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Resumo

O presente trabalho de tese trata do desenvolvimento de um bioproduto composto por farinha
de biofloco e levedura e sua aplicacdo na alimentacdo do camardo marinho Litopenaeus vannamei
como ingrediente substituto a farinha de peixe. O primeiro capitulo avalia 0 desempenho zootécnico
do camardo na fase pds-larval onde sdo aplicadas substituicGes graduais da farinha de peixe pelo
bioproduto proposto em até 100%, sendo os tratamentos nomeados de BLO, BL10, BL50, BL70,
BL90 e BL 100, o experimento contou ainda com um tratamento com racdo comercial totalizando
sete tratamentos com trés repeticdes, cada. As dietas foram elaboradas com 40% de proteina bruta.
Os resultados estatisticos indicaram que a racdo BL70, com 70% de substituicdo, apresentou
respostas de ganho de peso, peso final e taxa de crescimento especifico equivalentes aos tratamentos
com a racdo controle (BLO) e a racdo comercial. Isto indica que a aplicacdo do bioproduto em
substituicdo a farinha de peixe pode ser feita em até 70% sem causar qualquer alteragdo negativa no
crescimento e sobrevivéncia de pés-larvas do L. vannamei. O segundo capitulo desta tese avalia a
digestibilidade das ragdes formuladas com o bioproduto também em substituicdo percentual
crescente a farinha de peixe, desta vez para juvenis do L. vannamei, com os tratamentos nomeados
de BLO, BL10, BL30, BL50, BL70 e BL100, este experimento contou também com um tratamento
composto por ragdo comercial totalizando sete tratamentos com trés repeti¢Oes, cada. As racgdes
foram formuladas com 35% de proteina bruta e contendo em sua composicdo o 6xido de cromo
(Cr,03) como marcador inerte. A avaliacdo da digestibilidade das racdes indicou que a
digestibilidade aparente da matéria seca (CDAMS) foi melhor nas racGes com até 50% de
substituicdo da farinha de peixe pelo bioproduto quando comparadas com a racdo comercial e
equivalentes a racdo controle. Ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos para a
avaliacdo da digestibilidade da proteina bruta (CDAPB). A digestibilidade da energia (CDAEB) foi
equivalente a ragcdo controle nos tratamentos onde a substituicdo foi de até 70%. A digestibilidade
dos aminoacidos (CDAAA) da racdo BL100 foi mais alta, para a maioria dos aminoacidos quando
comparada com a ragéo controle (BLO), com excecéo da lisina, onde a racdo BL50 foi superior. Para
metionina, tirosina e aminoacidos totais, ndo houve diferenca entre os tratamentos. Estes resultados
indicam a possibilidade da substituicdo da farinha de peixe pelo bioproduto em até 50% sem que haja
comprometimento na absorcdo dos nutrientes. O presente trabalho de tese gerou ainda uma patente
de invencdo depositada no Instituto Nacional de Propriedade Industrial INPI, cujo nimero de
identificacdo é BR 10 2017 022794 4 e tem como titulo “Racdo para aquicultura contendo bioproduto
composto por uma mistura de biofloco e levedura”, em processo de avaliagdo. A invengdo trata do

processo de formulagéo e producéo da racdo contendo o bioproduto.
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Abstract

The present study aimed to develop a bioproduct composed of biofloc flour and yeast and use it as a
substitute ingredient to fish meal in the marine shrimp Litopenaeus vannamei feeding. The first
chapter of this study evaluated the zootechnical performance of L. vannamei post larvae after gradual
replacement of fishmeal by the proposed bioproduct up to 100%. Treatments were identified as BLO,
BL10, BL50, BL70, BL90, BL 100 and a treatment with commercial ration totaling seven treatments
with three replicates. Diets were prepared with 40% crude protein. As results, BL70 treatment, with
70% replacement, responses of weight gain, final weight and specific growth rate were equivalent to
treatments with control group (BLO) and commercial rations. This indicates that the application of
the bioproduct in substitution for fish meal can be made up to 70% without causing any negative
change in the growth and survival of L. vannamei post larvae. The second chapter of this thesis
evaluates the digestibility of formulated diets with the bioproduct also in increasing percentage
replacement to fish meal, this time for L. vannamei juveniles, with the treatments BLO, BL10, BL30,
BL50, BL70, BL100 and a treatment composed by commercial ration totalizing seven treatments
with three replicates. The rations were formulated with 35% crude protein and containing in their
composition chromium oxide (Cr,O3z) as an inert marker. The evaluation of rations digestibility
indicated that the apparent digestibility of dry matter (CDAMS) was better in rations with up to 50%
of fish meal replacement by the bioproduct, compared to the commercial ration and equivalent to the
control ration. No statistical difference were found between treatments for crude protein digestibility
(CDAPB). The energy digestibility (CDAEB) was equivalent to the control ration in treatments up to
70% replacement. Amino acid digestibility (CDAAA) of BL100 ration was higher for most amino
acids when compared to control group (BLO) ration, except for lysine, that was higher in BL50
ration. Methionine, tyrosine and total amino acids analysis, there were no difference between
treatments. These results indicate the possibility of replacing fishmeal by the bioproduct by up to
50% without compromising the nutrients absorption. The present work has also generated a patent of
invention deposited in the National Institute of Industrial Property INPI, whose identification number
is BR 10 2017 022794 4 and is entitled "Racé&o para aquicultura contendo bioproduto composto por
uma mistura de biofloco e levedura”, in evaluation process. The invention relates to the process of

formulation and production of the feed containing the bioproduct.

Key words: Biofloc, Saccharomyces cerevisiae, residue, zootechnical performance, digestibility
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1-Introducéo

As atividades de pesca e aquicultura sdo importantes fontes de trabalho e alimento para
milhdes de pessoas em todo mundo. O consumo de pescado pela populagéo cresce ao longo dos
anos, dada preocupacdo com uma melhor qualidade de vida. Segundo dados da FAO (2016), o
fornecimento de pescado para o consumo humano é duas vezes maior do que O crescimento

populacional nos dltimos 50 anos, com um ritmo anual médio de 3,2% entre 1961 e 2013.

Investimentos no setor da aquicultura seguem numa crescente, visto que a produgdo pela
pesca de captura, estancada devido a eventos climaticos e sobrepesca, ndo é suficiente para manter a
demanda da populacdo por pescado. Em contrapartida, os custos com a producdo aquicola séo
elevados, a depender do tipo de empreendimento. Estima-se que cerca 60% dos gastos com a
producéo estejam relacionados com a alimentagdo (QUINTERO, 2010) devido ao elevado custo do

principal insumo utilizado na producéo de racGes para este setor.

A farinha e 6leo de peixe sdo considerados os ingredientes mais nutritivos e digeriveis dentre
os alimentos para 0s organismos aquaticos cultivados. No entanto, o elevado custo atribuido a
escassez destes produtos resulta na clara diminuicdo do uso destes insumos, sendo portanto aplicados
de forma mais seletiva (FAO, 2016). Uma queda expressiva da aplicacdo da farinha de peixe na
alimentacdo de espécies aquicolas também € reportada por Tacon e Metian (2008). Encontrar
ingredientes que possam reduzir ou substituir a farinha de peixe é uma tarefa j& aplicada em algumas
pesquisas com outros ingredientes de origem animal (PANINI et al., 2017); vegetal, com ndmero
mais expressivo de trabalhos (HASSAANA et al., 2017; HUANG et al., 2017; LIANG et al., 2017;
MORENO-ARIAS et al., 2018), ou mesmo residual (ACHUPALLAS et al., 2016; VALLE, et al.,
2016), com o compromisso de manter o padréo nutricional dentro dos cultivos.

Como mencionado, uma gama de ingredientes sdo propostos na busca de substituintes da
farinha de peixe e dentre os potenciais ingredientes residuais esta a aplicacdo do biofloco. Esta
iniciativa vem como contribuigdo na manutencdo de uma atividade sustentavel na medida em que se
transforma um residuo, que se descartado no ambiente implicaria em problemas no ecossistema, em

alimento para o préprio setor.

Os primeiros ensaios de cultivos em sistema BFT (Biofloc Technology) surgiram na década
de 1970 e foi sendo aperfeicoado neste mesmo periodo com a inclusdo de bactérias nitrificantes
(EMERENCIANO et al., 2011, 2013). Com a intencdo de se criar um ambiente onde fosse possivel o

cultivo em altas densidades, sem a necessidade de trocas de agua (recurso escasso em muitas
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localidades) e preservando a sanidade nos cultivos, por ser um sistema do tipo fechado, o BFT
ganhou cada vez mais forca. O biofloco gerado nestes sistemas de cultivo consiste de um agregado
de nutrientes composto por diversos microrganismos incluindo, além de fito e zooplancton, bactérias
que trabalham na ciclagem de compostos nitrogenados mantendo a qualidade da &gua no sistema
(AVNIMELECH, 2009). Além disso, o biofloco pode conter ainda residuos da racdo aplicada no
cultivo, fezes dos organismos cultivados, entre outros. A jungdo de todos os compostos, organicos e
inorganicos, que compdem o biofloco o torna um produto possivel de ser aproveitado na alimentacéo

tanto no préprio sistema de cultivo quanto empregado nas racdes em forma de ingrediente proteico.

Diferentes organismos, a depender de parametros como salinidade, temperatura,
luminosidade, fonte de carbono, entre outros, podem compor o biofloco. Consequentemente seu
contetdo nutricional também podera variar, sendo relatados pela literatura teores proteicos entre 12 e
49% (SOARES et al., 2004; KUHN et al., 2009). Tal variagdo dificulta a composi¢éo de ragdes com
este produto. Dantas et al. (2016) ao trabalhar com a farinha de biofloco (FB) em substituicdo a
farinha de peixe (FP) esbarrou com esta problematica e, em sua formulacéo, s6 foi possivel aplicar a
FB em substituicdo a FP em até 30% visto que o contetdo proteico da FB em seu experimento era de
24%.

A utilizacdo de ingredientes aditivos para solucdo de alguma deficiéncia na alimentacdo de
organismos cultivados € bastante aplicada. Para tentar sanar a deficiéncia proteica do biofloco o
presente estudo propds a associagdo do biofloco a levedura Saccharomyces cerevisiae, amplamente

utilizada tanto na nutricdo humana quanto animal.

Leveduras sdo fungos unicelulares, com tamanhos e tipos variados com reproducao que pode
ser sexuada, assexuada, por brotamento ou cissiparidade. S&o microrganismos cosmopolitas e, por
este motivo, facilmente encontradas em diversos tipos de substratos como solo, na superficie de
folhas e frutos e no trato gastrintestinal dos animais tendo como principal fonte de nutriente o
carboidrato (PANDEY, 2001; HISANO, 2005). Dentre as leveduras mais estudadas destaca-se o
género Saccharomyces, e sua principal espécie, a Saccharomyces cerevisiae que ao longo de
milénios vém sendo aplicadas na fabricacdo de alimentos no processo de fermentacdo de vinhos,

cervejas e paes.

As leveduras tém alto valor proteico, sdo ricas em vitaminas do complexo B, que auxiliam em
diversos aspectos da saude animal, e uma composi¢cdo de minerais adequada aos camarfes
(GARCIA-GALANO, 2007; NRC, 2011). Além disto, sdo microrganismos de elevada
digestibilidade chegando a um coeficiente de 87%, a depender da espécie (GARCIA-GALANO,

12



VALLE, B.C.S.F. Aplicacdo de um bioproduto composto por biofloco e levedura...

2007). S&o importantes fontes de obtencéo de nucleotideos devido ao seu elevado contetido de acidos
nucleicos e os B-glucanos presentes em sua parede celular sdo bastante empregados em pesquisas
para aquicultura como imunoestimulantes (GARCIA-GALANO, 2007; BAI et al., 2014). Vitaminas,
enzimas e compostos como glucanas e mananas, combinadas aos demais ingredientes, conferem alta
disponibilidade e valor biolégico ao alimento (HISANO et al.,, 2004). As leveduras apresentam
importantes propriedades funcionais que as torna excelentes fontes alternativas de nutrientes
(HISANO et al., 2004, 2005; LI e GATLIN-I1I, 2003, 2004). Trabalhos com a aplicacdo de levedura
na alimentagdo de peixes e camardes indicam resultados positivos em termos de crescimento,
sobrevivéncia e imunidade associados ao consumo da levedura por estes organismos (LI e GLATIN
2003, 2004; SCHOLZ et al.,1999).

A proposta de um bioproduto composto por biofloco e levedura possibilita substituicoes
maiores que as aplicadas por Dantas (2016) devido a inclusdo da levedura, que eleva os niveis
proteicos e de aminoacidos da farinha de biofloco. O termo bioproduto ainda ndo tem um consenso
quanto a sua definicdo, porém de acordo com a Agriculture and agriculture Canada (2003),
bioprodutos séo novos produtos desenvolvidos a partir de organismos vivos e/ou partes constituintes
destes que podem substituir ou elevar a producdo de produtos de fontes ndo renovaveis. Pode ser
definido também como qualquer produto derivado ou gerado a partir de biomassa (COUTINHO e
BONTEMPO, 2011).

Novos ingredientes quando aplicados a alimentacdo necessitam de uma série de investigacoes
como aceitacdo; desempenho zootécnico dos animais, que vai apontar algumas respostas
relacionadas ao crescimento; digestibilidade que indicara o potencial digerivel do alimento, entre
outros. RacOes com elevada digestibilidade sdo, particularmente, importantes para aquicultura, pois
além de disponibilizar uma maior quantidade de nutrientes para absor¢do reduz a problemaética da
qualidade de &gua nos cultivos. Ra¢es com baixa digestibilidade proteica impactam na concentracéo
de compostos nitrogenados na agua que, conforme se elevam podem causar mortalidade dos animais

cultivados.

Assim, o presente estudo tem como finalidade avaliar o desempenho zootécnico de pos-larvas
do camardo L.vannamei alimentadas com racGes produzidas com um bioproduto composto por
biofloco e levedura em substituicdo a farinha de peixe e a digestibilidade das ragdes produzidas com

0 bioproduto para juvenis da referida espécie.
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3- Artigos cientificos

3.1- Capitulo |

Bioproduto composto por biofloco e levedura como ingrediente de racdes para pds-larvas do

camardo marinho Litopenaeus vannamei

Artigo a ser submetido a revista Animal Feed Science and Technology
(ISSN: 0377-8401)

As normas de redacdo e citacdo deste capitulo atendem as exigéncias da referida revista, encontradas
em: elsevier.com/journals/animal-feed-science-and-technology/0377-8401?generatepdf=true
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Bioproduto composto por biofloco e levedura como ingrediente de racdes para pos-larvas do

camardo marinho Litopenaeus vannamei

Bruna Céritas Souza do Valle™, Camila Brito?, Camila Barros®, Karin Barbosa®, Flavio Guilherme?,
Silvio Peixoto®, Roberta Soares®
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Pesca e Aquicultura, Laboratério de
Tecnologia em Aquicultura, 52171-900, Recife, PE, Brasil *Corresponding author — contact

information: e-mail: brunacaritas@hotmail.com

Resumo

O presente estudo prop6s o uso da farinha de biofloco combinada a levedura Saccharomyces
cerevisiae como um bioproduto para inclusdo em ragdes para a aquicultura em substituicdo a farinha
de peixe. Para este trabalho foi utilizada a levedura S. cerevisiae ATCC 9763 cultivada em
laboratério e a farinha de biofloco (FB) produzida a partir do residuo gerado em sistemas de cultivo
do tipo BFT (Biofloc Technology). Estes produtos foram combinados em uma proporgdo de 9:1 (FB
. levedura). Seis (06) racOGes experimentais com substituicdo gradual da farinha de peixe pelo
bioproduto foram propostas para camardfes na fase pds-larval. Houve ainda um tratamento com racéao
comercial atuando como controle externo perfazendo sete (07) tratamentos com trés (03) repeticdes
cada. Considerando uma racdo basal com 400 g/kg de farinha de peixe (BLO) as demais ragoes
acompanharam a substituicdo pelo bioproduto em 40 g/kg (BL10); 200 g/kg (BL50); 280 g/kg
(BL70); 360 g/kg (BL90) e 400 g/kg (BL100). Os resultados estatisticos indicaram nao haver
diferenca significativa entre os tratamentos para os parametros de ganho de peso, peso final, taxa de
crescimento especifico, conversdo alimentar aparente e taxa de eficiéncia proteica. O tratamento
BL100 apresentou resultados de sobrevivéncia superiores aos encontrados na racdo controle
enquanto que para biomassa final ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos BL90 (90%

de substituicdo) e controle. Isto indica que a aplicacdo do bioproduto em substituicdo a farinha de
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peixe pode ser feita em até 90% (360 g/kg) sem causar qualquer alteragdo negativa no crescimento,

biomassa final e sobrevivéncia de pos-larvas do L. vannamei.

Palavras-chave
Alimento, Camarao, Peixe, Saccharomyces cerevisiae, Nutricdo, Residuo

1.Introducéo

As fontes proteicas de origem marinha, sobretudo a farinha de peixe, sdo as mais utilizadas na
producéo de racdes por terem excelente um perfil nutricional (aminoacidos, acidos graxos, vitaminas
e minerais) e apresentarem elevada palatabilidade (Davis e Arnold, 2000; El-Sayed, 1999). No
entanto, sua baixa oferta e crescente demanda indicam a necessidade da busca por outras fontes
proteicas capazes de substitui-la e minimizar os gastos com a elaboracao de ra¢des, uma vez que 0
alimento ofertado responde por cerca de 40 a 70% dos custos totais de producdo (Quintero e Roy,
2010). O consumo da farinha e 6leo de peixe pela aquicultura segue uma tendencia decrescente e o
uso de substitutos da farinha de peixe em dietas é cada vez mais frequente (FAO, 2016). Dentre os
ingredientes alternativos testados na aquicultura estdo, além daqueles de origem vegetal, produtos de
origem residual como os gerados em sistemas de cultivo intensivo do tipo BFT (Biofloc Technology)
(Dantas Jr et al, 2016; Valle et al., 2015).

O biofloco formado nos sistemas BFT € composto por organismos como fito e zooplancton,
bactérias, particulas organicas e inorganicas e apresenta consideravel conteddo nutricional
(Avnimelech, 2009). Comumente descartado quando atinge a capacidade méaxima nos ambientes de
cultivo, o biofloco apresenta caracteristicas para ser utilizado na producdo de alimento para
aquicultura. Entretanto, seu teor proteico médio de 270 g/kg (Emerenciano et al., 2012; Ju et al.,
2008; Maicé et al., 2012; Wasielesky et al., 2006) reduz a possibilidade de substitui¢cdo da farinha de
peixe em niveis elevados, sugerindo a melhora no contetdo nutricional deste produto para um maior

aproveitamento em racgdes para a aquicultura.
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Para suprir esta deficiéncia proteica o presente estudo indica o uso da levedura no
enriquecimento da farinha de biofloco visto que esta oferece uma série de beneficios, como elevado
valor proteico (600-700 g/kg), vitaminas do complexo B, adequado balanceamento de aminoacidos e
composi¢do mineral para camardes e peixes, enzimas que auxiliam no processo digestivo, além de
apresentar comprovada atividade probiotica (antibiticos naturais e estimulante de bactérias
benéficas) (Araldjo et al., 2009; Furuya et al., 2000; Garcia-Galano et al., 2007; Hisano, 2005;
Machado, 1997). A capacidade de se replicar com facilidade e ser um produto de baixo custo faz da
levedura uma alternativa vidvel também em termos econémicos.

Dentre as leveduras mais estudadas estd a do género Saccharomyces, destacando-se a espécie
Saccharomyces cerevisiae, amplamente utilizada pela industria na fabricacdo de alimentos como o
p&o, o vinho e a cerveja. E um fungo unicelular, que se apresenta na forma de células elipticas, se
reproduz por brotamento e € facilmente encontrada na natureza, apresentando a capacidade de se
desenvolver de forma rapida em diversos tipos de substratos. Estudos realizados com peixes (Berto
et al., 2016; Essa et al., 2011; Hassaan et al., 2015) e camardes (Gamboa-Delgado et al., 2016; Genc
et al., 2007) consideram espécies de leveduras e seus derivados como promotores de crescimento e
imunoestimulantes (Li e Gatlin, 2003, 2004; Scholz et al.,1999). Considerando estes fatores, o
presente estudo tem como objetivo o desenvolvimento de uma racdo produzida com um bioproduto
composto por biofloco e levedura em substituicdo a farinha de peixe que seja eficiente na nutricdo de

pos-larvas do camardo marinho L.vannamei.
2.Materiais e métodos

2.1 Ativacédo da levedura e determinacéo da concentracéo

A cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae INCQS 40002 (ATCC 9763), utilizada neste
ensaio foi cedida pela Fundagdo Oswaldo Cruz — Fiocruz, Rio de Janeiro. A levedura foi ativada em

5mL de caldo YPD (Yeast Peptone Dextrose), composto de 1g/kg de extrato de levedura, 1g/kg de
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peptona e 2g/kg de dextrose, e incubadas a 27°C por 48h. Posteriormente, 25uL da suspensdo da
levedura foram inoculadas em placas de Petri contendo meio s6lido YPD (diferenciado do caldo
YPD pela inclusdo de 23 g/kg de agar) e espalhada com o auxilio de alca de Drigalsky. As placas
foram incubadas em estufa de crescimento a 27°C por 72h. Posteriormente, uma (01) coldnia
crescida foi suspensa em 10 mL de solucdo salina a 0,85% perfazendo a diluicdo 10™*. Desta, foram
feitas diluicBes sucessivas e uma aliquota (100 pL) da diluicdo 10™ foi plaqueada para a formacéo de
novas colonias. A partir destas foi construida uma curva que avaliou o perfil de concentracdo da
levedura de acordo com o numero de coldnias. Para isto, colénias com 3,5mm, em média, foram
selecionadas em quantidades crescentes, diluidas em solugcdo salina estéril a 0,85% e lidas em
espectrofotémetro (HACH DR3900), utilizando o comprimento de onda de 625nm. Uma aliquota de
100uL de cada diluicdo lida no espectrofotdmetro foi plaqueada em Agar YPD e incubada a 27°C
por 72h. Posteriormente, as unidades formadoras de colénias (UFC/ mL) foram quantificadas e

comparadas com a leitura feita em espectro para conhecer a concentracao da levedura utilizada.

2.2 Producéo e secagem das leveduras

Para a producéo de levedura em maior escala, foram estriadas colénias em placas contendo meio
YPD e incubadas em estufa de crescimento a 27°C por 72h. Apos este periodo, as leveduras
crescidas nas placas foram transferidas para caldo YPD (duas placas/300mL de caldo), com
concentracdo inicial de 10’ UFC/mL. O caldo contendo as leveduras foi incubado em estufa a 27°C e
acompanhado através da leitura em espectrofotdmetro. Assim que a concentracdo atingiu 10°
UFC/mL, concentracdo méaxima alcancada nestas condi¢des, o material foi centrifugado a 3000 rpm
por 5 minutos, o sobrenadante descartado e o decantado suspenso em &gua destilada estéril para
remocao de residuos do meio de cultura. O produto foi novamente centrifugado em mesma rotacao e
tempo, o sobrenadante descartado e o concentrado de células foi congelado e posteriormente
submetido ao processo de liofilizagdo. Para isto, a levedura foi disposta em placas de Petri cobertas
com filme plastico e mantida a -80°C por 24h. Apds este periodo a levedura foi acondicionada no
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liofilizador por igual periodo e apds a eliminacdo da umidade foi macerada e peneirada em malha de

S50pm.

A levedura foi entdo acondicionada em recipientes hermeticamente fechados a -8°C e uma

amostra enviada para analise de sua composicao nutricional em laboratério comercial.
2.3 Obtencao do biofloco e producéo da farinha

O biofloco utilizado foi coletado de cultivos de L.vannamei em sistema BFT desenvolvidos
em fazenda comercial. O desenvolvimento do biofloco foi acompanhado, através de coletas
periddicas da agua de cultivo, utilizando cone de decantacdo Imhoff. Ao atingir um volume de
solidos decantaveis acima de 20 mL/L, foi iniciada a coleta com auxilio de um sistema de decantagcao
montado ao lado dos tanques. O biofloco foi submetido a sucessivas filtragens em malhas de 250 e
50um e filtro de celulose com porosidade de 10um e o material obtido foi seco em estufa de
recirculacdo de ar forcada a 50°C. O produto seco foi triturado e peneirado até a obtencdo de uma
farinha fina (50pum), armazenada em recipientes fechados, estocados a -8°C e avaliada a composi¢ao
nutricional em laboratério comercial.

2.4 Bioproduto e ragdes experimentais

Com os resultados das analises dos ingredientes, uma proporcao de 9:1 de biofloco : levedura
foi estabelecida. Este padrdo gerou um bioproduto (patente BR 10 2017 022794 4) que foi utilizado
na formulacdo das racdes experimentais em substituicdo & farinha de peixe (400 g/kg na ragéo
controle). Esta relacdo utiliza o nivel maximo de levedura recomendado para camardes (Hertrampf e

Piedad-Pascual, 2000) na ragdo experimental com maior presenga do bioproduto.

Seis racOes experimentais foram formuladas para apresentarem em sua composicao 400 g/kg
de proteina bruta sendo elas isoproteicas e isoenergéticas (14,5 MJ/kg). As ragdes teste foram

elaboradas para camardes da espécie L. vannamei na fase de bercario.
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As racOes experimentais foram preparadas com ingredientes selecionados (Tabela 2), os quais
foram previamente moidos e peneirados, quando necessario, em granulometria de 250um. Os
ingredientes foram misturados seguindo a sequéncia de secos e Umidos. A massa resultante foi seca
em estufa de recirculagdo de ar a 50°C. A massa ainda levemente imida foi pressionada em peneiras
com abertura de malha de 0,85, 1,4 e 2mm para as granulometrias nos tamanhos desejados e voltou a
estufa para término da secagem. As ra¢des foram embaladas e mantidas a -20°C até seu envio para
analise de composi¢do nutricional.

As proporgdes de substituicdo da farinha de peixe pelo bioproduto nas rac6es foram de O a
100% sendo os tratamentos nomeados conforme a substituicdo. O tratamento BLO (controle)
consistiu da dieta basal sem a presenca do bioproduto. Os demais tratamentos, BL10, BL50, BL70,
BL90 e BL100 tiveram a substituicdo da farinha de peixe pelo bioproduto em 40, 200, 280, 360 e

400 g/kg, respectivamente.

2.5 Analises dos ingredientes

A analise de composicdo centesimal, aminoacidos e acidos graxos da levedura, farinha de
biofloco e ragbes foram realizadas em laboratorio comercial utilizando os respectivos métodos:
proteina bruta — método Dumas (Association of Oficial Analytical Chemists - AOAC, 2007); extrato
etéreo - pelo método Soxhlet (Instituto Adolfo Lutz, 2005; AOAC, 1995); matéria mineral - técnica
de incineracdo em mufla; umidade - umidade e volateis (Instituto Adolfo Lutz, 1985); acidos graxos
-HPLC (AOAC, 2005) e aminoacidos -HPLC como derivados do PITC (White et al.,1986; Hagen et

al., 1989).

2.6 Desenho experimental

O ensaio foi composto de sete (07) tratamentos com trés (03) repeticdes cada. Destes, seis

(06) tratamentos consistiram das ra¢des formuladas e um (01) de uma ragdo comercial.
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As pobs-larvas de L. vannamei foram adquiridas em PL10 (10 dias em estagio pés-larval) de
uma larvicultura comercial. Os animais foram transferidos para o laboratoério e aclimatados por dois
dias em um tanque de 310L, contendo &gua do mar filtrada (1 um) e esterilizada com hipoclorito de
sodio (20 ppm). O tanque foi mantido sob aeracdo constante e com temperatura entre 25-26°C. Os
animais foram alimentados com dieta comercial prdpria para a fase de vida e nauplios de Artémia

recém-eclodidos.

Tanques retangulares de polietileno, com volume atil de 50L, foram utilizados como
unidades experimentais. Estes foram interligados por um sistema de recirculacdo de agua clara
contendo filtros bioldgico, mecéanico e UV. Cento e cinquenta pds-larvas (PL12), com peso umido
médio inicial de 0,00298 + 0,000439 g foram estocados em cada unidade (3 PL/ L). Diariamente
foram avaliados os parametros de qualidade de dgua (temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido e

pH) e compostos nitrogenados (aménia e nitrito) para monitoramento de quaisquer alteragdes.

Os animais foram alimentados com as dietas experimentais considerando 80% da biomassa,
sendo esta quantidade ajustada conforme o crescimento. O alimento foi ofertado trés vezes ao dia, as

08:00, 12:00 e 16:00h e o peso médio dos camardes foi verificado semanalmente.

Ao final de 30 dias, foram avaliados os parametros de desempenho zootécnico sendo eles:
peso final, ganho de peso (GP= peso final - peso inicial), conversdo alimentar aparente (CAA = peso
seco do alimento ofertado (g) / ganho de peso (g)); taxa de crescimento especifico (TCE = 100 (Ln
peso final - Ln peso inicial) / tempo); taxa de eficiéncia proteica (TEP= (ganho de peso/proteina
ofertada) x 100);sobrevivéncia (Sobrevivéncia = (n° final. de camardes / n° de camardes estocados) X

100) e biomassa final (Biomassa final= n° de individuos final x peso médio final).

2.7 Analises estatisticas
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Os parametros de qualidade da agua e desempenho zootécnico foram submetidos a testes de
normalidade e homogeneidade das variancias (Cochran). Posteriormente, foram submetidos a analise

de variancia (p <0,05) e teste de diferenciagdo das médias (Duncan) pelo programa Statistica 7.0.

3. Resultados

3.1 Composicéo nutricional dos principais ingredientes

A composicgédo nutricional dos ingredientes do bioproduto e da farinha de peixe, descritos na
Tabela 1, mostra a proximidade na concentracdo de alguns importantes nutrientes da levedura e da
farinha de peixe como proteina e aminoacidos, chegando a ser superior na levedura, em alguns casos.
Os nutrientes das células de levedura apresentaram, em sua maioria, niveis superiores aos
encontrados na farinha de biofloco, no entanto, ambos os ingredientes, tem em sua composi¢do todos

0S aminoacidos essenciais.

Tabela 1. Composicdo proximal, aminoacidos e acidos graxos dos principais ingredientes (g /kg)

utilizados na elaboracdo das dietas experimentais.

Farinha de Levedura ATCC Farinha de Bioproduto

peixe 9763 biofloco (FB)
Aminodcidos essenciais
Arginina 42,2 41,7 10,4 13,5
Fenilalanina 22,1 31 10,7 12,7
Histidina 19,6 18,18 3,3 4,8
Isoleucina 20,8 37 8,2 11,1
Leucina 41,5 8,9 15,6 14,9
Lisina 39,2 63,3 8,2 13,7
Metionina 17,4 11,76 2,7 3,6
Treonina 24,9 36,79 10 13,6
Valina 28,9 41,07 1,38 16,5
Aminodcidos ndo essenciais
Acido aspartico 57,6 85,35 11,9 19,24
Acido glutamico 84,8 93,9 21,6 28,83
Alanina 44,7 51,55 15,1 18,74
Glicina 72,1 35,51 15,6 17,59
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Cistina 9,4 5,13 1,3 1,68
Prolina 38,7 30,37 10 12,04
Serina 29,4 46,63 10,1 13,75
Taurina 10,9 ND 0,1 0,09
Tirosina 17,2 27,16 7,2 9,2

Acidos graxos

Gorduras Saturadas 16,89 2,4 3,85
Gorduras insaturadas 20,53 1,5 3,4
Gorduras Monoinsaturadas 19,89 1 2,89
Gorduras Poli-insaturadas 0,64 0,5 0,51
Andlise proximal

Proteina bruta 719,8 712,7 247,1 279,4
Extrato etéreo 90,2 37,43 4 7,3
Cinzas 127,3 70 366 278,9
Umidade 94,2 20 86,3 79,7

ND- ndo detectado

Devido a predominancia da farinha de biofloco na composi¢do do bioproduto, este apresentou
um teor proteico inferior ao da farinha de peixe. No entanto, a presenca da levedura elevou a
concentracdo de proteina e aminoacidos do produto final. Outra vantagem da presenca da levedura
na composi¢cdo do bioproduto é a reducdo de cinzas. Considerando que a proporcao de cinzas na
levedura é inferior a encontrada na farinha de biofloco (FB) ao substituir 10g/kg da farinha de

biofloco por levedura a concentragéo deste composto inorgéanico reduz de 7- 8%.

3.2 Formulacgéo e composic¢éo nutricional das racgoes

As ragOes formuladas acompanharam a substituicdo gradual da farinha de peixe pelo
bioproduto até seu nivel maximo com a racdo BL100 (Tabela 2). A tabela apresenta ainda
informacBes de composi¢do nutricional da ragdo comercial indicada pelo fabricante. O contedo

proteico nas ra¢Oes formuladas ficou bem préximo ao estipulado na formulagéo (400 g/kg).

Tabela 2. Formulagdo das ragdes experimentais para L. vannamei contendo o bioproduto de biofloco

e levedura em substituicdo gradual a farinha de peixe (g/kg)
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Ingredientes

Farinha de peixe
Bioproduto

Farelo de soja

Farelo de trigo

Farinha de trigo

Farinha de visceras de aves
Farinha de camardo
Gelatina

Mix de vitaminas e minerais”
Oleo de peixe

Goma de mandioca

Andlise proximal

Proteina bruta
Extrato etéreo

Cinzas

Umidade
Carboidratos totais*
Energia bruta (MJ/Kg)

Tratamentos
BLO BL10 BL50 BL70 BL9O BL100 com?®
400 360 200 120 40 0
0 40 200 280 360 400
90 90 170 190 215 215
120 120 110 60 60 60
200 200 100 70 60 60
70 70 100 150 150 150
40 40 50 60 60 60
10 10 20 20 35 35
10 10 10 10 10 10
10 10 10 10 10 10
50 50 30 30 0 0
412,7 410,7 403,4 402,1 401 395,8 400
81,1 75,6 60,4 74,8 73,1 61,7 80
81,6 90,4 136,7 162 181,3 190,1 130
63,3 75,6 98 78,3 77,3 77,7 130
424,6 423,3 399,5 361,1 344,6 464,8
14,78 17,68 16,42 16,39 15,88 15,61

#Niveis minimos de proteina e extrato etéreo e maximo de cinzas e umidade na racéo estabelecidos pelo fabricante na ragdo comercial

® Premix min. e vit. (Supremais, Campinas-SP): Composicao por quilo de: Vit. A = 1.200.000 UI; vit. D3 = 200.000 UI; vit. E =
12.000 mg;vit. K3 = 2400 mg; vit. B1 = 4800 mg; vit. B2 = 4800 mg; vit. B6 = 4000 mg; vit. B12 = 4800 mg; &c. folico = 1200 mg;
pantotenato de célcio = 12.000 mg; vit. C = 48.000 mg; biotina = 48 mg; colina = 65.000 mg; &cido nicotinico = 24.000 mg; Fe =

10.000 g; Cu =600 mg; Mn = 4000 mg; Zn = 6000 mg; | =20 mg; Co =2 mg e Se = 20 mg.

¢ Carboidratos totais = 100 - (PB + EE + Cinzas)

A tabela 3 apresenta os niveis de aminoacidos essenciais nas ragdes experimentais e indica 0s

niveis recomendados para a espécie. Informa ainda os niveis dos aminoacidos ndo essenciais e acidos

graxos totais e essenciais.

Tabela 3. Composicdo de aminoacidos e acidos graxos (g/Kg) das racdes experimentais para L.

vannamei contendo o bioproduto de biofloco e levedura em substituicdo a farinha de peixe.

Aminodcidos essenciais

Arginina
Fenilalanina
Histidina

Isoleucina

Tratamentos
Niveis
BLO BL10 BL50 BL70  BL90  BLlop  recomendados
25,9 25,2 24,1 23,9 239 22,3 19°
14,8 14,7 14,7 14,5 16 15,4 14°
10,5 11,3 10,4 9,8 9,4 9,2 8’
16,3 15,8 14,3 14 14,7 14,4 10°
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Leucina 27,7 27,3 25,7 25,3 25,1 24,6 17°
Lisina 27,2 26,7 24,6 22,6 21,6 20,2 16°
Metionina 8,9 8,6 7,1 6,1 6,2 53 9o
Treonina 15,8 15,3 15,2 14,5 15 13,9 14°
Valina 18,4 18 16,8 16,4 16,9 16 14

Aminodcidos ndo essenciais

Acido aspartico 36,6 35,4 31,8 26,2 28,8 19,4
Acido glutamico 57,9 57,8 53,2 49,5 48,9 41,7
Alanina 24,3 23,4 22,8 22,2 22,5 22,3
Cistina 5,3 5,8 4,6 3,6 5 4,3
Glicina 36,1 34,2 32,2 30,2 31 28,6
Prolina 24,8 23,9 22,7 22,2 22,2 21,2
Serina 19 18,4 18 17,4 17,2 15,8
Tirosina 12,7 12,6 11,5 10,2 11,3 10,9

Acidos graxos

Gorduras saturadas 14,4 13,7 12,3 16,7 17,7 15,4
Gorduras insaturadas 66,7 61,9 48,1 58,1 55,4 46,3
Gord.monoinsaturadas 20,8 19,3 15,8 20,2 20,3 17,6
Gorduras polinsaturadas 45,9 42,6 32,3 37,9 35,1 28,7
Acido linoleico (18:2n-6) 22,8 21,9 18,4 23,3 23,8 20,6 128
Acido linolénico (18:3n-3) 4,9 4,5 3,2 3,5 3 2,3 128
ARA (20:4n-6) 1,4 1,3 1,2 1,5 1,5 1,4 5"
EPA (20:5n-3) 5,2 4,7 3 2,9 2,1 1,3 5"
DHA (22:6n-3) 9,6 8,5 5,4 5,3 3,6 2,3 5"

a Millamena et al. (1998)

b Millamena et al. (1999)

¢ Richard et al. (2010)

d Millamena et al. (1997)

e Fox et al. (1995)

f Teshima et al. (2002)

g Glencross and Smith (1999), para P. monodon
h Gonzalez-Felix et al.(2003)

EPA= Ac. Eicosapentaendico

DHA= Ac. Docosahexaen6ico

3.3 Qualidade de &gua e desempenho dos animais

A temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido e o pH apresentaram médias (x DP) de 30,15
+ 0,879°C; 31,27 + 1,22 ¢g/L; 5,25 £ 0,518 mg/ L e 7,12 + 0,148, respectivamente. A média (+x DP)

para amonia foi de 0,598 + 0,561 mg /L e nitrito de 1,13 + 0,761 mg/L.

Os valores médios (x DP) de peso final (PF), ganho de peso (GP), taxa de crescimento
especifico (TCE%), conversdo alimentar aparente (CAA) e taxa de eficiéncia proteica (TEP%) ndo

apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos (Tabela 4).
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Tabela 4. Valores médios (x DP) do desempenho zootécnico de pos-larvas de L. vannamei

alimentadas com racgdes formuladas com o bioproduto de biofloco e levedura em substituicdo a

farinha de peixe.

Trat. PF GP TCE% CAA TEP% SOBREV% BF

BLO 0,3253+0,031°  0,3212+0,031° 1562+0,32° 1,77+0,22° 138,02+17,41° 68,89 +19,4° 33,9 +4,72%

BL10 0,3264+£0,042°  0,3289+0,042° 1568+0,42° 1,81+0,22° 13512+9,63° 78,89+13,8° 39,89 +2,54°

BL50 0,2805 +0,053°  0,2817 +0,053° 15,14+0,62° 1,72+0,22° 146,03+19,98° 66,22 +12,9° 28,62 +6,76°
BL70 0,2981 + 0,088° 0,2973 +0,088° 15,24 +1,03° 1,69+0,09° 147,72+7,71° 79,55 +25,93*® 33,91 +5,89%
BL90 0,2247 +0,037° 0,2219+0,037° 14,37+0,59° 1,70+0,14° 147,11+12,44° 86,89 +10,6 29,38 +7,81%°
BL100 0,194 +0,037° 0,1907 +0,037° 13,86+0,63° 1,84+0,14° 137,72+10,19° 92,44+4,73° 26,93 +4,363"
COM*  0,2772 + 0,049 0,2724+0,049 1503+0,67 2,44+0,45 104,63+18,14  57,55+3,05 23,40 +2,80

*COM= Tratamento com ragdo comercial (os dados de desempenho da ragdo comercial ndo foram utilizados para comparagdo
estatistica entre os tratamentos)

PF= Peso final; GP= Ganho de peso; TCE%= Taxa de crescimento especifico (%); CAA= Conversdo alimentar aparente; TEP%=
Taxa de eficiéncia proteica (%); SOBREV%= Sobrevivéncia (%); BF= Biomassa final

A taxa média de sobrevivéncia mais elevada foi observada no tratamento BL100 (400g/kg do
bioproduto) diferenciando significativamente dos tratamentos controle e BL50. Ja os dados de
biomassa final indicam ndo haver diferenca significativa entre o tratamento com maior substitui¢do

(BL100) e controle. No entanto, se avaliados apenas os tratamentos com a presenca do bioproduto a

indicacdo de uso passa a ser de 90% de substituicao (360g/kg do bioproduto) para este parametro.

Embora ndo tenha sido aplicado o tratamento com racdo comercial na avaliacdo estatistica, 0s
valores médios indicam melhores resultados em termos de crescimento (PF, GP e TCE%) para as
racBes com até 70% de substituicdo (280 g/kg) quando comparadas com a racdo comercial. Para
conversao alimentar aparente (CAA) e taxa de eficiéncia proteica (TEP) os resultados obtidos com as
racdes experimentais foram melhores do que os encontrados na ragcdo comercial. O mesmo pode ser
observado para biomassa final e sobrevivéncia onde os resultados deste segundo séo 38% maior do

que na racao comercial.

4. Discussao
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Ingredientes do bioproduto

A “levedura de cerveja” utilizada como aditivo na producdo de ragdes tem em sua
composicdo, além da levedura S. cerevisiae, grdos utilizados na producdo da cerveja gerando um
produto com teor proteico entre 270 e 426 g/kg (Lim et al., 2008; NRC, 2011). No presente estudo a
levedura utilizada para o bioproduto foi composta apenas por células da S. cerevisiae com 712,7 g/kg
de proteina bruta. Este fator permitiu gerar um bioproduto capaz de ser utilizado em substituicGes
maiores as aplicadas por Dantas et al. (2016), que limitou o uso da farinha de biofloco em
substituicdo da farinha de peixe em 120 g/kg (30%) devido & deficiéncia proteica e de aminoacidos
encontrada no biofloco. A farinha de biofloco empregada no bioproduto apresentou nivel proteico
(247,1 g/kg) dentro da faixa de valores observados por outros autores, que pode estar entre 233,9 a
511,9 g/kg (Bauer et al, 2012; Pérez-Fuentes et al, 2013). Estas variagdes estdo diretamente

relacionadas a sua composi¢do, considerando, principalmente, os microrganismos presentes.

Os niveis de lipidios encontrados na levedura neste estudo (17,5 g/kg) estdo dentro da faixa
descrita por outros autores para a mesma espécie, variando de 8g/kg a 30,44g/kg (NRC, 2011;
Sgarbieri, 1999; Tacon, 1989). Para o biofloco, esta quantidade foi de 40 g/kg, teor que se mostra
equivalente aos niveis encontrados também por outros autores (Azim e Little, 2008; Avnimelech,
2009; Crab et al., 2010). Ambos os ingredientes do bioproduto apresentaram teores lipidicos
inferiores ao da farinha de peixe utilizada (Tabela 1). No entanto, este fator pode ser equilibrado com

0 aumento de outras fontes lipidicas como 6leos vegetais.

Dietas experimentais

A formulacdo das ragdes seguiu as necessidades da espécie para a fase de poés-larva.
Kanazawa (1990) recomenda para larvas de peneideos de 230 a 570 g/kg de proteina, nivel
encontrado na composicdo das racGes experimentais. J& os aminoacidos essenciais (AA) estiveram

acima do recomendado para a especie, inclusive a lisina, considerada um amino&cido limitante. No
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entanto a metionina decresceu conforme o0 aumento na substituicdo da farinha de peixe pelo
bioproduto. Este fator estd relacionado a baixa concentracdo deste aminoécido na farinha de
biofloco. Tanto a lisina quanto a metionina sdo amino&cidos indispensaveis a boa manutencdo e
crescimento dos camarBes (Millamena et al. 1999). Embora tenha apresentado niveis abaixo do
recomendado nas maiores substituicdes, este fator ndo interferiu no desempenho dos camardes
cultivados. A deficiéncia observada para a metionina pode ser solucionada com a suplementacao do

aminoacido sintético na racdo (DL-metionina).

Os teores de lipideos também se mantiveram dentro do que é indicado para a espécie. Embora
ndo haja uma necessidade lipidica definida para camardes peneideos, os niveis irdo variar de acordo
com a fase de vida, espécie, habito alimentar e fisiologia. Assim, recomenda-se a adi¢do entre 50 e
80 g/kg de lipideos em racdes comerciais (Gonzalez-Félix et al, 2002, Holme et al. 2009; NRC,
2011). Racbes com 80 g/kg de lipideos sdo mais palataveis (Fitzsommons, 2001) enquanto niveis
excedendo 100 g/kg estdo associados ao retardo do crescimento e aumento da mortalidade dos

individuos (Kanazawa et al., 1977; Sheen ¢ D’ Abramo, 1991, NRC, 2011).

Considerando que a farinha de peixe é um ingrediente rico em acidos graxos polinsaturados
(PUFA) (Hertrampf and Piedad-Pascual, 2000), sua reducdo, conforme sua substituicdo pelo
bioproduto, evidenciou um decréscimo gradativo destes acidos graxos nas ragdes. A concentracdo
dos acidos graxos essenciais ARA, EPA, DHA (para alguns dos tratamentos) presentes nas racoes
teste e os 4&cidos linoleico-18:2n-6 e linolénico-18:3n-3, ndo acompanharam a concentracdo
recomendada. Segundo Das (2006), a deficiéncia em acidos graxos essenciais na dieta pode resultar
em graves patologias, baixo crescimento e morte do animal. Todos 0s acidos graxos atuam como
fontes de energia para o desenvolvimento, crescimento, natagéo e reproducédo (Sargent et al., 1989;
Tocher et al., 1985), mas, especificamente os LC-PUFA (acidos graxos polinsaturados de cadeia

longa), ttm um papel essencial no metabolismo do animal (Martins et al., 2006; NRC, 2011).
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Embora o balanceamento dos &cidos graxos ndo tenha estado dentro do padrdo recomendado, este

fator parece n&o ter interferido nas respostas de desempenho neste estudo.

Khatoon et al. (2017) ao testarem a substituicdo gradual (0, 250, 500, 750 e 1000 g/kg) de
uma racdo comercial pela farinha de biofloco na alimentacdo de pds-larvas (PL1 a PL12) do L.
vannamei, observaram que o resultado de taxa de crescimento especifico (TCE) da espécie foi
inferior no tratamento com substituicdo de 250 g/kg (concentragdo de FB encontrada na racdao BL70
no presente estudo) quando comparado aos tratamentos com substituicdes maiores. O mesmo néo é
relatado no presente estudo, visto que ndo houve diferencga entre os tratamentos para o parametro de
taxa de crescimento especifico (TCE). Estes autores relatam ainda o aumento das taxas de
sobrevivéncia nas ragdes com até 750 g/kg da farinha de biofloco em sua composi¢do. O mesmo foi
observado no presente estudo onde a ragcdo contendo o bioproduto em maior concentragdo obteve
resultados superiores ao tratamento controle. Estudos com a avaliacdo do desempenho de camardes
cultivados em sistema de bioflocos relatam o aumento nas taxas de crescimento e sobrevivéncia dos
individuos (Moss, 2001; Wasielesky et al, 2006). Este fator pode estar relacionado com a
composic¢do do biofloco, o qual pode conter microrganismos probio6ticos que podem atuar no sistema

imune do animal melhorando as taxas de sobrevivéncia (Khatoon et al., (2017).

Vérios estudos também demonstram que a aplicagdo da levedura suplementada na
alimentacdo de camar@es resulta na melhoria dos pardmetros de crescimento animal (Genc et al.,
2007; Hisano et al 2008). No entanto, ao suplementarem a dieta do L.vannamei com diferentes
concentragbes da levedura, Qiu e Davis (2017) ndo observaram diferenca dos parametros de
crescimento quando adicionados até 40 g/kg da levedura, corroborando com o resultado encontrado
no presente estudo onde ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos contendo o
bioproduto com a levedura em sua composicdo mesmo no tratamento BL100 (com 40g/kg da
levedura). lgualmente, Chotikachinda et al. (2008), ao investigar os efeitos da inclusdo de diferentes

concentracfes da levedura inativa na dieta de juvenis do camardo L. vannamei ndo observaram
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diferenca no crescimento do animal, porém, alguns pardmetros de imunidade foram melhores em

camardes alimentados com dietas suplementadas com a levedura.

Pesquisas que comprovam a acao imunoestimulante da levedura sdo bastante difundidas.
Segundo Webster et al. (2008) trés componentes da levedura Saccharomyces cerevisiae podem ter
efeitos imunomoduladores, sendo eles: os beta-glucanos (presentes na parede celular da levedura),
que demonstraram aumentar as respostas imunes e a resisténcia a doengas em varias espécies
ativando a producdo de hemocitos (Glatin, 2002); os nucleotideos, que melhoram a resisténcia a
doencas; e a quitina, que € relatada como tendo efeitos imunoestimulantes. A maior taxa de
sobrevivéncia observada no tratamento BL100, em relacdo ao controle, € um indicio da eficacia do
bioproduto também como um produto atuante na sanidade do animal, embora um estudo
aprofundado do bioproduto como ingrediente imunoestimulante precise ser realizado. Segundo
Hertrampf e Piedad-Pascual (2000), o uso de substancias imunoestimulantes € particularmente
interessante no cultivo de camardes uma vez que a vacinagdo destes organismos em escala produtiva

é irreal e impraticavel.

O bioproduto proposto neste estudo tem a intengdo de dar destino ao residuo dos cultivos
BFT, auxiliando na sustentabilidade da atividade aquicola. O mix do biofloco com a levedura traz a
possibilidade de um produto com melhor contedo nutricional do que apenas o biofloco, permitindo
maiores substituicbes da farinha de peixe do que as aplicadas em outros estudos (Valle et al., 2015,

Dantas et al., 2016).

5.Conclusao

Os resultados demonstraram a possibilidade de substituicdes de até 360 g/kg (90%) da farinha
de peixe pelo bioproduto composto por biofloco e levedura sem que haja comprometimento no

desempenho da espécie avaliada.
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3.2- Capitulo 11

Digestibilidade aparente de ragfes produzidas com um bioproduto composto por

biofloco e levedura para juvenis do camardo marinho Litopenaeus vannamei

Artigo a ser submetido a revista Aquaculture Nutrition
(ISSN: 1353-5773)
As normas de redacao e citacdo deste capitulo atendem as exigéncias da referida revista,
encontradas em: onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1365-
2095/homepage/ForAuthors.html
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Digestibilidade aparente de ragdes produzidas com um bioproduto composto por

biofloco e levedura para juvenis do camarao marinho Litopenaeus vannamei
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Resumo

Neste estudo foi avaliada a digestibilidade de ragcdes produzidas com um bioproduto
composto de farinha de biofloco e levedura (Saccharomyces cerevisiae) em
substituicdo a farinha de peixe. Seis racdes foram formuladas com substitui¢cGes
crescentes da farinha de peixe pelo bioproduto nomeadas de acordo com a
porcentagem de substituicdo. Um tratamento com racdo comercial também foi
utilizado perfazendo sete tratamentos. Foi aplicado nas racfes 1% de 6xido de cromo
(Cr,03) como marcador. Juvenis Litopenaeus vannamei compeso médio de 7,8g foram
alimentados com as racGes por 21 dias. A avaliacdo da digestibilidade das racdes
indicou que o coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca (CDAMS) foi
melhor nas ragdes com até 150 g kg™ (50%) de substituicdo da farinha de peixe pelo
bioproduto quando comparadas com a racdo controle. Ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos para a avaliacdo da digestibilidade da proteina
(CDAPB). A digestibilidade da energia (CDAEB) foi equivalente a racdo controle nos
tratamentos onde a substituicdo foi de até 90 g kg™ (30%). A digestibilidade dos

aminoacidos (CDAAA) da ragdo BL100 foi mais alta, para a maioria dos aminoécidos
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quando comparada com a ragéo controle (BLO), com excecédo da lisina, onde a racéo
BL50 foi superior. Para metionina, tirosina e aminoacidos totais, ndo houve diferenca
entre os tratamentos. Estes resultados indicam a possibilidade da substituicdo da
farinha de peixe pelo bioproduto em até 150 g kg' (50%) sem que haja
comprometimento na absorcdo de proteina bruta, matéria seca e aminoécidos para a
espécie, na fase avaliada. No entanto, a concentracdo indicada neste estudo para

CDAEB foi de 90 g kg™ (30%).
Palavras-chave

Aproveitamento de nutrientes; Residuo; Oxido de cromo; Alimento para camarao,

Saccharomyces cerevisiae, Farinha de peixe
1.INTRODUCAO

Ingredientes com potencial substitutivo a farinha de peixe séo estudados no
intuito de suprir a caréncia deste produto no mercado. Diversas pesquisas com 0 uso de
ingredientes de origem vegetal sdo aplicadas nesta substituicdo, no entanto alguns
fatores como deficiéncia em aminoacidos, baixa palatabilidade e digestibilidade acabam
restringindo seu uso (Davis e Arnold, 2000; Gatlin et al., 2007; Nunes et al., 2006).
Outra linha explora a possibilidade do emprego de ingredientes produzidos a partir de
material residual ou rejeito como pesquisas que aplicam o biofloco na producdo de
alimento para aquicultura (Bauer et al., 2012; Dantas et al., 2016; Valle et al., 2015). O
uso do biofloco em racdes aparece como medida sustentavel ao destino do residuo

gerado nos sistemas de cultivo do tipo Biofloc Technology BFT.

Os sistemas de bioflocos — BFT possibilita cultivos em altas densidades com
minima ou nenhuma troca de dgua onde os organismos sdo cultivados em um meio

rico em microrganismos, responsaveis por manter a qualidade da agua no sistema. O
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biofloco apresenta em sua composicao algumas espécies de zooplancton e microalgas,
além de residuos de racéo e fezes dos animais (Avnimelech, 2007) e atuam como uma
fonte extra de alimento para os organismos cultivados reduzindo a conversdo
alimentar e consequentemente 0s custos com alimentacdo (Emerenciano, Gaxiola e
Cuzon, 2013). O aumento do volume do biofloco aumenta com o tempo de cultivo,
pode prejudicar os animais causando, por exemplo, entupimento de branquias e queda
do oxigénio dissolvido no sistema. Assim, parte do biofloco precisa ser removida e

um dos potenciais destinos estudados para este material é a sua aplicacdo em races.

Por ter uma composicgdo variavel, seu teor proteico difere entre os cultivos e
esta diferenca gera bioflocos com concentracdo média de proteina de 26% (Dantas et
al., 2016; Emereciano et al., 2012; Ju et al., 2008; Maica et al., 2012). No entanto,
deficiéncias nutricionais como concentracdo de proteina e aminoacidos, inferiores as
da farinha de peixe, podem restringir o seu uso. Na tentativa de melhorar seu contetudo
nutricional, este trabalho propde o enriquecimento da farinha de biofloco utilizando a

levedura Saccharomyces cerevisiae.

Este microrganismo é amplamente utilizado tanto na alimentacdo humana
guanto animal e na aquicultura, atua como suplemento alimentar e fonte de proteina
alternativa a farinha de peixe (Deng et al., 2013; Hauptman et al., 2014; Peterson
Booth e Manning, 2012; Vechlang et al., 2012). As leveduras tem alto valor proteico,
excelente perfil de aminoacidos, sdo ricas em vitaminas do complexo B e apresentam
elevada digestibilidade (Lee e Lawrence, 1997; Garcia-Galano, 2007). A associacao
da levedura com a farinha de biofloco resulta em um bioproduto que pode ser capaz
de substituir a farinha de peixe parcial ou totalmente. Porém, a avaliacdo deste
bioproduto em termos de absorcdo dos nutrientes pelo animal permitira conhecer sua

eficiéncia na nutricdo dos organismos cultivados.
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O potencial de um alimento é principalmente referenciado pela sua composi¢éo
nutricional e por sua capacidade digerivel. Alimentos produzidos para a aquicultura
necessitam ser altamente digeriveis para 0 maior aproveitamento dos nutrientes e
minimizar problemas com a qualidade de &gua. Por tanto, o presente estudo tem como
objetivo avaliar a digestibilidade aparente de dietas formuladas com um bioproduto
composto por biofloco e levedura em substituicdo a farinha de peixe na alimentacédo de

juvenis do camardo marinho Litopenaeus vannamei.

2.MATERIAIS E METODOS

2.1 Bioproduto

Uma proporc¢do de 9:1 de farinha de biofloco e levedura, respectivamente, foi
utilizada para a producdo do bioproduto que foi posteriormente utilizado na

formulacdo das racdes experimentais.

A cepa de levedura utilizada para o bioproduto foi a Saccharomyces cerevisiae
INCQS 40002 (ATCC 9763) doada pela Fundagdo Oswaldo Cruz — Fiocruz, Rio de

Janeiro.

A ativagéo da levedura foi feita utilizando caldo YPD composto por extrato de
levedura, peptona e dextrose. Apds seu crescimento em estufa de germinagdo, uma
aliquota do caldo (25uL) foi inoculado em meio YPD solido, préprio para o
crescimento da espécie e novamente incubado para crescimento das coldnias a 27°C
por 72h. Apos este periodo, foi adicionada agua destilada estéril as placas e raspadas
as col6nias para obtencdo de um caldo de leveduras. O caldo foi posteriormente
centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o decantado
de células congelado a -80°C sendo, posteriormente, submetido a liofilizacdo e
enviado para anélise de composicao nutricional.
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O biofloco utilizado para a producdo da farinha foi coletado de uma
carcinicultura comercial (Pernambuco/Brasil), através de um sistema de decantacéo
instalado ao lado dos tanques. Em seguida, o biofloco retido foi sucessivamente
filtrado em malhas com diferentes porosidades (250, 50 ¢ 10um) e seco a 50°C em
estufa de recirculacdo de ar forcada. Apds, o material seco foi triturado e

acondicionado em freezer a -20°C para posterior anélise de composicao nutricional.
2.2 Rac0es experimentais

As racdes experimentais foram formuladas com 350g kg™ de proteina bruta e
300 kg™ de farinha de peixe na racdo controle (BLO) tendo substituices crescentes da
farinha de peixe pelo bioproduto em 0%, 10% (30 g kg™), 30% (90 g kg™), 50% (150
g kg™, 70% (180 g kg™) e 100% (300 g kg™) sendo nomeadas de BLO, BL10, BL30,
BL50, BL70 e BL100, respectivamente (Tabela 2). Os ingredientes foram
previamente moidos e misturados seguindo o padrdo de ingredientes secos primeiro e
posteriormente os Umidos. Dez (10) g kg™ de 6xido de cromo (Cr,05) foi adicionado
as racBes como marcador inerte e 30g/kg de agar na racdo comercial como ligante. A
massa resultante foi peletizada com diametro de 2,4mm e seca em estufa de
recirculagdo de ar forcada a 50°C. As racOes produzidas foram acondicionadas a -

20°C até posterior analise de composicdo nutricional.
2.3 Delineamento experimental e coleta das fezes

O experimento contou com seis tratamentos composto pelas racOes
experimentais e um tratamento com ragdo comercial, com trés repeti¢cées cada, num
total de 21 parcelas experimentais. As parcelas foram distribuidas em um sistema de
recirculagdo de &gua clara com filtragens mecénica e bioldgica responsaveis pela

qualidade da agua no sistema. Os tanques circulares com volume atil de 300L foram

47



VALLE, B.C.S.F. Aplicacdo de um bioproduto composto por biofloco e levedura...

povoados com 35 camardes cada, com peso médio de 7,28 + 0,1278g. A coleta das
fezes foi iniciada somente a partir do quinto dia de alimentacdo dos camardes para
adaptacao dos animais as racdes experimentais. A alimentacdo foi ofertada trés vezes
ao dia, nos horarios de 08:00, 13:00 e 17:00h considerando 8% da biomassa animal,
de acordo com a biometria semanal. O alimento permanecia & disposi¢do dos animais
pelo periodo de 01 (uma) hora e ap0s este periodo os tanques eram sifonados para
remogéo de sujidades. A coleta das fezes era realizada em duas etapas, 1 e 2 horas
apos o sifonamento, exemplo: alimentagdo- 08:00h; sifonamento- 09:00h; 1%coleta de

fezes- 10:00h; 22 coleta de fezes-11:00h.

As coletas eram feitas apenas apos as refeicGes das 08:00h e das 13:00h. Para
este procedimento foram utilizadas pipetas Pasteur e as fezes eram acondicionadas em
tubos resfriados para manter a integridade das amostras. Ao término de cada coleta as
fezes eram centrifugadas a 3000 rpm por 3 minutos, o sobrenadante descartado e o
decantado suspenso em agua destilada estéril para remocéo dos sais. Em seguida as
fezes eram novamente centrifugadas, o sobrenadante descartado e o material
congelado a -20°C. As fezes coletadas durante todo o periodo experimental, com
umidade média de 81,9%, foram liofilizadas e seguiram para analise de concentracdo

de nutrientes e cromo em laboratério comercial.

Os parametros de temperatura, salinidade, oxigénio, pH e ainda amdnia e
nitrito foram avaliados diariamente apresentando médias (= DP) de 27,08 + 1,21°C;
30,02 + 0,479 L™ 6,22 + 0,62 mg L™; 7,37 + 0,16; 0,013 + 0,01 mg L e 0,87+ 0,27

mg L, respectivamente.

2.4 Anélises
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As andlises de composi¢do centesimal, aminoacidos e &cidos graxos da
levedura, farinha de biofloco e racdes foram realizadas em laboratdrio comercial
utilizando os respectivos métodos: proteina bruta — método Dumas (Association of
Oficial Analytical Chemists - AOAC, 2007); extrato etéreo - pelo método Soxhlet
(Instituto Adolfo Lutz, 2005; AOAC, 1995); matéria mineral - técnica de incineracéo
em mufla; umidade - umidade e volateis (Instituto Adolfo Lutz, 1985); acidos graxos -
HPLC (AOAC, 2005) e aminoacidos -HPLC como derivados do PITC (White et
al.,1986; Hagen et al., 1989). A avaliacdo da concentracdo do Oxido de cromo na
racdo e nas fezes foi feita pelo método de Espectrometria de Absorcdo atdmica

(Instituto Adolfo Lutz, 2005).

Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da matéria seca (CDAMS),
proteina (CDAPB), aminoacidos (CDAAA) e energia bruta (CDAEB) foram
calculados segundo Cho, Slinger e Bayley (1982):

CDAMS=100-[100(Cr 14¢o/CF fezes)]

CDAN=100-[100(Cr racao/Cr fezes)X(Ntezes/N racio)

Onde:
Cr racao= % de 0xido de cromo na ragéo
Cr fezes = % de Oxido de cromo nas fezes
CDAN = Coeficiente de digestibilidade aparente do nutriente (proteina, aminoacidos,
energia) na dieta
N racao = % do nutriente (proteina, aminoacidos, energia) na ragéo

N fezes = % do nutriente (proteina, aminoacidos, energia) nas fezes
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Os parametros de qualidade da agua, crescimento dos camardes, sobrevivéncia
e coeficiente de digestibilidade aparente foram submetidos a testes de normalidade e
homogeneidade das variancias (Levene’s) e, posteriormente, submetidos & analise de

variancia (p <0,05) e aplicado o teste Tukey utilizando o programa Statistica 7.0.
3. RESULTADOS

A composicao nutricional dos ingredientes do bioproduto e da farinha de peixe
utilizados na producdo das ragfes experimentais e ilustrados na Tabela 1 indicam a
proximidade dos niveis de proteina entre a farinha de peixe e a levedura que compde 0
bioproduto. O mesmo € observado para o perfil de aminoécidos destes ingredientes.
Ambos os ingredientes do bioproduto (biofloco e levedura) apresentaram em sua

composic¢do todos os aminoacidos essenciais.

O conteudo de cinzas presente no biofloco foi muito superior ao encontrado na
farinha de peixe o que pode implicar negativamente na digestibilidade das racées com

maiores concentracfes do bioproduto.
Inserir Tabela 1

A formulacdo das racdes experimentais e suas respectivas composicoes

proximais, assim como da racdo comercial, estdo descritas na Tabela 2.
Inserir Tabela 2

Os aminoacidos essenciais das racfes experimentais acompanharam a
necessidade nutricional da espécie para a fase estudada e nao foram observados
decréscimos significativos conforme o aumento na substituicdo pelo bioproduto, com
excecdo da metionina. No entanto, a concentracdo de lipideos (Tabela 2) e &cidos
graxos nas rac¢des reduziu conforme a diminuicdo do uso da farinha de peixe (FP) nos

tratamentos com maiores substituicbes de FP pelo bioproduto (Tabela 3). Este fator
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esta relacionado ao teor lipidico da farinha de peixe que é superior ao do bioproduto,
no entanto, esta deficiéncia pode ser solucionada com a adigdo de outras fontes

lipidicas como 6leo de peixe ou 6leos vegetais a dieta.

Inserir Tabela 3

Ao término de 21 dias de experimento ndo foram observadas diferencas
significativas nos pesos inicial e final, e sobrevivéncia dos camardes com médias (£DP)

de 7,28 £ 0,985¢, 8,092 + 1,21g e 97,14 £ 1,94%, respectivamente.

O coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca (CDAMS), proteina
bruta (CDAPB) e energia bruta (CDAEB) das ra¢des com substituicdo gradual da
farinha de peixe pelo bioproduto proposto estdo descritos na Tabela 4. A avaliacdo do
CDAMS ndo indicou diferenca significativa entre as racdes com substituicdo de até
50% da farinha de peixe pelo bioproduto. Para o CDAPB nédo houve diferenca
significativa entre os tratamentos quando comparados entre si e com a ragao controle.
J& para o CDAEB foi observado um decréscimo na taxa conforme a reducdo da
farinha de peixe nas ragdes, apresentando melhor resultado com substituices de até
30% ou seja, 90 g kg™ do bioproduto. Sendo a concentracio de energia bruta referente
a energia disponibilizada por proteina, lipideos e carboidratos, o baixo CDAEB pode
estar relacionado tanto a baixa digestibilidade dos lipideos quanto dos carboidratos
visto que para a digestibilidade da proteina ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos. No entanto, no presente estudo, ndo foram
avaliadas as digestibilidades de lipideos e carboidratos para que fosse possivel
constatar a relacdo. Contudo, se comparadas as médias de coeficiente de

digestibilidade aparente de todas as ra¢des avaliadas sdo encontradas taxas nas ragoes
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experimentais superiores as encontradas na racdo comercial, tanto para o CDAEB

quanto para os demais coeficientes de digestibilidade aparente.

Inserir Tabela 4

Em geral observou-se uma tendéncia de aumento da digestibilidade dos
aminoacidos quanto maior o nivel de substituicdo. O coeficiente de digestibilidade
aparente dos aminoacidos (DAAA) das racles experimentais esta expresso também na
Tabela 4. Foi possivel constatar que a ragdo com maior substituicdo da farinha de peixe
pelo bioproduto (BL100) apresentou resultados de digestibilidade aparente superiores a
racao controle (BLO) para quase todos os aminoacidos, exceto para a lisina onde BL50
mostrou-se superior. Ja para metionina, tirosina e aminoacidos totais ndo foram

observadas diferencas significativas entre os tratamentos.

4. DISCUSSAO

O uso de biofloco como fonte de nutriente em ragdes para aquicultura ganha
espaco nas pesquisas pela necessidade de se encontrar uma aplicacdo para este residuo
apos sua saida dos sistemas de cultivo. Entretanto, as variaces que podem ocorrer
em sua composicdo nutricional limitam seu uso como ingrediente proteico substituinte
da farinha de peixe. Dantas et al (2016), ao trabalhar com alimentacdo de pos-larvas
do L. vannamei restringiu o uso da farinha de biofloco, em substituicdo a farinha de
peixe, em até 30% (120 g kg™ ) devido & baixa concentracdo proteica do biofloco
utilizado em seu ensaio (247 g kg?), a mesma concentragdo encontrada para o

biofloco utilizado no presente estudo.
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A aplicacdo da levedura S. cerevisiae a farinha de biofloco (FB) elevou o
contetdo proteico do produto e possibilitou substituicGes da farinha de peixe de até
300 g kg™ (100%) aliada aos demais ingredientes, embora com os niveis de metionina
e acidos graxos essenciais inferiores aos recomendados.

A levedura S. cerevisiae, é uma potencial fonte de nutrientes utilizada como
aditivo em dietas para organismos aquéaticos (Achupallas et al., 2016; Qiu, et al. 2016;
Liang et al. 2017), além de ser considerada um alimento de elevada digestibilidade
proteica para camardes de acordo com Lee e Lawrence (1997).

Conhecer da digestibilidade do alimento ajuda a entender seu potencial de
absorcdo pelo organismo. Além de um aproveitamento deficiente dos nutrientes,
dietas com baixa digestibilidade levam ao acumulo de compostos nitrogenados no
ambiente de cultivo desencadeando doencas nos camardes cultivados e consequente
mortalidade (Lin et al., 2006; Cho, 2008).

Informagdes sobre a digestibilidade de ragdes produzidas com o biofloco séo
escassas, mesmo sendo uma importante ferramenta para comprovar a eficacia do
produto. Ao testar a digestibilidade de ragdes produzidas com dois tipos de biofloco,
Sabry Neto (2015) verificou que a digestibilidade aparente da proteina bruta
(CDAPB) nas duas racdes (73,1% e 75%) foram inferiores a dieta sem o biofloco
(80,9%). Mesmo com a substituicdo da farinha de peixe pelo bioproduto no presente
estudo, as racdes ndo apresentaram diferenca no CDAPB quando comparadas entre si
(~ 75,56%), com a racdo controle (75,21%) e com a racdo comercial (67,16%),
diferindo do descrito pelo autor citado. Esta auséncia de diferenca no CDAPB pode
estar relacionada a elevada digestibilidade da levedura, semelhante a da farinha de
peixe, relatada por Hauptman et al.(2014) para truta arco-iris, de 97,6 e 97%,

respectivamente. Segundo Lee e Lawrence (1997), a digestibilidade proteica da
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levedura S. cerevisiae para espécies de camardes peneideos esta em torno de 85%, o
que indica que o resultado encontrado para o CDAPB no presente estudo estd
relacionado a capacidade da levedura no auxilio a digestdo. Segundo alguns autores, a
incluséo de levedura na dieta melhora a taxa de eficiéncia alimentar e a digestibilidade
das racGes por conter numerosas enzimas, entre elas a protease, que séo liberadas no
intestino e complementam as enzimas enddgenas, apoiando a digestdo do alimento
(Hisano et al. 2004; Jonvel, 1993; Watanabe, 2006).

No entanto, diferencas na digestibilidade proteica de leveduras da mesma
espécie podem acontecer. Qiu e Davis (2017) ao avaliarem a digestibilidade de uma
levedura seca, também do género S. cerevisiae para o L. vannamei, encontraram
resultados de CDAPB de 53,47%. Esta diferenga entre os resultados pode estar
relacionada ao modo como foi produzida. Segundo Hertrampf e Piedad-Pascual
(2000), a digestibilidade aparente da levedura é alta, no entanto, o tipo de tratamento
que ¢ dado durante sua producdo, como o tipo de secagem, afeta a digestibilidade.

Ao avaliarem os CDA da racdo produzida com a levedura, Qiu e Davis (2017)
encontraram valores de CDAPB (79,47%) e CDAEB (69,18%), ou seja, muito
proximos aos valores médios encontrados no presente trabalho que foram de 75,83% e
de 69,71%, respectivamente. No entanto, observou-se uma diminui¢cdo gradativa da
digestibilidade da energia (de 71,53% em BLO para 63,71% em BL100) que
apresentou uma relacdo direta com a disponibilidade de lipideos nas ragdes, sendo
reduzida conforme aumenta a substituicdo da farinha de peixe pelo bioproduto. No
entanto, 0 CDAMS no estudo destes autores foi superior (62,18%) ao registrado no
presente estudo (51,78%), fato que pode estar relacionado a baixa digestibilidade da
farinha de biofloco, descrita por Sabry Neto (2015). A digestibilidade da farinha de

biofloco avaliada pelo mesmo autor apresentou-se entre 25,7 e 26%, devido a alta
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concentracdo de cinzas. Niveis elevados deste residuo inorganico também sdo
relatados por outros autores em diversas pesquisas com o biofloco (Wasielesky et al.,
2006; Ju et al., 2008; Emerenciano et al., 2012). Embora os valores médios de
coeficiente de digestibilidade aparente de matéria seca das ragdes tenham sido baixos
no presente estudo, as racdes com até 210 g kg™ (70%) do bioproduto em substituicdo
a farinha de peixe tiveram CDAMS superiores & racdo comercial tendo esta, média
semelhante a substituicdo mais elevada (BL100). Tracando um comparativo entre 0s
coeficientes de digestibilidade aparente de PB e MS é possivel identificar médias
superiores para 0 CDAPB o que pode ser atribuido a importancia da proteina para
nutricdo de peneideos comparada ao baixo requerimento de carboidratos e lipideos
(Shiau, 1998; Dall et al., 1990).

Informacbes sobre a digestibilidade dos aminoacidos é fator importante na
adequada formulacéo de alimento para os camardes, e a definicdo da qualidade deste
alimento a partir do coeficiente de digestibilidade dos amino&cidos é cada vez mais
considerada, ja que séo responsaveis pelo bom funcionamento do organismo servindo
como fonte de energia e combustivel metabdlico (Cruz-Suérez et al., 2009; Lemos et
al., 2009; Yang et al., 2009; Terrazas-Fierro et al., 2010; Kaushik e Seiliez, 2010). No
presente estudo, o0 CDAAA da racdo BL100 foi mais alto, para a maioria dos
aminoacidos, se comparada ao tratamento controle (BLO), inclusive para lisina
(86,95%), aminoacido limitante. Esta resposta € apoiada na capacidade das leveduras
no auxilio a digestdo, como mencionado anteriormente (Jonvel, 1993). As racOes
elaboradas com o bioproduto apresentaram taxas de CDAAA de minimo e maximo,
entre os aminoacidos essenciais, de 69,19% (valina) e 88,65% (lisina), considerados

valores elevados se comparados com outros ingredientes de origem animal e vegetal,
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utilizados na formulacdo de ragcdes em substituicdo a farinha de peixe (Oujifard et al.,

2012; Panini et al., 2017).

5. CONCLUSAO

As racOes formuladas com o bioproduto de biofloco e levedura mostraram
potencial de uso em ragdes para juvenis do L. vannamei em relacdo ao seu coeficiente
de digestibilidade. Os resultados indicam a possibilidade de aplicagdo do bioproduto em
substituicdo a farinha de peixe em até 150 g kg™ (50%), substituicdo que apresentou, em
geral, os melhores resultados, com excecdo do CDAEB onde a concentracdo indicada
foi de até 90 g kg™ (30%). No entanto, estudos posteriores irdo avaliar os efeitos desta

substituicdo no desempenho de juvenis do L.vannamei.
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Tabela 1. Anélise proximal, aminoacidos e 4cidos graxos dos principais ingredientes (g kg™)

Farinha de peixe Levedura ATCC Farinha de Bioproduto
9763 biofloco (FB)

Aminodcidos essenciais
Arginina 42,2 41,7 10,4 13,5
Fenilalanina 22,1 31 10,7 12,7
Histidina 19,6 18,18 3,3 4,8
Isoleucina 20,8 37 8,2 11,1
Leucina 41,5 8,9 15,6 14,9
Lisina 39,2 63,3 8,2 13,7
Metionina 17,4 11,76 2,7 3,6
Treonina 24,9 36,79 10 13,6
Valina 28,9 41,07 1,38 16,5
Aminodcidos ndo essenciais
Acido aspartico 57,6 85,35 11,9 19,24
Acido glutamico 84,8 93,9 21,6 28,83
Alanina 44,7 51,55 15,1 18,74
Glicina 72,1 35,51 15,6 17,59
Cistina 9,4 5,13 1,3 1,68
Prolina 38,7 30,37 10 12,04
Serina 29,4 46,63 10,1 13,75
Taurina 10,9 ND 0,1 0,09
Tirosina 17,2 27,16 7,2 9,2
Acidos graxos
Gorduras Saturadas 16,89 2,4 3,85
Gorduras insaturadas 20,53 1,5 3,4
Gorduras Monoinsaturadas 19,89 1 2,89
Gorduras Poli-insaturadas 0,64 0,5 0,51
Andlise proximal
Proteina bruta 719,8 712,7 247,1 279,4
Extrato etéreo 90,2 37,43 4 7,3
Cinzas 127,3 70 366 278,9
Umidade 94,2 20 86,3 79,7
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Tabela 2. Formulagdo e composicdo proximal das racdes experimentais (g kg™) produzidas com o

bioproduto em substituicdo a farinha de peixe

Ingredientes Tratamentos
BLO BL10O BL30 BL50 BL70 BL100O Comercial
Farinha de peixe 300 270 210 150 90 0
Bioproduto 0 30 90 150 210 300
Farelo de soja 60 90 120 150 180 230
Farelo de trigo 170 170 170 170 170 170
Farinha de trigo 240 210 160 130 130 80
Farinha de visceras 100 100 120 120 120 120
Farinha de cabeca de camardo 30 30 30 30 30 30
Gelatina 10 10 10 10 20 30
PREMIX* 10 10 10 10 10 10
Oleo de peixe 20 20 20 20 20 20
Goma de mandioca 50 50 50 50 10 0
Oxido de cromo 10 10 10 10 10 10
Andlise proximal
Proteina bruta 3544 352,6 352,5 353,7 348,2 353,11 380,6
Extrato etéreo 95,6 81,7 74,4 71,9 70,6 63,4 75,2
Cinzas 121,6  125,8 137,1 151,1 157,9 169,7 130,05
Umidade 90,6 100,8 118,1 107,4 122,1 120,7 75,6
Matéria seca 909,4 899,2 8819 8926 877,9 8793 924,4
Energia bruta (cal g*) 4372 4308 4.150 3.909 3.787 3.736 3.258

*Premix min. e vit. (Supremais, Campinas-SP): Composicdo por quilo de produto : Vit. A =1.200.000 Ul; vit. D3 = 200.000 Ul; vit.
E = 12.000 mg;vit. K3 = 2400 mg; vit. B1 = 4800 mg; vit. B2 = 4800 mg; vit. B6 = 4000 mg; vit. B12 = 4800 mg; &c. félico = 1200
mg; pantotenato de célcio = 12.000 mg; vit. C = 48.000 mg; biotina = 48 mg; colina = 65.000 mg; &cido nicotinico = 24.000 mg; Fe
=10.000 g; Cu =600 mg; Mn = 4000 mg; Zn = 6000 mg; | =20 mg; Co =2 mg e Se = 20 mg.
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Tabela 3. Aminoacidos e acidos graxos das racfes experimentais e niveis recomendados para

juvenis do camardo Litopenaeus vannamei (g kg™)

Tratamentos

Aminodcidos essenciais Niveis

BLO BL10O BL30 BL50 BL70 BL100 recomendados
Arginina 22,6 22 22,6 22 21,7 22,3 19°
Fenilalanina 12 12,5 12,6 13,1 12,7 13,1 14°
Histidina 8,1 8,9 8,3 8,7 8,3 8,3 8°
Isoleucina 13,3 13,4 13,2 14,1 13,5 13,5 10°
Leucina 22,8 23,2 23 24,2 23 23,2 17°
Lisina 21,2 22,5 22,2 22,4 20,9 21,5 16°
Metionina 7,1 7,1 6,8 6,4 5,9 5,6 9°
Treonina 12,1 12,6 12,8 12,8 13,1 12,9 14¢
Valina 15 15,4 15,2 15,7 15 15,5 14f
Aminodcidos néio essenciais
Acido aspartico 20,5 24,8 25,7 27,5 25,8 28,6
Acido glutamico 43,4 46,7 47,2 47,8 45,1 48,2
Alanina 21,7 21,6 21,2 21,3 20,2 21
Cistina 3,7 4,5 4,7 4,5 4,1 4,5
Glicina 31,7 29,6 28,7 27,4 26,3 26,8
Prolina 23,3 22,3 21,4 20,9 20,4 21
Serina 15,4 15,6 15,8 15,6 15,7 15,8
Taurina 2,2 2 1,6 1,7 1,4 0,9
Tirosina 9,5 9,9 10 10 9,5 10
Acidos graxos
Gorduras saturadas (SFA) 24,1 21,2 18,8 18,8 19,9 16,4
Gorduras monoinsaturadas (MUFA) 25,9 22,6 20,8 19,9 23 17,8
Gorduras insaturadas (HUFA) 71,5 60,5 55,6 53,1 57,7 47
Gorduras poliinsaturadas (PUFA) 45,6 37,9 34,8 33,3 34,8 29,2
Ac.Linoleico (18:2n-6) 29,1 25,1 23,9 23,9 29,3 22,4 128
Ac. Linolenico (18:3n-3) 3,9 3,1 2,9 2,8 2,8 2,4 128
EPA (20:5n-3) 3,5 2,6 2,1 1,6 0,4 1 5"
DHA (22:6n-3) 6,1 4,7 3,7 3 0,7 1,8 5"
ARA (20:4n-6) 1,6 1,3 1,2 1,1 1 1 5"

a Millamena et al. (1998)

b Millamena et al. (1999)

c Richard et al. (2010)

d Millamena et al. (1997)

e Fox et al. (1995)

f Teshima et al. (2002)

g Glencross and Smith (1999), para P. monodon
h Gonzalez-Félix et al. (2003)
EPA= Ac. Eicosapentaenoico
DHA= Ac. Docosahexaendico
ARA= Ac. Araquiddnico
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Tabela 4. Digestibilidade aparente dos nutrientes das racdes experimentais e comercial (% + DP)

Aminodcidos
essenciais
Arginina
Fenilalanina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Treonina
Valina

Aminodcidos
ndo essenciais

Ac. aspartico
Ac. glutamico
Alanina
Cistina
Glicina
Prolina
Serina
Taurina
Tirosina

AA totais

Matéria seca
Proteina bruta

Energia bruta

Tratamentos
BLO BL 10 BL 30 BL 50 BL 70 BL 100 com
79,5440,34° 79,26+0,88°  81,58+1,07°  82,35+0,81°°  82,530,25°°  84,110,45
72,00+0,47°  73,15+1,14°  73,94+1,51°°  76,50+1,08°  74,45+0,36°°  75,73+0,69°°
76,57+0,39" 79,10+0,88° 78,5+1,24%° 80,27+0,90° 79,16+0,30° 79,37+0,58°
76,81+0,39°  77,67+0,94°°  76,64+1,35°  79,61#0,93°  77,92+0,31°  79,24+0,59°
76,50+0,39°  77,51#0,95*  77,80+1,28™  80,87:0,87°  78,30+0,31°  79,35:0,58"
83,96+0,27"  85,25+0,62°  85,74+0,82°  88,65+0,52°  85,92+0,20°  86,95+0,37"
78,9940,35° 78,9340,89° 80,17+1,15° 70,17+1,36° 80,3020,28° 79,52+0,58°
71,54+0,48°  73,02¢1,14°°  73,68+1,52°°  7551+1,12°  74,79+0,36°  75,04+0,71°
69,19+0,52°  70,28+1,26°  70,24+1,72° 73,741,220  70,91+0,41°  73,80+0,74°
76,68+0,39"  79,14+0,88™  81,02+1,10°°  77,11¢¥1,05° 81,70+0,26°  82,58+0,49°
82,43+0,30°  83,36:0,70°>  84,14%0,92°  84,93:0,69° 84,30+0,22°  84,98+0,42°
78,13+0,37° 77,89+0,93°  79,23+1,20™  81,44+0,85° 78,81+0,30°  80,48+0,55%
61,70+0,64°  69,42+1,29°  70,35+1,71"  68,25+1,45° 69,76 +0,43°  73,28%0,76
75,08+0,42°  72,39+1,17°  75,96+1,39°°  77,49+1,03° 7564+0,35"  78,35+0,61°
77,05£0,39  75,70+1,03°  77,82+1,28°  80,45:0,89°  78,34+0,31°  81,36%0,53°
68,07+0,54°  69,59+1,29"  71,40+1,65"  72,79+1,24°  72,49+0,39°°  73,80+0,74°
ND ND ND ND ND ND
76,50+0,39° 77,11+0,97° 77,35+1,31° 68,32+1,45°  76,97+0,38°  78,85+0,60°
76,96+0,39°  77,58+0,95°  78,79#1,23"  79,63+0,93° 97,83+0,03°  80,58+0,55°
56,14%0,74°  55,21+1,90° 53,53+2,69°  53,3242,14%  49,24%0,72°°  47,59+1,48° 47,75t4,46
75,21+0,34° 75,11+2,52° 75,88+1,64° 75,83+1,14° 75,63+0,33° 76,720,21° 67,16+0,89
71,53+0,48°  70,99+1,23%°  71,39+1,65°  67,93+1,47  65,54+0,49°  63,71+1,03° 60,55+3,37

ND - N3o detectado nas fezes

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05)
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4- Patente

4.1- Capitulo 111 (patente)

Racéo para aquicultura contendo bioproduto composto por uma mistura de

biofloco e levedura

Patente depositada no Instituto Nacional de Propriedade Industrial- INPI
(NUmero do Processo: BR 10 2017 022794 4)

As normas de redacdo deste capitulo atendem as exigéncias do INPI
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RESUMO

“RACAO PARA AQUICULTURA CONTENDO BIOPRODUTO COMPOSTO POR UMA
MISTURA DE BIOFLOCO E LEVEDURA”. O presente pedido de patente de invencao trata
do processo de obtencdao de uma racdo utilizando como principal ingrediente um
bioproduto a base de farinha de biofloco e levedura que pode ser utilizado em
substituicdo total a farinha de peixe. Ainda, outras farinhas de origem animal e vegetal
misturadas como fonte de proteina, fontes de carboidratos como farinhas e farelos
vegetais, fontes de lipideos como 6leo, aditivos como gelatina e goma de mandioca e
suplementos alimentares como vitaminas e sais minerais. Um ensaio com as ragoes
teste, empregadas na alimentacdo de individuos da espécie Litopenaaeus vannamei,
garantiu resultados equivalentes ou superiores, em termos de desempenho
zootécnico, quando comparados com os camardes alimentados com uma ragdo
comercial. Por possuir em sua composicdo a levedura, que atua como
imunoestimulante garantiu também, taxas de sobrevivéncia mais elevadas para os
individuos desta espécie alimentados com as ra¢des que continham maior presenca do
bioproduto, também em comparacdo com uma ra¢do comercial sendo de 92,44% para
os grupos alimentados com a racdo BL100 e 57,55% para os individuos alimentados
com a racao comercial. A racdo pode ser usada na area de aquicultura para a
alimentacdo de peixes e camardes. A racdo pode ser usada na area de aquicultura para

a alimentacdo de peixes e camardes.
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“RAGCAO PARA AQUICULTURA CONTENDO BIOPRODUTO COMPOSTO POR UMA
MISTURA DE BIOFLOCO E LEVEDURA”

RELATORIO DESCRITIVO

Campo da Invencdo

[001] O presente pedido de patente de invencdo trata do processo de obtencdo
de uma racao utilizando como principal ingrediente um bioproduto a base de farinha
de biofloco e levedura que pode ser utilizado em substituicdo total a farinha de peixe.
Por possuir em sua composi¢ao a levedura, que atua como imunoestimulante, garante
taxas de sobrevivéncia mais elevadas dos organismos cultivados. A racdo pode ser

usada na area de aquicultura para a alimentacado de peixes e camardes.

Antecedentes da invencao

[002] Ao longo de anos a crescente demanda de pescado pela populagdo
mundial vem sendo constatada, e este fato é caracterizado pela preocupacdo com
habitos alimentares mais saudaveis. O valor nutricional e a diversidade de produtos de
origem aqudtica tém forte apelo na escolha de alimentos desta linha. Segundo dados
da FAO (Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e Alimentacdo, 2016) o
consumo aparente mundial de pescado por individuo aumentou de 9,9 kg na década
de 1960 para 19,7Kg em 2013, com estimativas apontando para um aumento superior
a 20kg em 2015. A crescente procura pelo pescado impulsiona a atividade da
aquicultura de forma a atender a necessidade da populacdo para estes produtos,
porém fatores como a alimentac¢do nos cultivos ainda sdo uma limitacao, respondendo

por gastos que variam de 50 a 70% do total investido nesta atividade.

[003] A alimentacdo é um dos fatores mais importantes que envolvem a
aquicultura, garantindo melhores resultados de producdo. Entretanto, ingredientes
como a farinha de peixe, tipicamente utilizados em racGes empregadas neste setor
estdo cada vez mais escassos devido a medidas de restricdes na captura de algumas
espécies, a questdes climaticas e ao crescimento da aquicultura (FAO, 2016). Por
possuir elevado teor proteico, perfil de aminodcidos e demais nutrientes adequados a

espécies aquaticas a farinha de peixe acaba fazendo parte da formulacdo de racoes
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comercialmente produzidas. No entanto, devido a redugdo em sua oferta, perspectivas
nada animadoras ddo lugar a oportunidade do aproveitamento de outras fontes
proteicas que possam vir a substitui-la, ainda que parcialmente, em dietas para
organismos aquaticos. Neste ambito, o aproveitamento de residuos gerados pela
propria aquicultura como fonte de nutrientes pode ser, além de uma saida para a
problemadtica da escassez da farinha de peixe, uma solucdo para o descarte dos

residuos gerados de sistemas de cultivo superintensivos como o BFT.

[004] O crescente avanco da aquicultura acaba trazendo a necessidade de
cultivos em altas densidades e a tendéncia de aumento de empreendimentos
aquicolas superintensivos é inevitdvel. Este crescimento vem também acompanhado
da preocupacdo com a finalidade dada a residuos gerados em sistemas de cultivo
como o BFT. O aproveitamento deste produto como fonte de proteina na alimentacao

dos proprios organismos cultivados acaba por tornar-se uma possibilidade concreta.

[005] Biofloc Technology ou simplesmente BFT é um sistema cujo principal
intuito é a produgdao em altas densidades e a minima utilizagdo ou mesmo a anulagao
de trocas de dgua no cultivo. Neste tipo de sistema a gerac¢do de bactérias é induzida
através de uma fonte de carbono para que estas mantenham a qualidade da dgua em
niveis adequados aos organismos cultivados. Além das bactérias, fito e zooplancton,
particulas inorganicas e detritos organicos compdem o biofloco (Avnimelech Y.,
Aquaculture, 264, 140-147, 2007). Apds avaliacdo do seu conteudo nutricional,
pesquisadores empregaram este residuo na formulacdo de racdes teste em
substituicdo a farinha de peixe. Estas pesquisas obtiveram bons resultados nos indices
de desempenho zootécnico dos animais alimentados com as ragdes contendo o
biofloco (Bauer et al., Aquaculture. 342-343, 112-116, 2012; Dantas Jr et al, Aquac.
Nutrition. 22, 335-342, 2016; Valle et al.,, Aquac. Nutrition. 21, 105-112,2015; KR
20150159755 A). Todavia, por ter um nivel proteico que pode variar de 24 a 51%
(Avnimelech Y., The World Aquaculture Society, 2009; Azim M.E. e Little D.C.,
Aquaculture. 283, 1-4, 29-35, 2008; Luo et al., Aquac. Engineering. 52, 73-79, 2013;
Pérez-Fuentes et al., Aquaculture. 400-401, 105-110, 2013), a depender de sua
composicdo, ainda ndo é possivel que o biofloco possa substituir sozinho a farinha de

peixe em racBGes para a aquicultura. Deste modo, algo que associado ao biofloco
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conferisse o aumento no teor proteico, permitiria sua substituicdo pela farinha de

peixe em niveis mais elevados.

[006] A levedura é um fungo unicelular que tem como caracteristica nutricional
niveis elevados de proteina, balanceado perfil de aminodcidos e acidos graxos além de
vitaminas do complexo B responsaveis por manter o equilibrio da saude animal
(Garcia-Galano, 2007; NRC, 2011). Estes microrganismos sao bem conhecidos na
producdo de alimento humano e na aquicultura devido a resultados satisfatérios no
desempenho zootécnico de algumas espécies apds seu consumo. Ao avaliar a
performance de crescimento de bagres da espécie Clarias gariepinus, alimentados com
racdes contendo niveis de 0; 10; 15 e 20 g/kg da levedura S. cerevisiae, Essa et al.
(Aquaculture. 320, 137-141, 2011) observaram que os melhores resultados de taxa de
crescimento, eficiéncia alimentar e sobrevivéncia foram para aqueles animais
alimentados com a racdo contendo o maior nivel de inclusdo da levedura. J4 Iranshahi
e colaboradores (J. Anim. Vet. Advances. 10, 2730-2735, 2011), ao alimentarem larvas
de esturjdes com S. cerevisiae via nauplios de Artemia urmiana notaram que estas
apresentaram indices nos parametros de desempenho zootécnico significativamente
superiores quando comparados ao tratamento controle. Em experimento testando um
produto comercial a base de extrato de levedura, Berto et al. (Aquac. Research. 47, 1-
11, 2016), detectaram o aumento de 28,8% no ganho de peso de juvenis de tilapia do
Nilo. As leveduras podem ainda atuar como imunoestimulantes (US 2003/023239 A1;
EP 1381345 B1; US 20040047881 A1), auxiliando no aumento da imunidade do animal

guando ingerida.

[007] As leveduras ndo sdo habitantes normais do aparelho digestério e
recentemente algumas cepas passaram a ser utilizadas como probidtico a partir da
ingestdo direta de células vidveis que estimulam a microbiota intestinal. Costa L.F.
(Ver. Elet. Nutritime. 1, 01-06, 2004), afirma que por ndo serem hospedeiras naturais
do trato gastrointestinal, as células das leveduras nao aderem ao epitélio intestinal,
multiplicando-se muito pouco e transitando juntamente com o bolo alimentar,
atuando como probidtico, vindo a diminuir a pressdao exercida pelos microrganismos
patogénicos. As leveduras vivas através da capacidade de adsorverem bactérias Gram

negativas impedem a ligacdo destas bactérias as vilosidades da mucosa intestinal.
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[008] Algumas patentes descrevem métodos de utilizacdo da levedura em
racOes para aquicultura como nos documentos EP 0332604 B1, US 5158788 A, WO
2004043139 A2. Estes documentos diferem da presente invencao, pois a levedura ndo

é utilizada em associagdo com o biofloco como fonte de proteina.

[009] Alguns métodos também sdo empregados na producdo da levedura que
podem alterar ou melhorar sua fungdo como descrito nas patentes US 5158788 A, o
qgue pode vir a encarecer seu processo de produgdo diferentemente da levedura
empregada no presente pedido de patente utilizada de forma integra, sem qualquer
intervencdo em sua estrutura fisica ou funcbes. A levedura integra utilizada na
producao do bioproduto empregado nas ragdes produzidas apresenta um teor de
proteina bruta de 71% contra 43,8% das leveduras cervejeiras (NRC, 1984) utilizadas

na producdo de ragoes.

[010] Ambos os ingredientes, biofloco e levedura, sdo utilizados na alimentacdo
de organismos aquaticos, ainda que de forma experimental. Porém, a combinacdo
destes ingredientes como um Unico produto ainda n3do havia sido relatada, tampouco

seu emprego em ra¢des em substituicdo a farinha de peixe.

Descricdo da Invencdo

[011] A presente invengao descreve um processo de produgdo de uma ragao
para a aquicultura composta por um bioproduto, outras farinhas de origem animal e
vegetal como fonte de proteina, fontes de lipideos como éleo, além de suplementos

alimentares como vitaminas e sais minerais.

[012] A presente inven¢do descreve uma rag¢ao produzida com o bioproduto
gue pode ser usada na industria de racGes para camardes, tendo como vantagem a
capacidade de substituir a farinha de peixe em até 100%, utilizar-se de um produto
residual e ser composta por um microrganismo (levedura Saccharomyces cerevisiae)
com alto teor proteico e excelente perfil de aminoacidos e que tem a capacidade de se
ligar a microrganismos patégenos impedindo-os de colonizarem o trato
gastrointestinal dos animais, atuando como imunoestimulante e garantindo assim a

sanidade dos animais cultivados.
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[013] Para fins desta invencdao, o bioproduto é um ingrediente formado por
uma farinha a base de biofloco e levedura Sacharomyces cerevisiae. Para fins desta
invencdo a medida de porcentagem (%) esta relacionada a propor¢do do ingrediente
dentro do total de ingredientes (100% - g/Kg). Para fins desta invengado, as ragGes serdo
apresentadas no Exemplo 1, com as nota¢des BLO; BL10; BL30; BL50; BL70; BL9O;
BL100 referenciam a proporcdo de substituicdo da farinha de peixe pelo bioproduto
em porcentagem (%). Sendo assim, a ragdo nomeada BLO refere-se a uma ragdo sem a
presenga do bioproduto, que também é considerada aqui como a ragao controle; BL10
com 10% de substituicdo da farinha de peixe pelo bioproduto; BL30 com 30% de
substituicdo da farinha de peixe pelo bioproduto; BL50 com 50% de substituicdo da
farinha de peixe pelo bioproduto; BL70 com 70% de substituicao da farinha de peixe
pelo bioproduto; BL90 com 90% de substituicao da farinha de peixe pelo bioproduto;

BL100 com 100% de substituicdo da farinha de peixe pelo bioproduto.

[014] Esta racdo tem como fontes proteicas o bioproduto, farinhas de origem
animal e vegetal tais como a farinha de visceras de aves, farinha de camarao e farelo
de soja, podendo a racdo ser produzida com outras fontes proteicas de origem animal
tais como a farinha de pena hidrolisada, farinha de lula, farinhas de subprodutos de
carne ou de origem vegetal como a farinha de algodao. Com exceg¢do do bioproduto, as

farinhas e farelos sdo facilmente adquiridas no comércio.

[015] De acordo com a presente invencdo, o bioproduto é gerado substituindo
uma propor¢ao compreendida entre 0,5 e 40%, preferencialmente 10% da farinha de

biofloco pela levedura.

[016] A farinha de biofloco é produzida a partir do residuo gerado em sistemas
de cultivo aquicola do tipo BFT. Esta deve ser produzida conforme metodologia
modificada de Valle et al. (Aquaculture Nutrition, 21.1 (2015): 105-112) que consiste na
coletada do biofloco excedente dos sistemas de cultivo que pode ser através de
sistemas de decantacdo. Para o produto utilizado no presente pedido de patente
coletou-se o biofloco de tanques de cultivo do camarao marinho L. vannamei apds
atingir o volume de sdlidos suspensos de 20 mL/L. Neste caso, a 4gua do sistema é
sugada para dentro de uma caixa com baixa turbuléncia, onde os sdélidos decantados

sdo coletados e filtrados em malhas de 250-10 um. Apds a filtracdo, a massa de
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biofloco é disposta em camadas finas e mantida em area ventilada e protegida do sol.
Logo apds, o material deve ser espalhado com altura entre 1 mm e 5 mm,
preferencialmente 3 mm, em bandejas e levado a estufa de circulacdo de ar forcado
com temperatura de 45 a 60 °C, mas preferencialmente a 50 °C. Conduzido
adequadamente de 24 — 72 h, mas preferencialmente 48 h. Apds sua secagem, o

biofloco é triturado e peneirado para uma granulometria entre 250-50 um.

[017] A levedura Saccharomyces cerevisiae pode ser cultivada em caldo ou agar
YPD (Yeast Peptone Dextrose) ou em caldo ou agar Extrato de Levedura Triptona Soja.
A levedura pode ainda ser cultivada em qualquer outro meio que permita seu
crescimento em tempo e temperatura adequados a espécie. A cepa da levedura deve
ser ativada em caldo YPD (composto de 1 g/kg de extrato de levedura, 1 g/kg de
peptona e 2 g/kg de dextrose) e incubada a 27 °C por 48 h. Posteriormente, a
suspensdo da levedura deve ser inoculada em meio sélido YPD (diferenciado do caldo
YPD pela inclusdo de 23 g/kg de agar). O crescimento devera ocorrer entre 25-35 °C,
preferencialmente 27 °C por 36-96 h, preferencialmente 72 h. Apds este periodo, as
leveduras crescidas sdo transferidas para caldo YPD, com concentracao inicial de 10’
UFC/mL (previamente avaliada). Depois de incubado em estufa de crescimento por
tempo e temperatura sugeridos acima, a concentracdo pode chegar a 10° UFC/mL. O
material deve ser homogeneizado, distribuido em recipientes préprios para centrifuga
e centrifugado de 1000 a 5000 rpm por minuto, preferencialmente 3000 rpm por
minuto durante 2-10 minutos, preferencialmente 5 minutos. O sobrenadante deve ser
descartado e o decantado suspenso em agua para remocao de residuos do meio de
cultura que é novamente centrifugado em mesma rotacdo e tempo sugeridos. O
sobrenadante é descartado e o concentrado de células deverd ser convertido a pé por
liofilizagdo ou spray drying, por exemplo. E possivel ainda, secar a levedura em estufa
de recirculacdo de ar forcada antes da liofilizacdo para reduzir o tempo deste processo.
Para esta secagem sugere-se a altura da massa decantada entre 0,5 — 5 mm,
preferencialmente 1 mm, temperatura de 45-60 °C, preferencialmente 50 °C, por 2-12
horas, preferencialmente 5 horas. Apds a formacdo do pé com a levedura, esta é

macerada ou triturada para ser incorporada a farinha de biofloco gerando o
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bioproduto. O crescimento da levedura também é possivel utilizando uma solugdo de

agua com alguma fonte de carbono como o aglcar ou o melago, por exemplo.

[018] Os ingredientes que compdoem o bioproduto, biofloco e levedura,

apresentam teor de proteina bruta de 24,7% e 71%, respectivamente.

[019] As ragdes sao formuladas de modo a serem isocaldricas e isoproteicas,
com 40% de proteina bruta e atendem a necessidade nutricional de camardes da
espécie Litopenaeus vannamei nas fases de pds-larva e engorda. No entanto, é possivel
utiliza-la também para camardes de outras espécies ou ainda para alguns tipos de
peixes tal como a Tilapia (Oreochromis niloticus), Tambaqui (Colossoma macropomum)
e Zebrafish (Danio rerio) desde que obedecidas as necessidades nutricionais da

espécie.

[020] As racbes, objeto do pedido desta patente, estdo formuladas
considerando a substituicdo gradativa de 0% a 100% do total de farinha de peixe
presente pelo bioproduto, preferencialmente 90%. A farinha de peixe comparece com
40% do total de ingredientes na ragao basal ou ragdao controle e decresce
gradativamente conforme o aumento na inclusdo do bioproduto estando ausente na
racdo BL100. Tanto o bioproduto quanto a farinha de peixe representam as fontes

proteicas mais expressivas da ragao.

[021] Na presente invencgdo, o bioproduto contribui como fonte de proteina e
compde a racdo em proporcdes que vao de 4 a 40% sempre substituindo a farinha de
peixe. Também como fontes proteicas de origem animal tem-se a farinha de peixe,
sendo utilizada de 0 a 40% do total de ingredientes da ragao podendo,
preferencialmente, ser utilizada em 4%. A farinha de visceras de aves pode ser
utilizada em concentracdes entre 2% e 30%, preferencialmente 15%. A farinha de
camarao também pode ser utilizada compreendida entre 1% e 12%, preferencialmente
6%. O farelo de soja como ingrediente proteico de origem vegetal é utilizado numa
concentracdo que pode estar entre 5% e 23%, preferencialmente 21,5%. Ainda como
ingredientes proteicos de origem vegetal tem-se o farelo de trigo com concentragdes
que podem variar de 4% a 15%, preferencialmente 6%, e a farinha de trigo podendo
ser utilizada entre 4% e 20%, preferencialmente 6%, ndo restringindo o uso de outros

farelos ou farinhas de origem vegetal tal como a farinha de milho.
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[022] Algumas farinhas e farelos citados acima atual também como fonte de

carboidratos e fibras.

[023] A fonte de lipidio aqui utilizada é o d6leo de peixe, entre 0,5 e 4%,
preferencialmente 1%, ndo estando a ragdo limitada apenas a esta fonte lipidica. E
possivel substitui-la ou associa-la a outros 6leos de origem animal ou 6leos de origem
vegetal como os produzidos a partir de sementes de linhaca ou de girassol, éleo de
soja, entre outros, desde que sejam comprovadamente eficientes para a nutricdo do

animal cultivado.

[024] Como aditivos presentes na composicdo da racdo estdo a gelatina e a
goma de mandioca. A gelatina atuara como aglutinante e pode contribuir como fonte
proteica podendo representar de 1% a 5% da ragao, preferencialmente 3,5%. A goma
de mandioca é adicionada para completar a proporcdo de ingredientes na formulacao
da racdo e pode atuar como fonte de carboidrato e aglutinante sendo utilizada entre 0
e 10%. No caso de a ragdo ser produzida para o camardo, é opcional a adi¢ao deste
ingrediente, visto que a goma de mandioca ndao possui nutrientes que possam

contribuir a sua nutricdo.

[025] A ragdo conta ainda um mix de vitaminas e minerais que compreende as
vitaminas A, B1, B2, B6, B12, C, D3, E e K3, 4cido fdlico, pantotenato de cdlcio, biotina,
colina, acido nicotinico (B3), ferro, cobre, manganés, zinco, iodo, cobalto e selénio.
Este mix pode representar de 0,5 a 3% do total da racdo, sendo preferencialmente

utilizado 1%.

[026] Para a producdo da ragdo com substituicio da farinha de peixe pelo
bioproduto, pode ser preparada triturando-se os ingredientes, quando necessario, ao
tamanho de 100-500 um, mas preferencialmente a 250 um. Em seguida, misturam-se
os ingredientes secos de maior volume, posteriormente incorporando os ingredientes
secos de menor volume (micronutrientes), previamente misturados. Depois, deve-se
acrescentar o 6leo e agua a 45 °C em volume entre 10% e 40% da quantidade total dos
ingredientes da ragdo, preferencialmente 20% ou até que o produto gerado apods a
mistura seja uma massa uniforme capaz de ser moldada a mao sem excesso de liquido.
Para ragdes com granulometrias pequenas, a massa produzida com a mistura dos

ingredientes é espalhada com altura entre 2 e 5 mm, preferencialmente 3 mm, em

75



VALLE, B.C.S.F. Aplicacdo de um bioproduto composto por biofloco e levedura...

bandejas e acondicionada em estufa de recirculagdo de ar forcada com temperatura
gue pode variar de 45 a 60 °C, preferencialmente 50 °C para que seja seca. Este
procedimento dura entre 5 e 12 horas, preferencialmente 8 horas. Em seguida, a
racao, ainda com certa umidade, deve ser passada em peneiras com abertura de tela
que gere graos apropriados ao tamanho do animal cultivado. No caso de pds-larvas do
camardo L. vannamei foram utilizadas telas com abertura de 0,85 mm, 1,4 mm e 2,0
mm. Em seguida, as rag¢Oes voltam a estufa, para término de secagem, com
temperatura de 45 a 55 °C, preferencialmente 50 °C, de 10 a 60 minutos,
preferencialmente 30 minutos ou até que esteja completamente seca. Se a producao
considerar individuos que se alimentem de pellets maiores, como 2,4 mm de didmetro,
abaixo ou acima disto, a massa produzida com a mistura dos ingredientes deve ser
trabalhada, sem prévia secagem, em equipamentos préprios como peletizadoras ou
extrusoras. Os pellets obtidos destes processos devem ser levados a secagem em
estufa de recirculagdo de ar forcada, com temperatura compreendida entre 45 °C e 60
°C, preferencialmente 50 °C. O tempo serd determinado pelo tamanho do pellet e sua

distribuicdo nas bandejas de secagem.

Exemplo 1: Composicoes de racoes contendo o bioproduto

[027] Os ingredientes utilizados na formulagdo foram os mesmos em todas as
racOes exceto nas ragcbes controle (com auséncia do bioproduto), BL90% (com
auséncia da goma de mandioca) e BL100% (com auséncia da farinha de peixe e da

goma de mandioca).

[028] Tabela 1: Quantidade dos ingredientes utilizadas na producdo das ragdes

contendo o bioproduto, tendo como racdo basal ou controle a racdo BLO.

INGREDIENTES (%) Tratamentos
BLO BL10 BL30 BL50 BL70 BL90  BL10O

Farinha de peixe 40 36 28 20 12 4 0
Bioproduto 0 4 12 20 28 36 40
Farinha de visceras 7 7 10 10 15 15 15
Farinha de camardo 4 4 5 5 6 6 6
Farelo de soja 9 9 10 17 19 21,5 21,5
Farelo de trigo 12 12 11 11 6 6 6
Farinha de trigo 20 20 15 10 7 6 5,5
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Goma de mandioca 5 5 5 3 3 0 0
Gelatina 1 1 2 2 2 3,5 4
Oleo de peixe 1 1 1 1 1 1 1
Mix de vit. e minerais 1 1 1 1 1 1 1
Total 100 100 100 100 100 100 100

Exemplo 2: Uso da racdo para alimentacdo de camardes da espécie Litopenaeus

vannamei

[029] A composicdo nutricional das ragdes mostrou-se adequada a necessidade
de camardes nas fases de pds-larva e juvenil. O equilibrado perfil de aminoacidos
atende as necessidades da espécie avaliada para estes nutrientes de acordo com o
NRC (2011). Deste modo, os testes com as ragoes foram aplicados em pds-larvas do
camardo marinho L. vannamei em estdgio de PL12 (com 12 dias na fase de pds-larva)
com duracdo de 30 dias. Cada racdo confeccionada (07 ra¢Oes — Tabela 1) foi ofertada
para 03 grupos de 150 camardes, totalizando 21 grupos. Existiu ainda uma avalia¢ao
externa que consistiu da alimentacdo de 03 grupos com ra¢do comercial para posterior
comparagao. Todos os grupos foram alimentados trés vezes ao dia nos hordrios das
08:00, 12:00 e 16:00 horas. Ao final do periodo estipulado para a avaliacdo, os
camardes apresentaram resultados satisfatérios de desempenho zootécnico, sendo
ora superior ora equivalente a racdo comercial utilizada como controle externo.
Observou-se ainda o aumento na taxa de sobrevivéncia dos grupos alimentados com
as ragdes que continham maior quantidade do bioproduto quando comparados com os
grupos alimentados com a racdo comercial sendo de 92,44% para os individuos
alimentados com a ragdo BL100 e de 57,55% para os alimentados com a ragao

comercial.
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REIVINDICAGOES

1. “RACAO PARA AQUICULTURA CONTENDO BIOPRODUTO COMPOSTO POR
UMA MISTURA DE BIOFLOCO E LEVEDURA” caracterizado por ragao
consistindo de um bioproduto a base de farinha de biofloco e levedura,
outras farinhas de origem animal e vegetal misturadas como fonte de
proteina, fontes de carboidratos como farinhas e farelos vegetais, fontes de
lipideos como 6leo, aditivos como gelatina e goma de mandioca e
suplementos alimentares como vitaminas e sais minerais.

2. “RACAO PARA AQUICULTURA CONTENDO BIOPRODUTO COMPOSTO POR
UMA MISTURA DE BIOFLOCO E LEVEDURA”, de acordo com a reivindica¢ao
1, caracterizada pelo bioproduto conter em sua composi¢ao a levedura
Saccharomyces cerevisiae e o biofloco adquirido a partir de sistemas de
cultivos do tipo Biofloc technology (BFT).

3. “RACAO PARA AQUICULTURA CONTENDO BIOPRODUTO COMPOSTO POR
UMA MISTURA DE BIOFLOCO E LEVEDURA”, de acordo com a reivindicacao
1, caracterizada pelo bioproduto substituir a farinha de peixe em diferentes
propor¢des em até 100%.

4. “RAGCAO PARA AQUICULTURA CONTENDO BIOPRODUTO COMPOSTO POR
UMA MISTURA DE BIOFLOCO E LEVEDURA”, de acordo com a reivindicacdo
1, caracterizada pelas outras fontes de proteina de origem animal
compreenderem farinhas de peixe, de visceras de ave, de camardo e
gelatina e outras de origem vegetal compreenderem farelo e farinha de
soja e de trigo.

5. “RACAO PARA AQUICULTURA CONTENDO BIOPRODUTO COMPOSTO POR
UMA MISTURA DE BIOFLOCO E LEVEDURA”, de acordo com a reivindica¢do
1, caracterizada pelas fontes de carboidrato compreenderem farinha e
farelo de trigo.

6. “RACAO PARA AQUICULTURA CONTENDO BIOPRODUTO COMPOSTO POR
UMA MISTURA DE BIOFLOCO E LEVEDURA”, de acordo com a reivindicacdao

1, caracterizada pela fonte de lipidio compreender dleo de peixe.
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7.

“RACAO PARA AQUICULTURA CONTENDO BIOPRODUTO COMPOSTO POR
UMA MISTURA DE BIOFLOCO E LEVEDURA”, de acordo com a reivindicacdo
1, caracterizada pela racdo de acordo com sua granulometria variando de
0,85 a 2,40 mm suprir as necessidades do camardo nas fases pds-larva e

juvenil e também ser utilizada para peixes.
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5. Considerac0es finais

Estudos com a aplicacdo do residual de biofloco ganha importancia a medida
que cresce 0 numero de empreendimentos que atuam na producdo de pescado nestes
sistemas. Dar finalidade a este residuo é uma forma de auxiliar na sustentabilidade da

atividade.

Os resultados obtidos com as pesquisas desta tese indicaram a possibilidade de
substituicdo, ainda que parcial, da farinha e peixe pelo bioproduto de biofloco e
levedura aqui proposto. Em relacdo ao desempenho zootécnico de pos-larvas do
camardo Litopenaeus vannamei esta substituicdo pode ser aplicada em até 90% sem
trazer qualquer prejuizo ao desempenho da espécie. No entanto, estudos posteriores de
desempenho dos individuos em outras fases podem ser propostos para conhecimento de

sua performance quando alimentados com a racdo contendo o bioproduto.

Para o teste de digestibilidade em juvenis do L.vannamei o nivel méximo
indicado, para manter o equilibrio entre as digestibilidades de proteina, matéria seca, e
aminoéacidos, foi de 50%. Ja para 0 CDAEB a concentra¢do indicada foi de até 30%. No
entanto, estudos de digestibilidade das racdes em outras fases da espécie podem ser
propostos como forma de conhecer seu efeito ao longo do crescimento do animal.

Assim como para 0s camardes, a avaliacdo do bioproduto na alimentacdo de
peixes tambeém é uma alternativa, ampliando a possibilidade de aplicacdo para outras

espécies.

Ensaios com a avaliacdo deste bioproduto relativo a sanidade também podem ser
explorados, visto que diversas pesquisas com leveduras na aquicultura indicam seu

potencial imunoestimulante.
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