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RESUMO

No ambiente, os materiais plasticos podem sofrer acdes ambientais podendo gerar
particulas menores de 5 mm denominadas de microplasticos (MP). Organismos marinhos
ingerem de forma acidental ou incorporado na alimentagdo devido ao seu pequeno
tamanho. Estes podem acumular-se nos tecidos, induzindo diversos efeitos incluindo
estresse oxidativo. Para minimizar o desequilibrio redox induzido pelos MP, a adi¢do de
antioxidantes na dieta pode ser uma estratégia quimioprotetora. Uma alternativa ¢ a
utilizacdo da farinha de insetos como a farinha de Tenebrio. molitor que pode melhorar a
capacidade antioxidante em certas concentra¢des, porém ndo ¢ relatado com exposicdo
aos MP. Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar o uso da farinha do 7 molitor na
alimentacdo de camardes (Penaeus vannamei) como alternativa quimioprotetora a
exposicao aos MP. Foram formuladas 6 ragdes, farinha de peixe (CTL), substituigdo por
15% e 30% de T. molitor (CTL15 e CTL30, respectivamente), farinha de peixe mais (40
pg de MP-poliestireno, esférico, 1.1 um), substitui¢do por 15 % e 30% de 7. molitor mais
(40 pg de MP) (MP15 e MP30, respectivamente). Os animais receberam as ra¢des durante
21 dias de experimento, ao final, os camardes foram eutanasiados para a coleta de
branquias, hepatopancreas e musculo para posteriores andlises. Os resultados
demonstram que o CTL30 foi melhor para o crescimento. No hepatopancreas a atividade
da CAT foi maior nos animais expostos aos MP em ambos os niveis de inclusdo de T
molitor (15 ¢ 30 %) comparado com os respectivos grupos controle. Neste mesmo tecido,
os niveis de GSH aumentaram no grupo controle que recebeu 15 % de inclusdo, e este
aumento também foi evidenciado no grupo que recebeu MP (MP15). Considerando a
atividade da SOD, nas branquias houve uma diminui¢do no CTL30 comprando com o
CTL, enquanto em hepatopancreas o grupo MP30 mostrou reduzida atividade da enzima
comparada com o CTL30. No hepatopancreas, a atividade da GPx no grupo CTL30 foi
maior que no grupos CTLO. Em branquias a presenga da farinha reduziu os niveis de
lipideos peroxidados nos grupos CTL15 e CTL30 em comparagdo aos CTLO, enquanto o
grupo MP30 mostrou reduzir danos lipidicos comparado com seu grupo controle
(CTL30). No hepatopancreas, o grupo CTL15 mostrou maiores niveis de danos lipidicos
comparado aos grupos CTLO e CTL30, enquanto no grupo MP15 houve reducdo nos

niveis de danos lipidicos comparado com o respectivo grupo CTL15. Nos trés tecidos



analisados, foi identificado a presenca dos MP. Baseado nos resultados obtidos, pode-se
observar que a substitui¢do parcial da farinha de peixe por farinha do 7 molitor melhora
a capacidade antioxidante nos grupos controle, considerando principalmente os niveis de
GSH. O uso do T molitor demonstrou potencial para ativagdo do sistema antioxidante,

sendo uma estratégia promissora de quimioprevengao na aquicultura.

Palavras-chave: crustaceo, antioxidantes, plasticos, farinha de insetos, estresse

oxidativo.
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ABSTRACT

In the environment, plastic materials can be subject to environmental influences,
generating particles smaller than 5 mm, known as microplastics (MP). Marine organisms
ingest them accidentally or through incorporation into their diet due to their small size.
These can accumulate in tissues, inducing various effects, including oxidative stress. To
minimize the redox imbalance induced by MP, adding antioxidants to the diet can be a
chemoprotective strategy. One alternative is the use of insect meal, such as Tenebrio
molitor meal, which can improve antioxidant capacity at certain concentrations, but has
not been reported with exposure to MP. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the use of 7. molitor meal in shrimp (Penaeus vannamei) feed as a
chemoprotective alternative to MP exposure. Six diets were formulated: fishmeal (CTL),
replaced by 15% and 30% of T molitor (CTL15 and CTL30, respectively), fishmeal plus
(40 pg of MP-polystyrene, spherical, 1.1 pm), replaced by 15% and 30% of T. molitor
plus (40 pug of MP) (MP15 and MP30, respectively). The animals received the diets for
21 days of the experiment. At the end, the shrimp were euthanized for collection of gills,
hepatopancreas and muscle for later analysis. The results demonstrate that CTL30 was
better for growth. In the hepatopancreas, CAT activity was higher in animals exposed to
MP at both levels of T molitor inclusion (15 and 30%) compared to the respective control
groups. In this same tissue, GSH levels increased in the control group that received 15%
inclusion, and this increase was also evident in the group that received MP (MP15).
Regarding SOD activity, in the gills, there was a decrease in CTL30 compared with CTL,
while in the hepatopancreas, the MP30 group showed reduced enzyme activity compared
with CTL30. In the hepatopancreas, GPx activity in the CTL30 group was higher than in
the CTLO group. In the gills, the presence of flour reduced the levels of peroxidized lipids
in the CTL15 and CTL30 groups compared with CTLO, while the MP30 group showed
reduced lipid damage compared with its control group (CTL30). In the hepatopancreas,
the CTL15 group showed higher levels of lipid damage compared with the CTLO and
CTL30 groups, while in the MP15 group, there was a reduction in lipid damage levels
compared with the respective CTL15 group. The presence of MPs was identified in the
three tissues analyzed. Based on the results obtained, it can be observed that partial

replacement of fishmeal with 7. molitor meal improves antioxidant capacity in the control
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groups, particularly considering GSH levels. The use of 7 molitor demonstrated potential
for activating the antioxidant system, representing a promising chemoprevention strategy

in aquaculture.

Keywords: crustacean, antioxidants, plastics, insect meal, oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura configura-se como uma das atividades do setor de producdo animal que
tem apresentado maior crescimento nas ultimas décadas, assumindo papel relevante no
fortalecimento da seguranca alimentar em nivel global (FAO, 2024). Mesmo diante da
pandemia do COVID-19, a aquicultura seguiu em expansdo continua nos anos de 2020,
2021. Segundo a FAO a producao total em 2022, foi de 223,2 milhdes de toneladas em
organismos aquaticos. Através dessa producdo em nivel de espécies destaca-se o camarao
branco do Pacifico (Penaeus Vannamei) com 6,8 milhdes de toneladas, foi a espécie de
peneideos mais produzida em 2022, representando cerca 53,3% da produgdo total de
crustaceos, obtendo um aumento gradual ao passar dos anos em termos de produgdes
aquicolas (FAO, 2024). Os paises do Leste e Sudeste Asiatico (83,4% da producio) e da
América Latina (16,3%) sdo responsaveis pela maior parte da produgdo de camardo
(FAO, 2024).

O P, vannamei ¢ amplamente reconhecido, em fung¢do de sua elevada tolerancia a
altas temperaturas, capacidade de adaptagdo a baixos niveis de salinidade, rapido
crescimento, resisténcia a doengas e elevada taxa de sobrevivéncia (Li ef al., 2022). Para
minimizar riscos produtores aderem por sistemas fechados ou superintensivos com maior
biosseguranca (Moss ef al., 2012). Embora a aquicultura seja um setor com crescimento
significativo ndo esta livre de desafios como contaminagdo de residuos que permanecem
na coluna d’agua e sedimentos da aquicultura que podem ser liberados no ambiente e,
portanto, representam riscos ambientais (Lai et al., 2018), comprometendo o desempenho
zootécnico e a saude dos camardes, resultando em aumento das taxas de mortalidade e,
consequentemente, expressivas perdas econdmicas. Parte desse desafio inclui a
contaminacdo por plasticos, dentro da aquicultura diversos fragmentos ja foram
detectados em sistemas de cultivo (Iheanacho et al., 2023).

No ambiente, os materiais plasticos podem sofrer acdes ambientais como radiagdo
solar, vento e a¢do das ondas (Prokic et al., 2021), plasticos descartados no ambiente sdo
categorizados conforme sua dimensdo. Plasticos de grande porte, ao serem expostos a
agentes ambientais tornam-se frageis e se fragmentam progressivamente em particulas
menores. Classificam-se como megaplasticos os materiais com mais de (100 mm),
macroplasticos de (25 a 100 mm) e mesoplasticos com dimensdes entre 5 ¢ 25 mm, e os

microplasticos (MP) que através dessas alteragdes podem gerar particulas menores de
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(5mm) (D’Costa, 2022, AMAP, 2021). As principais formas de MP encontrados em
ambientes aquaticos sdo cloreto de polivinila (PVC), o polipropileno (PP), o polietileno
(PE), o poliestireno (PS) e o tereftalato de polietileno (PET) (Pires et al., 2022; Kim et
al., 2021). Na aquicultura, os plasticos podem ser provenientes de diversas fontes como
de materiais usados nos sistemas bem como a propria agua usada nos tanques. Durante o
cultivo os organismos ficam constantemente expostos, sendo que diversos materiais
utilizados na infraestrutura, como revestimentos dos tanques, termostatos, bandejas de
alimentacdo e aeradores, sdo compostos por plastico (Lusher; Hollman; Mendoza, 2017).

Diversos organismos marinhos, como bivalves, zooplancton, peixes e crustaceos,
ingerem microplasticos (MP) de forma acidental ao confundi-los com alimento, seja a
partir dos sedimentos ou da coluna d’agua ou até mesmo aderido na alimentagdo. Devido
ao seu pequeno tamanho, os MP podem ser ingeridos pelos organismos e causar uma série
de efeitos fisiologicos adversos que afetam a alimentagdo ¢ o comportamento, além de
inibir o crescimento, desenvolvimento, causar toxicidade a reprodugdo, afetar diretamente
seu sistema imunologico e induzir danos genéticos (Seta et al., 2023).

O actimulo de MP a longo prazo no intestino de peixes pode resultar em inflamagao
intestinal e estresse oxidativo, levando ao desenvolvimento de distirbios metabolicos
devido a disbiose da microbiota intestinal (Kang et al., 2021). Além disso, a
bioacumulacdo de microplasticos no figado de peixes tem sido associada a inflamacéo
hepatica e ao estresse oxidativo elevado e alteragdes histopatologicas em grupos expostos
aos MP (Hamed et al., 2021, Feng et al., 2021, Seta et al.,2023). A exposigdo tende a se
acumular predominantemente nas branquias e no trato intestinal dos peixes, sendo
posteriormente transportados para outros tecidos essenciais por meio do sistema
circulatéorio (Kim; Yu; Choi, 2021). O acumulo de MP também impacta
significativamente outros organismos aquaticos, como bivalves e crustaceos (D'costa,
2022; Mkuye et al, 2022). De fato, Ferreiro et al. (2025) avaliaram que a exposi¢do aos
MP afeta a ostra (Crassostrea gasar) em diferentes tecidos como branquias e glandulas
digestivas. Em P. vannamei apds a exposicdo ao polietileno sdo ocasionados danos
oxidativos, ¢ acumulagdo em tecidos e redugo da taxa de sobrevivéncia (Hsieh ef al.,
2021), inibigdo do crescimento, ¢ reducdo do desempenho natatorio do animal (Zeng et
al., 2023). Dentre os mecanismos de toxicidade atribuidos aos MP, destaca-se o estresse

oxidativo que pode ser caracterizado por alteracdes no estado redox das células resultando
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em danos oxidativos em macromoléculas e alteragdes no sistema de defesa antioxidante
(Jones, 20006).

A exposi¢do a compostos toxicos provoca desequilibrios na homeostase redox,
resultando em uma rapida elevacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
consequente mobilizagdo de energia para a producdo de enzimas e¢ moléculas
antioxidantes (Kim et al., 2020). Condi¢des estressantes em sistemas de cultivo, como
flutuagdes nos niveis de oxigénio, temperatura, amonia e salinidade, podem promover o
aumento na produgdo de espécies (Ferreiro ef al., 2025, Souza et al., 2014; Zhang et al.,
2009), incluindo o radical anion superoxido (O2 e-), peroxido de hidrogénio (H,0,) e
radical hidroxila (HO¢). Para contrabalangar esses compostos reativos, os organismos
dispdem de um sistema de defesa antioxidante altamente eficiente, composto por enzimas
como superoxido dismutase (SOD) que converte radicais superoxido em peroxido de
hidrogénio, catalase (CAT) ¢ uma enzima que degrada perdoxido de hidrogénio em agua e
oxigénio (Kim et al.,2019), glutationa S-transferase (GST) participa do processo de
detoxificacdo de xenobidticos e hidroperdxidos, atuando em conjugacdo com a glutationa
reduzida (GSH) e glutationa peroxidase (GPx) exercendo o papel de reduzir os niveis de
H,0,. De forma conjunta, os sistemas enzimaticos ¢ ndo enzimaticos atuam na prevengao,
neutralizagdo e reparo dos danos oxidativos causados as macromoléculas, como lipidios,
proteinas e DNA (Halliwell & Gutteridge, 2007).

De acordo com Ding et al. (2018a), a atividade da enzima superdxido dismutase
(SOD) apresenta elevacdo em tilapias (Oreochromis niloticus) quando expostos a MP de
poliestireno (PS) como resposta do sistema antioxidante ao aumento na geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), caracterizando um quadro de estresse oxidativo.
Wang et al. (2019) demonstraram que a exposi¢do a microplasticos de poliestireno
resultou na inibi¢do da atividade da enzima catalase (CAT) em larvas de Medaka (Oryzias
melastigma), indicando que o estresse oxidativo gerado promove um desequilibrio no
sistema antioxidante. Ferreiro et al., (2025) relataram o aumento das atividades de SOD
e GST em ostras (Crassostrea gasar), demonstrando estresse oxidativo quando
combinados com a exposi¢cdo ao microplastico e temperatura elevada. Em crustaceos
Zeng et al., (2023) observaram que MP induzem estresse oxidativo e peroxidagdo lipidica
em camardes (P. vannamei). Entretanto, recrutar respostas antioxidantes representam um

alto custo energético ao organismo que a longo prazo pode comprometer outras fungdes
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fisiologicas como crescimento e reproducdo, podendo afetar o desempenho do cultivo.
Desta forma, para economizar energia enddgena, a inclusdo alimentar com antioxidantes
possa contribuir os animais a recuperar seu estado fisiologico, desenvolver seu sistema
de defesa e minimizar os danos causados por condigdes de estresse (Zheng et al., 2021).

Uma forma viavel de administrar antioxidantes para animais de cultivo ¢ através da
alimentacdo. A adicdo de antioxidantes na dieta pode contribuir como estratégia
quimioprotetora frente ao estresse oxidativo, visto que essas substancias sdo capazes de
interromper ou retardar as reagdes de oxidagdo (Martins et al., 2018). De fato, diversos
compostos estdo sendo testados nas ragdes como alternativa para melhorar o desempenho
e resisténcia dos animais frente a situagdes estressoras (Brol ef al, 2021). Um
antioxidante ideal deve contemplar uma série efeitos benéficos aos organismos como:
quelar metais que possam aumentar os niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO),
capacidade de atuar em meios hidrofobicos e hidrofilicos, ter boa absor¢do através da
dieta e capacidade de modular genes envolvidos nas respostas antioxidantes (Niki, 2014).
Na aquicultura, o uso de antioxidantes pode atuar como substituto parcial de
determinados componentes da racdo, contribuindo para a melhoria da qualidade
nutricional e a reducdo dos custos produtivos.

Segundo a (FAO, 2018) devido a combinagdo de tendéncias atuais, restrigdes
impostas por politicas agricolas, regulamenta¢des e a limitagdo dos estoques pesqueiros
naturais tem impulsionado, nos ultimos anos, um crescimento significativo no prego de
matérias-primas destinada a alimentacdo na aquicultura, particularmente da farinha de
peixe e o 6leo de peixe. Esses fatores tém incentivado a comunidade cientifica a investigar
alternativas proteicas e ndo convencionais que apresentem valor nutricional equivalente
a farinha de peixe, como algas, subprodutos de animais terrestres, proteinas unicelulares
¢ insetos. Boyd (2015) descreve que somente fontes alternativas de proteinas poderdo
sustentar o rapido crescimento da aquicultura. A adog¢do desses ingredientes representa
uma estratégia viavel para aprimorar o desempenho zootécnico, a conversdo alimentar e
suprir adequadamente as exigéncias proteicas das espécies cultivadas.

Paralelamente, o aumento dos custos e as crescentes preocupagdes relacionadas a
sustentabilidade dos principais insumos tradicionais, como soja e farinha de peixe, tém
estimulado o interesse na utilizacdo de insetos como uma fonte proteica promissora para

anutricdo animal (Sharifinia ez al., 2023a). Nostltimos anos, pesquisas tém demonstrado
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que os insetos apresentam alto valor nutricional para a alimentagdo animal (Meneguz et
al., 2018). Diversos aspectos ddo suporte para impulsionar o uso de insetos como uma
fonte sustentavel de proteina animal, sendo fonte de aminoacidos, proteinas, lipidios,
minerais, vitaminas e energia. De fato, o valor nutricional dos insetos ¢ de altissima
qualidade podendo ter variagdes entre 50,4 e 60,7% de proteina e lipideos entre 18,9 e
36,1 % (Alfiko et al., 2021). Obviamente, a composi¢do nutricional dos insetos varia
dependendo da espécie, estagio de vida, condi¢des de criagdo e dieta, tendo em vista que
o teor de proteina é semelhante ao da farinha de peixe (Freccia ef al., 2020). Além disso,
a farinha de insetos & rica em compostos bioativos, como quitina, acidos graxos e
peptideos com atividade antimicrobiana, que exercem efeitos probiodticos e antioxidantes,
contribuindo para fortalecimento do sistema imunoldgico dos animais (Veldkamp et al,
2022).

Muitos estudos centrados em testes de alimentac@o sdo realizados com o objetivo de
determinar como a substituicdo da farinha de peixe pela farinha de insetos em ragdes
aquaticas beneficia a aquicultura. Hidalgo et al, (2022) relataram que a farinha da mosca
soldado negro (Hermetia illucens) promove alta capacidade antioxidante no trato
digestivo da Tenca (Tinca tinca). Aini et al., (2018) descrevem uma diminui¢do da
peroxidagdo lipidica em respostas de crescimento e taxa de conversdo alimentar em tilapia
(Oreochromis niloticus) com substitui¢des parciais de farinha de peixe por farinha da
mosca soldado negro. Ja a farinha da mosca doméstica (Musca domestica) atua sem
prejudicar o crescimento ou a capacidade de utilizagdo de nutrientes ou causar estresse
oxidativo (Ogunji et al, 2007). Em camardes ndo ¢ diferente, Cao et al. (2012)
observaram em P. vannamei, a substituicdo de 40 % da farinha de peixe pela farinha de
mosca doméstica mantinha a composi¢do muscular e o funcionamento das enzimas
digestivas sem alteragdes. Cummins et al., (2017) citam que a farinha da mosca soldado
negro pode substituir até 25%, sem prejudicar o crescimento do camardo. Diversas
espécies de insetos sdo consideradas para a producdo de farinha proteica para a
substituicdo, dentre elas esta sendo produzida em larga-escala para uso na rag@o animal ¢
o Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae).

A criacdo dessa espécie ndo exige equipamentos sofisticados podendo ser realizada
em pequeno espaco (Costa Neto, 2011). Os insetos apresentam metamorfose completa,

dividido em 4 fases: embrido (ovos), larva, pupa e fase adulta. O ciclo de vida dessa

15



161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192

espécie dura aproximadamente de quatro a cinco meses, podendo se estender até doze
meses, dependendo das condi¢des ambientais. Cada fémea de besouro oviposita de 250 a
1.000 ovos, sendo que as larvas eclodem entre 10 e 15 dias. A fase larval dura em média
dois meses, atingindo seu tamanho maximo entre 18 e 24 mm, para posteriormente virar
pupa (Gkinali et al., 2022). A composi¢ao nutricional do 7 molitor varia entre 41 e 68 %
de proteina, enquanto o teor lipidico varia entre 14 ¢ 38 % (Rumbos et al., 2020).

Na aquicultura, a farinha de larvas do T molitor ja foi avaliada em estudos com P,
vannamei podendo substituir em 100 % a farinha de peixe na formulacdo da ragdo
ofertada (Motte et al., 2019), os autores relatam que um dos beneficios mais importantes
deste composto ¢ a melhoria da imunidade e resisténcia a doengas, o que pode resultar no
aumento da sobrevivéncia dos camardes. Zheng et al. (2023) avaliaram os efeitos de
niveis graduais de inclusdo de farinha do 7. molitor no desempenho do crescimento,
capacidade antioxidante, imunidade e microbiota intestinal, os resultados demonstram
que a substituigdo de 30 % da farinha de peixe por farinha de insetos aumenta o
desempenho do crescimento e a diversidade bacteriana intestinal, essa substitui¢do
melhora a imunidade dos camardes, sendo fonte de proteina sustentavel podendo reduzir
significativamente os custos de producdo e os impactos ambientais na industria da
aquicultura. Sharifinia et al. (2023b) descrevem que a partir de aumentos graduais de
substituicdo da farinha de 7. molitor obtém o aumento da atividade de enzimas
antioxidantes como GPx e CAT, sugerindo que essa substituicdo auxilia na capacidade
antioxidante no hepatopancreas do P. vannamei. Em outro estudo, Sharifinia e al. (2023a)
demonstraram que a substitui¢do de farinha de peixe pela farinha do 7. molitor obtém um
efeito significativo nas atividades da superdxido dismutase.

Alguns estudos demostram que a substituicdo de farinha de peixe por farinha de
insetos utilizando o 7. molitor pode melhorar sim a capacidade antioxidante em certas
concentragdes de substituicdo, porém nao ¢ relatado com exposi¢do aos microplasticos.
Compreender de forma mais aprofundada como os animais respondem a essa condigao ¢
de grande relevancia para a aquicultura. Diante disso o objetivo deste estudo foi avaliar o
uso da farinha do 7enebrio molitor na alimentagdo de camardes (P vannamei) como
alternativa de quimioprevengdo a exposi¢ao aos microplasticos, impactando o sistema
antioxidante ¢ a acumulagdo de MP em diferentes tecidos dessa espécie de grande

relevancia comercial.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar se a substituicdo da farinha de peixe por farinha de 7. molitor (15 e 30 %)
pode melhorar o desempenho zootécnico, respostas antioxidantes e oferecer protegéo

contra a exposi¢do aos MP em diferentes tecidos do camardo P. vannamei.

2.2 Especificos

A. Avaliar se diferentes concentragdes da farinha de 7 molitor na ragdo de P,

vannamei pode melhorar o desempenho zootécnico dos camardes.

B. Avaliar a rag@o a substituicdo da farinha de peixe por farinha de 7. molitor pode

reduzir a acumulagdo/presenca de MP nos diferentes tecidos do P. vannamei.

C. Avaliar se a substituicdo da farinha de peixe por farinha de 7. molitor pode

melhorar as respostas antioxidantes dos camardes frente a exposi¢ao aos MP.

D. Avaliar a utilizagdo da farinha de 7. molitor pode reduzir ou evitar danos oxidativos

induzidos pela exposi¢do aos MP em diferentes tecidos do camarao.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtengdo ¢ manutengdo dos animais

O experimento envolvendo a substituigdo alimentar ¢ a exposicdo foi realizado no
Laboratorio de Carcinocultura da Estagdo Marinha de Aquicultura (EMA), vinculado ao
Instituto de Oceanografia da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), situado na
Praia do Cassino, no estado Rio Grande do Sul, Brasil. Os nauplios de P. vannamei
utilizados no presente estudo foram adquiridos do laboratério comercial Aquatec Ltda,
situado no estado do Rio Grande do Norte, Brasil, mantidos no setor de larvicultura do
Laboratério de Carcinocultura da EMA até atingirem o estagio de pds-larva (PL) e
posteriormente transferidos a estufa para realizacdo do bercario. Apds esse periodo os
organismos com o peso médio de 2,3 g foram estocados em suas respectivas unidades

experimentais situadas na sala experimental.
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3.2 Sintese e caracterizagdo da farinha de Tenebrio molitor

Os insetos ja secos foram obtidos através de um fornecedor comercial. Apds o
recebimento foram armazenados em freezer (-18°c), posteriormente foram macerados em
moinho industrial para obter a farinha do Tenébrio molitor. A composigdo proximal da
farinha foi realizada de acordo com metodologia da AOAC (1999). O teor de proteina
bruta foi determinado pela mensuragdo de nitrogénio das amostras (N x 6,25), pelo
método de micro-Kjeldahl. Os lipidios foram determinados pelo método de Bligh e Dyer
(1959). Para o teor de cinzas, as amostras foram levadas a um forno mufla a 600 °C por

4 h.

Tabela 1. Composigdo centesimal (%) farinha de Tenebrio molitor.

Proteina bruta 51,86

Lipidios 31,10
Matéria seca 95,15
Cinzas 3,36
Umidade 4,84
Fibra bruta 6,79

3.3 Formulagdo e preparo das dietas utilizadas

Para a confecgdo das ragdes, os alimentos foram previamente analisados de acordo
com a AOAC (2000). Apo6s, foram formuladas seis racdes contendo diferentes niveis de
substitui¢do da farinha de peixe por farinha de Tenebrio molitor, bem como a inclusdo de
microplasticos (esferas de poliestireno com 1,1 pm). Os tratamentos: T1- dieta controle
com farinha de peixe, T2- dieta com a substituicdo da farinha de peixe por 15 % de farinha
de T molitor, T3- dieta com a substituicdo da farinha de peixe por 30 % de farinha de 7.
molitor, T4- dieta controle com farinha de peixe e 40 ug de MP/ kg ragdo, T5- dieta com
a substitui¢do da farinha de peixe por 15 % de farinha de T molitor e 40 ug de MP/ kg
racdo, T6- dieta com a substituicdo da farinha de peixe por 30 % de farinha de T molitor
e 40 ug de MP/ kg racdo. Os ingredientes foram misturados da menor para a maior
proporgdo. Os pellets foram produzidos por meio de um moedor com rosca sem fim e
secos em estufas (60 °C) com circulagdo de ar. As porcentagens da farinha de 7. molitor
selecionadas para o presente estudo foram baseadas no trabalho de Sharifinia et al.

(2023b). A concentracdo de MP administrada via dieta foi baseada no estudo de Seta et
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al. (2023). A fabricagdo da racdo bem como as analises foram conduzidas no LANOA —

FURG.

Tabela 2. Formulacdo da dieta basal.

Ingredientes (%)

Farinha de peixe 35
Caseina 9,50

Gelatina 2,0
Farelo de soja 15,0
Farelo de arroz 20,0
Amido de milho 12,0
Celulose 2,5

Mistura Mineral e Vitaminas ! 2,0
Fosfato de calcio- Ca3(P04)2 2,0

'Premix M. Cassab, SP, Brasil: Vit. A (500000 Ul kg-1), Vit. D3 (250000 UI kg-1), Vit. E (5000 mg kg-1), Vit. K3 (500
mg kg-1), Vit. B1 (1000 mg kg-1), Vit. B2 (1000 mg kg-1), Vit. B6 (1000 mg kg-1) Vit. B12 (2000 mcg kg-1), niacin
(2500 mg kg-1), panteonato de calcio (4000 mg kg-1), 4cido folico (500 mg kg-1), biotina (10 mg kg-1), Vit. C (10000
mg kg-1). Colina (100000mg kg-1), inositol (1000 mg kg-1). Elementos tragos: selénio (30 mg kg-1), ferro (5000 mg
kg-1), cobre (5000 mg kg-1), manganés (5000 mg kg-1), zinco 804 (9000 mg kg-1), cobalto (50 mg kg-1), iodo (200
mg kg-1).

3.4 Analise da composic¢do centesimal das dietas

A composicao centesimal dos diferentes tratamentos foi realizada de acordo com
metodologia da AOAC (1999). O teor de proteina bruta foi determinado pela mensuragéo
de nitrogénio das amostras (N x 6,25), pelo método de micro-Kjeldahl. Os lipidios foram
determinados pelo método de Bligh e Dyer (1959). Para o teor de cinzas, as amostras

foram levadas a um forno mufla a 600 °C por 4 h.

Tabela 3. Composi¢do centesimal das dietas.

Composicao Tratamentos (%)
Centesimal
CTL CTL15 CTL30 MP MP15 MP30
Proteina bruta 41,71 41,22 40,71 41,41 41,36 40,86
Lipidios 9,63 10,5 11,38 9,56 10,32 11,5
Matéria seca 90,85 90,8 90,74 90,37 89,84 91,36
Cinzas 11,26 10,21 9,14 11,14 10,02 9,27
Umidade 9,15 9,2 9,26 9,63 10,16 8,64
Fibra 431 4,66 5,02 4,19 6,65 5,01

3.5 Desenho experimental

Apés os animais atingirem 2,3 g + 0,19 de peso médio foram selecionados e

transferidos para tanques indoor do experimento onde permaneceram por 24 horas em
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uma caixa com agua clara com salinidade em 28 ppmil para aclimatagdo, logo apds foi
iniciado o experimento. Foram empregados 6 tratamentos constituidos por T1 CTL-
dieta controle com farinha de peixe, T2 CTL15- dieta com a substituicdo da farinha de
peixe por 15 % de farinha de T molitor, T3 CTL30 - dieta com a substitui¢do da farinha
de peixe por 30 % de farinha de T. molitor, T4 MP- dieta controle com farinha de peixe
e 40 ug de MP/ kg racdo, TS MP15- dieta com a substituicdo da farinha de peixe por 15
% de farinha de T. molitor e 40 ug de MP/ kg ragdo, T6 MP30- dieta com a substituicdo
da farinha de peixe por 30 % de farinha de 7. molitor ¢ 40 pg de MP/ kg ragdo. Os
tratamentos tiveram 3 réplicas cada. Foram utilizadas 18 caixas com volume 1til de 150 L.
Os tratamentos foram distribuidos aleatoriamente ¢ em cada unidade experimental. Logo
apos animais foram distribuidos em cada unidade experimental, foi estocado 40 camardes
por caixa, resultando em uma densidade de 260 camardes/m?. O fornecimento de racdo
foi trés vezes ao dia (08 h e 30 min, 12 h ¢ 30 min e 17 h e 30min) em bandejas, sendo
que cada tanque possuia uma bandeja de alimentagdo para acompanhamento do consumo,
iniciando com uma taxa de alimentacdo de 8% da biomassa ¢ ajustada de acordo com
metodologia proposta por Jory et al, (2001). Os animais foram tratados com as dietas
mencionadas pelo periodo de 21 dias. Apds o periodo de experimento, os animais foram
eutanasiados por congelamento e os diferentes tecidos foram coletados (hepatopancreas,

musculo e branquias) armazenados em ultra-frezer (-80°C) até o momento das analises.

3.6 Monitoramento da qualidade da dgua

Durante o periodo experimental, parametros de qualidade da dgua como oxigénio
dissolvido (mg L-1), temperatura (°C) foram monitorados duas vezes ao dia (08:00h e
17:00h), pH e salinidade foram monitoradas diariamente, sendo mensurados através de
um oximetro digital multiparametros (YSI®-550A), pHmetro digital (Mettler Toledo,
FEP20, Brasil) e refratdmetro, respectivamente. Analises de amonia total (N-AT) (NH3)
e nitrito (N-NO2-) foram realizados realizadas diariamente e alcalinidade duas vezes por
semana, utilizando metodologias descritas pela UNESCO (1983) e por APHA (1998),
respectivamente. O experimento foi desenvolvido em agua clara, sendo realizado a
sifonagem para retiradas de fezes no fundo das caixas e trocas parciais de agua (renovagdo

média de 30% dia) o principal manejo adotado para a manutencdo da qualidade de 4gua.
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3.7 Desempenho zootécnico

Ao longo do experimento, o crescimento dos camardes foi monitorado por meio de
biometrias semanais de 15 individuos por tanque com o auxilio de uma balanga analitica
(Marte Cientifica, AD 2000, Brasil), biometria realizada para ajuste da quantidade de

racdo ofertada, ao final do experimento o desempenho zootécnico foi avaliado:
Peso inicial (g);
Peso final (g);
Sobrevivéncia (%) = (n° final de camardes / n° inicial de camardes) X 100;
Cresc. semanal (g semana-1) = (Ganho de peso / n° de semanas);
Biomassa final (g)= (peso final x n° final de camardes);
Produtividade (kg m-3) = (biomassa final / volume util do tanque);
Conversao alimentar= (ragdo ofertada / biomassa final ).

3.8 ANALISES BIOQUIMICAS

3.8.1 Homogeneizagdo das amostras

As amostras de hepatopancreas, branquias ¢ musculo foram homogeneizadas na
proporg¢do de 1:4 (m/v), utilizando um tampao contendo 0,5 M de sacarose, 20 mM de
Tris-Base, 1 mM de EDTA, 1 mM de ditiotreitol (DTT), 0,15 M de KCl e 0,05 mM de
fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), com o pH ajustado para 7,6. Posteriormente, foram
centrifugados a 10.000 x g durante 20 minutos a 4 °C, e os sobrenadantes obtidos foram
destinados as andlises de atividades enzimadticas antioxidantes e a quantificacdo de
lipidios oxidados. O hepatopancreas foi homogeneizado em um Ultra Sonicador (Qsonica
Q125 Sonicator®) por 30 segundos com 40x amplitude, branquias e musculo em um
homogeneizador mecanico por 30 segundos. Para a determinacdo da glutationa reduzida
(GSH), os tecidos foram processados com tampao semelhante, porém sem a adi¢do de
DTT. A concentragdo de proteinas totais nos sobrenadantes foi medida com o auxilio de
um kit comercial (Bioclin, Brasil), seguindo o método do Biureto, com a leitura realizada

a 550 nm em uma leitora de microplacas (modelo BioTek Elx 800).
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3.8.2 Catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada segundo o protocolo descrito
por Beutler (1975), que se baseia na decomposi¢do de peroxido de hidrogénio (H20-) a
50 mM, monitorada por meio da redugdo na absorbancia a 240 nm, utilizando um

espectrofotometro (BioMate 3, Thermo Scientific).

3.8.4 Glutationa reduzida (GSH)

A quantifica¢do dos niveis de glutationa reduzida (GSH) seguiu o protocolo descrito
por Sedlak e Lindsay (1968). As amostras foram previamente ajustadas para uma
concentragio de 2 mg mL™! utilizando tampdo de homogeneizagdo sem DTT.
Posteriormente, foram adicionados 240 pL da amostra, 28 pL de é4cido tricloroacético
(TCA) a 50% (p/v) e submetidas a centrifugacdo a 20.000 x g, por 10 minutos, a 4 °C,
com o objetivo de precipitar as proteinas. Do sobrenadante, foram pipetados 100 pL, os
quais foram transferidos para microplacas transparentes, adicionando-se 200 puL de Tris-
Base 0,4 M (pH 8,9) e 10 uL de DTNB (5,5'-ditiobis-(4cido 2-nitrobenzoico) diluido em
metanol. As reagoes foram incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos, e, em
seguida, as leituras foram realizadas a 405 nm utilizando um leitor de microplacas (ELx

800, BioTek).

3.8.5 Superodxido dismutase (SOD)

A determinagdo da atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por McCord e Fridovich (1969). Nesse ensaio, o
radical anion superéxido (Oz¢7) é gerado por meio do sistema enzimatico da xantina
oxidase, e a capacidade da SOD de inibir a reducdo do citocromo C ¢ monitorada através

da absorbancia medida a 550 nm em espectrofotometro (BioMate 3, Thermo Scientific).

3.8.6 Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) foi determinada conforme o
protocolo descrito por Arun e Subramanian (1998). As reagdes foram conduzidas em meio
contendo glutationa reduzida (GSH) a 2 mM, glutationa redutase (GR) a 1 U/mL,
NADPH a 0,12 mM e peréxido de hidrogénio (H202) a 2 mM, todos diluidos em tampao
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fosfato 100 mM (pH 7,5). A atividade enzimatica foi monitorada por meio da diminuig@o
da absorbancia a 340 nm, que reflete o consumo de NADPH, utilizando um leitor de

microplacas (ELx 800, BioTek).

3.8.7 Niveis de lipidios peroxidados (TBARS)

A avaliag@o da peroxidagdo lipidica foi realizada por meio do método de TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbiturico), conforme descrito por Oakes e Van de
Kraak (2003). Esse método baseia-se na reagdo do malondialdeido (MDA), produtos da
peroxidagdo de lipidios, com o acido tiobarbiturico (TBA) em condigdes de alta
temperatura ¢ meio acido, resultando na forma¢do de um complexo cromogénico. A
quantificacdo foi realizada por fluorimetria, utilizando comprimento de onda de excitacao
em 515 nm e emissdo em 550 nm (Victor 2, Perkin Elmer). Como padrdo foi utilizado o

tetrametoxipropano (TMP).

3.8.8 Analise de acumulag@o dos microplasticos

A identificagdo da acumulagdo de microplasticos (MP) foi analisado em
hepatopancreas, branquias, musculo de acordo com o protocolo descrito por Teng et al.
(2021), com adaptagdes. Os tecidos foram previamente pesados ¢ submetidos a digestdo
com solugdo de hidroxido de potassio (KOH) a 10%, por um periodo de 48 horas. As
solugcdes obtidas foram filtradas utilizando membrana filtrante estéril em nitrato de
celulose como didmetro de 47 mm com poro de 0,45 pm (Unifil®). Os filtros foram entdo
secos a temperatura ambiente, acondicionados em placas de Petri de vidro cobertas, e
posteriormente utilizados para analise. Para a detec¢do dos MP, as membranas foram
coradas com Vermelho Nilo, permitindo a sua visualizagdo por meio de microscopia de
fluorescéncia (Olympus BX41, equipada com camera Olympus DP72), com aumento de
20x. As analises dos diferentes tecidos foram realizadas por meio da varredura da
fluorescéncia, utilizando comprimento de onda de excitagdo em 510 nm e emissdo em

550 nm.

23



387 3.9 ANALISES ESTATISTICAS
388

389 Para verificar a homogeneidade das varidncias dos diferentes tratamentos e a
390 normalidade da distribuicdo dos dados, foram aplicados os testes de Shapiro-Wilks e
391  Levene, respectivamente (Zar, 1984). Apos comprovados os pressupostos, os dados foram
392  submetidos a analise de variancia ANOVA de duas vias (tratamento x substitui¢do). Para
393  verificar as diferencas significativas entre os tratamentos foi utilizado o teste de Newman-

394  Keuls. O nivel de significancia definido em 0,05 em todos os casos.

395 4 RESULTADOS

396
397 4.1 Qualidade de agua
398 Os parametros de qualidade de agua durante 21 dias de experimento estdo

399  representados na Tabela 4. Oxigénio dissolvido (mg L '), temperatura (°C), pH, amdnia
400 total (mg L ') nitrito (mg L ') e alcalinidade (mg L ') ndo apresentaram diferengas
401  significativas em todos os tratamentos (p>0,05).

402  Tabela 4. Parametros de qualidade da 4gua (média + desvio padrdo) do nos tratamentos
403 CTL, CTL15, CTL30, MP, MP15, MP30 durante 21 dias de experimento.

Parametros Tratamentos

CTL CTL15 CTL30 MP MP15 MP30
OD (mg L-1) 5,64+0,022 5,58+0,022 5,59+0,022 5,62+0,06* 5,55+0,022 5,58+0,042

Tem;leratura 28,860,122 28,43+0,28*  29,00+0,25*  28,76+0,20=  28,93+0,18*  28,70+0,052
(p%) 7,64+0,032 7,65+£0,052 7,660,062 7,68+0,06* 7,69+£0,07 7,710,062

NAT (mgL ) 0,78+0,0° 0,81+0,022 0,73+0,012 0,85+0,032 0,78+0,012 0,750,072
Nitrito (mg L ') | 0,31£0,05? 0,25+0,032 0,34+0,08 0,33+0,112 0,25+0,032 0,21+0,04»

Alc(mgL ™) 194,33+£5,812  193,66+3,17¢  198,66+3,75¢  197,00+£3,60* 197,66+3,71¢  194,66+0,882

404

405 4.2 Desempenho zootécnico

406 Nos resultados referentes ao desempenho zootécnico (Tabela 5) foram identificadas
407  diferengas significativas no peso final dos camardes (p<0,05) nos tratamentos CTL15 ¢
408 MPIS5. Tratamentos CTL e MP se mantiveram iguais (p>0,05). O CTL30 ¢ MP30

409 obtiveram o maior peso entre todos os tratamentos. Os valores de peso inicial,

24



410  sobrevivéncia, crescimento semanal, biomassa final, produtividade e conversdo alimentar

411  ndo apresentaram diferengas significativas (p>0,05).

412  Tabela 5. Desempenho zootécnico (média + desvio padrdo) do P. vannamei nos

413  tratamentos CTL, CTL15, CTL30, MP, MP15, MP30 durante 21 dias de experimento.

Tratamentos
CTL CTL15 CTL30 MP MP15 MP30
Peso inical (g) | 2,3g+0,19°  2,3g+0,19°  23g£0,19*  23g+0,19¢ 23g+0,19¢ 23g+0,19
Peso final (g) 8,27+0,28:  8,95+0,27vcd  9,34£0,294  8,60+0,20abc  7,84+£0,29.  9,84+0,29
Sobrevivéncia (%) | 80,0+1,44*  75,8+4,63¢ 78,3+0,832 80,0+1,44> 82,5+3,812 81,6+3,00°
Cresc. Semanal 1,97£0,162  2,20+£0,15*  2,28+0,25*  2,08+0,03* 1,91+0,25* 2,370,292
Biomassa final 0,26+0,012 0,27+002 0,28+0,022 0,27+£00*  0,26+0,01* 0,30+0,012
Produtividade (Kg | 1,76+0,132  1,80+0,04* 1,92+0,16? 1,83+0,03=  1,76+0,128 2,05+0,122
3
I(IIlA) 2,110,132 2,10+0,06* 1,90+0,1282 1,99+0,028  2,08+0,100 1,80+0,142
414
415 4.3 Analises bioquimicas
416 Neste estudo foram feitas 2 comparagdes: comparando os grupos controle (0, 15 e 30

417 % de substituicdo da farinha de peixe por farinha de 7. molitor) para verificar se as

418  substituicdes podem ter efeito benéfico no P vannamei. Os grupos que foram expostos

419  aos MP (40 pg/ kg de ragdo com 0, 15 e 30 % de substituicdo) comparado com seus

420  respectivos grupos controles (0, 15 ¢ 30 %).

421

422

423

424

425

25



426
427

428
429
430

431

4.3.1 Atividade Catalase (CAT)

Em Branquias, a atividade da CAT foi aumentada em exposi¢do ao MP15 comparado

ao CTLI15, (p<0,05). No Hepatopancreas, o tratamento MP30 foi significativamente

(p<0,05) maior que seu respectivo grupo controle CTL30. Nos demais grupos ndo houve

diferencas significativas (p>0,05). (Figura 1).
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Figura 1. Atividade Catalase (média + erro padrdo) em branquias (a),

hepatopancreas (b), musculo

(c) de juvenis de P. vannamei alimentados com dieta

contendo diferentes niveis de 7. molitor durante 21 dias. Letras diferentes indicam
diferencga estatistica significativa entre os tratamentos (p < 0,05). O asterisco indica que
foi feita um contraste ortogonal entre os grupos indicados.
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4.3.2 Glutationa reduzida (GSH)

Em branquias e misculo ndo apresentaram diferencas significativas em nenhum dos
tratamentos (p>0,05). No hepatopancreas, no tratamento CTL15 houve um aumento
(p<0,05) dos niveis de GSH comparado com os grupos CTLO e CTL30 e este aumento se
manteve no grupo exposto ao MP15, mas ndo diferiu do respectivo grupo controle
(CTL15) (Figura 2).
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Figura 2. Concentragdo GSH (média + erro padrdo) em branquias (a),
hepatopancreas (b), musculo (c) de juvenis de P vannamei alimentados com dieta
contendo diferentes niveis de 7. molitor durante 21 dias. Letras diferentes indicam
diferencga estatistica significativa entre os tratamentos (p < 0,05).
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4.3.3 Atividade da superdxido dismutase (SOD)
Nas branquias, o grupo CTL30 mostrou diminui¢do (p<0,05) na atividade da SOD

comparado com o grupo controle que ndo recebeu farinha de tenébrio (CTLO). Porém,

nenhum tratamento com MP alterou a atividade da enzima comparados aos respectivos
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Figura 3. Atividade SOD (média =+ erro padrdo) em branquias (a), hepatopancreas
(b), musculo (c) de juvenis de P. vannamei alimentados com dieta contendo diferentes
niveis de 7. molitor durante 21 dias. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos (p < 0,05).

grupos controles. Em hepatopancreas, o grupo MP30 mostrou reduzir significativamente

(p<0,05) a atividade da SOD comparado com o grupo CTL30. Enquanto nenhum

tratamento mostrou alterar a atividade da enzima no musculo de P vannamei (Figura 3).
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464  4.3.4 Glutationa peroxidase (GPx)

465 Branquias e musculo ndo apresentaram diferengas significativas em nenhum dos
466  tratamentos (p>0,05). No Hepatopancreas, houve um aumento (p<0,05) da atividade da
467  GPx no grupo CTL30 comparado ao grupo CTLO. Um aumento significativo (p<0,05)
468 também foi observado no grupo MP30 comparado com o grupo CTL30. (Figura 4).
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Figura 4. Atividade GPx (média + erro padréo) em branquias (a), hepatopancreas
(b), musculo (¢) de juvenis de P. vannamei alimentados com dieta contendo diferentes
niveis de T, molitor durante 21 dias. Letras diferentes indicam diferenca estatistica

significativa entre os tratamentos (p < 0,05).
469
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470  4.3.5 Niveis de lipidios oxidados (TBARS)

471 Nas branquias, os grupos que receberam farinha de 7. molitor (15 ¢ 30 %) mostraram
472  reduzir danos lipidicos (p<0,05) comparado com o grupo que ndo recebeu a farinha de 7.
473  molitor. No grupo MP30 mostrou reduzir (p<0,05) os niveis de lipidios oxidados
474  comparando com o grupo controle (CTL30).
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(f‘\/ & \:f: & \?b “g q,@ \sz.bb
Figura 5. Concentragdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
(média =+ erro padrdo) em branquias (a), hepatopancreas (b), musculo (c) de juvenis de
P. vannamei alimentados com dieta contendo diferentes niveis de 7 molitor durante 21
dias. Letras diferentes indicam diferenga estatistica significativa entre os tratamentos (p
<0,05).
475

476 No Hepatopancreas, o grupo CTL15 mostrou maiores niveis (p<0,05) de lipidios

477  oxidados que o grupo que ndo recebeu farinha de T. molitor (CTLO). Entretanto, o grupo
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MP15 mostrou reduzir estes niveis (p<0,05) se igualando aos demais tratamentos. No

musculo, nenhum tratamento mostrou induzir danos lipidicos (p>0,05) (Figura 5).

4.3.6 Analise de acumulagao dos microplasticos

A presenga de microplasticos (esferas de poliestireno com 1,1 um) foi detectada por
meio de microscopia de fluorescéncia, revelando a sua acumulacdo em diferentes tecidos
do P vannamei. Observou-se que a inclusdo de 7. molitor na dieta ndo foi eficaz em

impedir a bioacumulagdo desse contaminante (Figura 6).

Hepatopancreas Musculo

Bréanquias

Figura 6. Acumulagdo dos microplasticos nos tecidos (branquias, hepatopancreas e
musculo) de juvenis de P. vannamei alimentados com dieta contendo diferentes niveis
de T molitor durante 21 dias. Setas indicam a posi¢do acumulada nos diferentes tecidos.
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5. DISCUSSAO

A qualidade da agua ¢ um fator essencial para o desempenho zootécnico de
organismos cultivados. No presente estudo, ao longo dos 21 dias de experimento, os
parametros fisico-quimicos da agua (oxigénio dissolvido, temperatura, pH, amonia total,
nitrito e alcalinidade) permaneceram estdveis e ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos. Todos os valores registrados mantiveram-se dentro

dos limites recomendados para a espécie (Ray et al., 2017).

O interesse pelo uso da farinha de insetos como alternativa alimentar viavel na
aquicultura tem crescido consideravelmente nos ultimos anos. Os insetos apresentam-se
como uma fonte promissora de energia, sendo ricos em macro ¢ micronutrientes em
proporg¢des adequadas, o que os torna altamente apropriados para a formulacdo de dietas
destinadas a organismos aquaticos cultivados (FAO, 2013). O bicho-da-farinha (Tenebrio
molitor) ¢ um inseto caracterizado por seu rapido crescimento e alta taxa reprodutiva,
alimentando-se predominantemente de cereais e vegetais. Além disso, o perfil de
aminoacidos atende as exigéncias nutricionais de espécies aquaticas cultivadas
permitindo a manipulag@o por meio da dieta e tornando-se uma alternativa promissora
para a aquicultura (Ghosh et al., 2017). Este estudo apresenta evidéncias consistentes de
que a farinha do Tenebrio molitor possui potencial para atuar em substitui¢do a farinha de
peixe nas dietas de P. vannamei. Em relagdo aos parametros de desempenho zootécnico
(sobrevivéncia, crescimento semanal, biomassa final, produtividade e conversdo
alimentar) ndo apresentaram diferencas significativas. O crescimento ndo foi um fator
limitante para o organismo envolvendo o 7. molitor, obtendo resultado satisfatorio com a
substituicao de 30%. Sharifinia et al. (2023a) mostraram que a substitui¢cdo parcial com
30% de T. molitor potencializa o crescimento do P vannamei. Um resultado semelhante
também foi observado por Motte et al. (2019) a partir de uma substituicdo a partir de 25%

obtiveram expressivo ganho de peso do camarao.

Diante da exposi¢do aos microplasticos, crusticeos podem ingerir essas particulas,
que chegam até o trato gastrointestinal, atravessam barreiras bioldgicas e sdo distribuidas
para diversos tecidos (D Costa, 2022), sendo detectadas em estruturas como branquias,
musculo e hepatopancreas, causando efeitos fisioldgicos nesses 6rgdos. Devido as suas

dimensdes reduzidas, os MP podem infiltrar-se em organismos de pequeno porte,
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associar-se a sedimentos e aderir a particulas alimentares, facilitando sua ingestdo pelos
organismos. Dessa forma, a exposi¢do dietética representa uma condigdo frequente em
ambientes aquaticos. Quando os animais sdo expostos a fatores estressantes como os MP,
o desequilibrio no estado redox celular compromete a homeostase ¢ exige que os
organismos ativem diversos mecanismos de defesa com o objetivo de minimizar ou
prevenir danos. Enzimas como a SOD e CAT compdem a linha de defesa antioxidante
primaria contra as espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas no metabolismo celular.
A SOD atua catalisando a conversao do radical dnion superéxido (O2¢7) em peroxido de
hidrogénio (H202), o qual ¢ subsequentemente convertido em oxigénio molecular (O:) e
agua (H20) pelas enzimas CAT e GPx (Ighodaro e Akinloye, 2018). Nas branquias, ndo
houve diferenga na atividade da enzima em resposta a substituicdo com farinha de 7.
molitor comparada com o grupo que ndo foi alimentado com a farinha de inseto.
Entretanto, quando submetido a exposi¢cdo aos MP, o grupo MP15 aumentou a atividade
da enzima comparado com o grupo CTL15. Embora tenha se observado este aumento, se
comparamos aos demais grupos, pode se observar que houve na verdade um
restabelecimento da atividade da CAT. Semelhante resultado foi encontrado no estudo de
Seta e colaboradores (2023) que observaram que a exposi¢do aos MP através da dieta do
P. vannamei ndo alterou a atividade da CAT em branquias do camaro. Enquanto em
hepatopancreas houve um aumento significativo da atividade da enzima em todos os
tratamentos com MP comparado com os respectivos grupos controles. Esse resultado
também foi observado em hepatopancreas de P. vannamei exposto somente aos MP via
dieta (Seta et. al, 2023). Wang et al. (2021) avaliaram os efeitos da substituicao da farinha
de peixe por farinha de larvas de Hermetia illucens em dietas para P vannamei, ¢
observaram uma relagdo direta entre os niveis da substituicdo ¢ atividade da CAT. Neste
estudo os resultados mostram que a exposi¢ao aos MP, independente da farinha utilizada
na ragdo, houve alteracdo no equilibrio redox uma vez que a atividade da CAT foi
aumentada indicando a produgdo de H202. Porém, estes resultados ndo foram observados

no musculo.

A glutationa reduzida (GSH), ¢ um tripeptideo essencial, desempenhando um papel
fundamental na detoxificacdo celular ¢ no controle do estresse oxidativo. Além disso, esta
envolvida em diversos processos fisiologicos que contribuem para a manutengdo da

homeostase celular. Por isso, a preservacdo dos niveis de GSH ¢é de grande relevancia,
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uma vez que esse composto ¢ um importante biomarcador da capacidade antioxidante dos
tecidos (Liu et al., 2020). No presente estudo a GSH ndo induziu em tecidos como
branquias e musculo. A substituicdo de 15 % (CTL15) mostrou aumentar os niveis de
GSH comparado ao grupo CTLO, indicando uma melhora da capacidade antioxidante,
uma vez que a GSH ¢é considerada uma primeira linha de defesa das células.
Interessantemente, este aumento foi mantido no grupo MPI15. Considerando estes
resultados, podemos inferir que o alto contetido de GSH no grupo exposto ao MP esta
associado a indug¢@o da sintese do tripeptideo pela substituicao da farinha de 7. molitor e

ndo a exposi¢do aos MP em hepatopancreas do P. vannamei.

O aumento nos niveis de GSH observados nos grupos incluido 7. molitor pode estar
relacionado a presenga de compostos bioativos encontrados na farinha de inseto, tais
como peptideos com atividade antioxidante, acidos graxos insaturados e polifendis. Esses
componentes tém potencial para modular positivamente o sistema redox celular,
promovendo a sintese de glutationa diante da presenca de espécies reativas de oxigénio
(Nogales-M¢érida et al., 2019). Zheng et al. (2023) relataram que a quitina do 7. molitor
na dieta desempenha maior status antioxidante no camardo, aumentando a GSH, sendo

uma das razdes para melhorar a capacidade antioxidante e imunologica do camarao.

Considerando a atividade da SOD, a substitui¢cdo de 30 % (CTL30) mostrou menor
atividade da enzima comparado ao grupo CTLO. Enquanto em hepatopancreas, nos
grupos que receberam a substituicdo, nenhuma alteragdo na atividade da enzima foi
observada. Entretanto, neste tecido, o grupo MP30 mostrou reduzir a atividade da SOD
comparado ao respectivo grupo controle. Ortiz et al. (2024) observaram que a exposicao
aos MP (via 4gua) induziu aumento na atividade da SOD, indicando aumentos na
producgdo de radical anion superoxido e que mesmo com a suplementagdo de 1 mg de
quitosana como antioxidante, ndo foi possivel reverter o aumento. Enquanto a exposi¢ao
aos MP mostrou diminuir a atividade da SOD na ostra (C. gigas) (Liu et al., 2025). A
discrepancia entre os resultados observados pode ser atribuida a uma série de fatores,
como a variabilidade nas condi¢gdes experimentais entre os estudos como a dose e o tempo
de exposi¢do, as vias de exposi¢do, além das diferencas entre espécies e tecidos
analisados. Esses elementos podem influenciar diretamente a atividade de enzimas

antioxidantes, como a SOD afetando o equilibrio redox dos organismos expostos.
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A GPx ¢ outra enzima utilizada para reduzir os niveis de H202 utilizando como co-
substrato o tripeptideo GSH (glutationa reduzida) (Barbosa et al., 2010). No presente
estudo no hepatopancreas, foi observado um aumento da atividade da GPx no grupo
CTL30 comparado com o CTLO e esse aumento também foi observado no grupo que foi
exposto ao MP (MP30) enquanto nenhum outro tratamento mostrou modular a atividade
da enzima. No figado da carpa (C. idellus) a substitui¢do da farinha de peixe por farinha
de T molitor na proporg¢ao de 25 % foi observado um aumento na expressao do gene da
GPx concomitantemente com o aumento na atividade enquanto a inclusdo de 100 %
mostrou efeito contrario (Yang et al., 2025). No presente estudo, a inclusdo de 30 %
mostrou aumentar a atividade da enzima e a presenca de MP mostrou um aumento ainda
maior. Entdo, duas possiveis explicagdes para estas respostas sdo levantadas: (1) que no
grupo controle que recebeu a inclusao de 30 % houve o estimulo da melhora das respostas
antioxidante (no caso a GPx), provavelmente através de um elemento de resposta
antioxidante e (2) a exposi¢cao aos MP induziu a maior producdo de H202 mesmo quando
0 organismo ja apresentava um nivel mais elevado de GPx (CTL30). Outros estudos
mostram que a farinha de T. molitor induz a expressao do fator NRf2 e Keap 1 que resulta
em maior expressdo de enzimas antioxidantes como SOD, GPx, GST e CAT (Qu et al.,

2025; Yang et al., 2025)

As enzimas antioxidantes exercem um papel essencial na manutengao da homeostase
redox, sendo determinantes para uma resposta imunolédgica eficaz e o funcionamento
adequado do organismo. Altera¢des em sua atividade sdo frequentemente utilizadas como
biomarcadores sensiveis do estado fisioldgico, refletindo adaptagdes frente a estimulos
exdgenos, como intervengdes dietéticas (Jeong et al., 2021). Um aumento na ERO induz
um desequilibrio redox que por sua vez afeta diferentes componentes e moléculas dentro
das células, como a oxidag@o de lipidios e proteinas (Lushchak et al., 2016). Os niveis de
TBARS refletem o grau de oxidacdo lipidica e indiretamente a gravidade do dano celular
(Sharma et al., 2012). No presente estudo o musculo ndo apresentou dano lipidico em
nenhum tratamento. Entretanto, Hsieh et al. (2021) relataram um aumento da peroxidacao
lipidica do P. vannamei quando injetado diferentes concentragdes de MP diretamente no
musculo do animal, onde altas concentragdes ndo ativaram seu sistema antioxidante.
Neste estudo, nas branquias a substituicdo pela farinha de 7 molitor demonstrou sua

eficacia, reduzindo os niveis de lipideos oxidados no tratamento MP30. Resultados
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semelhantes foram observados em P. monodon quando suplementados com quitosana na
dieta (Niu et al., 2013). Isso pode estar relacionado a presenga de compostos antioxidantes
naturais, como peptideos bioativos, acidos graxos insaturados, que atuam neutralizando
radicais livres (Nogales-Mérida et al., 2019). Por sua vez as branquias sdo altamente
expostas ao meio aquatico, funcionando como interface com o ambiente externo, o que
as torna alvos preferenciais para acimulo de ERO e microplasticos, portanto aumentar a
protecdo deste tecido pode reduzir danos que afetaria o funcionamento fisioldgico do
animal como trocas gasosas ¢ osmorregulagdo (Balbi et al., 2021). Em hepatopancreas, a
farinha do Tmolitor na substituicdo de 15 % foi observado maiores danos lipidicos
comparado com o controle que ndo recebeu substituicdo (CTLO). Neste mesmo
tratamento, também foi possivel observar um aumento dos niveis de GSH. Uma possivel
explicacdo para os resultados obtidos ¢ que para induzir uma melhora nas respostas
antioxidantes € necessaria uma situagdo pro-oxidativa para causar a oxidacao da proteina
Keap-1 para que libere o fator Nrf2 e este migre para o nicleo induzindo a expressao de
genes antioxidantes. Entretanto, na coexposi¢do aos MP (MP30) mostrou normalizar os
niveis de TBARS que pode estar associada a outras respostas antioxidantes recrutadas

para lidar com a situagdo pro-oxidativa induzida pela exposi¢ao aos MP.

Os danos lipidicos podem afetar diversas fungdes fisiologicas, considerando que, na
maioria dos crustaceos, o hepatopancreas representa o principal 6rgado de armazenamento
e metabolismo de carboidratos e lipidios. Esses nutrientes sdo fundamentais para suprir
as exigéncias energéticas de processos vitais, reforcando a importancia de estratégias
nutricionais funcionais para mitigar os efeitos toxicos de contaminantes ambientais como
os microplasticos, especialmente em tecidos com fungdes metabolicas e imunologicas
centrais, muda e a reproducdo, além de contribuir para a adaptacdo do organismo frente

a condigOes adversas.

Os microplasticos sdo identificados em diversos 6rgdos de crustaceos, incluindo
branquias, trato gastrointestinal, musculatura e hepatopancreas, podendo comprometer a
funcionalidade desses tecidos e provocar alteragdes fisiologicas relevantes. Apesar dos
microplasticos ter uma escala micrométrica, sdo mais toxicos do que os plasticos maiores.
Pois é mais facil entrar através de barreiras biologicas pelo seu pequeno tamanho, sendo
transportado para diferentes tecidos do animal. Podendo afetar o consumidor final,

entrando na cadeia alimentar afetando a saide humana (Lehner et al., 2019).
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No presente estudo, MP foram detectados em todos os tecidos analisados apds a
digestdo, evidenciando que, quando incorporados na formulacdo das ragdes
experimentais, os MP foram efetivamente ingeridos e absorvidos pelos camardes. A
inclusdo do polimero foi padronizada em todos os tratamentos, com uma concentracao de
40 ng de MP por quilograma de ragdo. Apds a analise microscopica de todos os campos
da lamina, observou-se que, nas branquias, houve acimulo de fragmentos de
microplasticos, embora em menor quantidade quando comparado a outros tecidos. As
branquias dos camardes, por estarem em contato direto e constante com a coluna d’agua,
atuam como barreiras fisicas e fisioldégicas na interagdo com contaminantes, como os
microplasticos. A producdo de muco, o batimento de apéndices branquiais ¢ a ventilagdo
continua possibilitam uma eliminagdo parcial de MP, reduzindo o acimulo permanente
nesse tecido (Canesi et al.,, 2012). Alguns estudos indicam também pelo tempo de
exposicao do animal. Hariharan et al. (2022) investigaram os efeitos dos microplasticos
(MP) de polietileno sobre a ingestdo, o crescimento e as respostas enzimaticas em P,
vannamei. Os autores observaram que a ingestao das particulas esta relacionada ao tempo
de exposicao do que a sua concentracdo, e confirmaram que particulas de menor didmetro
tendem a se acumular em maior grau do que as maiores. Dessa forma, o tamanho das
particulas foi apontado como um fator determinante para a ingestdo e bioacumulacdo de

MP do que sua densidade.

No hepatopancreas observamos um acumulo mais exacerbado em todos os campos.
Em caranguejo (Eriocheir sinensi) também foi encontrado MP em hepatopancreas, apds
7 dias de exposi¢do ao polimero (Yu et al., 2018). Chen et al. (2020) relataram a retengdo
de esferas de poliestireno de tamanho nanométrico no hepatopancreas e intestinos do
lagostim australiano (Cherax quadricarinatus) exposta por 21 dias. A exposi¢do a
microplasticos via alimentagdo evidencia a transferéncia trofica desses contaminantes ao
longo da cadeia alimentar. Esses materiais podem provocar lesdes no trato gastrointestinal
ou obstrucdes, resultando em uma falsa sensagdo de saciedade, o que pode comprometer
o estado fisioldgico do organismo e levar ao enfraquecimento geral (Hirt e Body-Malapel,
2020). Hsieh e colaboradores (2021) injetaram MP diretamente no musculo do P
vannamei, foi observado que os MP se dispersam pelo sistema circulatorio, alcangando ¢
se acumulando no hepatopancreas. Dependendo da via de exposigdo, esses contaminantes

possam se acumular progressivamente em diversos tecidos do organismo. Estudos
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indicam que o acimulo de MP no hepatopancreas estd associado a alteragdes
morfologicas, aumento das enzimas antioxidantes e danos oxidativos, o que pode
comprometer fungdes metabolicas essenciais, como a sintese de enzimas digestivas ¢ a
regulacdo do crescimento (D'Costa, 2022). Alteragdes funcionais nesse 6rgdo podem
comprometer seriamente sua capacidade de desintoxicacdo, dificultando a eliminacdo de
microplasticos e outros contaminantes, além de impactar negativamente a saude geral do

organismo.

Apesar disso o misculo também foi afetado, diante de todos os processos para o
animal tentar expulsar o MP, a farinha de 7. molitor ndo foi capaz de reverter essa
acumulacdo. Hsieh et al., (2021) relataram que a inclusdo diretamente no musculo do P
vannamei durante 7 dias reduz a taxa de sobrevivéncia em 40%. O musculo, ao contrario
do hepatopancreas ou das branquias, possui fungdes voltadas para a locomogdo e o
armazenamento de energia, tendo menor capacidade de metabolizagdo e excre¢do de
substancias xenobidticas. Uma vez absorvidos, os microplasticos podem se deslocar pelo
trato gastrointestinal, sendo posteriormente depositados no tecido muscular. A estrutura
do musculo, com capilarizagdo relativamente reduzida em comparagdo com oOrgaos
metabolicamente ativos, dificulta a remocao desses contaminantes por vias excretoras,
promovendo sua retengdo a longo prazo (Barboza et al., 2018). Outro ponto relevante ¢
que os microplasticos atuam como vetores eficientes de microrganismos, podendo
transportar patogenos por longas distdncias e favorecer sua disseminagdo. Além disso,
essas particulas apresentam alta capacidade de adsorver diversos poluentes, como metais
pesados, potencializando a exposicdo dos organismos aquaticos a multiplos
contaminantes. Dessa forma, a presenga de MP no tecido muscular é a principal porgdo
comestivel comercializada em espécies cultivadas. Diversos estudos ja apontam a
transferéncia de micropldsticos ao longo da cadeia tréfica, demonstrando que esses
contaminantes podem atingir o consumidor final por meio do consumo de produtos
aquicolas. Esse acimulo ¢ particularmente relevante do ponto de vista da saude publica,
consequentemente, a ingestao ¢ considerada uma das principais vias de exposi¢ao humana
aos microplasticos, elevando os riscos potenciais a seguranca alimentar (Barboza et al.,

2018).
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6 CONCLUSAO

A exposicao a microplasticos tem sido associada a uma variedade de efeitos toxicos
em organismos aquaticos, sendo grande parte desses impactos vinculada a inducdo ao
estresse oxidativo. No presente estudo a farinha de T. molitor se mostrou eficiente em
diversos aspectos. Em pardmetros de desempenho zootécnico a substitui¢ao foi eficiente
em termos de crescimento no tratamento CTL30. O T. molitor representa como uma das
alternativas promissoras para a substituicdo da farinha de peixe em dietas aquicolas. Sob
a perspectiva econdmica, sua producdo pode ser implementada em pequena escala, o que
contribui significativamente para a reducdo dos custos operacionais. Em sistemas
otimizados, o custo da farinha obtida torna-se competitivo em relagdo a farinha de peixe,
apresentando ainda as vantagens de menor impacto ambiental e maior viabilidade de

escalonamento em modelos produtivos sustentaveis.

De modo geral, os diferentes tecidos analisados apresentaram respostas biologicas
distintas frente a exposi¢do aos microplasticos. Dentre eles, o hepatopancreas destacou-
se como o 6rgao mais sensivel, demonstrando ativagao significativa do sistema de defesa
antioxidante, evidenciada por alteragdes nos niveis de glutationa reduzida (GSH),
atividade da glutationa peroxidase (GPx) e peroxidacao lipidica (TBARS). Os resultados
obtidos evidenciam que a exposicdo aos microplasticos promovem alteragdes
significativas no equilibrio redox nos diferentes tecidos Penaeus vannamei, o que pode,
a longo prazo, comprometer fun¢des fisiologicas essenciais, como o crescimento € a
reproducdo, em razio da elevada demanda energética envolvida na resposta ao estresse
oxidativo. A inclusdo da farinha de T. molitor nas dietas, nos niveis de substitui¢do de
15% e 30%, demonstrou eficacia na modulacdo dos bioindicadores antioxidantes,
sugerindo seu potencial como estratégia nutricional. A mesma se mostrou eficiente frente
a exposicdo aos MP apenas na GSH e danos lipidicos, porém nio se mostrou eficiente aos

outros bioindicadores frente a exposigdo ¢ acumulagdo durante 21 dias de experimento.

A compreensdo aprofundada dos mecanismos envolvidos nos efeitos dos
microplasticos sobre os organismos aquaticos, em especial Penaeus vannamei, permite a
adocdo de medidas eficazes para reverter danos oxidativos. Além disso, contribui para o
desenvolvimento de estratégias nutricionais inovadoras, como o uso de fontes alternativas

de proteina, visando a reduc¢do dos danos oxidativos, o fortalecimento do sistema
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imunologico e o aumento da resisténcia as doengas. Tais avangos sdo essenciais para
assegurar a sobrevivéncia dos animais cultivados, preservar o equilibrio dos ecossistemas

aquaticos e garantir a seguranga alimentar ¢ a saide humana.
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