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RESUMO

Nos ultimos anos, a criagdo de camardes de agua doce vem se destacando devido aos diversos
beneficios nutricionais da carne, sendo a alimentagdo ofertada ao animal um fator importante
para a qualidade da carne. Em busca de melhor qualidade e redugo de custos na produgdo, é
notavel o aumento da busca por ingredientes alternativos adicionados a ra¢do dos camardes,
entre eles estdo a biomassa fermentada de residuos agroindustriais. O objetivo geral deste
trabalho foi estudar o efeito da suplementagdo de biomassa fermentada proveniente de casca da
mandioca vermelha (Manihot esculenta) na composigdo corporal e qualidade da carne do
camardo de agua doce Macrobrachium rosenbergii. Os animais foram suplementados com 0%,
3%, 5% e 10% de biomassa fermentada na ra¢do por 50 dias e posteriormente realizadas
andlises da carcaga fresca: composi¢do quimica, atividade de agua, acidez titulavel, pH,
proteina carbonilada e perfil de acidos graxos. Também foram realizadas analises de pH,
TBARS (Substancias reativas ao acido tiobarbiturico), bases volateis e perfil de acidos graxos
em animais armazenados congelados, no tempo inicial, 3, 6 e 9 meses de armazenamento. Sobre
a composicdo quimica houve diferenga significativa para lipideos, com aumento da
concentragéo de lipideos nos tratamentos 5 ¢ 10% (p<0,05) e aumento da concentracdo de
acidos graxos em animais suplementados com 3% e 5% de biomassa (p<0,05). Para as analises
de carcaga armazenada, houve aumento de TBARS e bases volateis ao longo dos meses de
armazenamento, porém, ainda dentro dos limites recomendados pela legislagdo (p<0,05). Para
o perfil de acidos graxos no armazenamento, houve diferenga significativa com aumento da
concentragdo nos 3 meses de armazenamento, inicio da diminui¢@o desta concentragdo aos 6
meses e reducdo acentuada da concentracdo aos 9 meses de armazenamento. Os resultados
encontrados indicam que a biomassa fermentada pode ser adicionada a ragdo, sem prejuizos a
carne, tendo como vantagem o aumento de acidos graxos, principalmente os poliinsaturados

que promovem diversos beneficios a saide humana.

Palavras chave: Macrobrachium rosenbergii. Leveduras. Casca de mandioca. Residuos

Agroindustriais.



ABSTRACT

In recent years, the creation of freshwater shrimps has been highlighted due to the various
nutritional benefits of their meat; being the food offered to this animal is an important factor
for the quality of their meat. In search of better quality and cost reduction in production, it is
remarkable the increase in the search for alternative ingredients added to shrimp feed, among
them are the fermented biomass of agro-industrial residues. The general objective of this paper
was to study the effect of the supplementation of fermented biomass from red cassava peel
(Manihot esculenta) on the body composition and quality of fresh water shrimp meat
(Macrobrachium rosenbergii). The animals were supplemented with 0%, 3%, 5% and 10% of
fermented biomass in the feed for 50 days and later analyses of the fresh carcass were
performed: chemical composition, water activity, titratable acidity, pH, carbonylated protein
and fatty acid profile. Were also studied the analysis of pH, TBARS (Thiobarbituric acid
reactive substances), volatile bases and fatty acid profile in frozen stored animals, in the initial
time, 3, 6 and 9 months of storage. On the chemical composition there were significant
differences for lipids, with increased concentration of lipids in treatments 5 and 10% (p<0.05)
and increased concentration of fatty acids in animals supplemented with 3% and 5% of biomass
(p<0.05). For the analyses of stored carcass, there was an increase of TBARS and volatile bases
throughout the months of storage, however, still within the limits recommended by the
legislation (p<0.05). For the profile of fatty acids in storage, there was a significant difference
with an increase in concentration at 3 months of storage, with the beginning of the decrease in
this concentration at 6 months and a sharp reduction in concentration at 9 months of storage.
The results found indicate that fermented biomass can be added to the feed without damage to
the meat, with the advantage of increasing fatty acids, especially polyunsaturated ones that
promote several benefits to human health. For the profile of fatty acids in storage, there was a
significant difference with an increase in concentration at 3 months of storage, with the
beginning of the decrease in this concentration at 6 months and a sharp reduction in
concentration at 9 months of storage. The findings indicate that fermented biomass can be added
to the feed, without damaging the meat, with the advantage of increasing fatty acids, especially

polyunsaturated ones that promote several benefits to human health.

Key words: Macrobrachium rosenbergii. Yeasts. Cassava peel. Agroindustrial residues.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura ¢ uma importante fonte de renda que vem crescendo nos tltimos anos,
tendo um papel relevante na seguranga alimentar e nutricional. Essa ciéncia estuda os
organismos aquaticos, podendo ser dividida nas seguintes modalidades: Criagdo de peixes
(piscicultura), criagdo de rds (ranicultura), criagdo de ostras, moluscos e mexilhdes
(malacocultura), cultivo de algas (algicultura) e a carcinicultura (criagdo de camardes)
(SIQUEIRA, 2017).

A carcinicultura consiste da criagdo de camardes, crusticeos da ordem Decépoda,
divididos em camardes de agua doce ou salgada. Este é um ramo de atividade que vem
crescendo bastante nos ultimos anos devido a diversos fatores, dentre eles novas técnicas de
producéo e aumento de mercado consumidor. O clima brasileiro e a disponibilidade de agua
doce e faixa litoranea extensa favorecem o cultivo do camardo, em especial na regido Nordeste
(ABCC, 2013).

Dentre os géneros de camardo de agua doce cultivados, esta o Macrobrachium, sendo a
espécie mais cultivada no Brasil a Macrobrachium rosenbergii (de Man, 1879). A introdugdo
desta espécie no pais ocorreu em 1977, iniciando o cultivo comercial somente na década de 80
(CAVALCANTI, 1998). O M. rosenbergii possui como vantagens o crescimento acelerado,
melhor tolerancia com o ambiente, pouca agressividade, tolera diferentes taxas de salinidade e
temperatura e tem boa resisténcia a doengas (MOHAN, 2016). Ainda, a carne do camario de
agua doce apresenta qualidade nutricional consideravel, sendo boa fonte de proteinas,
aminoacidos essenciais e acidos graxos poliinsaturados (ASAIKKUTTI, 2016; MOHAN, 2016;
MURALISANKAR, 2015).

Diversos estudos tém demonstrado que a qualidade do camardo estd diretamente
relacionada aos aspectos nutricionais dos animais sendo que a nutrigdo e o atendimento as
necessidades energéticas dos camardes constituem-se num dos principais problemas da
carcinicultura mundial (ZIMMERMAN, 1998; D’ABRAMO, NEW, 2010). Sendo assim, a
composicao das ragdes e o atendimento dos requisitos nutricionais dos animais durante o cultivo
tornaram-se questdes fundamentais de estudo e pesquisa.

Adicionalmente, as demandas energéticas destes animais tém nas proteinas e nos
lipideos duas fontes primarias de elementos nutricionais importantes para seu crescimento e
desenvolvimento (NEW, KUTTY, 2010). Desta forma, vem se observando a busca por
alternativas e o uso de suplementa¢des nas ragdes que possam contribuir para a melhoria da

producdo destes animais. Em termos de fontes alternativas de 4cidos graxos insaturados e



proteinas que visam ser mais sustentaveis que as convencionais oriundas da pesca extrativa,
destaca-se 0 uso de biomassa fermentada de residuos agroindustriais (QIU, DAVIS, 2017).

De maneira geral, residuos de agroindustrias sdo considerados matérias primas com alto
potencial de geragdo de valor nutricional, via processos fermentativos utilizando leveduras
(LINDQUIST et al., 2015). Considerando a fabrica¢do de ragdes para consumo animal, 0 uso
dos produtos de fermentagdo é considerado excelente fonte alternativa de proteina a ser
incorporada na dieta além de possuir bom potencial econdmico, pois podem substituir as
tradicionais fontes de proteina utilizadas nas ra¢des, que apresentam elevado custo. Além disso,
os microrganismos podem ser grandes produtores de agucares redutores e acidos graxos
insaturados que sdo altamente recomendados em uma dieta humana e animal (NINOW et al.,
2010).

Considerando estes aspectos, ¢ de extrema importancia o conhecimento das necessidades
nutricionais e da fisiologia dos animais bem como o desenvolvimento de ragdes especificas
com ingredientes que possam contribuir para melhorar a qualidade nutricional da carne do

camardo, fornecendo aos consumidores produtos com melhor composigéo corporal.

2. OBJETIVOS
2.1 GERAL

Estudar o efeito da suplementagdo de biomassa fermentada proveniente de casca da
mandioca vermelha (Manihot esculenta) na composigdo corporal e qualidade da carne do

camardo de agua doce Macrobrachium rosenbergii.

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar a qualidade nutricional da carne de camardo suplementado com biomassa
fermentada de casca da mandioca vermelha (Manihot esculenta);

Avaliar o perfil de dcidos graxos da carne de camardo suplementado com biomassa
fermentada de casca da mandioca vermelha (Manihot esculenta);

Estudar a influéncia da suplementacdo com biomassa fermentada na composigdo
corporal dos camardes durante teste de armazenamento da carcaga em condi¢des comerciais (-

20 °C) no periodo de trés, seis e nove meses.



3. REFERENCIAL TEORICO

Serdo tratados neste capitulo a carcinicultura mundial e a espécie Macrobrachium
rosenbergii, seu cultivo no Brasil e no mundo e as necessidades nutricionais deste animal; além
de composi¢ao corporal, a qualidade da carne e procedimentos pds-pesca do camardo; A
levedura Yarrowia lipolytica, biomassa fermentada de casca de mandioca e sua aplicagdo em

dieta de camardes.

3.1 CARNICICULTURA E Macrobrachium rosenbergii

A carcinicultura é praticada mundialmente, com maior ou menor intensidade, variando
entre os continentes, seja ela marinha ou de 4gua doce (continental) (ORMOND et al., 2004).
A carcinicultura de dgua doce possui caracteristicas promissoras, o que faz com que venha
ganhando maior énfase mundial. Esta atividade ¢ considerada de baixo impacto ambiental,
atendendo aos principios da aquicultura sustentavel, pois pode envolver mio de obra familiar,
seu cultivo molda-se facilmente as condi¢des regionais, como relevo, clima e condigdes
socioecondmicas (Rodrigues e Zimmermann, 2004). Além disso, destaca-se como vantagens
da produgdo de camardo de agua doce a possibilidade de cultivo longe de areas litoraneas, maior
resisténcia a doengas em comparacdo aos camardes marinhos, menores densidades de cultivo,
sendo assim, mais sustentavel, além de oferecer opg¢des de policultivo. A sua produgio pode
ser de pequena a larga escala (pequenas médias e grandes propriedades) e pode ser considerada
menos dispendiosa em relagdo a mao de obra quando comparada com o cultivo de camardes
marinhos (NEW, 2000).

O género mais comum de camardo de agua doce é o Macrobrachium, pertencente a
familia Palaemonidae, com aproximadamente 243 espécies catalogadas (DE GRAVE,
FRANSEN, 2011), sendo que dentre essas espécies a mais utilizada para cultivo ¢ a
Macrobrachium rosenbergii. Esta espécie esta distribuida nas regides tropicais e subtropicais
do indo-Pacifico e em diversos Paises do sudeste Asiatico. A produ¢do mundial dessa espécie
vem crescendo nos ultimos anos, sendo que, em 2012 a produgédo foi de 216 mil toneladas,
passando para 234 mil toneladas em 2018 (FAO, 2020).

Essa espécie foi introduzida no Brasil na década de 70, se adaptando muito bem ao clima
tropical brasileiro. Mesmo com a disseminagdo do seu cultivo ao longo do tempo, o Brasil ainda
apresenta nimeros modestos em termos de produgdo, mas com potencial para crescimento. Em

2018 houve um aumento do cultivo de 11,4% comparado ao ano anterior, com uma produgéo



nacional de 45,8 mil toneladas de camaréo criado em cativeiro, o que mostra que o pais ainda
possui grande potencial para ser explorado (IBGE, 2018).

Esta ¢ uma espécie considerada rustica, fecunda, precoce e fértil, adapta-se bem as
variagdes de temperatura (Figura 1) além de possuir maior resisténcia das larvas a
concentragdes elevadas de amoénia, nitrito e nitrato (VALENTI, 2002). Outras caracteristicas
importantes sdo a sua resisténcia a doencgas, possuir facilidade na criacdo, apresentar
crescimento acelerado, além de ter boa sobrevivéncia em tanques, ser pouco agressivo e
agradaveis ao paladar (NEW, 2000). Além disso, dependendo da nutrigdo ofertada, o periodo
de cultivo pode ser de 4 a 6 meses, permitindo duas safras ao ano (VALENTI, 1996; SAMPAIO
et al., 2009; HOLTHUIS, 2010; FAO, 2012).

Figura 1 - Macrobrachium rosenbergii adulto.

Fonte: FAO, 2020. http://www.fao.org/fishery/affris/phototheque/giant-river-prawn/fr

As fases de criagdo do camardo de agua doce sdo a reprodugdo — desde a manutencdo
dos reprodutores até a eclosdo das larvas; a larvicultura — periodo compreendido entre a eclosdo
das larvas e a metamorfose a pos-larvas; a recria ou engorda — fase de crescimento dos animais
a partir das pos-larvas até atingirem a idade adulta (VALENTI, 2002). Durante a fase larval, o
camardo ¢ totalmente dependente de 4gua salobra a salgada (salinidade de 12 a 16%), ja na fase
juvenil e adulta adapta-se melhor 4 4dgua doce. Pode chegar a pesar 500 g e 32 cm de
comprimento, porém, em condigdes de cultivo, geralmente sdo despescados com peso variando

de 20 a 50 g. Os sistemas de cultivo podem ser extensivos, semi-intensivos e intensivos,



podendo ser cultivados em monocultivos ou policultivos (VALENTI, 2002; VALENTI,
MALASSEN, 2009).

Considerando o ciclo produtivo do camardio de dgua doce, ¢ de extrema importancia o
controle de temperatura, salinidade, fotoperiodo, tipo da alimentagdo ofertada, visto que estes
influenciam no crescimento, reproducéio e qualidade de ovos, larvas e pos-larvas do camardo
(Rodrigues e Zimmermann, 2004).Dentre os diversos fatores, a nutri¢do constitui o suporte
mais importante da producdo animal e um dos principais responsaveis pelo sucesso dessa
exploragdo. Atualmente, as pesquisas sdo dirigidas para determinar requerimentos nutricionais
em niveis mais econdmicos e procurar alimentos alternativos, de modo a alimentar os animais
e produzi-los a custos economicamente menores.

O camardo ¢ um animal bentonico e sua dieta baseia-se em organismos zoobentdnicos
e vegetais (VALENTI, 1998). Na natureza alimenta-se de vermes, moluscos, larvas, insetos
aquaticos, algas, plantas aquaticas, folhas, sementes e frutas, e a falta de alimento pode levar ao
canibalismo (VALENTI, 2002).

O M. rosenbergii necessita de diferentes regimes alimentares durante seu ciclo de vida,
com especial atengdo ao aporte de proteina, carboidrato e lipideo. Este animal possui habito
alimentar onivoro, o que facilita sua adaptacdo a diferentes dietas. Este animal necessita de 30
a 35% de proteina na dieta, sendo baseada nos aminoacidos essenciais que a espécie ndo
sintetiza (arginina, histidina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e
valina) (TERRAZAS-VIERRO et al., 2010). Devido a isso, a quantidade e qualidade da
proteina disponibilizada sdo cruciais para oferta adequada dos aminoacidos essenciais para a
sintese de proteina tecidual (RICHARD et al., 2011).

Os carboidratos e lipideos servem basicamente como fonte de energia ao animal, sendo
que as suas necessidades nutricionais sdo menos conhecidas comparadas a de proteina. O
contetido de lipideos da dieta também esta relacionado as necessidades de acidos graxos
essenciais, fosfolipideos e colesterol que estes animais ndo sintetizam. De acordo com alguns
estudos, os niveis médios de lipideos na dieta variam entre 2 a 8% ndo ultrapassando 10%, nivel
considerado alto e que os animais ndo conseguem metabolizar eficientemente
(ZIMMERMANN, 1998; D’ABRAMO, NEW, 2010).

Para os carboidratos, as quantidades que podem ser metabolizadas eficientemente como
fonte de energia pelo M. rosenbergii estao diretamente relacionadas a sua capacidade digestiva,
em funcdo da atividade das enzimas presentes no trato digestivo do animal. Os carboidratos

absorvidos desempenham o principal papel como fonte de energia e além disso, também séo



importantes para o armazenamento de energia na forma de glicogénio, na sintese de quitina,
esterdides e acidos graxos (D’ABRAMO, NEW, 2010).

O crescimento do M. rosembergii ¢ descontinuo, ocorrendo através de varias mudas
onde o exoesqueleto antigo ¢ liberado formando um novo. Durante essas mudas, as
necessidades nutricionais aumentam, sendo supridas por intenso catabolismo de tecidos,
reservas acumuladas e da dieta (NEW, 2002; BROWN, NEW, ISMAEL, 2010). Além disso,
na fase de reprodugdo os animais também exigem significativa mobilizagdo de energia.
Diversos estudos demonstram que a nutri¢do dos reprodutores ao longo da vida influencia a
qualidade dos ovos, a satde e desempenho das larvas e pos-larvas (D'ABRAMO,
1998;MUKHOPADHYAY et al., 2003).

De maneira geral, as dietas formuladas sdo uma mistura de ingredientes
adicionados em distintas propor¢des para fornecer a quantidade desejada de nutrientes. Devido
ao seu habito alimentar onivoro, existe uma grande diversidade de ingredientes que podem ser
utilizados nas formulagdes de ragdes para camardes e, dessa forma, garantir o funcionamento
de seus processos fisiologicos e metabolicos, assegurando adequado crescimento, saude e
reproducdo (WOUTERS et al., 2001; WATANABE, KIRON, 1994; IZQUIERDO,
TANDLER, SALHI, 2001; D’ABRAMO, NEW, 2010).

3.2 POS-PESCA, COMPOSICAO CORPORAL E QUALIDADE DA CARNE DE
CAMARAO

A carne do camardo ¢ altamente perecivel, isso se deve a sua elevada atividade de agua,
alto teor de gorduras insaturadas e pH proximo da neutralidade, devido a isso, o risco de
deterioracao do produto ¢ alto se ndo forem observados os cuidados necessarios apds a despesca
do animal. Para evitar deteriorac@o é necessario que os procedimentos na carne sejam realizados
ao menor tempo possivel e em temperatura adequada (FORTUNA, FRANCO, 2013).

Se esses procedimentos desde a despesca até o armazenamento do animal forem
realizados de forma adequada, a carne apresentara a qualidade que o mercado exige, permitindo
a conquista de novos mercados consumidores e, consequentemente, o sucesso econdmico da
carcinicultura (PORTELLA, SANT’ANA, VALENTI, 2013).

Nos tltimos anos, além de exigir um produto com qualidade microbioldgica e sensorial
o mercado consumidor passou a exigir também alimentos com composi¢do quimica benéfica a
saude, o que promoveu o aumento do consumo de animais aquaticos devido aos beneficios da

carne. Dentre estes animais estd o camarao que ¢ uma boa opg¢ao de alimento saudavel, por ser



uma boa fonte de proteinas e acidos graxos poli-insaturados como eicosapentaenoico-EPA
(C20:5 ®3) e docosahexaendico-DHA (C22:6 ®3), além de minerais como magnésio, calcio e
ferro e vitaminas lipossoluveis (MOREIRA et al., 2001).

Os camardes de agua doce apresentam maior concentragdo de alguns compostos
comparados aos de agua salgada, como lipideos (3,18% em camarao de agua doce e 1,33% em
agua salgada), triglicerideos (730 versus 213 mg/g de agua salgada) e acidos graxos poli-
insaturados (16,2% versus 2,9%). Dentre as diferentes espécies de camardo de dgua doce o M.
rosenbergii merece destaque devido a sua composicdo (NEW, KUTTY, 2010).

Segundo Furuya et al., (2006) a carcaga do M. rosenbergii possui cerca de 76,2% de
umidade, 20,7% de proteina, 0,7% de lipideos e 1,2% de cinzas. Além disso, apresenta boa
fonte de acidos graxos com destaque para o acido palmitico-C16:0 (18,2%), EPA (13,9%),
oleico-C18:109 (9,4%), linolénico-C20:3w3 (9,5%) ¢ DHA (6,5%) e pode ser utilizado
diretamente na alimentagdo humana, ou indiretamente, se incorporado em dietas para peixes
objetivando melhorar sua composi¢do em 4cidos graxos para posterior consumo humano
(NEW, KUTTY, 2010).

Além de ser fonte de acidos graxos, o M. rosenbergii apresenta todos os aminoacidos
essenciais (lisina, metionina, treonina, triptofano, isoleucina, leucina, fenilalanina e valina) que
ndo sdo sintetizados pelo corpo humano, mas necessarios para seu funcionamento normal
(LEHNINGER et al., 2006). Em crustaceos, os aminoacidos apresentam fungdo de
osmorreguladores e, além disso, sdo grandes responsaveis pelo sabor dos camardes. A glicina
¢ 0 maior responsavel pelo sabor adocicado e arginina, leucina, acido glutimico e prolina
também apresentam grande participagdo, contribuindo com o sabor caracteristico do camario
(McCOID et al., 1984). A carne de camardo apresenta também pigmentos carotenoides, com
quantidade consideravel de astaxantina que é responsavel pela cor caracteristica destes animais
e B-caroteno (OGAWA et al., 2007, ZIMMERMANN, 1998).

Sabe-se que a composi¢do quimica do animal pode ser influenciada pela alimentagdo
que ele recebeu, devido a isso, a composic@o da dieta ofertada ao animal é importante para a
acumulacdo de nutrientes de interesse da nutrigio humana na carne (PORTELLA, SANT’ANA,
VALENTI, 2013). Ha diversos estudos que suplementaram a ragdo animal e obtiveram melhora
na composi¢do corporal. Ayiku et al., (2020) estudaram os efeitos da levedura S. cerevisiae no
crescimento do camardo e a resisténcia a doengas, suplementando na ragdo animal com 1% e
2% de levedura. Esta levedura foi utilizada por apresentar boas quantidades de proteinas, que

sdo cruciais para o camardo. Apds oito semanas de suplementacdo os autores observaram



melhora significativa no ganho de peso e crescimento, além de melhora da resposta imune nos
animais que receberam suplementagdo comparados ao controle.

Ayiku et al., (2020) observou também aumento da concentragdo de matéria seca nos
tratamentos adicionados de levedura, comparados ao controle. No entanto, para proteinas,
cinzas e lipideos houve aumento significativo na suplementagdo com 2% de levedura. Os
autores recomendaram suplementagdo com 2% da levedura na dieta do camardo devido aos
beneficios na composi¢ao quimica da carne do animal.

Aumento de proteinas também foi encontrado por Yang et al., (2015) que avaliaram a
substitui¢ao de farinha de peixe por farelo de soja extrusado em dieta de juvenis de L. vannamei,
observando que até 20% da ragdo poderia ser substituida por farelo de soja, pois promoveu
aumento de proteina na composi¢do corporal do animal. Ainda, os autores observaram que
dietas com substitui¢do acima de 20% apresentavam prejuizo ao crescimento do animal e na
composigdo corporal.

Qiu e Davis (2017) avaliaram dietas de camardes suplementadas com biomassa
fermentada de soja (25, 50 e 100 gkg), e observaram aumento no crescimento dos animais
suplementados com até 50 gkg e decréscimo no crescimento em animais suplementados com
100 gkg. Além disso, a quantidade de aminoacidos na carcaga dos animais aumentou nos
suplementados com biomassa, com destaque para a concentra¢do de arginina, acido aspartico,
cisteina, leucina, triptofano e tirosina .

Desta forma, a aplicag@o de ingredientes para aumentar o aporte de nutrientes na ragdo
de camardes pode auxiliar na melhora do desempenho produtivo dos animais, com consequente
melhora na composi¢do corporal destes e, aumento da disponibilidade de alimentos com

composi¢do quimica de qualidade nutricional superior, satisfazendo o mercado consumidor.

3.3. LEVEDURA Yarrowia lipolytica, BIOMASSA FERMENTADA DE CASCA DE
MANDIOCA E APLICACAO NA DIETA DE CAMAROES

As ragdes convencionais para camardes contem quantidade significativa de proteina
(35% a 55%) para auxiliar no crescimento ¢ devem possuir alta digestibilidade, perfil de
aminoacidos otimizado e balango idnico, sendo geralmente fabricadas com derivados de
ingredientes marinhos como farinha e 6leo de peixe. A farinha de peixe apresenta 6timo valor
nutricional, com quantidade consideravel de proteinas e bom perfil de aminoacidos essenciais,
enquanto o 6leo de peixe, adicionado & ragdo em uma concentragao de até 20%, ¢ uma boa fonte

de lipideos, sendo rico em 4cidos graxos como o eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaendico
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(DHA) (PIKE, JACKSON, 2010; SOOKYING, DAVIS, 2011).

Porém esses ingredientes marinhos estdo se tornando muito caros, o que torna o custo
da ragdo elevado. Para redugdo do custo na formulagdo das ragdes de animais aquéticos podem
ser utilizadas fontes alternativas de proteina, como a proteina vegetal, que tem custo muito
menor. No entanto, é necessario que esses produtos também oferegam quantidade consideravel
de aminoacidos essenciais, que sdo encontrados nas ragdes que utilizam farinha de peixe em
sua formulac@o. Alguns estudos indicam a utilizagdo como fontes de proteina as sementes de
algoddo, milho e trigo, feijao e graos secos como fonte de proteinas na formulagio de racdes,
obtendo resultados semelhantes comparados com as ragoes comerciais (SOOKYING, DAVIS,
2011).

Outros estudos tém sido conduzidos para viabilizar a utilizagdo de subprodutos
agroindustriais como matérias-primas para a produgdo ingredientes com alto valor nutritivo e
seu uso na alimentac¢@o animal. Uma vez que esses residuos ndo possuem um destino especifico
na grande maioria dos casos tornando-se passivos ambientais quando ndo adequadamente
tratados para o descarte. O aproveitamento biotecnologico desses residuos, feito através da
fermentag@o por microrganismos, além de diminuir o teor de poluentes amplia as oportunidades
de agregagdo de valor. A obtengdo de novos materiais, produtos, co-produtos e substancias
quimicas a partir de residuos agroindustriais tem encontrado espago e vem sendo desenvolvida
(ROSA et al., 2011). Alguns residuos agroindustriais sdo 6timos substratos para fermentacao,
como palha, cascas, sementes, caules, pedinculos, madeiras de coniferas e folhosas
(MORALES et al., 2017).

Uma fonte potencial para aplicagdo em processos fermentativos ¢ a mandioca vermelha
(Manihot esculenta) (Figura 2). A mandioca ¢ uma planta tuberosa, originaria do Nordeste
Brasileiro (TELLES, 1995), possui nomes populares em cada regido, como aipim ¢ macaxeira.
A planta ¢ dividida em parte aérea (acima do solo) e raizes (abaixo do solo). A parte aérea é
composta de talos, peciolos e folhas, sendo ricas em proteinas, fibras e quantidade consideravel
de aminoacidos essenciais (ORESEGUN et al., 2016). As raizes apresentam elevado teor de
carboidratos ndo estrutural, destacando-se o amido, sendo a parte da planta a mais

comercializada (COELHO, 2018).

Figura 2 - Manihot esculenta
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Fonte: https://www.tneutron.net/pangan/cassava-manihot-esculenta-crantz/

Geralmente, a maior parte do que ¢ produzido vai para consumo humano, no entanto
também é comum seu uso para consumo animal, utilizando a mandioca in natura, as folhas e
caules ou subprodutos, possuindo valor nutricional consideravel (TAKAHASHI, GONCALO,
2005). O Brasil é um dos maiores produtores de mandioca do mundo, em 2019 foram
produzidas 18,9 milhdes de toneladas de mandioca e a produgdo estimada para 2020 ¢ de 19,1
milhdes de toneladas (CONAB, 2020). No entanto, diariamente os subprodutos gerados, como
cascas, cepas, crueiras e farelo, sdo desperdigados, levando a uma perda de recursos e gerando
grande quantidade de residuos que poderiam ser explorados (MORALES et al., 2018), além de
que, se ndo descartados corretamente, podem ocasionar contaminagdo ambiental (CHENG et
al., 2015; SANCHEZ et al., 2017).

Estes residuos podem ser utilizados para diversos fins, como por exemplo a casca da
mandioca pode ser utilizada para alimentagdo animal, na producao de biogés. Por outro lado, o
bagaco que ¢ um material fibroso, produzido no processamento do amido, pode ser utilizado
como substrato para processos microbianos para obtencdo de produtos suplementados
(SANCHEZ et al., 2017).

Em estudo realizado por Morales et al., (2018) foi realizada a fermentagdo pelo fungo
Lentinula edodes, utilizando o subproduto da mandioca (bagago e folhas). A fermentagéo
promoveu aumento da concentra¢do de aminoacidos e acidos graxos insaturados, aumento de
36,1% na quantidade de proteina bruta e aumento da digestibilidade. Além disso, apds a
fermentag@o ocorreu diminuigdo do cianeto, que esta presente na folha da mandioca e que pode
ser toxico.

Os microrganismos (algas, bactérias, bolores e leveduras) sdo 6timas fontes de proteina

unicelular (POU) através do processo de bioconversdo, podendo ser utilizado os residuos
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agroindustriais como fonte de carbono (ANUPAMA, 2000). A proteina microbiana apresenta
consideravel digestibilidade, podendo ser utilizada como fonte proteica a ser incorporada na
dieta, e tendo como vantagem substituir os suplementos proteicos convencionais na
alimentag@o animal. O consumo de proteinas esta relacionado as necessidades de ingestdo de
aminoacidos essenciais (AAE). Estes nutrientes exercem papel determinante na eficiéncia do
metabolismo do organismo, estando diretamente ligados a sintese de proteinas, regulagéo de
processos celulares, precursores de moléculas, entre outros (PEREIRA, et al., 2013).

O emprego de biomassa microbiana possui como vantagens a alta velocidade de
crescimento dos microrganismos, permitindo o cultivo em substratos diversos com baixo custo,
além de apresentar elevado teor proteico. A produgdo de biomassa de leveduras tem grande
potencial econdmico para substituir as tradicionais fontes de proteina em ragdes, além disso,
estes microrganismos podem produzir agucares redutores e acidos graxos insaturados,
altamente recomendados na alimentagio animal (ALVAREZ- SANCHEZ et al., 2018;
MORALES et al.,2018).

Nos ultimos anos a utiliza¢do de leveduras para formulago de ragdo principalmente de
peixes tornou-se frequente, podendo ser utilizada também na alimenta¢do de outros animais
aquaticos como o camardo. As leveduras sdo maiores em tamanho que as bactérias sendo mais
faceis de manusear e apresentam melhor capacidade de crescimento, podendo crescer em meios
simples com densidade elevada e custo baixo (HAUPTMAN et al., 2014).

A levedura Yarrowia lipolytica é aerdbica estrita, certificada como GRAS (Generally
Recognized As Safe) pela Food and Drug Administration (FDA), considerada uma das
leveduras ndo convencionais com maior potencial para aplicagdes biotecnoldgicas (LIU,
HUANG, 2015). Tem como caracteristica importante a sua capacidade de acumular altos niveis
de lipideos (HATLEN et al., 2012). As leveduras podem ser utilizadas como aditivos ou
complementos na formulaggo de diferentes tipos de alimentos para consumo animal e humano
por conter boa fonte de proteinas, vitaminas do complexo B, minerais essenciais e fibra
dietética. Além disso, a levedura excreta naturalmente varias proteinas no meio de cultura
(MADZAK et al., 2004).

A'Y. lipolytica é utilizada em diversos processos biotecnologicos, sendo a sua biomassa
fonte de muitas pesquisas. Nos ultimos anos, tornou-se comum a utilizagdo de residuos da
agroindustria na produgdo de proteina resultante de processos fermentativos de fungos e
leveduras (RAJOKA et al., 2006; BERGE et al., 2013; HATLEN et al., 2012; YAN et al., 2018).
Na bioconverséo, processo que utiliza microrganismos para producdo de compostos de

interesse, a partir de matéria organica, ocorre um aumento da biodisponibilidade de nutrientes
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a partir de produtos com baixo conteudo de proteinas tornando esses residuos ricos em
nutrientes, tendo como vantagem o baixo custo na sua utilizagdo (ANUPAMA, 2000;
MORALES et al., 2018).

A utilizagdo das leveduras em ragdes para organismos aquaticos pode aumentar o
desempenho produtivo e aumentar a resisténcia a infecgdes bacterianas em peixes (SAKAIL
2001). Além disso, ha indicativo de que a sua utilizagdo em ragdes favorece o crescimento do
animal e aumento do teor proteico da carne (FURUYA et al., 2001; GLENCROSS et al., 2015;
QIU, DAVIS, 2017). Segundo estudo de Tacon e Metian (2015) em 2025 estima-se que serdo
necessarios 37,4 milhdes de toneladas de peixes forrageiros para producdo de ingredientes
como farinha e 6leo de peixe para ragdes animais, tornando-se insustentavel a dependéncia
exclusiva desses ingredientes em ragdes, uma vez que o consumo de animais aquaticos esteja
aumentando 1,5% ao ano em nivel global (FAO, 2018). Devido a isso, ¢ crucial a pesquisa de
novos ingredientes como fontes alternativas de proteina, e entre estes estd a utilizagdo de
leveduras (HUA et al., 2019).

Timothée et al., (2020) estudou o efeito de hidrolisado de levedura na dieta da Tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus), o hidrolisado melhorou a eficiéncia proteica, aumentando o
desempenho de crescimento e a resposta antioxidante do peixe, os animais alimentados com
1% de levedura apresentaram nivel de malondialdeido (MDA) mais baixo do que o controle.

Glencross et al., (2015) estudou o efeito da biomassa microbiana no camardo Penaues
monodon, obtendo aumento da composi¢do de proteinas ¢ lipideos e 6timo crescimento do
animal com a adigdo da biomassa na ragdo, verificando que a proteina necessaria na dieta do
animal poderia ser substituida por biomassa, sem dano ao crescimento do animal.

Guo et al., (2019) avaliou a utilizacdo da levedura S.cerevisae na dieta de camardes L.
vannamei, foram utilizadas 0, 60, 120, 180 e 240 g/kg da levedura em substitui¢do a farinha de
peixe na ragdo nao ocorrendo diferengas significativas na biomassa final, sobrevivéncia, teor
proteico e crescimento dos animais. Berge et al., (2013) utilizou a cepa da Y. lipolytica na ragdo
de salmao do Atlantico, observando aumento de acido eicosapentaendico (EPA) na carcaca dos
animais.

Autilizagdo da levedura na dieta de animais aquaticos apresenta diversas vantagens para
o animal: promove melhor eficiéncia proteica, acumula lipideos e aumenta o teor de acidos
graxos benéficos para a satde como o acido docosahexaendico (DHA) e 4cido
eicosapentaenoico (EPA), auxiliando no crescimento, melhorando a saide do animal,
estimulando o sistema imunolégico reduzindo o risco de doengas, com consequente diminui¢do

de custos ao produtor, além disso, apresenta baixo custo de utilizagdo. Devido aos diversos
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beneficios, a levedura e sua biomassa seriam boas opg¢des a serem utilizadas na ragdo do
camariio (ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2018; FURUYA et al., 2001; PATSIOS et al., 2020).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. BIOMASSA FERMENTADA

A biomassa fermentada de Yarrowia lipolytica utilizada na suplementagdo das ragdes
foi doada pelo Professor Dr. Thiago Bergler Bitencourt, da UFFS. As condigdes de cultivo e
fermentagdo foram padronizadas por Souza et al., (2019). Os residuos da casca foram
armazenados a -10°C, descongelados e secos em estufa a 50 °C por 24 horas e armazenados a
temperatura ambiente até a utilizagdo. O indculo contendo as células da levedura, foi preparado
com agar GYP contendo glicose 2%, peptona 1%, extrato de levedura 0,5% e agar 2%, sendo
a levedura isolada por esgotamento e incubada a 28 °C por 48 horas. Apds esse periodo algumas
colonias foram transferidas para tubos de ensaio contendo 10 mL de solugdo salina para
realizagdo de leitura da densidade optica (500 nm) até absorbancia de 0,104, que corresponde
ao tubo 0,5 da escala de McFarland e 2x10° UFC/mL de células de Y. lipolytica QU69
(MCFARLAND, 1970).

O processo de bioconversdo foi realizado utilizando a casca de mandioca como fonte de
carbono. A fermentagéo foi realizada em agitador orbital tipo shaker a 40 °C a 150 rpm, com
meio mineral de suplementagdo da levedura composto de 5% de fonte de carbono, 1 % de ureia,
0,1% de fosfato de potassio, e 0,5% de sulfato de magnésio (SANTOS et al., 2013) com
modificacdes. Esse meio foi autoclavado e adicionado 1 mL de suspensdo de células da
levedura contendo 2 x 10® UFC/mL, posteriormente foi levado para o shaker e deixado por 9
dias. Depois desse processo de 9 dias, o material foi congelado (-80 °C) e liofilizado (Liotop

L101, Sao Paulo) para posterior adi¢do nas ragoes.

Fluxograma 1. Fluxograma da produ¢io da biomassa fermentada

Casca da mandioca (5%) acrescido de 1% de ureia, 0,1% de fosfato de
potassio e 0.5% de sulfato de magnésio

A

Adicionado 1 ml de suspens3o de células de levedura contendo 2 x 10°
UFC/mL

1 4
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Meio autoclavado

4
Levado para o shaker e deixado por 9 dias

4

Material foi congelado e liofilizado

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

4.2 LOCAL E INSTALACOES

Este trabalho foi desenvolvido nos laboratdrios de Patologia, Bioquimica e Genética,
Analise de Alimentos, Central de Analises e também em estufa agricola pertencentes a
Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS, campus Laranjeiras do Sul, PR. Os camardes de
agua doce Macrobrachium rosenbergii utilizados foram provenientes da unidade amostral de
carcinicultura de agua doce em estufa agricola da UFFS campus Laranjeiras do Sul.

A 4agua utilizada no cultivo dos camardes era oriunda do abastecimento da propria
universidade. A fim de garantir a qualidade e visando a economicidade da 4gua do meio
ambiente, foi utilizado sistema de recirculag@o com biofiltro e reservatorio em fluxo continuo,
dotado de bomba com capacidade de vazdo média de 200 L/h. O biofiltro foi montado em caixas
d*agua com capacidade para 500 L. No interior dos biofiltros foram inseridas pedras britadas e
particulas/pedacos de tubulagdes de eletrodutos, cortados de maneira homogénea, com
dimensdes de 2 cm. Os biofiltros ainda contaram com aeracdo continua e aquecedor com
termostato, visando a manutengdo de boas taxas de oxigénio dissolvido (OD) e temperatura da
agua constante. Fizeram parte da estrutura do experimento caixas d'dgua com capacidade para
500 L cada. Diariamente foi coletada e registrada a temperatura da 4agua bem como
semanalmente foram mensurados os seguintes pardmetros: amonia, nitrito, alcalinidade, dureza,

pH e OD no sistema de cultivo.
4.3 RACOES
As ragdes utilizadas na alimentagdo das poés-larvas até os animais adultos foram

formuladas a partir de modelos comerciais existentes no mercado (Bernaqua Vitellus®)

especificas para estes animais nas diferentes fases de vida e também, baseados na literatura
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sobre o assunto (NEW, 2002; D'ABRAMO, NEW, 2010). A biomassa fermentada da Y.
lipolytica foi adicionado na rag@o nas percentagens de 3, 5 ¢ 10%. Sendo escolhida essas
concentragdes pois sdo valores que apresentam maior palatabilidade ao animal.

O processo de fabricagdo das ra¢des foi realizado junto ao Laboratério de Nutrigdo na
UFFS campus Laranjeiras do Sul, sob supervisdo e acompanhamento do técnico responsavel.
Todos os ingredientes secos foram moidos e peneirados (abertura 1 mm) para padronizagdo da
granulométrica. Posteriormente os ingredientes foram homogeneizados manualmente em sacos
plasticos e em seguida adicionados do 6leo e agua, até obtengdo do ponto da massa (Tabela 1).
A massa foi entdio processada em peletizadora multi-furos e seca em estufa de secagem (Solab®,
modelo SL-100, Piracicaba-SP) por 8 horas em temperatura inferior a 40 °C. Apds a secagem,
as ragdes foram armazenadas em potes de polietileno com tampa do tipo rosca em freezer a -20
°C.

Tabela 1. Formulagdo das ragdes utilizadas nos tratamentos

Ingredientes Controle T1 (3%) T2 (5%) T3 (10%)

(€3] ® ® ®
Farinha de peixe 390 370 360 330
Farelo de soja 340 320 300 270
Farelo de trigo 70 70 90 90
Amido de milho* 80 80 80 80
Farinha de milho 70 80 70 80
Oleo figado bacalhau 20 20 20 20
Oleo de soja* 20 20 20 20
Suplemento vitaminico*# 10 10 10 10
Levedura 0 30 50 100

*Quantidade para 1 kg (média) de cada ragdo por tratamento.

Suplemento vitamininico*#: Nutridrink MAX, Danone® sem sabor. Composic¢do nutricional a
cada 100 g: valor energético: 430 kcal, carboidratos: 54 g; proteinas: 22 g; gorduras totais: 14
g. gorduras saturadas: 3,4 g; fibra alimentar: 3,5 g; potassio: 693 mg; calcio: 519 mg; ferro: 7,0
mg; fosforo: 281 mg; magnésio: 74 mg; manganés: 1,3 mg; zinco: 5,2 mg; sodio: 314 mg;
selénio: 26 ng; Vit.A: 419 pg; Vit: D: 6,5 ng; Vit. E: 5,2 mg; Vit. K: 23 pg; Vit. B1: 0,58 mg;
Vit. B2: 0,73 mg; Vit B6: 0,73 mg; Vit. C: 44 mg; Vit. B12: 1,2 ug; colina: 150 mg; biotina: 12
pg; acido folico: 112 pg; acido pantoténico: 2,3 mg; niacina: 4,2 mg; iodo: 56 pg; cromo: 20

ug; molibdénio: 44 pg; fluor: 0,45 mg; cobre: 754 pg; cloro: 392 mg.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

4.4 ANIMAIS, TRATAMENTOS E COLETA DE AMOSTRAS

O delineamento experimental foi realizado utilizando-se quatro tratamentos: as pos-
larvas foram divididas em diferentes grupos, controle e suplementados com biomassa
fermentada: o grupo controle (TC) recebeu ragdo balanceada baseada em rag@o comercial sem
adicdo de biomassa fermentada; o grupo de tratamento 1 (T1) recebeu ragdo balanceada
suplementada com 3% de biomassa fermentada; o grupo de tratamento 2 (T2) recebeu ragdo
balanceada suplementada com 5% de biomassa fermentada. O grupo de tratamento 3 (T3)
recebeu ra¢do suplementada com 10% de biomassa. A biomassa foi adicionada na ragdo em
substitui¢do a farinha de peixe e farelo de soja. A ragdo foi fornecida em quantidade de 10%
em relag@o a biomassa corporal total dos animais, dividida em duas alimenta¢des diarias, uma
pela manhd e outra na parte da tarde. O crescimento e a alimentagdo dos animais foram
acompanhados e adequagdes nas taxas de alimentagdo foram realizadas durante o periodo de
suplementagdo, caso houvesse necessidade. Os animais foram dispostos em tanques com
capacidade para 500 L sendo a densidade inicial de estocagem de 0,4 animais por litro (200
animais). O periodo de suplementagdo teve duragdo de 50 dias sendo que neste periodo foi
realizado o acompanhamento diario dos animais.

Ao final do periodo de suplementacdo os animais foram coletados, anestesiados em
banho de gelo e eutanasiados por aprofundamento do estado anestésico em banho de gelo para
processamento e avaliagdo de carcaga/carne. Para as analises posteriores, os animais foram
mantidos em ultrafreezer a -80 °C, enquanto para a avalia¢do do tempo de armazenamento, os

animais foram mantidos em freezer a -20 °C.
4.5 CARACTERIZACAO DA CARNE DE CAMARAO

Foram realizadas as andlises de composi¢ao quimica, atividade de dgua, acidez titulavel,
pH, determinagdo do contetido de proteina carbonilada, analise da peroxidagdo de lipideos
(TBARS), bases volateis e perfil de acidos graxos por cromatografia gasosa apds o abate do

animal.

4.5.1 Composigdo quimica
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O contetdo de umidade foi determinado em estufa com circulagdo de ar a 105 °C até
peso constante. Inicialmente os cadinhos numerados foram secos em estufa, colocados em
dessecador por 30 minutos, adicionado 2 g de amostra, secos na estufa por 12 horas até peso
constante. Os cadinhos foram pesados e a mesma amostra foi utilizada para analise de contetido
de cinzas. Esta andlise foi determinada através do residuo da incineragdo em mufla a 550 °C
por 6 h (ZENEBON, PASCUET, TIGLEA, 2008).

Para determinagdo do teor de proteina bruta foi utilizado o método de Micro Kjeldahl
para determinar o nitrogénio total, através da conversdo em proteina pelo fator de conversdo
6,25, que ¢é utilizado para alimentos em geral (ZENEBON, PASCUET, TIGLEA, 2008).
Inicialmente foi pesado 0,2 g da amostra e adicionada ao baldo de Kjeldahl com 1,5 g de mistura
catalitica de sulfato de cobre e sulfato de potassio (1:3) e 7 mL de acido sulftrico concentrado,
levando o baldo ao conjunto digestor, onde a temperatura foi lentamente aumentada em
intervalos de 50 °C a cada 15 min até 350 °C. A digestdo ficou completa quando a solugéo ficou
clara (verde claro) quase transparente (em torno de 4 horas). Depois o tubo macro Kjeldahl foi
conectado no conjunto de destilagdo, a temperatura do destilador foi aumentada vagarosamente
e também foi adicionado aos poucos a solugdo de hidroxido de sodio a 40% até a solucao do
tubo tornar-se escura (marrom “barro”). Na saida do condensador foi deixado um erlenmeyer
com 25 mL de solugdo de acido bdrico (2%) com 3 gotas de indicador misto, onde foi coletado
um volume de destilado de cerca de 50 mL. Por fim, o Erlenmeyer com o destilado foi usado
para a titulagdo com solugdo de HCI (0,1M) até a viragem, realizando o branco nas mesmas
condigdes. A partir dos valores da titulagdo foram realizados os calculos de proteina que foram
expressos em porcentagem (%).

O conteudo de lipideos foi determinado através da extragdo a frio com o método de
Bligh-Dyer (BLIGH-DYER, 1959). Foram pesados 1 g amostra em um béquer de 100 mL e
adicionado 10 mL de cloroférmio e 10 mL de metanol deixando no agitador rotativo por 30
minutos e em seguida foi adicionado mais 10 mL de cloroférmio e 10 mL de solucao de sulfato
de sodio 1,5% e deixando agitar por mais 5 minutos. Posteriormente deixou a solugdo em
repouso para separacdo das fases. Descartou-se a camada superior e foi retirado 15 mL da
camada inferior (cloroférmio) em um tubo de 30 mL adicionando-se em seguida 1 g de sulfato
de sodio anidro, tampando e agitando para remover tragos de dgua. Posteriormente esta solu¢do
foi filtrada e transferido 5 mL para um béquer de 50 mL previamente tarado, deixando na estufa
a 80°C até evaporar o solvente (15-20 minutos) e por fim foi pesado em balanga analitica.
Foram realizados os calculos para concentragdo de lipideos e os valores expressos em

porcentagem (%).
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4.5.2 Atividade de agua
A atividade de agua (aw) foi determinada com leitura direta em equipamento

determinador de aw (Aqualab, Tecnal, Piracicaba-SP) a 25°C.

4.5.3 Acidez titulavel, pH

A acidez titulavel foi determinada por titulagdo de neutralizagdo com NaOH. A amostra
foi pesada, transferida para Erlenmeyer de 125 mL com 50 mL de 4gua, adicionado 2 gotas de
solugdo fenolftaleina e titulada com soluc¢do de hidréxido de sodio 0,01 M até coloragdo rosa
(ZENEBON, PASCUET, TIGLEA, 2008).

O pH foi determinado por potenciometria com leitura direta em pHmetro apos dilui¢ao

em 10 mL de 4gua (ZENEBON, PASCUET, TIGLEA, 2008).

4.5.4 Determinagdo do conteudo de proteina carbonilada

O dano oxidativo a proteinas por carbonilagdo foi determinado na amostra pelo método
descrito por Levine et al., (1994). Inicialmente foram adicionados 100 pL do sobrenadante dos
homogenatos da carne em 600 pL de DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina) 10 Mm preparado em
solugdo de HC1 2 N, seguido de uma incubagdo durante 1 hora a temperatura ambiente protegido
da luz, com agitagdo continua. Apos, foi adicionado 600 pL de acido tricloroacético (TCA) 28
% com agitagdo seguido de banho de gelo durante 10 min, e centrifugagao (5 min a 10.000 xg)
e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado por trés vezes consecutivas (centrifugacéo
por 5 min a 10.000 xg), com 800 pL de etanol-acetato de etila (1:1 v/v). Finalmente, o pellet
foi ressuspendido com 900 pL de hidrocloreto de guanidina 6,0 M, centrifugado a 9000 xg a 4
°C por 3 min e o sobrenadante transferido para microplaca de 96 pogos para leitura a 360 nm.

A concentragio de proteina carbonilada foi expressa em nmol mg de proteina™'.

4.5.5. Analise da peroxidagdo de lipideos -TBARS

Os niveis de substincias reativas ao acido tiobarbitiurico (TBARS) foram
medidos no sobrenadante dos homogenatos da carne. Para preparacdo da amostra o meio
contendo aliquota de 60 uL da amostra e 120 pL acido tricloroacético (TCA) 10% foi agitado
em vortex, deixado em banho de gelo por 5 minutos e centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm
a 4 °C. Apbs, 40 pL do sobrenadante foi incubado com meio de reagdo contendo

hidroxitoluenobutilado (BHT) 0,007 mg/mL em etanol 95%, acido tiobarbitarico (TBA) 3,1
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mg/mL em NaOH 0,3%, TCA 7,9% em PBS, em volume total de 315 uL, durante 60 minutos
a 60 °C. Posteriormente, o material foi resfriado e a mensurag¢ao do cromoforo rosa foi realizada
espectrofotometricamente (Thermo Scientific, Multiskan GO, Estados Unidos) a 535 nm. Os
valores foram expressos em nmol MDA, mg proteina!, a partir de curva de calibragdo
preparada com malondialdeido (MDA) nas mesmas condigdes de analise (FEDERICI, SHAW,
HANDY, 2007).

4.5.6. Bases volateis

A determinacdo das bases volateis totais foi realizada através da destilagdo da amonia e
as aminas volateis por arraste de vapor, em meio levemente alcalino e quantificadas por
titulagdo com solugdo acida. Inicialmente a amostra foi pesada em béquer, transferida para tubo
de destilacdo com 4gua destilada, adicionado 2 g de 6xido de magnésio, posteriormente foi feito
a destilac@o por arraste de vapor em destilador de nitrogénio por 30 minutos, com a caldeira em
temperatura média, o destilado foi recolhido em erlenmeyer de 250 mL, contendo solugdo de
acido boérico a 4% com indicador misto. Posteriormente foram tituladas as aminas volateis com
solugdo de acido cloridrico 0,01 M até a viragem, de cor verde escuro para rosa (BRASIL,
2014b).

4.5.7. Perfil de 4cidos graxos

A extragdo dos lipidios das amostras de carne das carcagas de camarfo foi realizada pela
extragdo a frio (BLIGH-DYER, 1959) e os lipidios obtidos foram esterificados usando o
procedimento padrdo da IUPAC (1987). As solugdes contendo os ésteres dos acidos graxos das
amostras foram devidamente diluidas com n-hexano sendo injetadas no cromatografo 3
repetigdes de cada tratamento.

Para quantifica¢do dos 4cidos graxos preparou-se uma curva padrdo nas concentragdes
de 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; e 15,0 ug ¢! a partir de solugdo estoque na concentragio de 50
pg ¢!, O limite de detecgdo foi calculado como sendo 3 vezes o desvio padrdo (n = 10) para um
padrio de ésteres de acidos graxos na concentracdio de 0,1 pg g considerando o fator de
diluic@o das amostras e o limite de quantificagdo como sendo 3,3 vezes o limite de deteccao.

O perfil dos acidos graxos foi determinado utilizado cromatdgrafo a gas acoplado ao
espectrometro de massa (Shimadzu, modelo GCMS-QP2010 Ultra) com coluna capilar de silica
fundida DB 5 ms de 30 m com didmetro interno de 0,25 mm e espessura de filme de 0,25 um
usando hélio como gas de arraste, numa velocidade linear de 43 cm s .Foram injetados 2 uL

de cada amostra ou padrdo de maneira manual.
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As condi¢des de operagao foram: injetor no modo splitless com temperatura de 260
°C; interface em 260 °C; temperatura programada da coluna: temperatura inicial 50°C com
aquecimento numa taxa de 15 °C até 175 °C, aquecimento numa taxa de 2 °C até 230 °C e
aquecimento numa taxa de 3 °C até 260 °C; espectrometro de massa ajustado para varredura

de 35 a 500 m/z. (Tabela 2)

Tabela 2. Temperatura programada da coluna

Taxa (°C/min) Temperatura (°C) Tempo de espera (min)
- 50.0 1.00
15.00 175.0 0
2.00 230.0 0
3.00 260.0 0

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Os acidos graxos foram identificados usando um padrdo de ésteres metilicos (18919-
1AMP, SIGMA-ALDRICH, EUA) através da comparagdo do tempo de retencdo do éster

metilico de cada acido graxo e o espectro de massa referéncia da biblioteca NISTO08.

4.6 TESTE DE ARMAZENAMENTO CONGELADO DA CARCACA

O armazenamento congelado foi utilizado para simular as condi¢des de armazenamento
comercial e doméstico em freezer convencional (-20 + 5 °C) durante nove meses. As amostras
de cada tratamento (controle, 3%, 5% e 10% de biomassa) foram armazenadas em embalagens
de polietileno contendo 15 g cada, sendo realizadas a cada 3 meses (Tempo inicial apds abate,
, trés, seis e nove meses de armazenamento). Estes tempos foram utilizados pois alteragdes na
carne tornam-se mais evidentes devido ao maior tempo de estocagem, até 3 meses de
armazenamento ¢ consideravel um periodo intermediario com inicio de alteragdes indesejaveis,
que se acentuam ao longo do tempo, podendo ser observado deterioragdo significativa até o 9°
més de armazenamento, onde ja ocorreu o cessamento da protecdo dos antioxidantes naturais
presentes na carne contra oxidagdo e degradagdo da carne, com consequente propagagdo da
reacdo de oxidagdo (QUEIRONGA et al., 2014). Em cada tempo de armazenamento foram
realizadas as avaliagdes de pH (4.5.3), peroxidagdo lipidica (4.5.5), aminas e bases volateis

(4.5.6) e perfil de acidos graxos (4.5.7) conforme descrito na metodologia.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos resultados experimentais sdo apresentados como média + desvio padréo.
Os mesmos foram analisados por meio de analise de variancia através do programa graphpad
instat. A normalidade destes dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk a 5% de probabilidade
e a homocedasticidade dos dados foi avaliada pelo teste de Bartllet. Para a comparacdo das
médias foi utilizado o teste de Tukey. O nivel de significdncia adotada para os testes foi de
p<0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA CARCACA FRESCA

5.1.1 Composigdo quimica

A composigao centesimal representa a propor¢ao de proteinas, lipideos, cinzas e matéria
seca presente na amostra, sendo uma analise importante para verificagdo do efeito da dieta
ofertada no actimulo de nutrientes na carne do animal (RIBEIRO, LOGATO, 2007). Ha
diversos fatores que interferem na composi¢do quimica de animais aquaticos: a genética,
origem geografica, nivel de domesticagdo, disponibilidade e qualidade dos alimentos e a estagdo
do ano (PORTELLA, SANT’ANA, VALENTI, 2013). Na tabela 3 sdo apresentados os valores

de umidade, cinzas, proteina e lipideo da carcaga.

Tabela 3. Composi¢ao quimica da carcaga fresca de camardes suplementados com diferentes

concentragdes de biomassa de levedura na dieta.

Tratamentos

Variaveis Controle 3% 5% 10%

Umidade (%) 78,84+ 0,55 80,00+ 0,16 80,48 +0,39* 81,08 + 0,95*
Cinzas (%) 1,403+ 0,156 1,291+0,339  1,286+0,052 1,263 % 0,097
Proteina (%) 21,78+ 2,24 18,56 + 1,92 21,534 1,27 21,26 + 4,76
Lipideos (%) 0,267 +0,036  0,272£0,016°  0314+0,009%* 0,306 = 0,016*

Dados apresentados em base imida, como média + desvio padrdo.
*p<0,05 significativo em relagdo ao grupo controle; # p<0,05 significativo em relagdo ao

grupo 5%.
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O contetdo de lipideos apresentou diferenga estatistica nos tratamentos com adi¢ao de
5 e 10% de biomassa comparado ao grupo controle, ocorrendo um aumento da porcentagem de
lipideos. Gongalves, Colen, Takahashi (2014) aponta que a Y. lipolytica tem a capacidade de
transformar acidos organicos em Acetil-coA, que pode ser utilizado na biossintese de lipideos,
com isso, esta levedura pode ser capaz de acumular até 40% de lipideos em sua biomassa, em
condigdes de limitagdo de nutrientes, pode chegar a 70%.

A biomassa produzida por Souza et al., (2019) e que foi utilizada na fabricagdo das
ragdes dos camardes apresentou aumento de 660% da concentragdo de lipideos na biomassa
apos o processo de bioconversdo utilizando a casca da mandioca. Eles analisaram a composi¢ao
lipidica da casca da mandioca in natura e apds a bioconversdo. A casca de mandioca in natura
apresentou 1,2 + 0,4 (%) de lipideos, ja na biomassa apresentou 9,4 + 1,8 (%), o que pode ter
refletido no resultado deste estudo, com aumento da concentragdo de lipideos conforme a adi¢do
de maior porcentagem de biomassa.

Além dos lipideos, Souza et al., (2019) analisaram a concentra¢iio de proteina na casca
in natura e na biomassa, obtendo 8,0 + 0,8 (%) na casca in natura ¢ 22,3 + 0,9 (%) na biomassa,
tendo um aumento de 179% da concentragdo. A bioconversdo dos residuos agricolas ¢ o
processo que visa aumentar a biodisponibilidade de nutrientes, onde a levedura Y. lipolytica é
capaz de utilizar material orgénico como a casca de mandioca transformando-a em produto com
alto conteudo proteico (GONCALVES, CARVALHO, VIEGAS, 2010). Porém, nesse estudo
ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos para o teor de proteina bruta, isso pode ser
devido ao aminoécido ser utilizado na rota energética e ndo sendo utilizado a nivel estrutural,
sendo convertido em intermediario metabolico como a acetil-coenzima A (Acetil-coA)
(GONCALVES, COLEN, TAKAHASHI, 2014).

Além disso, durante o acumulo de lipideos na levedura, precursores como a Acetil-coA,
glicerol, ATP e NADPH sao utilizados para produzir lipideos, suprimindo outras vias como a
sintese proteica e de acido nucleico e aumento da sintese de acidos graxos e triglicerideos, o
que pode justificar o aumento de lipideos nos tratamentos com maior adi¢do de biomassa e
auséncia de aumento do conteudo proteico (BEOPOULUS et al., 2009; GONCALVES,
COLEN, TAKAHASHI, 2014).

O teor de cinzas das carcagas de camardo ndo diferiu entre todas amostras (p<0,05)
(Tabela 3). Ja para umidade, os tratamentos utilizando 5% e 10% de biomassa apresentaram

diferenca estatistica comparado ao grupo controle, ocorrendo aumento da porcentagem de
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umidade com maior adi¢do de biomassa. O aumento da umidade pode estar relacionado com a
concentragdo de lipideos obtida, quanto maior adigdo da biomassa e aumento de lipideos maior
foi a concentracdo de umidade na carne, demonstrando que a umidade pode ter sido

influenciada por maior teor de lipideos (CORTEZ NETTO et al., 2010).

Na produgéo de organismos aquaticos diversos fatores podem influenciar a composi¢éo
centesimal dos animais, no entanto, a alimentagdo ¢ considerada fator determinante para a
composicdo do tecido muscular e, especialmente, da composicao de acidos graxos dos lipidios
deste tecido (MAIRESSE et al., 2006; SANTOS et al., 2007). Alguns estudos tém demonstrado
que o uso de aditivos, como por exemplo, produtos naturais, na dieta de organismos aquaticos
podem influenciar a composigdo corporal e desta forma o produto ofertado ao consumidor.
Estudo de Seenivasan et al., (2011) demonstraram que a suplementa¢do de pds-larvas de M.
rosenbergii com levedura promoveram aumento no contetido de lipideos corporal proporcional
a quantidade de levedura adicionada na dieta. Além disso, outros estudos demonstraram que o
uso de levedura intacta ou seus subprodutos promovem alteragdes no contetdo de lipideos de

diferentes espécies de camardo (SAAD et al., 2009; PRASAD et al., 2013).

5.1.2. Atividade de agua

A atividade de agua (Aw) € considerada um dos pardmetros mais importantes para a
conservagdo dos alimentos, sendo uma medida que permite avaliar a 4gua que estd disponivel
para reagdes fisicas, quimicas ou biologicas (BRASIL, 2014a).

Na tabela 4 estdo os de atividade de agua para a carcaga fresca. Como pode ser
observado na tabela ndo houve diferenca estatistica para a atividade de agua entre os

tratamentos.

Tabela 4. Atividade de 4gua na carcaga fresca de camardes suplementados com diferentes

concentragoes de biomassa de levedura na dieta.

Tratamentos

Variaveis Controle 3% 5% 10%

Atividade de d4gua 0,942 + 0,001 0,938 £ 0,002 0,940 = 0,000 0,938 £ 0,000

Dados apresentados como média + desvio padrio.
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Os produtos derivados de animais aquaticos apresentam valor consideravel de atividade
de 4gua o que torna a carne um produto altamente perecivel, uma vez que quanto maior a
atividade de dgua maior o risco de oxidagdo (OGAWA, MAIA, 1999). Além disso, alimentos
que possuem valores de atividade de agua acima de 0,9 s@o propicios ao desenvolvimento
microbioldgico e também sdo altamente susceptiveis a autolise de proteinas e gorduras, o que
pode provocar alteragdes nas caracteristicas no sabor, odor e seguranga do alimento (SLADE,
LEVINE, REID, 1991). Os resultados de atividade de agua do camarfo apresentados neste
trabalho estdo muito proximos aos relatados na literatura para pescados em geral (SADOK et
al., 2004; OKPALA, 2015) e demonstram que a adi¢do da levedura na dieta ndo modificou o

conteudo de agua disponivel na carne.

5.1.3. Acidez titulavel e pH

Os acidos presentes nos alimentos influenciam na qualidade sensorial dos produtos
podendo causar alteracdo no sabor, odor e cor (ZINJARDE, 2014). A andlise de potencial
hidrogenidnico (pH) mede a concentracdo de ions hidrogénio na amostra e ¢ importante para
avaliar a deterioragdo do produto, indicando se este encontra-se acido, neutro ou alcalino
(BRASIL, 2017a).

A Tabela 5 apresenta os resultados para acidez titulavel e pH da carcaga fresca de

camardes suplementados com diferentes concentragdes de biomassa de levedura na dieta.

Tabela 5. Acidez titulavel e pH da carcaga fresca de camardes suplementados com diferentes

concentragdes de biomassa de levedura na dieta.

Tratamentos
Variaveis Controle 3% 5% 10%
Acidez titulavel 7,666 = 0,516 7,60 +0,178% 7,10 £ 0,089* 6,966+ 0,051*
pH 6,776 + 0,005 6,796 + 0,025 6,920 + 0,026 7,043+ 0,063*#

Dados apresentados como média + desvio padrdo. *p<0,05 significativo em relagéo ao grupo
controle; # p<0,05 significativo em relagdo ao grupo 3% $ p<0,05 significativo em relagdo ao

grupo 10%;

A adigdo da levedura na ragdo provocou diminui¢do da acidez nos tratamentos com

maior concentragdo de biomassa (5% e 10%). De maneira geral, ndo existe um padrdo para
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organismos aquaticos, no entanto um processo de decomposigdo, seja por hidrolise, oxidagdo
ou fermentagdo, altera quase sempre a concentragdo dos ions de hidrogénio modificando a
acidez e o pH. Desta forma analisando os dados de acidez e pH do camardo suplementado com
a levedura observou-se que @ medida que se aumentou as concentragdes de levedura na dieta
ocorreu uma redugdo significativa da acidez. Este resultado se correlaciona com os valores
obtidos de pH refor¢ando a hipdtese de que a composigao corporal dos camardes pode ter sido
modificada pela dieta.

Ainda, os animais aquaticos sdo muito susceptiveis a deterioragdo uma vez que sua faixa
de acidez indica condigdo ideal para desenvolvimento de microrganismos e a redugio de acidez
observada neste estudo pode ser vantajosa por reduzir a probabilidade de proliferagido de
microorganismos com consequente queda na deterioragdo do produto (BERKEL, 2005).

Os resultados de pH estdo dentro das faixas consideradas ideais para evitar alteragdes
microbiologicas importantes na carne segundo a legislagdo RIISPOA - Regulamento da
Inspegdo Industrial e Sanitaria de produtos de Origem animal (BRASIL, 2017b), para o pescado
fresco o valor encontrado deve ser inferior a 6,8 € do camario entre 6,5 € 7,5.

Considerando estudos com camardo fresco, observou-se grandes variagdes de pH
dependendo da espécie considerada, para o Litopenaeus vannamei foi observado pH de 6,35
(REBOUCAS et al., 2017), para o Penaeus brasiliensis + Penaeus paulensis os valores de pH
variaram de 7,1 a 8,1 (MOURA et al., 2003) e para o Macrobrachium rosenbergii foram
identificados valores de pH de 6,62 para a carne fresca (KIRSCHNIK, VIEGAS, 2004). Ainda,
o estabelecimento de valores de pH que correspondessem ao estado de frescor do camardo foi
indicado por alguns autores. Bailey et al., (1956) consideraram que em pH até 7,70 o camario
mantinha as caracteristicas de um produto ‘fresco” enquanto Segundo Luna (1971) e Shamshad
et al., (1990), pH acima de 7,2 e de 7,6, respectivamente, caracterizavam produto néo-
comestivel.

Os resultados do presente trabalho estdo de acordo com o descrito na literatura e na
legislagdo para pescado fresco. No entanto houve um aumento significativo do pH no grupo
10% de levedura. As mudangas bioquimicas e microbioldgicas que ocorrem nos tecidos do
pescado apos a morte, dependem significativamente dos fatores que afetam a concentragdo de
substratos e metabolitos nos tecidos do pescado vivo, atividade das enzimas endogenas,
contaminag¢do microbiana e condi¢des da captura (SIKORSKI, 1994). Assim, é possivel que
um maior aporte de nutrientes a partir da levedura, em especial proteinas e lipideos, pode ter
propiciado alteragdes na composi¢do corporal do camardo vivo e isso facilitou o inicio de

alteragdes bioquimicas pos abate como por exemplo um aumento da ag¢do de enzimas tissulares
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ou agdo de microrganismos levando a elevagdo do pH muscular no grupo 10% de levedura
(VONGSAWASDI, NOOMHORM, 2000).

5.1.4. Analise de proteina carbonilada

Assim como os lipideos, as proteinas da carne também sdo passiveis de processos de
oxidagao e formagao de produtos indesejaveis que alteram a qualidade do pescado (OGAWA,
MAIA, 1999). O tipo de dieta fornecida aos animais pode influenciar na composigao lipidica e
proteica da carne e desta forma deixa-la mais ou menos propensa a oxidacdo. Na tabela 6 estdo

os valores obtidos de proteina carbonilada para a carne do camardo.

Tabela 6. Niveis de proteina carbonilada na carne de camardes suplementados com diferentes

concentragdes de biomassa de levedura na dieta.

Tratamentos
Variaveis Controle 3% 5% 10%

Proteina Carbonilada 39,360 + 6,231 43,936+ 5,926 35,596 +4,7955 43,479 + 8,086
(nmol/mg prot)

Dados apresentados como média + desvio padrdo. $p<0,05 significativo em relago aos grupos

3 e 10%.

Para a analise de proteina carbonilada ndo houve diferenga significativa dos tratamentos
em relagdo ao grupo controle. Por outro lado, foi observado diminui¢do dos niveis no grupo
com 5% de biomassa, sendo um resultado significativo comparado aos grupos 3 ¢ 10%. Com
base na literatura, os resultados deste trabalho indicam que a inclusdo de levedura na dieta
possui pouca influéncia em relagéo aos niveis de oxidagdo dos componentes proteicos da carne,
sugerindo que sua utilizagdo ndo acarreta prejuizos a qualidade da carne fresca do camardo de

agua doce.
5.2. ALTERACOES DURANTE O ARMAZENAMENTO CONGELADO DA CARCACA

Para a obtengdo de um produto de qualidade, o camardo deve passar por um rigoroso
processo, visto que erros desde o manejo, captura, venda ¢ armazenamento podem provocar
danos a carne, devido a sua alta perecibilidade. E necessario evitar que o animal passe por um

nivel de estresse elevado antes de morrer pois se ele estiver estressado as reservas de glicogénio
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irdo diminuir rapidamente, com queda acentuada de ATP no musculo, provocando
enrijecimento da carne. Isso acarretara diminuigdo da capacidade de retengdo de agua e baixa
acidez da carne, essa reacdo provoca aumento do pH com consequente aumento da proliferagdo
microbiana, resultando em maior deterioracdo da carne (FORTUNA, FRANCO, 2013).

Além do manejo e captura do animal, as condigdes de armazenamento devem ser
levadas em consideragdo a fim de evitar alteragdes indesejaveis na carne. Um armazenamento
incorreto em temperaturas inadequadas pode impedir a comercializagdo do produto, devido as
alteragdes microbiologicas, enzimaticas, fisicas ou quimicas que passam a ocorrer em
temperaturas elevadas. A fim de reduzir o risco dessas alteragdes é necessario o congelamento
com poucas flutuagdes de temperatura. (SIKORSKI, 1994).

Durante o armazenamento congelado do camarfo podem ocorrer diversas alteragdes
provocadas pela atividade de enzimas enddgenas e contaminagdo microbiana que podem
provocar mudanga na cor do alimento, ocorrendo desbotamento, sublimago e cristalizagdo do
gelo, oxidag@o de lipideos e desnaturagdo de proteinas (VONGSAWASDI, NOOMHORM,
2000).

O congelamento ird minimizar os efeitos oxidativos, mas em carnes com composi¢ao
lipidica insaturada como o camardo ha maior probabilidade de ocorrer a oxidagdo mesmo sob
baixas temperaturas. Isso se deve a auto-oxidag¢@o que ocorre devido a carne ser rica em acidos
graxos poliinsaturados, liberando derivados carbonilicos, podendo tornar a carne rangosa, além
de diminuir a qualidade da carne, pode provocar riscos a satude, devido ao teor de peroxidos.
Para avaliar o grau de oxidacao de lipideos o indice de acido tiobarbiturico (TBARS) é o mais
indicado (JIN et al., 2018)

Com o passar dos meses de congelamento podem ocorrer a diminui¢do do frescor dos
pescados, para avaliar essa diminui¢do de frescor é recomendado a realiza¢do da quantificacdo
de bases volateis totais (N-BVT), o aumento do valor encontrado dessas bases indica que o
pescado esta em processo deteriorativo (SOARES, GONCALVES, 2012).

E necessario inspecionar a qualidade da carne do animal durante o armazenamento a
fim de garantir a satide dos consumidores, reduzir perdas do produto, oferecendo condigdes
para a aceitabilidade do camardo, promovendo a segurancga que o consumidor precisa, além
disso, armazenar de forma correta o alimento permitird um consumo em maior tempo possivel,

algo essencial para que o produto seja comercializado em locais distantes da sua produgao.

52.1.pH
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O pH interfere na qualidade do alimento armazenado, sendo responsavel direto pela
deterioragdo do alimento. Sua determinagdo auxilia na observagdo da velocidade de
multiplicagdo de microrganismos sendo que alteragdes no pH ao longo do armazenamento
condicionam o substrato a a¢ao bacteriana (SILVA, 2000).

O pH ndo apresentou alteragdo significativa durante os meses de armazenamento
(Figura 3). Queiroga et al., (2014) avaliou o efeito do congelamento por 90 dias na carne de
camardo Litopenaus vannamei e observou aumento do pH com o passar do tempo, o pH inicial
pos abate era de 6,95 (que é semelhante com o resultado obtido neste estudo) aumentando para
7,93 aos 39 dias e para 7,85 aos 74 dias de armazenamento.

O aumento no pH ocorre basicamente devido a a¢do de microrganismos que degradam
a carne, como ndo houve alteragdo do pH nos nove meses e ha estudos com alteragdo do pH em
camardo congelado em periodo de tempo muito menor do que este estudo (KIRSCHNIK,
VIEGAS, 2004), sugere-se que a biomassa utilizada apresentou prote¢do contra a deterioracdo

da carne.

Figura 3. Valores de pH nos tempos inicial, 3, 6 ¢ 9 meses de armazenamento da carne de
camardo suplementado com diferentes concentragdes de biomassa de levedura. Dados

apresentados como média + desvio padrio.
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5.2.2 TBARS

Na tabela 7 est4 disposto os niveis de peroxidagao lipidica no tempo inicial em todos os

tratamentos.

Tabela 7. Niveis de peroxidagdo lipidica no tempo inicial na carne de camardes suplementados

com diferentes concentragdes de biomassa de levedura na dieta.

Tratamentos
Variaveis Controle 3% 5% 10%
TBARS (nmol MDA/mg) 0,514+0,257 0,432+0,207 0,478 +0,130 0,793+ 0,303*"

Dados apresentados como média + desvio padrdo. *p<0,05 significativo em relagdo ao grupo

controle; *p<0,05 significativo em relagdo aos grupos 3 e 5%;

Neste estudo, ocorreu diferenga significativa para a analise de TBARS na
suplementag¢do com 10% de biomassa comparado ao controle e aos grupos 3 e 5%. O aumento
de TBARS nesse grupo pode ter sido influenciado por maior quantidade de lipideos no grupo
10% observado na Tabela 3 de composi¢éo quimica. Os valores de referéncia para a oxidagéo
de lipideos sao bastante variaveis, mas de maneira geral considera-se que valores abaixo de 3
mg de malondialdeido/kg de pescado sejam os limites de aceitabilidade, os valores obtidos neste
estudo foram abaixo desse valor, estando dentro dos limites de aceitabilidade (CADUN et al.,
2005).

Na figura 4 estdo dispostos os valores de peroxidagdo lipidica nos diferentes tempos de
armazenamento. No armazenamento por 3 meses houve diferenga estatistica do grupo 5%
comparado ao 5% do tempo inicial, ocorrendo aumento dos valores encontrados. Aos 9 meses
de armazenamento ocorreu aumento significativo dos valores obtidos comparados ao tempo

inicial nos grupos controle, 3% e 5%.

Figura 4. Niveis de peroxidagao lipidica nos tempos inicial, 3, 6 ¢ 9 meses de armazenamento

da carne de camaréo suplementado com diferentes concentragdes de biomassa de levedura.
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® p<0,05 significativo em relagdo ao grupo 5% do tempo inicial

As condigdes de armazenamento de animais aquaticos podem influenciar nos niveis de
peroxidagdo lipidica, ocorrendo maior peroxidagdo quando o animal estd armazenado em
temperaturas mais altas, com maiores condi¢Ges para proliferacdo de microrganismos e tempo
de armazenamento prolongado (CUI et al., 2013). O tempo de armazenamento prolongado
proporciona diminui¢do de antioxidantes naturais que retardam a oxidagao lipidica levando a
maior oxidagdo e deterioracdo da carne (TAKEUNGWONGTRAKUL, BENJAKUL, H-
KITTIKUN, 2012).

Zarehgashti et al., (2018) avaliaram a qualidade da carne do camardo Macrobrachium
nipponense congelado a -20 °C por 6 meses, observando que com o aumento do periodo de
armazenamento ocorreu aumento do valor de TBARS, ndo obtendo diferenga significativa entre
0 primeiro e o terceiro més de armazenamento, somente a partir do 6° més.

Estudos indicam que ocorre baixa oxida¢do do camardo ao longo do tempo, isso pode
ser devido ao baixo contetido lipidico encontrado no camaro. Queironga et al., (2014) avaliou
a peroxidagdo lipidica de camardo Litopenaus vannamei armazenado por 90 dias a -18 °C, ndo
encontrando aumento significativo de TBARS nos 3 meses de armazenamento. Valores baixos
também foram encontrados no estudo de Jin et al., (2018) que avaliou o0 TBARS do camario
congelado a -18 °C, o valor inicial encontrado foi de 0,45 mg MDA/kg ocorrendo aumento

significativo nos valores encontrados apenas ap6s 120 dias passando para 0,85 mg MDA/kg.
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Além disso, o baixo valor de TBARS encontrado neste estudo pode estar relacionado
com as condigdes em que o camardo foi armazenado, sem flutuagdes de temperatura e
acondicionado em embalagens de polietileno, evitando a proliferagdo de microrganismos e

oxidag@o da carne (ZAREHGASHTI et al., 2018).

5.2.3. Bases Volateis

Outro pardmetro importante avaliado em termos de conservagdo de pescados s@o as
bases volateis sendo que o valor de nitrogénio basico volatil total (N-BVT) ¢ utilizado para
expressar o conteido de bases voléateis e aminas derivados da descarboxilacdo microbiana de
aminoacidos (BRASIL, 2014b), para esta analise sdo contabilizados compostos com baixo peso
molecular que sdo formados durante o processo deteriorativo, sendo estes a trimetilamina
(TMA), dimetilamina (DMA) e aménia. Quanto maior a deterioragdo do pescado com o passar
do tempo, maior serd o teor desses compostos presentes na amostra (HOWGATE, 2010).

A TMA ¢ produzida sob agdo de bactérias, sendo responsavel pelo odor caracteristico
do estado de deterioragdo, a DMA ¢ produzida por enzimas autoliticas no armazenamento ¢ a
amonia ¢ produzida no inicio da degradacdo por desaminagdo de aminoacidos (OGAWA,
MAIA, 1999).

Na tabela 8 e posteriormente na figura 5 estdo os valores obtidos de bases volateis em

todos os tempos do ensaio de armazenamento.

Tabela 8. Contetido de bases volateis no tempo inicial e apos 3, 6 e 9 meses de armazenamento

da carne de camardo suplementado com diferentes concentragdes de biomassa de levedura.

Variaveis Tratamentos
N-BVT. 100g™! Controle 3% 5% 10%
Tempo inicial 14,023+0,534 19,563+0,536#  18,04+2,374# 13,776+0,915
3 meses 21,733£2,099%#  24,833+1,785®  27,896+1,397*¢  20,803+1,964 ¢
6 meses 30,98+1,066# 32,286+1,845® 30,306+1,845¢ 29,113+£1,425¢
9 meses 40,31+0,783# 43,246+3,238 ®@  42,35+0,850¢ 40,853+1,456 ¢

Dados apresentados como média + desvio padrio. *p<0,05 significativo em relagdo ao
respectivo grupo controle; # p<0,05 significativo em relagdo ao grupo controle tempo inicial; ®
p<0,05 significativo em relagdo ao grupo 3% entre os tempos inicial, 3, 6 ¢ 9 meses; ¢ p<0,05
significativo em relagdo ao grupo 5% entre os tempos inicial, 3, 6 ¢ 9 meses; ¢ p<0,05

significativo em relagdo ao grupo 10% entre os tempos inicial, 3, 6 ¢ 9 meses.
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Em relagdo ao contetudo de bases volateis totais (N-BVT) no tempo inicial, observou-se
um aumento significativo nos grupos 3 e 5% de biomassa comparados ao grupo controle. Os
resultados obtidos estdo de acordo com outros trabalhos com M. rosenbergii fresco que relatam
valores de N-BVT variando entre 16,61 a 18,65 mg N/100g (LEITAO, RIOS, 2000; BAKAR
et al., 2008; BEGUM et al., 2012; SIMOES et al., 2014).

Figura 5. Contetdo de bases volateis no tempo inicial e apds 3, 6 ¢ 9 meses de
armazenamento da carne de camardo suplementado com diferentes concentragdes de

biomassa de levedura.

50+
® ¢ 1 Controle
401 t17Y @ 3%
o P - 5%
8 30- T * . 10%
;' . # .
o 20+ *
=

x
o
1

gl

Tempo zero 3 meses 6 meses 9 meses

*p<0,05 significativo em relagéo ao respectivo grupo controle
# p<0,05 significativo em relagdo ao grupo controle tempo inicial
® p<0,05 significativo em relagdo ao grupo 3% entre os tempos inicial, 3, 6 ¢ 9 meses
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+ p<0,05 significativo em relagdo ao grupo 10% entre os tempos inicial, 3, 6 ¢ 9 meses

No tempo zero e até 3 meses de armazenamento a carne ainda estava dentro do
recomendado para o consumo, que ¢ quando o resultado de N-BVT encontra-se abaixo de 30
mg.100 g, Segundo Ogawa, Maia (1999) para pescados em geral valores de 5 a 10 mg.100™'g
sdo considerados em excelente estado de frescor; de 15 a 25 mg.100"!g animais com frescor
razoavel. Até o valor de 30 mg.100'g a carne ¢ considerada aceita sensorialmente, com baixa
concentragdo de microrganismos. No inicio do armazenamento em gelo os valores encontrados
ainda estdo baixos, aumentando rapidamente com a deterioragao do produto (HUSS, 1988).

ApoOs 0 6° més os valores ultrapassaram esta recomendac¢do de N-BVT que segundo

BRASIL (2014b) a partir desse resultado ocorre o inicio do processo de putrefagdo. Quando
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estes valores atingem 50 mg.100'g o produto ja estd em estado avancado de deterioracdo.
Neste estudo néo chegou a atingir este valor, chegando a valores de 43,24 + 3,23 mg.100"'g ao
final dos 9 meses de armazenamento.

Os animais de 4gua doce apresentam valores mais baixos de N-BVT comparados aos
marinhos, pois estes possuem menor quantidade de N- 6xido de trimetilamina (OTMA)
comparada a animais de agua salgada, que por agdo de bactérias forma a TMA, com isso, o
tempo necessario para que os animais de dgua doce atinjam o limite ¢ maior (BERAQUET,
LINDO, 1985).

Durante o armazenamento, ocorre a proliferacdo de bactérias, essas bactérias degradam
aminoacidos, promovendo o aumento de aminas biogénicas que sdo bases volateis de baixo
peso molecular. Para ocorrer aumento consideravel dessas aminas € necessario proliferagdo
intensa de microorganismos e alta concentragdo de proteinas com disponibilidade de
aminoacidos, além de condi¢des favoraveis no ambiente, como temperatura acima da
recomendada para congelamento (CUNHA et al., 2012; RABIE et al., 2009).

Alguns estudos apresentam valores superiores ao encontrado neste trabalho como, por
exemplo, Azam et al., (2013) que avaliaram os niveis de N-BVT no armazenamento congelado
em freezer a -20 °C de camaro M. rosenbergii por 0, 4, 8 ¢ 12 semanas, inicialmente obtiveram
valores de 20,57 mg.100"'g, na 4° semana atingiu 23,65 mg.100"'g, na 8° semana 26,32 mg.100°
lg e na 12° semana 31,91 mg.100"g, valor atingido apenas no sexto més neste estudo; e
Kirschnik, Viegas (2004) que avaliaram as alteragdes na qualidade da carne do camardo M.
rosenbergii durante estocagem em gelo por 0, 2, 4, 7 ¢ 10 dias, obtendo valores de 10,83
mg.100"g aos 0 dias, 14,74 mg.100"'g aos 2 dias, 19,21 mg.100"'g aos 4 dias, 26,18 mg.100'g
aos 7 dias e 27,10 mg.100"'g aos 10 dias, valor que s6 foi atingido neste estudo apds 3 meses
de armazenamento.

As variagdes dos teores de bases volateis nos diferentes estudos podem estar
relacionados a alguns fatores como as condi¢des de armazenamento do animal e embalagem
utilizada (ZAREHGASHTI et al., 2018). Ainda, podem influenciar a alimentagdo fornecida
durante o cultivo, os métodos de captura, abate do animal e o estresse associado (SOARES,
GONCALVES, 2012), bem como o teor de antioxidantes naturais presentes na carne (BARON
et al., 2007; ZHANG et al., 2013).

A alimentagio ofertada ao animal pode ter refletido nos valores de bases volateis neste
estudo, como observado no tratamento com 10% de biomassa, em todos os meses de
armazenamento este grupo apresentou valores mais baixos comparados aos outros grupos, a

levedura pode ter apresentado efeito protetivo a carne neste grupo.
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5.2.4. Perfil de Acidos graxos

Quimicamente os 4cidos graxos sdo classificados como 4cidos carboxilicos e
apresentam cadeia carbonica longa, ndo ramificada com numero par de atomos de carbono.
Além disso, podem apresentar ligagdes duplas ao longo da cadeia o que permite classifica-los
como saturados (AGS)(sem ligagdes duplas) e insaturados (AGI). Os acidos graxos insaturados
sdo ainda subdivididos nas categorias monoinsaturados (AGMI — uma dupla ligagdo) ou
poliinsaturados (AGPI — mais de duas duplas ligagdes) (NELSON, COX, 2014).

Segundo Ogawa, Maia (1999), a maioria dos acidos graxos existentes no pescado
contém 14 a 22 atomos de carbono, podendo ser saturados ou insaturados — mono ou
poliinsaturados. Especificamente, os lipidios de pescado contém acidos graxos polinsaturados
de cadeia longa da familia 3 (AGPlw3), sendo a principal reserva os fosfolipidios e néo os
lipidios neutros. Por isso, observa-se que em espécies que contém menor teor de lipidios, ha
uma tendéncia de apresentarem maior propor¢ido de AGPIn3 (OGAWA, MAIA, 1999). A
composi¢do em acidos graxos varia de acordo com a espécie do animal, habito alimentar,
estacdio do ano, temperatura da agua, dieta, habitat e estagio de maturagdo. Considerando estes
aspectos, a figura 6 apresenta o cromatograma do controle no tempo inicial ¢ a tabela 9
apresenta o perfil de acidos graxos no tempo inicial do camardio M. rosenbergii suplementado

com diferentes concentragdes de biomassa de levedura.

Figura 6. Cromatograma do grupo controle no tempo inicial com o tempo de retengdo dos

compostos.
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Compostos: 1-Composto ndo identificado; 2-Acido 9-hexadecenoico ; 3-Acido hexadecandico ;
4-Acido 9,12 octadecadiendico; 5-Acido 9-octadecendico ; 6- Acido 9-octadecendico ; 7-Acido

octadecanéico ; 8- Acido araquidénico; 9-Acido cis 5,8,11,14,17 eicosapentaendico.

Podemos observar pelo cromatograma que 0s compostos que apresentaram maior pico
no grupo controle no tempo inicial foram &cido hexadecandico (C16:0), acido 9,12
octadecadiendico (18:2 w6), acido 9-octadecenodico (18:1 cis9 ®9) e acido octadecandico
(C18:0).

No cromatograma, ndo foi possivel identificar o pico 1 pois ndo havia padrdo
caracteristico para esta regido no mix utilizado. Considerando que o camardo M. rosenbergii
apresenta niveis elevados do 4cido alfa-linolénico (C18:3 ®3) (BRAGAGNOLO,
RODRIGUEZ-AMAYA, 2001) e que este composto foi o tinico ndo quantificado neste estudo,
pode-se supor que o pico ndo identificado no cromatograma seja referente a este acido graxo.

Além do alfa-linolénico, esta espécie apresenta quantidades consideraveis de acido
eicosapentaenoico (C20:5 w3), docosahexaenodico (C22:6 ®3) e acido araquidonico (C20:4 w6).
Apresenta boa concentragdo de 6mega 3 (AGPI ©3) tendo uma quantidade mais expressiva de
®3 que ©6 (BRAGAGNOLO, RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). Dentre os acidos graxos
saturados apresenta concentra¢do consideravel de acido palmitico (C16:0) e acido estearico
(C18:0) (PORTELLA, SANT'ANA, VALENTI, 2013).

Ha semelhangas entre espécies de camardo de agua doce quanto aos acidos graxos,
outras espécies também apresentam quantidade consideravel de acido palmitico, oléico,
linolénico, EPA, DHA e araquidonico. Furuya et al., (2006) avaliaram o perfil de acidos graxos
do M. amazonicum considerando saturados, monoinsaturados e poliinsaturados. Eles obtiveram
maior concentragdo de acido palmitico dentre os acidos graxos saturados (de 29,8% de acidos
graxos saturados, o 4cido palmitico representa 18,2% deste somatério), para os
monoinsaturados, o mais encontrado foi oléico (9,4% de 24,0% do somatorio de
monoinsaturados) e vacénico (6,6% de 24,0%) e entre os poliinsaturados, os mais abundantes
foram EPA (13,9% de 46,8% do somatério de poliinsaturados), linolénico (9,5% de 46,8%) e
DHA (6,5% de 46,8%). Ja Moura, Cavalheiro, Bora (2013) avaliaram o teor de acidos graxos
em camardo L. vannamei cultivados em agua doce, encontrando consideravelmente o acido
palmitico, estearico, heptadecandico, oleico, linoleico, araquidénico e docosahexandico.
Bragagnolo, Rodriguez-Amaya (2001) avaliaram o teor de acidos graxos no camardo M.
rosenbergii obtendo percentual de 31% para acidos graxos saturados, 23% para

monoinsaturados e 43% para poliinsaturados, tendo uma quantidade consideravel de
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Tabela 9. Perfil de 4cidos graxos no tempo inicial na carcaga fresca de camardo suplementado

com diferentes concentragdes de biomassa de levedura.

Compostos LOD 0% 3% 5% 10%
(ng/g)
Acidos graxos saturados (AGS)
Acido hexanéico (Caproico) 4 1,51 +1,06 4,95+2,58* 5,41 +£0,44* 6,04 + 0,66*
C6:0
Acido octanéico (Caprilico) 2 <LOD <LOD <LOD <LOD
C8:0
Acido decanéico (Caprico) 3 <LOD <LOD <LOD <LOD
C10:0
Acido undecanéico 1 <LOD <LOD <LOD <LOD
(Hendecandico) C11:0
Acido dodecanoico (Laurico) 0,7 <LOD <LOD <LOD <LOD
C12:0
Acido tetradecandico (Miristico) 0,6 <LOD <LOD <LOD <LOD
C14:0
Acido pentadecandico C15:0 0,3 1,57 + 0,40 2,17+ 0,04 0,93 +0,79* <LOD
Acido hexadecanoico 0,6 3496+ 0,41 68,50+2,14* 26,44 +£222%# 3,17 +0,34*4$
(Palmitico) C16:0
Acido heptadecanéico C17:0 0,3 2,00 +0,05# 4,13 +0,03* 1,30 +0,21*# <LOD
Acido octadecanéico (Acido 0,2 15,76 £0,72 32,70+ 3,19* 11,00+ 0,80*# 1,24 + 0,24*#$
Estearico) C18:0
Acido eicosanoico (Araquidico) 0,4 <LOD <LOD <LOD <LOD
C20:0
Acido heneicosandico C21:0 0,6 <LOD <LOD <LOD <LOD
Acido docosanoico (Behénico) 0,4 <LOD <LOD <LOD <LOD
C22:0
Acidos graxos Monoinsaturados (AGMI)
Miristoleato de metilo 0,07 <LOD <LOD <LOD <LOD
(Miristoleico) C14:1
Acido 9-hexadecendico 0,3 9,56 + 0,34 8,33 +£0,13* 6,09 +0,82*# 4,30+ 1,69*$

(Palmitoleico) C16:1 cis-9 m6
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Acido cis-10-heptadecenoico 0,4 1,76 £ 0,19 2,01 +0,39 1,56 £ 0,24 1,61 £ 0,05
C17:1
Acido 9-octadecendico (Oleico) 0,7 27,73+£0,79 5320+3,59* 18,46 £2,23*%# 2,63 + 0,98*#$
C18:1 cis-9 ®9
Acido 9- octadecendico 0,2 9,89 +0,58 16,65+ 0,58* 6,47+ 1,16%% 1,76 £ 1,07*$
(Elaidico) C18:1 trans-9 ®3

Acidos graxos polinsaturados (AGPI)
Acido Gama-linolénico 0,3 0,64 +0,04 1,04 £ 0,00* 0,43 +0,22 <LOD
C18:3 w6
Acido 9,12 octadecadienoico 0,6 71,96+ 0,97 175,51 £ 6,82* 56,91 +4,05% 5,80 + 0,47*#$
(Linoleico) C18:2 w6
Acido Araquidénico 0,1 41,63 +0,27 6792+ 11,11* 30,36+ 1,60*%# 2,52 + 0,38*#$
C20:4 w6
Acido cis 5,8,11,14,17 0,1 30,43+ 1,14 49,76 £8,04* 24,66+ 1,71*# 1,90 = 0,47*#$
eicosapentaendico (EPA)
C20:5 3
Acido cis 11,14- eicosadiendico 0,2 4,83 +0,31 923 +1,23* 4,19 +£0,79# <LOD
C20:2 w6
Acido 4,7,10,13,16,19 0,8 <LOD 2144 +£331*% 6,71 £2,55# 4,00 + 0,22#
docosahexaenodico (DHA)
C22:6 ®3
Acido cis 13,16 docosadiendico 0,3 <LOD <LOD <LOD <LOD
C22:2 w6
Acido 13- Docosanoico 0,7 5,01 +0,46 585+1,13 4,21 £0,09%# 2,48 +£ 0,48*#$

C22:2 w6

Dados apresentados como média + desvio padrdo, em pg/g

LOD: Limite minimo de detecg¢ao, calculado como sendo 3 vezes o desvio padrdo (n = 10)
para um padrio de ésteres de dcidos graxos na concentragio de 0,1 pg g!

*p<0,05 significativo em relagiio ao grupo controle, * p<0,05 significativo em relagio ao
grupo 3%; $ p<0,05 significativo em relagéo ao grupo 3 ¢ 5%;

De maneira geral, em todos os tratamentos os acidos graxos que apresentaram maior

concentragio foram: Acido Palmitico (C16:0), Acido Palmitoleico (C16:1), Acido Estearico
(C18:0), Acido Oleico (C18:1 cis-9 ®3), Acido linoleico (C18:2 w6), Acido Araquidénico
(C20:4 w6) e EPA (C20:5 ®3), sendo observado aumento de w6 que w3.

Podemos observar que alguns acidos graxos apresentaram aumento na concentragdo
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com adigdo de 3% de biomassa, entre eles o Acido pentadecanéico (C15:0), Acido palmitico
(C16:0), Acido heptadecandico (C17:0), Acido Estearico (C18:0), Acido Oleico (18:1 cis-9
®9), Acido Elaidico (C18:1 trans-9 »3), Acido Gama-linolénico (C18:3 @6), Acido Linoleico
(C18:2 6), Acido Araquidénico (C20:4 w6), EPA (C20:5 3), Acido cis 11,14- eicosadiendico
(C20:2 @6) e DHA (C22:6 ®3).

Dentre esses acidos graxos, observa-se aumento consideravel de acido estearico no
tratamento com 3% de biomassa, este composto apresentou concentragao de 32,7 pg/, o dobro
do encontrado no controle (15,7 pg#). Sabe-se que a levedura tem a capacidade de produzir
este composto, o que pode ter refletido no aumento da concentraggo do acido graxo com adigéo
de 3% de biomassa (GONCALVES, COLEN, TAKAHASHI, 2014).

Além desse acido, a levedura tem a capacidade de produzir acidos oleico, palmitico e
linoleico, o que influencia na concentragdo de 4cidos graxos da carne do animal, dentre esses
acidos, atengdo especial deve ser dada ao acido linoleico que teve aumento consideravel na
concentragéo no tratamento com 3% de biomassa (figura 7) apresentando 175,51 pg/, mais
que o dobro do valor obtido no controle (71,96 pg/). A presenga desse acido ¢ benéfica pois
apresenta efeito antioxidante, como pode ser observado na analise de TBARS no tempo inicial,
onde o grupo 3% apresentou valor mais baixo de peroxidagéo lipidica comparado aos outros
grupos (XU et al., 2020).

Esse aumento consideravel pode ser devido a Y. lipolytica possuir a capacidade de
acumular grandes quantidades de acido linoleico, somente este acido graxo representa mais de
50% dos acidos graxos acumulados pela levedura (GONCALVES, COLEN, TAKAHASHI,
2014). Souza et al., (2019) que produziu a biomassa utilizada na ra¢ao dos animais, observou
aumento na concentracdo do 4cido linoleico na biomassa comparada a casca da mandioca in
natura, obtendo na casca 7,3% e na biomassa 19,2% deste 4cido, o que pode ter refletido no

aumento significativo do acido linoleico em animais suplementados com biomassa.

Figura 7. Concentragdo de acido 9-12 Octadecadienodico (4cido linoleico) na carcaga fresca de

camardo suplementado com diferentes concentragdes de biomassa de levedura.
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*p<0,05 significativo em relagdo ao grupo controle; # p<0,05 significativo em relagdo ao grupo 3%; $
p<0,05 significativo em relagdo ao grupo 5%;

Além do actimulo de &cido linoleico, a levedura também tem a capacidade de sintetizar
o0 acido docosahexaendico (C22:6 ®3) durante a fermentagdo. Este fato pode ter influenciado o
resultado deste estudo, visto que no grupo controle o valor obtido para este acido graxo foi
abaixo do limite minimo de deteccdo (0,8ug/ g), ja no tratamento com 3% de biomassa foi
obtido 21,4 pg/g desse composto. A produgdo desse acido graxo € benéfica para a qualidade da
carne do camardo, uma vez que este composto tem capacidade antioxidante e antiinflamatdria
(TOCHER et al., 2019).

A levedura ¢ benéfica para o aumento da concentragio destes compostos na carne dos
animais, como também demonstrado por Hatlen et al. (2012), que suplementaram Y. lipolytica
na ragdo de salmdo, obtendo aumento consideravel do acido linoleico (animais alimentados
com ragdo convencional com farinha de peixe apresentaram 1,6% de acido linoleico e animais
suplementados com a levedura apresentaram aumento deste acido para 22,9%) e DHA (animais
com ragdo convencional apresentaram 2,9% e os que receberam suplementagéo 30,1%).

Além disso, a levedura Y. lipolytica apresenta quantidade consideravel de acidos graxos,
como o acido hexadecandico, octadecandico e oleico, podendo ter refletido no aumento da
concentragdo destes compostos na carne dos animais suplementados com biomassa
(ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2018; PATSIOS et al., 2020).

A adigdo da levedura na racdo de animais aquaticos apresenta vantagens para a saide
do animal, aumentando o ganho de peso corporal pois ha melhora da taxa de conversdo
alimentar, estimula os mecanismos antioxidantes e o sistema imunologico do animal, além de
agir como probiotico, influenciando na microflora do animal, tornando os animais mais

resistentes (ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2018; AYIUKI et al., 2020; HISANO et al., 2008).
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O aumento dos acidos graxos pode ser devido a indugao da sintese de acidos graxos e
triglicerideos durante a fase de transi¢ao da levedura e repressao da sintese de acidos nucleicos
e de proteina, fato observado na analise de composigdo quimica onde ocorreu aumento do teor
lipidico com adicdo da levedura, sem aumento da composigao proteica na carne do animal, ou
seja, a levedura auxiliou no aumento do teor de lipideos e acidos graxos e reduziu a sintese de
proteina no animal (BEOPOLUS et al., 2009).

Sabe-se que os microorganismos oleaginosos, como as leveduras possuem a capacidade
de acumular significativa quantidade de lipideos de reserva de energia quando em condigdes
adequadas de cultivo, disponibilizando acidos graxos, em especial poliinsaturados. Os acidos
graxos com destaque produzidos pela levedura sdo: Acido Miristico, Acido Palmitico, Acido
Estearico, Acido oleico, Acido Linoleico, Acido linolénico, Acido Eicosapentaenoico, Acido
Docosahexaen6ico e Acido Araquidénico. Todos estes acidos graxos (com excessdo do 4cido
miristico que apresentou valores abaixo do limite minimo de detecgdo) apresentaram aumento
com a suplementagdo da biomassa (CARSANBA, PAPANIKOLAOU, ERTEN, 2018).

A maioria dos &cidos graxos apresentaram aumento na concentragdo do controle para o
tratamento com 3% de biomassa (com excessdo do 4cido hexandico, palmitoleico e DPA),
demonstrando que uma adigdo de 3% de biomassa na ragio ¢ benéfica para o animal, ja em
animais suplementados com 5 e 10% houve diminuigdo significativa de todos os compostos
que apresentaram aumento no tratamento com 3%, demonstrando que valores acima de 5%
podem ocasionar prejuizos a qualidade nutricional da carne do camardo, com redugdo da
concentragio de compostos (ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2018).

Isso pode ser devido a levedura possuir alguns fatores prejudiciais como o nitrogénio
ndo proteico. A ingestdo excessiva de nitrogénio ndo proteico pode aumentar os niveis de uréia
e acido urico sendo que uma quantidade excessiva pode provocar efeitos toxicos e distirbios
metabolicos no animal, o que pode reduzir a eficiéncia alimentar e causar danos na composi¢ao
corporal do animal (WATANABE, VIEGAS, GONCALVES, 2010).

Na tabela 10 estdo dispostos os valores encontrados de ésteres metilicos de 16
compostos que apresentaram valores acima do limite minimo de detecg¢do (LOD) na analise da

carcaga fresca.



Tabela 10. Concentrag@o de ésteres de acidos graxos nos 4 tempos de armazenamento (Tempo inicial, 3,6 ¢ 9 meses)

Compostos Tempo Inicial 3 meses 6 meses 9 meses
Acidos graxos saturados (AGS)
.. L. 0% 11,51 £ 1,06 <LOD ® 17,28 £ 0,50 6A 6,07+£0,016Q
Acido hexanodico
(Caproéico) 3% 4,95 +2,58% 4,04 +0,91 4,00 £0,74 * 5,48 £0,30
C6:0 5% 5,41+ 0,44* 4,09 £1,94 <LOD ##¢ 4,57+0,93
LOD: 4ug/g 10% 6,04 = 0,66* 6,18 + 1,45 10,60 = 0,78 *$HA 3,77+0,56 Q
. 0% 1,57 £ 0,40 2,83 £0,55 3,62+0,32 ¢ 1,18+£0,19Q
Acido
pentadecandico 3% 2,17+ 0,04 1,27 £ 1,36 2,13+ 0,41A 1,30 +£ 0,49 Q2
Cl15:0 5% 0,93 + 0,79# 2,13 +0,41 321+0,19¢ 1,09 £0,05 Q
LOD: 0,3ug/g 10% <LOD 2,73+0,59 ® 3,29+0,63 ¢ 1,14 £ 0,35 [1Q2
Acido 0% 34,96 £ 0,41 95,45 +£27,70 ® 106,10 £ 5,69 ¢ 34,65+ 1,32 1Q
hexadecandico
(Palmitico) 3% 68,50 + 2,14 * 68,24 + 6,83 86,84 + 3,82 30,52 +£2,64 ¢[1Q
C16:0 5% 26,44 £2.22% # 56,14+220 ® 88,03+0,73 pA 32,96+1,47 [1Q
LOD: 0,6ug/g 10% 3,17+0,34 *§ 77,53+ 1,46 ® 89,15+ 8,36 ¢ 27,26+ 0,65 *4[1Q
o 0% 2,00 + 0,05 481+1,50Q® 5,28 +0,41 ¢ 2,27+0,20 (1O
Acido
heptadecansico 3% 4,1340,03 * 2,72+£1,32* 4,96 +0,54 A 1,930,12 ¢Q
C17:0 5% 1,30 £ 0,21 *# 3,47 +0,69 ® 4,87+0,21 ¢ 1,90+0,11 Q
LOD: 03ug/g  10% <LOD 4,58 £0,29 #® 4,97+0,57 ¢ 1,87+0,25 Q2
0% 15,76 £ 0,72 44,90 £ 13,89 ® 60,34 + 17,55 0A 19,00 + 1,27 LIQ
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Acido 3% 32,70 £+ 3,19* 30,95+4,11* 40,30 + 1,62 * 14,38+ 0,13* Q
octadecanoico
(Acido Estedrico) 5% 11,00 + 0,80%# 25,43 +0,38* 41,48 + 1,34 *A 18,83+ 0,34 Q
C18:0
LOD: 02ug/g  10% 1,24 £0,24 *$ 42,16+ 1,63 ® 39,12 + 2,30 *¢ 14,71 + 1,68* JQ
Acidos graxos Monoinsaturados (AGMI)
Acido 9- 0% 27,73 40,79 40,41 £22,9 83,15+ 0,85 A 27,61 £0,83 Q
Oitgfécef)l‘gcl‘; (IZ) 3% 53,20 +3,59 * 49,45 = 5,84 63,96 + 3,39* 23,46+1,47* #0010
eico :
cis-9 ©9 5% 18,46 +£2,23*# 41,34+£0,18® 65,45 + 0,08 *0A 26,55+0,26 Q2
LOD: 0,7ug/g 10% 2,63 +0,98 *$ 63,95+ 1,81 *® 65,40 =426 *¢ 20,61 + 0,59 *[1Q2
Acido 9- 0% 9,89+ 0,58 2458 +£545 ® 25,37+ 0,68 6 10,07 + 0,85 [1Q
octadecenoico
(Elaidico) 3% 16,65 + 0,58 * 17,69+ 1,69 * 21,37+ 0,49 * 8,63+0,73 #10
Cl81 trans-9 09 5% 6,47 + 1,16%# 14,38 0,78 *® 23,11 0,68 *0A 9,49 + 0,68 (102
LOD: 02ug/g  10% 1,76 = 1,07 *$ 21,97+ 1,81 ® 24,88 +0,11 #b 8,61+0,86 ¢[Q
Acido 9- 0% 9,56 £ 0,34 14,93 £ 2,63® 15,59+3,15¢ 5,19+0,24 1Q
hexadecendico
(Palmitoleico) 3% 833+0,13 6,40 +£2,44 * 1425+ 1,17 A 4,44 +0,92 Q
Cl16:1 cis9 07 5% 6,09+ 0,82 * 81,17+ 0,86 *#® 10,55+ 0,69 A 5.31+0,64 0Q
LOD: 0,3ug/g  10% 4,30 + 1,69%# 74,55 £3,73 %8 ® 1622+ 1,51 ¢A 4,28 +0,39 LIQ
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0% 1,76 + 0,19 2,21 40,62 4,76+ 1,62 A 137+0,19Q
Acido cis-10- 39 2,01 40,39 2,09 +0,40 2,68+0,32 % 1,08+ 0,07 Q2
heptadecendico
Cl17:1 5% 1,56 + 0,24 1,99 0,19 2,72+ 0,08 *¢ 1,06 0,06 Q
LOD: 0,4ug/g  10% 1,61 % 0,05 2,21£0,16 2,81 % 0,30 *¢ 1,03 0,16 Q
Acidos graxos polinsaturados (AGPT)
) 0% 0,64 = 0,04 0,94 £ 0,40 1,670,221 A 0,64 0,075 Q
Acido Gama-
linolénico 3% 1,04 £ 0,00% 0,68 = 0,44 1,25+0,19 032+0,114Q
C18:3 06 5% 0,43 £ 0,22# 0,93 0,16 1,19+ 0,10%¢ 0,48+0,19Q
LOD: 0,3ug/g  10% <LOD 1,17+0,13® 1,33+0,16 ¢ 0,31=0,1211Q
Acido 9.12 0% 71,96 £ 0,97 110,13 + 54,47 226,12 = 3,62 A 87,49+£2,84 Q
octadecadienoico 39, 175,51 + 6,82 * 147,14+ 12,01 189,64 + 3,93 68,19+ 7.41* ¢[1Q
(Linoleico) 18:2
06 5% 56,91 + 4,05%# 126,45+ 445 ® 198,99 + 3,81 A 8431+2,73Q
LOD: 0,6ug/g  10% 5,80 £ 0,47 *$ 196,38+ 4,37* ® 183,18+18,63* ¢ 67,53 = 1,77*Q
0% 41,63 +0,27 80,55+ 17,18 ® 96,40 £ 0,88 ¢ 33,20 £ 0,59 [Q

Acido
Araquidonico
C20:4 06
LOD: 0,1ug/g

3%

5%

10%

67,92+ 11,11 *
30,36 + 1,60#

2,52+0,38 *§

64,46=11,15
50,99+ 0,68 *

68,54 +2,49 ®

81,89 £4,77* ¢
79,20 + 1,59 *6A

83,19+ 1,43 *¢

26,22+ 2,67 +7Q
24,82 2,54 010

22,45 +3,20* IO
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Acido cis
5,8,11,1417
eicosapentaendico
(EPA) C20:5 »3

LOD: 0,1ug/g

Acido cis 11,14-
eicosadiendico
C20:2 w6

LOD: 0,2ug/g

Acido
4,7,10,13,16,19
docosahexaendico
(DHA) C22:6 »3

LOD: 0,8ug/g

Acido 13-
Docosanoico

C22:2 06
LOD: 0,7ug/g

0%

3%

5%

10%

0%

3%

5%

10%

0%

3%

5%

10%

0%

3%

5%

10%

30,43+ 1,14
49,76 + 8,04*
24,66+ 1,71#

1,90 £ 0,47 *$

4,83 +£0,31
9,23 +1,23*
4,19 +£0,79#

<LOD

10,60 + 2,99
21,44 +331*

6,71 +£2,55#

4,00 £ 0,22#

5,01 £0,46
585+1,13
4,21+ 0,09

2,48 £ 0,48 *#

66,27 +15,62 ®
56,80 + 14,07
40,26 £ 1,70 *

65,26 +3,76 ®

11,56 £2,23 ®
8,93+0,97
8,13+1,29®

11,68+ 1,10 ®

19,57+ 1,83 ®
18,83 + 1,45

1484+ 1,79 ®

22,62+ 1,83 ®

2,48 +0,68 ®
3,65+ 1,63
2,44 +0,36

4,17+1,14

73,39+ 1,81 ¢
75,65 2,81
62,61 + 141%# pA

72,56+ 1,36 ¢

13,70« 1,91 ¢
11,79 £ 1,26
12,07 0,27 $A

10,99+ 0,12 ¢

23,62+ 0,37 ¢
23,56+1,86

21,56+ 0,96 $A

23,30+ 0,46 ¢

4,62 0,43
6,36 + 1,40A
5,38+ 0,44A

4,19 +£0,57

29,94+0,64 [1Q)

25,93 +£2,22[1Q
24,06+ 2,41 Q

22,99 +£2,110Q

5,03 0,33 [1Q
3,66+ 0,60 ¢[1Q
4,31+0,72 [1Q

3,41+0,67 #[1Q

10,74+0,95 [1Q)
793+1,3 «[1Q

7,11 +2,83[1Q)

6,90 + 1,62 1Q

2,30+ 0,66 ¢
1,27+ 0,3541Q
1,40 £ 0,244 Q

1,15+ 0,38 [IQ)
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Dados apresentados como média + desvio padrao.

LOD: Limite minimo de detecgdo, calculado como sendo 3 vezes o desvio padrdo (n = 10) para um padrio de ésteres de acidos graxos na
concentragdo de 0,1 ug g™!

Na coluna: *p<0,05 significativo em relagio ao grupo controle; * p<0,05 significativo em relagio ao grupo 3%; * p<0,05 significativo em relagéo
ao grupo 3 e 5%

Na linha: ® p<0,05 significativo entre os tempos inicial e 3 meses; ¢ p<0,05 significativo entre os tempos inicial e 6 meses; ¢ p<0,05
significativo entre os tempos inical e 9 meses; A p<0,05 significativo entre os tempos 3 e 6 meses; [ p<0,05 significativo entre os tempos 3 e 9
meses; Q p<0,05 significativo entre os tempos 6 e 9 meses.
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No tempo zero, foi observado maior concentragdo de Acido Hexadecanoico, Acido
Heptadecanoico, Acido Octadecandico, Acido Oleico, Acido Elaidico, Acido Gama-linolénico,
Acido 9,12 octadecadienoico, Acido araquidonico, Acido cis 5,8,11,14,17 eicosapentaendico,
Acido 11,14 eicosadienéico e DHA (p<0,05) em animais suplementados com 3% de biomassa
comparados ao controle. Para todos estes compostos citados acima houve queda na
concentragdo na suplementagdo com 5% de biomassa, sendo uma queda significativa em
animais suplementados com 10% de biomassa (p<0,05). Ainda, estes mesmos compostos
apresentaram aumento de ésteres no armazenamento por 3 meses, diminuindo a concentragdo
no armazenamento de 6 e 9 meses. A figura 8 apresenta o cromatograma do acido 9,12
octadecadiendico (Tempo de retengio: 23528) e Acido 9-octadecendico (Tempo de retengdo:

23779) nos 4 tempos de armazenamento.

Figura 8. Cromatograma do Acido 9,12 octadecadiendico e Acido 9-octadecendico nos tempos
inicial, 3,6 ¢ 9 meses de armazenamento.
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O aumento da concentragdo dos compostos no armazenamento por 3 meses pode ter
ocorrido devido a hidrélise dos triglicerideos (TAKEUNGWONGTRAKUL, BENJAKUL, H-
KITTIKUN, 2012). Os aminoécidos cetogénicos sdo degradados a acetil-coA ou acetoacetato
e convertidos em acidos graxos ou corpos cetonicos, o que faz com que haja aumento da
concentragdo de acidos graxos e sintese de lipideos, quando todo o aminoécido livre é
degradado inicia o processo de degradagdo de lipideos, nesse ponto inicia a queda da
concentragdo de compostos observada nos outros meses, isso pode ser devido a oxidagdo de
acidos graxos poliinsaturados gerando peroxidos, hidroperoxidos e compostos secundarios que
promovem as caracteristicas de rango, influenciando na cor, aroma e sabor do alimento
(BEOPOULUS et al., 2009). Esta hipotese ¢ reforgada pelo resultado observado na avaliagdo

do TBARS, onde houve aumento expressivo de peroxidos aos nove meses de armazenamento,
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justamente o periodo em que houve maior reducéo do teor de acidos graxos na carne (OGAWA,
MAIA, 1999). E também no aumento da formagéo de bases volateis principalmente no 9° més
de armazenamento, devido principalmente a degradagdo de aminoacidos (HEMATYAR et al.,
2019; NAZEMROAYA, SAHARI, REZAEI, 2009).

Queda na concentragao de acidos graxos foram observados por Hatlen et al., (2012) que
analisaram o contetdo de acidos graxos de salmédo do Atlantico alimentados com biomassa de
Y. lipolytica na concentragdo de 10%, 20% e 30% em substituicdo ao farelo de peixe e
armazenados por 57 e 95 dias. Inicialmente encontraram 4,4% de acidos graxos totais, apos 57
dias de armazenamento, este valor passou para 8,9%, diminuindo para 6% aos 95 dias de
armazenamento. A porcentagem de acidos graxos poliinsaturados diminuiu nos primeiros 57
dias, a0 mesmo tempo em que houve aumento de monoinsaturados, com aumento consideravel
de EPA, DHA ¢ DPA.

Sabe-se que animais de agua doce possuem enzimas com capacidade de biossintetizar
acidos graxos em correspondente de cadeia mais longa, fato que ocorre com o acido alfa-
linolénico que tem a capacidade de ser convertido em EPA, podendo originar a partir deste o
DHA, o que pode ter auxiliado também no aumento de EPA ¢ DHA neste estudo (RIBEIRO et
al., 2012).

O armazenamento pode alterar o perfil de acidos graxos dependendo da composicdo
encontrada na carne. Quando esta ¢ congelada podem ocorrer algumas alteragdes fisico-
quimicas como alteragdes auto-oxidativas e hidroliticas nos lipideos e mudangas estruturais e
funcionais devido a alteragdes na proteina muscular NAZEMROAYA, SAHARI, REZAEI,
2009), isto ira depender principalmente do método empregado no congelamento, como
também, da temperatura utilizada (ZYMON et al., 2007).

Baron et al., (2007) avaliaram a oxidagdo lipidica e proteica em truta arco iris
(Oncorhynchus mykiss) armazenado congelado em -20 °C, -30 °C e -80 °C por treze meses,
obtendo aumento da concentrac@o de 4cidos graxos poliinsaturados em peixes armazenados a -
20 °C e -30 °C e ndo observou aumento em peixes armazenados a -80 °C, esse aumento pode
ter relagdo com alguma atividade enzimatica que continuou a ocorrer nestas temperaturas.

Aumento na concentragdo de acidos graxos ap6s armazenamento foi observada por
Takeungwongtrakul, Benjakul, H-Kittikun (2012) que estudaram o efeito do armazenamento
em gelo de camardes L. vannamei armazenados em sacos de polietileno por 0, 2, 4 e 6 dias.
Antes das analises, foram separadas na carcaga o cefalotorax e hepatopancreas. Eles observaram
aumento dos 4cidos graxos no armazenamento em gelo sendo que no primeiro dia de

armazenamento encontraram 2,68% de acidos graxos no cefalotérax do animal e 8,71% no
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hepatopancreas, apds 6 dias de armazenamento este valor aumentou para 9,11% no cefalotérax
¢ 32,39% no hepatopancreas. Ainda, foi observado uma redugéo do conteudo de triglicerideos
nesse periodo, sugerindo que tenha ocorrido hidrélise dos triglicerideos liberando acidos
graxos livres nos tecidos durante o armazenamento, principalmente sob acdo da lipase ou

fosfolipase.
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6. CONCLUSAO

A suplementagdo de biomassa apresentou efeito na composigao corporal do camardo
com aumento do teor de lipideos e acidos graxos, no entanto ndo houve alteragdes do perfil
proteico.

O aumento do teor de acidos graxos observado nos animais suplementados com 3% e
5% de biomassa representa uma vantagem em termos de qualidade nutricional do produto.

A suplementagdo com biomassa nao interferiu na qualidade e conservagao da carne do
camardo no ensaio de armazenamento, sendo verificada a deterioragdo normal do produto ao
longo do tempo, sendo observado menor teor de bases volateis ¢ TBARS em animais
suplementados com 10% de biomassa, demonstrando que nesses animais a biomassa pode ter
apresentado efeito protetivo na carne.

De maneira geral, a biomassa fermentada pode ser utilizada na ra¢do animal sem danos
a composicdo corporal ¢ a qualidade da carne do animal, apresentando bom potencial como
fonte alternativa de nutrientes bem como de redugo de custos durante o ciclo produtivo do

camardo M. Rosenbergii.
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