os grupos FLHI37 e
FLHIO tem importantes implicacBes praticas para a carcinicultura. Esses resultados
demonstram que a inclusdo de FLHI nas dietas pode representar uma estratégia eficaz
para melhorar a resistécia a doencgas em sistemas de producédo, em especial as vibrioses,
reduzindo potencialmente as perdas econdmicas associadas a surtos bacterianos. O
mecanismo pelo qual a FLHI aumenta a resisténcia de M. amazonicum pode envolver
tanto o estimulo direto das respostas fisiologicas de combate a infec¢do quanto a melhoria
do estado nutricional dos animais. Essa relacdo dose-resposta reforcam os achados e
sugere que os efeitos observados sao decorrentes da inclusdo de FLHI nas dietas.

Os resultados demonstraram que a substituicdo da farinha de peixe por FLHI nas
dietas de M. amazonicum pode melhorar significativamente a resisténcia a infec¢oes
bacterianas, com efeitos sobre os parametros da hemolinfa e a sobrevivéncia apés desafio.
Esses resultados tém importantes implicacGes para o desenvolvimento de estratégias
nutricionais sustentaveis na carcinicultura, aliando desempenho zootécnico a saude e

resisténcia a doencas.

3.5 Preferéncia alimentar

Os resultados do teste de preferéncia alimentar realizado ao longo de 15 dias
demonstraram selecdo da dieta FLHI25 em relacdo a dieta FLHIO (Figura 7). A partir do
5° dia de teste, observou-se uma inversdo no padrdo de consumo, com 0s camardes
passando a consumir quantidades significativamente maiores (p<0,05) da dieta FLHI25.
Essa preferéncia foi acentuada com o decorrer do teste, sendo mantida do 6° ao 15° dia

de tese, com preferéncia da dieta FLHI25 em relagdo ao grupo FLHIO.



110

100
*
*
80 | | T .
=
S 60
o
=
D 40
zZ
o)
O
20
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
DIAS
——FLHI25 FLHIO

Figura 7. Preferéncia alimentar de M. amazonicum expressa pelo consumo (%) das dietas
FLHIO e FLHI25 ao longo de 15 dias. Asterisco em cada dia indica diferenca estatistica

(p<0,05) pelo teste t de Student. Barras representam médiatdesvio-padrdo (n = 5).

O padréo de preferéncia observado, com selecdo progressiva da dieta FLHI25,
sugere que M. amazonicum é capaz de discriminar e selecionar ativamente dietas
contendo farinha de H. illucens como fonte proteica alternativa. Esse comportamento
pode ser explicado por alguns fatores, dentre eles a atracdo quimiosensorial pela presenca
de peptideos e aminoacidos livres na FLHI (Barroso et al., 2014), que atuam como
estimulantes de alimentacdo para camardes, conforme demonstrado por Nunes et al.
(2006) em estudo realizado com P. vannamei. Os resultados de preferéncia alimentar se
correlacionam com o melhor desempenho zootécnico observado no tratamento FLHI25,
indicando que os camardes foram capazes de selecionar a dieta que proporcionou melhor
crescimento e eficiéncia alimentar. Esse achado tem importantes implica¢fes praticas,
sugerindo que a inclusdo de 25% de farinha de H. illucens ndo apenas melhora o
desempenho, mas também é bem aceita pelos animais.

O periodo de adaptacdo observado (até o 5° dia de teste) antes da inversdo na

preferéncia sugere que estratégias de transicdo alimentar podem ser necessarias quando
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da introducdo desta fonte proteica alternativa em sistemas comerciais. A capacidade de
selecionar dietas com melhor perfil nutricional pode representar uma vantagem adaptativa
para M. amazonicum, permitindo a otmizacao da aquisicdo de nutrientes em ambientes
naturais com disponibilidade varidvel de alimentos. Os resultados sugerem que 0s
camardes sdo capazes de discriminar e selecionar dietas com composi¢éo nutricional mais
adequada as suas necessidades metabdlicas.

Os resultados demonstraram que M. amazonicum apresenta clara preferéncia por
dietas contendo 25% de farinha de H. illucens em relacdo a dietas convencionais com
farinha de peixe, apds um curto periodo de adaptacéo. Essa preferéncia, associada aos
melhores resultados de desempenho observados com esta dieta (FLHI25), reforca o
potencial da farinha de larvas da mosca-soldado-negro (H. illucens) como ingrediente

sustentavel para a nutricao desta espécie.

4. Concluséao

Este estudo demonstra que a farinha de H. illucens (FLHI) pode substituir 25% da
farinha de peixe em dietas para M. amazonicum, proporcionando melhor desempenho
zootécnico, atividade de enzimas digestivas otimizada e melhor resposta a infeccdo por
V. parahaemolyticus. A dieta com 25% de FLHI é a preferida pelos camardes ap6s o
periodo de adaptacdo. Embora niveis mais altos de substituicdo (37,5%) tenham mantido
beneficios imunologicos, observou-se reducdo nas variaveis de desempenho zootécnico,
indicando um limite préatico de inclusdo. Esses resultados posicionam a FLHI como
alternativa sustentavel para a nutricdo de camarBes, com potencial de reduzir a
dependéncia de farinha de peixe na aquicultura. Estudos futuros poderdo explorar

estratégias para aumentar os niveis de substituicdo mantendo os beneficios observados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desta tese demonstraram que a farinha de larvas da mosca-soldado-
negro é uma alternativa promissora para a nutricdo do Macrobrachium amazonicum,
especialmente quando utilizada em substituicdo de 25% da farinha de peixe. Essa
substituicdo ndo apenas melhora o crescimento e a eficiéncia alimentar, mas também
otimiza a atividade de enzimas digestivas e modula positivamente a microbiota intestinal
e a atividade enzimatica, reduzindo a dependéncia do uso de farinha de peixe.

Apesar dos avangos, desafios como a padronizagdo da composicao nutricional da
FLHI e a reducéo de custos de producéo ainda precisam ser superados para sua adocao
em larga escala. Estudos futuros devem explorar o uso de FLHI desengordurada ou
tratada para otimizar sua digestibilidade, bem como avaliar seus efeitos em diferentes
fases de desenvolvimento do camardo. Esta pesquisa contribui para a transicdo da
aquicultura tradicional para um modelo mais sustentavel, destacando o potencial dos
insetos como ingrediente de importancia na alimentacdo animal.

Esta pesquisa contribui para o avanco da nutrigdo na carcinicultura de agua doce,
alinhando-se as demandas por praticas aquicolas sustentaveis e a necessidade crescente
de fontes proteicas alternativas na cadeia produtiva. Essas descobertas também fornecem
bases cientificas para o uso sustentavel da FLHI na aquicultura, alinhando-se aos
Obijetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da ONU, particularmente ODS 12
(Consumo e Producio Responséveis) e OSD 14 (Vida na Agua).
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