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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da fermentacdo com Lactobacillus acidophilus
sobre o desempenho e saude intestinal de juvenis tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
cultivados em sistema de bioflocos (BFT). Primeiramente foi determinada a cinética in vitro
das racOes vegetais fermentadas para determinar a curva de crescimento e acidificacdo do Lb.
acidophilus, por meio da contagem por UFC mL™* e pH. Também foram realizadas analises
fisico-quimicas e bromatoldgicas. Em seguida, as racfes vegetais fermentadas apos 6 (RVF6)
e 18 (RVF18) horas foram avaliadas na alimentacdo de juvenis de tildpia do Nilo em
comparag¢do com uma racdo controle positivo contendo farinha de peixe (RPA) e uma ragéo
controle negativo sem proteina animal (RPV). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com quatro tratamentos e seis repeticdes. Os juvenis de tilapia (8,27+0,21 g) foram
distribuidos em 24 tanques (70 litros) equipados com sistema de aeragdo e aquecimento. O
experimento teve duracdo de 60 dias. Na racdo RVF6 houve um aumento na contagem de BAL
e na concentracgdo de proteina soltvel, assim como uma reduc¢do no pH. Na racdo RVF18 foram
obtidos resultados semelhantes com excec¢do da proteina soltvel que diminuiu. As racdes RVF6
e RVF18 foram mais consumidas pelos peixes que a racdo RPV e a ingestdo ndo diferiu que a
racdo RPA. A racdo RVF6 melhorou a sobrevivéncia em relacdo a ragdo RPV. Aos 60 dias de
experimento o tratamento RPVF18 aumentou a contagem de BAL na dgua em relacgdo as racdes
RPA e RPV. No final do experimento também houve reducdo de Vb. sp. na agua dos tanques
que receberam o tratamento RPVF6 em relacdo a racdo controle RPA. Apds 60 dias a
concentracdo de bactérias heterotrdficas intestinais foi mais elevada nos peixes que receberam
o tratamento RPVF6. Aos 30 e 60 dias a concentracdo de BAL intestinal foi menor nos animais
que receberam o tratamento controle negativo RPV. A contagem de potenciais microrganismos
patogénicos da familia Vibrionaceae foi menor para os tratamentos que receberam RPVF6 E
RPVF18. A altura das vilosidades dos peixes que receberam as racfes fermentadas RPVF6 e
RPVF18 ndo diferiu dos que receberam a racdo controle RPA. O tratamento RPVF6 aumentou
as células caliciformes em relacdo as races RPA e RPV. De maneira geral, os melhores
resultados de sobrevivéncia e saude intestinal foram identificados com o fornecimento da racdo
fermentada por 6 horas.

Palavras-chave: Fermentagio; Satde intestinal; Dieta Vegetal; Bactéria Acido Latica; Farelo

de Soja; Sobrevivéncia.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of fermentation with Lactobacillus
acidophilus on the performance and intestinal health of juvenile Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) grown in a biofloc system (BFT). First, the in vitro kinetics of the fermented vegetable
feeds were determined to determine the Lb acidophilus growth and acidification curve by
counting by CFU mL-1 and pH. Physical-chemical and bromatological analyzes were also
carried out. Then, vegetable feeds fermented after 6 (RVF6) and 18 (RVF18) hours were
evaluated in the diet of Nile tilapia juveniles in comparison with a positive control diet
containing fish meal (RPA) and a negative control diet without animal protein. (RPV). The
experimental design was completely randomized with four treatments and six replications.
Tilapia juveniles (8.27+0.21 g) were distributed in 24 tanks (70 liters) equipped with an aeration
and heating system. The experiment lasted 60 days. In the RVF6 diet there was an increase in
the BAL count and in the soluble protein concentration, as well as a reduction in the pH. In the
RVF18 diet, similar results were obtained except for the soluble protein that decreased. The
RVF6 and RVF18 diets were more consumed by the fish than the RPV diet and the intake did
not differ from the RPA diet. The RVF6 diet improved survival compared to the RPV diet. At
60 days of experiment, the RPVF18 treatment increased the BAL count in the water in relation
to the RPA and RPV diets. At the end of the experiment, there was also a reduction in Vb. sp.
in the water of the tanks that received the RPVF6 treatment in relation to the RPA control diet.
After 60 days, the concentration of intestinal heterotrophic bacteria was higher in fish that
received the RPVF6 treatment. At 30 and 60 days, the intestinal BAL concentration was lower
in the animals that received the RPV negative control treatment. The count of potential
pathogenic microorganisms of the Vibrionaceae family was lower for treatments that received
RPVF6 and RPVF18. The height of the villi of the fish that received the RPVF6 and RPVF18
fermented diets did not differ from those that received the RPA control diet. The RPVF6
treatment increased the goblet cells in relation to the RPA and RPV diets. In general, the best
survival and intestinal health results were identified with the supply of fermented feed for 6
hours.

Keywords: Fermentation; Intestinal health; Plant Diet; Lactic acid bacteria; Soybean Meal;

Survival.
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1 INTRODUCAO

A produgéo e consumo de peixes oriundos da aquicultura cresce continuamente
(FAO, 2022). Com a intensificacdo da producdo houve um aumento na demanda por
racdes de alta qualidade nutricional (FAO, 2022). RacGes destinadas para peixes, devem
incluir carboidratos, fontes proteicas e lipidicas (ROUBACH et al., 2002). Um dos
principais componentes proteicos das racdes piscicolas € a farinha de peixe (HE, et al.,
2020a; EL-SAYED, 1999). Entretanto a farinha de peixe é um produto caro e cada vez
mais escasso, ocasionando um aumento excessivo nos precos das racfes aquaticas
(UCZAY, etal., 2019; ZHOU, et al., 2005). A substitui¢do da farinha de peixe pelo farelo
de soja ja foi amplamente estudada em racBes para peixes (WEI, et al., 2021;
FONTAINHAS-FERNANDES, et al., 1999). Foi demonstrada a viabilidade da
substituicdo para algumas espécies (WEBSTER, et al., 1992), mas também estudos
mostram que nem sempre a substituicdo total € possivel (LIN; LUO, 2011).

O uso do farelo da soja apresenta diversas limitagdes, como a presenca de fatores
antinutricionais (ANF’s), baixa palatabilidade, deficiéncia na concentracdo de
aminoéacidos livres e baixo rendimento do pescado (HE, et al., 2020a; HE, et al., 2020b;
RAHIMNEJAD, et al, 2020). Uma alternativa para melhorar a palatabilidade, reduzir os
aspectos negativos e conferir propriedades funcionais aos ingredientes vegetais é a
fermentacdo (MUKHERJEE; CHAKRABORT; DUTTA, 2016). Diversos estudos
comprovaram que a fermentacdo do farelo de soja pode melhorar sua qualidade
nutricional e bioquimica, através da reducdo dos ANF’s, proteinas antigénicas, glicinina
e B-conglicinina, proteinas de reserva da soja (CHEN, et al. 2021; HE, et al., 2020a; HE,
et al., 2020b). O processo também pode proporcionar aumento significativo de proteina
bruta, aminoéacidos livres e reducdo dos componentes, da parede celular do vegetal, como
a celulose e hemicelulose (CHEN, et al. 2021; MUKHERJEE; CHAKRABORT;
DUTTA, 2016; OJOKOH; YIMIN, 2011).

A fermentacdo pode ser realizada com o uso de microrganismos fermentadores
(KESARCODI-WATSON et al. 2008), destacando-se o grupo das bactérias acido laticas
(BAL) (LEROY; DE VUYST, 2004). Durante a fermentacdo diversos compostos sao
produzidos pelas BAL, como vitaminas, compostos aromaticos, antimicrobianos, como
bacteriocinas, capazes de aumentar a shelf-life de um produto, e diversos tipos de enzimas
(LEROY, DE VUYST, 2004; REDDY et al.,, 2008). Microrganismos do género

Lactobacilus como Lb. acidophilus, possuem o status GRAS (Geralmente Reconhecidos
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como Seguros), ndo patogénicos, comumente encontrados em alimentos fermentados e
promotores de salde, por ter acdo probidtica e paraprobidtica heterofermentativa
(CHOUDHURY; KAMILYA; 2019; CURBELDO, et al 2005; CALOMME, et al., 1995).
Cada estirpe de BAL, pode modificar distintamente um substrato (HAMMES; VOGEL,
1995), interferindo nas caracteristicas do fermentado (SAEED; SALAM, 2013).

Jé foi demonstrado que o uso do farelo de soja fermentado com BAL, resulta em
efeitos positivos sobre o crescimento e salde intestinal de peixes e possibilita maior
incluséo de proteina vegetal nas racdes (HE, et al., 2020b; CHOI, et al. 2020; XU, et al
2020). Por outro lado, poucos estudos avaliaram o uso de fermentados em racdes
contendo somente proteina vegetal (RAHIMNEJAD, et al., 2021; HASSAAN; SOLTAN;
ABDEL-MOEZ, 2015). Neste sentido, uma abordagem que ainda precisa ser avaliada é
a fermentacdo da racdo completa, o que estenderia os beneficios da fermentacdo aos
outros ingredientes e otimizaria 0 uso das racdes vegetais. Além do farelo de soja sédo
utilizados outros ingredientes derivados de cereais como o farelo de trigo, que séo ricos
em carboidratos soluveis (GONCALVES, et al.,, 2018; OLIVA-TELES, 2012). A
fermentacdo completa da dieta pode solucionar questdes associadas a reducdo da
absorcéo de micro e macro nutrientes pelo TGI provocada por fatores antinutricionais e
ainda melhorar a qualidade nutricional e palatabilidade de todos os componentes.

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é um dos peixes de agua doce mais
produzidos e consumidos mundialmente (FAO, 2020). E uma espécie rustica, de facil
reproducdo e habito alimentar onivoro (EL-SAYED, 2019). O cultivo de tilapia do Nilo
pode ser realizado de diversas formas, destacando-se, na Ultima década, o cultivo em
biofloco (BFT) (AVNIMELECH, et al., 2011). O sistema BFT é um sistema que
possibilita aumento na produtividade com baixa renovacdo de agua (HARGREAVES,
2013; AVNIMELECH, et al., 2009). No sistema BFT o controle de crescimento
microbiano pode ser um problema (JAMAL, et al. 2019). Neste sentido 0 uso de
fermentados na alimentacéo de tilapia em sistema BFT podem ter efeitos positivos sobre
0S peixes e sobre a microbiota da &gua, através da interagdo entre os componentes do
fermentado e os microrganismos heterotroficos presente na agua (JAMAL, et al. 2019;
CARDONA, E. et al., 2008; AVNIMELECH, 2006a).

A substituicdo total da farinha de peixe pelo farelo de soja é possivel para dietas
de juvenis de tilapia do Nilo (IQBAL; YAQUB:; AYUB, 2021. ABDEL-WARITH, et al.,
2019.), mas os resultados nem sempre sdo positivos (MARTINS, 2011; DE FARIA;
HAYASHI; SOARES, 2001). O uso do farelo de soja fermentado com uma cultura mista

[ —
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de microrganismos viabilizou a substituicdo total da farinha de peixe em ragdes para
juvenis de tilapia do Nilo cultivados em sistema BFT (PICOLI et al., 2022). Assim o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tempo de fermentagéo com Lb. acidophilus
sobre a composicao bioquimica e nutricional de racdes a base de vegetais, assim como,
avaliar seus efeitos sobre o desempenho, qualidade da agua e salude intestinal de juvenis

tildpia do Nilo cultivados em sistema BFT.

[ —
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FERMENTACAO

O processo de fermentacdo € uma das tecnologias mais antigas e simples,
aplicadas nos alimentos (FELLOWS; 2006; ORDONEZ et al., 2005). Além de conservar
um produto por maior tempo é aplicada com o intuito de alterar principalmente a textura,
aroma e qualidade nutricional de um alimento (FELLOWS; 2006; ORDONEZ et al.,
2005). A fermentacdo, também pode ser definida, como um processo para se obter energia
em forma de ATP, através da quebra, de carboidratos, como a glicose (NELSON; COX,
2013). Os alimentos fermentados integram um conjunto de biossistemas complexos,
compostos de substratos ricos em metabolitos fermentaveis e substancias microbianas,
gerando novos produtos (SHARMA; GARG; KUMAR; BHATIA; KULSHRESTHA,
2020).

A teoria da fermentacéo, se baseia na presenca ou auséncia de oxigénio, fontes de
nitrogénio e carbono, umidade, pH, e a presenca de microrganismos fermentadores e
disponibilidade de substrato (FELLOWS, 2006). A fermentacdo é caracterizada por
alterar quimicamente, a estrutura molecular de um substrato (BOCK, 2009; PANDEY,
2003). E uma biotecnologia, muito utilizada em industrias farmacéuticas, de alimentos e
ragbes para animais (BOCK, 2009; PANDEY, 2003). Os beneficios que envolvem o0 uso
da fermentacdo estdo relacionados ao aumento da biopreservacao, bioenriquecimento e
producdo de enzimas que degradam compostos antinutricionais de um alimento
(TAMANG, 1998). Diversos microrganismos podem ser usados em processos
fermentativos, como BAL, leveduras e fungos (TAMANG, 1998).

O uso de diferentes microrganismos pode afetar um estado fermentativo
(SHARMA,; GARG; KUMAR; BHATIA; KULSHRESTHA, 2020). Os microrganismaos,
que possuem grande destaque no ambito da fermentacdo, sdo as BAL, bolores
(Aspergillus oryzae; Penicillium camemberti; Rhizopus oligoporous) e leveduras (S.
cereviceae) (LEROY; DE VUYST, 2004; ORDONEZ et al., 2005). Se prioriza do uso de
culturas starters em processos fermentativos, por proporcionar um controle mais rigido
durante a fermentacdo, por serem inoculadas e ndo contaminadas espontaneamente, como
as fermentacdes naturais (ORDONEZ et al., 2005). As culturas starters de BAL sdo
caracterizadas por acidificar exponencialmente o substrato metabdlico, por produzir

prioritariamente acido latico e demais acidos organicos como o acido acético, etanol,

N
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diéxido de carbono, compostos aromaticos, substancias antimicrobianas, bacteriocinas,
exopolissacarideos e enzimas microbianas (LEROY; DE VUYST, 2004). Melhorando
aspectos nutricionais, shelf-life e fatores sensoriais, como aroma e textura de um produto
(LEROY; DE VUYST, 2004). Sao classificadas por sua morfologia, metabolismo e
modo de producdo. (PARENTE, COGAN, 2017).

Conhecer o tempo 6timo de fermentacdo de um microrganismo sobre um
determinado substrato pode otimizar e reduzir o tempo para um processo fermentativo
sendo vantajoso para o meio industrial (LEROY; DE VUYST, 2004). O controle da
fermentacdo pode ser realizado através da curva cinética microbiana, onde é possivel
avaliar o0 crescimento do microrganismo em um determinado substrato
(PELEG; COLE,1998). A avaliacdo € determinada através de pontos (lag, exponencial,
estacionaria e morte celular), em uma curva logaritmica pelo tempo
(STAVROPOULOU; BEZIRTZOGLOU, 2019; PELEG; CORRADINI, 2011). Na fase
lag a quantidade de substrato € maior que UFC (unidade formadora de colénia por g ou
mL.), é constante e seu fim é determinado pelo inicio da fase exponencial, quando ocorre
o crescimento celular e aumento da producdo de metabolitos. Na fase estacionéria, a
quantidade de substrato disponivel é semelhante a concentracdo celular, e 0 MO néo se
multiplica significativamente, tendendo a morte celular (PELEG; CORRADINI, 2011).

Diversos fatores podem influenciar no crescimento microbiano (BOCK, 2009).
Fontes primarias de fermenta¢do, como aminoacidos, purinas, pirimidinas e acidos
organicos de cadeia curta, destacando-se 0 acetato e fontes simples de carbono (BOCK.
2009). Atividade de agua, leveduras necessitam de 0,5 até 0,6, enquanto bactérias tem
uma maior necessidade de agua entre 0,8 e 0,9 (THOMAS; LARROCHE; PANDEY,
2013; BOCK. 2009). Temperatura, disponibilidade de oxigénio (SHARMA; GARG;
KUMAR; BHATIA; KULSHRESTHA, 2020). E interacdo entre diferentes MO.

O cultivo dos MO responsaveis pela via fermentativa, pode ser classificada em
dois tipos (FELLOWS, 2006). Batelada, em que € possivel conhecer a curva de
fermentagdo do MO dentro da matriz. A producdo de compostos aromatico e
transformacgdes bioguimicos ficam dependentes do indice de multiplicagdo celular
(FELLOWS, 2006). E continua, dependente da quantidade de substrato disponivel no
meio o crescimento metabolico do MO se mantem na fase logaritmica, da curva de
crescimento (FELLOWS, 2006).

A fermentacdo de alimentos pode ocorrer de diversas maneiras e em diferentes

condicBes (FELLOWS, 2006). Nos ultimos anos, a fermentacdo em estado solido, tem

N
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tomado grande destaque entre pesquisadores (THOMAS; LARROCHE; PANDEY,
2013). Por envolver uma quantidade minima de agua, apenas suficiente apenas para o
crescimento dos MO (SINGHANIA, et al., 2009; PANDEY, 2003). E por ser
caracterizado por utilizar fontes simples de carbono com o objetivo de reduzir
significativamente a energia de bioprocessos industriais (THOMAS; LARROCHE;
PANDEY, 2013). Tem como objetivo principal, produzir compostos microbianos, que
melhorem a qualidade nutricional no substrato. (BHARGAV, et al., 2008; PANDEY,
2003). A fermentacdo em estado solido ocorre em estagios distintos envolvendo a
producdo de enzimas, acidos organicos, pigmentos, compostos bioativos e compostos
secundarios em menor concentracdo (THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013).

2.2 BACTERIAS ACIDOS LATICAS

As bactérias acido laticas recebem estd denominacdo por produzirem como
produto  principal de seu metabolismo o acido latico (ABDEL-
RAHMAN, TASHIRO, SONOMOTO, 2011; HASSAN, FRANK, 2001). Sé&o
morfologicamente caracterizadas apresentarem dois formatos caracteristicos, cocos ou
bastonetes (DE VUYST, VANDAMME, 1994). Sdo conhecidas pelo meio cientifico
cerca de 530 grupos, envolvendo espécies e subespécies (FREIRE, et al., 2021).
Pertencem ao grupo de bactérias gram-positivas, catalase-negativa, ndo formadora de
esporos, e sua respiracdo metabolica pode variar entre microaerofilia e anaeroébicas
estrita. (AXELSSON, et al., 2004; KLEIN, et al., 1998). Tolerantes a baixos pH, podendo
crescer em ambientes acidos, de até 3,8 (FREIRE, et al., 2021; INES et al., 2008). S&o
quimiotroficos, e metabolismo estritamente dependente do consumo do substrato, do
meio em que habitam (FREIRE, et al., 2021; INES et al., 2008).

Os géneros mais conhecidos e estudados de bactérias &cidos laticos sdo
Aerococcus, Enterocococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus,
Weissella, Vagococcus, Oenococcus, Tetragenococcus. (DE DEA LINDNER et al.,
2016; MOTTA, et al., 2015; POFFO, SILVA; 2011; DILLON, 1998; DE VUYST,
VANDAMME, 1994). Porém o género mais empregado, tanta na industria de alimentos,
guando nas mais variadas areas de pesquisa, como saude animal, é o Lactobacillus
(JATOBA, MOURINO, 2015; LI et al., 2006; LEROY, DE VUYST, 2004; DE VUYST,
VANDAMME, 1994).

N
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Dependendo do produto gerado pela via metabolica, as BAL, podem ser
classificadas em homofermentativas obrigatdrias e heterofermentaivas obrigatorias ou
facultativas (LAHTINEN et al., 2011; SALMINEN, VON WRIGHTR, 1993). As BAL
homofermenativas obrigatorias, produzem principalmente, ou unicamente, o acido latico.
O processo da producéo do &cido latico se inicia, com a quebra de um carboidrato, como
a molécula de glicose, monossacarideo, presente no substrato, no formato de uma aldo-
hexose (BASSO et al., 2014; SILVA, 2011; PETERSON, FRED, ANDERSON, 1922).
Essa quebra ira necessitar, de uma molécula de ATP, liberando uma molécula de ADP
(BASSO et al., 2014; SILVA, 2011) durante a metabolizacao da glicose, é formado o
piruvato, que possui objetivo de oxidar a coenzima NADH, gerando o NAD". Usados
posteriormente na cadeia metabdlica da glicélise. Assim, o produto da reducdo do NAD*
€ 0 L+ ou D (-) &cido latico. Através de 1 mol de glicose € possivel obter, como produto
final, da via metabdlica, 2 mol de acido latico e 2 mol de ATP (BASSO et al., 2014;
SILVA, 2011; REDDY, et al., 2008). As BAL ndo metabolizam estritamente apenas a
glicose, mas também outros aglcares, como a lactose, manose, sacarose entre outros
carboidratos (SILVA, 2011; HAMMES, HERTEL, 2009).

As BAL heterofermentativas produzem, além do acido latico, outros produtos,
como &cidos orgénicos, diéxido de carbono, compostos aromaticos, acetaldeido entre
outros (SILVA, 2011; BRUNO, 2011). Por produzir mais compostos, sua via metabélica
pode utilizar carboidratos complexos como hexoses, pentoses, fosfogluconato (SILVA,
2011; BRUNO, 2011). As BAL heterofermentativas, se subdividem em obrigatorias e
facultativas. Ambas utilizam duas vias metabdlicas, a fosfocetolase e a pentosefosfato. E
sdo codependentes da quantidade de pentoses e gluconatos, gerados apds a primeira
quebra de glicose limitante, para metabolizacdo (SILVA, 2011; BRUNO, 2011;
ZUNIGA; PARDO; FERRER, 1993). Os produtos iniciais dessa via envolvem a
producdo de compostos equimolares, como acetaldeido e CO», a partir disso o NADH
resgata 0 NAD+, por oferecer elétrons para a molécula de acetaldeido. No saldo final a
producdo de 1 ATP, lactato, etanol e CO2 (RAJ et al., 2021).

As BAL podem ser encontradas dentro da aquicultura principalmente, como
probidticos (HAMIDOGHLLI, et al., 2020; YIGIT, ARAFATOGLU, YASAR, 2020),
paraprobidtico (CHOUDHURY; KAMILYA, 2019), e como agentes fermentadores, de
componentes de ragdes, destinadas a alimentagdo de animais (CATALAN, et al., 2018.
RINGO, et al., 2010; RINGO, GATESOUPE, 1998). Atuando como imunoesimulantes,

imunomodulador do TGI (NAIEL, et al., 2021), potencial substituto de quimioterapicos,
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como os antibidticos (GATESOUPE, 1998), e atuando como melhoradores da saude
intestinal (JATOBA; MOURINO, 2015; RINGO; GATESOUPE, 1998).

Diferentemente dos organismos terrestres, 0s organismos aquaticos sdo mais
suscetiveis a microrganismos do ambiente, ou seja, sua microbiota intestinal dependente
do meio que habitam. (BALCAZAR et al, 2006). A agdo probidtica de BAL, dentro do
TG, esté associada diretamente, com a sua interagcdo com microbiota natural do pescado
(ISOLAURI; SALMINEN; OUWEHAND, 2004). Um dos fatores primordiais, para o
uso de BAL, como probidticos na aquicultura, é sua acdo inibitéria de microrganismos
patogénicos (BALCAZAR et al, 2006). Baseada em trés modelos de atuacio, modulacio
intestinal; confronto direto, contra os microrganismos invasores do TGI, ocasionadas por
competicdo pelo alimento e ou espaco; e inativacao de produtos téxicos (PANDIYAN, et
al., 2013; BALCAZAR et al, 2006).

2.3 FERMENTADOS VEGETAIS NA ALIMENTACAO DE PEIXES

Na aquicultura o processo de fermentacdo esta sendo utilizado, para reduzir o
valor dos custos de producdo da racdo, melhora da saude e desempenho do pescado
(HASSAAN; SOLTAN; ABDEL-MOEZ, 2015; PLAIPETCH; YAKUPITIYAGE,
2014). Como demonstrado na tabela 1. Um dos principais componentes, da dieta da tilapia
¢ a farinha de peixe, por proporcionar a quantidade necessaria de proteinas totais,
aminoéacidos, facil digestibilidade e presenca de acidos graxos (NG, ROMANO, 2013;
EL-SAYED, 1999). No entanto, devido a sua disponibilidade limitada e custo elevado
(THIELE, et al., 2021), pesquisas estdo sendo realizadas para encontrar substitutos. Por
ser considerado um subproduto de alto valor proteico, baixo valor comercial e possuir um
equilibrado perfil de aminodacidos, o farelo de soja ja foi avaliado como substituto da
farinha de peixe em racGes para peixes para espécies como achicd (Micropterus
salmoides); carpa-cruz (Carassius auratus); catfish (Rhamdia quelen); curimba
(Prochilodus lineatus); tainha-labio-vermelho (Liza haematocheila); tilapia do Nilo
(Oreocrhomis nil6ticos) ; (De OLIVEIRA et al., 2022; XU et al., 2022; YANG et al.,
2022; LIU, T., et al, 2021; FABREGAT, et al., 2011 LIM; LEE, 2011).

O uso do farelo de soja fermentada (FSBM), de maneira geral, proporciona
reducdo de fatores antinutricionais, aumento da palatabilidade e aumento no valor
nutricional (MUKHERJEE; CHAKRABORTY; DUTTA, 2016; WANG, L. et al. 2016).

Na porcéo bioquimica, ocorre um aumento da biodisponibilidade peptidica, através da
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hidrolise proteica, aumento da presenca e liberacdo de aminodacidos livres, como leucina,
isoleucina, &cido aspartico e prolina (WANG, L. et al. 2016; HONG; LEE; KIM, 2004).
Reducdo do tamanho de proteina, facilitando sua digestibilidade do TGlI, reducdo da
presenca de compostos alergénicos, aumento da concentracdo de proteina sollvel e
atividade antioxidante (WANG, L. et al. 2016; AMADOU et al., 2010; HONG; LEE;
KIM, 2004).

N
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Tabela 1. Uso de microrganismos fermentadores na aquicultura atual.
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MO Espécie pescado Proteina Vegetal Aplicacéo Principais Conclusdes Referéncia
BAL! Siniperca chuatsi ~ Farelo de soja Adicdo de 15% de farelode Ragdes com FSM obtiveram um aumento de FENG, H. et al,
soja como componentes aminodcidos. Analises sanguineas revelaram que as 2022.
nutricionais concentracdes de TP, Alb e ALT ndo foram afetadas
pelo FSM.
Lb. Clariepinus Polpa de Soja Fermentacdo de polpa de Os peixes que receberam a dieta com a inclusdo de KARI, Z. A. et al,,
acidophilus soja para substituicio 50% de FSP obtiveram melhores resultados em relagdo  2022.
parcial e total da farinha de  ao perfil aminodcidos, taxa de crescimento e ganho de
peixe. peso.
BAL! Largemouth Farelo de Soja Fermentacdo em estado Grupos que receberam o FSM apresentaram um YANG, H. et al,
solido do farelo de soja aumento na altura das vilosidades do intestino. A taxa 2022.
para parcial substituicdo da de conversdo alimentar foi aumentada. Melhora a
farinha de peixe. resisténcia a patdgenos intestinais tendo destaque a
inclusdo de 22.5% de FSM.
S. cerevisiae  Oreochromis Farinha de Copra Fermentagdo em estado As farinhas fermentadas apresentaram maior teor de DILEEP, N. et al.,
mossambicus Farinha de guar  sdlido da farinha de coprae proteina bruta e uma reducdo significativa da 2021.
guar para substituicdo concentracdo dos fatores antinutricionais. A
parcial e total de farinha de substituicdo de até 25% da farinha de peixe obteve
peixe. resultados positivos.
Lb. Oreochromis Suplementacdo de Uso de BAL e deformato Crescimento, pH intestinal e estomacal, testes HASSAAN, M. S. et
acidophilus  mossambicus dieta de potéssio em ragBes sanguineos e bioquimicos, apresentaram respostas al., 2021.

vegetais.

positivas, entre a associacdo de BAL e o deformato de

potassio em racdes 100% vegetais.
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Lb. Clariepinus Polpa de Soja
acidophilus

Lb. Oreochromis Suplementacéo de
plantarum niloticus e urolepis dieta

S. crevisiae  urolepis

BAL! Oreochromis Residuos

S. cerevisiae  nildticos alimentares
Bacillus sp.

Lb. acidophilus  Eriocheir sinensis

B. subtili

Farelo de soja

S. cerevisiae

BAL! Cyprinus carpio Farelo de soja
L. 1758

Fermentacdo de polpa de
soja para substituicdo de

proteina animal em racdes

Aplicacdo de BAL e
levedura como probidticos

em racdes destinadas.

Suplementacdo de dietas
para tilpia do Nilo com o
uso de farinha fermentada

de residuos.

Substituicdo da farinha de
peixe, por diferentes niveis
de inclusdo de farelo de
soja fermentado

Avaliar a fermentagdo de
BAL presentes o soro de
leite, misturados com o
farelo de soja, como fonte

proteica vegetal.

A substituicdo de 50% de proteina animal pela
fermentado vegetal apresentaram resultados positivos
referente ao crescimento corporal, TGI, conservacdo
da barreira epitelial do TGI e aumento na concentracéo
de eritrocitos e linfocitose.

Os microrganismos afetaram  positivamente o

crescimento dos animais.

A adicdo do fermentado aumentou o teor de proteina
das dietas. A adicdo de 30% do fermentado aumentou

o0 desempenho de crescimento dos animais

Niveis de até 30% podem ser usados sem afetar
negativamente o desempenho, atividade enzimatica e

sintese proteica.

Os parametros avaliados, de desempenho, eficiéncia
alimentar e contagem total de BAL, ndo sofreram

alteracdo, em uma substituicdo de até 50% de FSM.

KARI, Z. A. et al,
2021.

MAPENZI, L. L. et
al., 2021.

ANDRIANI, Y. et
al., 2021.

HE, M. et al., 2020.

YIiGIT, L. 0.,
ARAFATOGLU, M.
E., YASAR, S., 2020.
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Aspergillus Carpa Gibel
niger (C.auratus
gibelio CAS 111)
Produto Tlapia do Nilo
comercial (Oreochromis
fermentado? niloticus)

Folha de moringa
(Moringa oleifera

Lam.)

Farinha de
tremogo (amarelo

e azul)

Substituicdo parcial da
farinha de peixe pela folha

de moringa fermentada.

Comparagdo de diferentes
inclusdes de tremogo com e

sem fermentacéo

O tratamento com 40% da folha fermentada
apresentou menor contagem de A. hydrophila, um dos
principais patégenos encontrados em pescado. De
acordo com os autores o fermentado proporcionou um
aumento na sobrevivéncia, melhora salde intestinal e
atividade sérica.

Os tratamentos que receberam a farinha de tremoco e
0 produto comercial mostraram os melhores resultados
de desempenho, porém ndo afetaram o TGI dos

animais avaliados.

ZHANG, X. et
al.,2020.

BOWYER, P. H. et al.,
2020.

Legenda: *Autor ndo identificou a espécie de BAL ou microrganismo usada na fermentagdo; 2 Synergen™- (Alltech®); ®Polpa de soja fermentada. *Espécie ndo identificada.
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2.4 TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticos)

Existem mais de 70 tipos de espécies de tilapia, porém trés destas, receberam
grande destaque mundial na industria da aquicultura: Oreochromis aureus (tilapia Azul);
Oreochromis mossambicus (tilapia de Mossambique) e a Oreochromis niloticus (tilapia
do Nilo) (JOSUPEIT, 2005; KUBITZA, 1999). A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
€ um peixe de &gua doce, pouco tolerante a salinidade, onivoro, porém possui alta
adaptacdo a ingestdo de racéo, tolerante a temperaturas mais altas, quando comparadas a
animais da mesma espécie e a sua carne possui alta aceitacdo do consumidor (JOSUPEIT,
2005; POPMA; MASSER, 1999; LIKONGWE et al., 1996; STICKNEY, 1986). Sao
caracterizadas, morfologicamente, por possuirem um formato semelhante a uma meia lua,
de coloracgdo cinza, com leves variacdes de rosa ao redor da garganta e possuirem um
traco lateral no corpo, caracteristico de ciclideos. Sdo peixes resistentes, com rapido
desempenho de crescimento (DA SILVA et al, 2015; VITULE; FREIRE;
SIMBERLOFF, 2009; TOWERS, 2005).

Diversos registros evidenciaram a origem da Tilapia do Nilo no continente
Africano (DA SILVA et al., 2015). Mais especificamente, em paises proximos a linha
do equador, caracterizados, por dispor de um clima mais tropical, onde é detectado
diversas bacias hidrogréficas, abrangendo paises como Quénia, Ruanda e Republica
Democratica do Congo (DA SILVA et al., 2015; VICENTE, ELIAS, FONSECA-
ALVES). Cerca de 120 paises, produzem de forma intensiva ou semi-intensiva, a tilapia
(FAO, 2019a). Nos ultimos trinta anos, a produ¢do mundial de tilapia cresceu em torno
de 11%, e entre 2008 e 2017, foi estimado um crescimento mundial de 108 % (FAO,
2019a; FAO, 2019b; VIDAL; XIMENES,2019).

O cultivo de tilapia no Brasil se iniciou, entre os anos de 1950 e 1970
(VICENTE, et al., 2014; WOHLFARTH; HULATA, 1981). Por ser considerado um
peixe de facil adaptacéo e manejo, a sua producdo aumentou linearmente no pais (DIAS;
DE OLIVEIRA, 2021). De acordo com a sociedade nacional de agricultura (2020), no
ano de 2019 foram produzidos aproximadamente, 758 mil toneladas de peixes oriundos
da piscicultura, sendo que a producgdo de tildpia representa 57% de toda a producédo
nacional, cerca de 432.149 toneladas. Santa Catarina é considerado o quarto estado de
maior producdo de tilapia no pais (SOUZA; SILVA; NOVAES, 2022).

N
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2.4.1 Exigéncias nutricionais tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Um dos principais aspectos que influencia diretamente na rentabilidade da
producdo de tilapias, é o manejo alimentar (KUBITZA, 2006, YOSHIOKA, 2011).
Atender todas as exigéncias nutricionais, faz com que o peixe tenha um melhor
desempenho produtivo e reprodutivo (YOSHIOKA, 2011). A racdo destinada a
alimentacéo de pescados, deve atender todas as exigéncias nutricionais, para assegurar os
trés principais pilares de uma boa produtividade, saude, desenvolvimento corporal e
reacOes metabdlicas efetivas (KUBITZA, 2002).
O maior gasto, atribuido a producdo de tilapia, em sistemas intensivos, é
destinado a alimentacdo (EL-SAYED, 1999). Sendo que, a matriz dietética, de maior
custo da racgdo, é a fonte proteica (EL-SAYED, 1999). Dependendo da espécie e peso da
Tilapia, a porcentagem de proteina bruta pode variar de 30 a 40%, e para a alimentacédo
de alevinos pode ser recomendado uma ingestdo de 32% de proteina. (KUBITZA, 2006;
KUBITZA, 2002). Outros aspectos que envolvem a nutri¢do da tilapia séo:
e Presenca de AA (aminoacidos) essenciais. As dietas destinadas a alimentacdo da
tilapia devem conter no minimo 10 AA essenciais, como metionina (Met), lisina (Lys),
arginina(Arg), fenilalanina (Phe), histadina (His) e vanila (Val), , triptofano (Trp),
isoleucina (lle), leucina (Leu), treonina (Thr), substancias ndo sintetizadas pelo
organismo, precursoras de proteinas (FERNANDES, 2015; NG; ROMANO, 2013;
KUBITZA, 2006; KUBITZA, 2002);
e Acidos graxos. A dieta deve conter no minimo 5% de lipideos, incluindo acidos graxos
poli-insaturados (AGPI) n-3 e n-6 (NG; CHONG, 2004; FAO, S/N;);
¢ Ndo existem teores especificos, para a presenca e quantidade de carboidratos, contudo,
é recomendado que seja usado até 40% de carboidratos, que envolvem acucares de
metabolizacdo prolongada, como o amido (FAO, S/N; (NG, ROMANO, 2013; EL-
SAYED, 2006);

¢ Vitaminas. Dependendo do sistema de cultivo, intensivo ou semi-intensivo, a presenca
de vitaminas pode ser ou ndo necessaria, pela disponibilidade de alimentos naturais
(FAO, S/N). Sao substancias essenciais, que s6 podem ser obtidas através da ingestéo
da dieta (TOLEDO; NASCIMENTO, 2010). As principais vitaminas adicionadas na
dieta, sao do complexo B, e vitaminas lipossuveis, A (retinol), E (a-tocopherol), K

(Fitomenadiona), D (Cholecalciferol), e C (Acido ascérbico). A quantidade pode variar
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de acordo com o nivel de acidos graxos. Em ra¢fes com 5% de acidos graxos, € indicado
a suplementacdo de 50-100 mg / kg de vitamina E. Para a determinacgéo do teor de
vitaminas na dieta, é considerado também, a quantidade de instauracfes lipidicas
(NELSON; COX, 2014; FAO, SN);

¢ Minerais. Um dos compostos inorganicos, mais importantes para alimentacéo da tilapia,
séo os minerais (NG, ROMANO, 2013). Compreendem, Ca, P, K, Fe, Mg, Na, Cr, Zn,
e Cu (NG; ROMANO, 2013). Atuam diretamente, em diversas funcdes vitais do
organismo, como nas atividades enzimaticas digestivas, regulagdo osmotica, trocas
gasosas, entre outros. Estudos indicam que o uso, e suplementacdo, de ragdes com
minerais, como o fésforo, pode melhorar a performance, produtividade e composi¢éo
quimicada carcaca. (NG, ROMANO, 2013; PEZZATO, 2006; BOSCOLO et al., 2005).
A adicdo de vitaminas e minerais na dieta, ¢ realizada através de preparados comerciais
(NG, ROMANO, 2013).

2.5 SISTEMA DE BIOFLOCOS E INTERACAO MICROBIANA

O BFT é um dos sistemas de cultivo mais inovadores e sustentaveis da aquicultura
emergente (WEI; LIAO; WANG, 2016). E definida como um sistema bioldgico que
reprocessa residuos naturais dentro do cultivo intensivo de organismos aquaticos,
caracterizado por limitar a circulacdo e substituicdo de dgua (HARGREAVES, 2013;
AVNIMELECH, et al., 2009). Suas vantagens envolvem reciclar a alimentagdo do
pescado, controlar a proliferacdo indesejada de microrganismos deteriorantes, reduzir a
eliminacdo de efluentes continuos e aumentar a produtividade do sistema de cultivo
aquicola (BARBOSA, et al. 2017; AVNIMELECH, et al., 2009).

O sistema BFT é composto de flocos, formados por meio da conversao de matéria
organica acumulada, como dejetos de ragdes, fezes, e a presenca de uma comunidade
microbiana, bactérias heterotréficas, algas e protozoarios (SANTAELLA, et al., 2018).
A bioconversdo dos flocos é realizada por um sistema com constante motilidade,
oxigenacdo e adicdo de fontes de carbono, como o melago, no meio de cultivo (AZIM;
LITTLE, 2008). Os flocos formados sdo fontes de proteina, minerais e vitaminas, e
servem como um alimento natural para os animais (HARGREAVES, 2013; AZIM,;
LITTLE; BRON, 2008). Em sistemas de cultivo intensivo compostos nitrogenados séo
essenciais para a manutencdo da microbiota e saude aquatica (COLLAZOS-LASSO;
ARIAS-CASTELLANOS, 2005). Porém a alta concentracao de nitrito (NO-2) e aménia
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(NHz3), se tornar um fator prejudicial a satde do animal, devido a alta toxicidade desses
compostos, necessitam ser removidos ou se convertidos em substancias possiveis de
serem metabolizadas (EBELING; TIMMONS 2006; HARGREAVES, 1998). Como no
BFT a troca de agua é minima, o controle desses compostos é realizado pela propria
microbiota sistema (HARGREAVES, 1998). A eliminacdo da amonia pode ser executada
de trés principais modos, através da cadeia de organismos autotroficos, metabolizacéo
por bactérias heterotroficas, e pela nitrificagdo, responsavel por transformar a amonia em
nitrogénio inorganico (HARGREAVES, 2013). O nitrito pode ser eliminado atraves de
técnicas que envolvem o uso de cloreto de aménia e nitrito de sédio (NaNO2) e a
nitrificagdo, transformando-o em nitrato (LARA, 2012).

Assim o sistema BFT pode se tornar uma alternativa biossustentavel e rentavel
para o cultivo de peixes de dgua doce, como a tilapia do Nilo (Oreochromis niliticus)
(ABAKARI, et al., 2020). Diferentemente do cultivo de camardes por BFT, o cultivo de
tilapia é realizado com uma alta concentracio de biomassa, que pode equivaler a 10’
UFC/mL (AVNIMELECH, et al., 2011).

O manejo alimentar das tilapias, em BFT, deve ser realizada semi continuamente,
as racdes oferecidas, geralmente possuem um tamanho menor do que quando comparada
a convencionais comerciais. A proporcdo entre C:N deve se manter acima de 15%
(AVNIMELECH, 2006 ). Estudos, indicam que a relagdo, de 10:1, entre C:N, pode
apresentar resultados positivos referente ao ganho de peso e taxa de sobrevivéncia, dentro
de um sistema intensivo BFT (PEREZ-FUENTES, et al. 2016). Os animais produzidos
em BFT tendem a se alimentar menos de ra¢cdes comerciais, ja que o alimento pode ser
fornecido diretamente do proprio sistema, através dos flocos de um sistema equilibrado
(PEREZ-FUENTES, et al. 2016; AVNIMELECH, 2006). Do total de proteinas
fornecidas pelas racdes, apenas 25%, sdo absorvidas pelo TGI dos peixes
AVNIMELECH, 2006), o excedente retorna para o ciclo demonstrado da figura 1
(AVNIMELECH, et al., 2011; AVNIMELECH, 2006).

w
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Figura 1. Ciclo de manutencdo BFT
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Fonte: Propria autora, adaptacdo Stevanato e Rossi (2021).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo foi dividido em dois estagios distintos. O primeiro com testes in vitro que
foram realizados nos Laboratérios do Grupo de Pesquisa em Tecnologia de Alimentos e
Bioprocessos da Universidade Federal de Santa Catarina — Floriandpolis. O segundo
consistiu em um teste in vivo (ensaio biologico) no laboratério de Piscicultura da
Universidade Estadual de Santa Catarina do Centro de Ciéncias Agroveterinarias — Lages.
O trabalho foi aprovado pelo comité de ética para uso animal em pesquisas (CEUA-
UDESC) protocolo n°® 8681210822. Foram avaliados dois tempos de fermentagdo na
producdo de racdes vegetais fermentadas para juvenis de tilapia do Nilo cultivados em
sistema BFT. As racdes vegetais fermentadas foram comparadas com uma dieta controle
positivo contendo farinha de peixe, e uma dieta controle negativo sem proteina animal. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos e seis

repeticoes.

3.2 SELECAO DOS MICRORGANISMOS E PUREZA

A cepa utilizada na fermentacdo das racfes vegetais foi o Lb. acidophilus DSM
21717 Coana ®. A cepa foi selecionada com base em ensaios piloto preliminares, e uma
busca pela literatura e artigos cientificos nas plataformas Google academics, SciElo,
Portal periddico Capes e MDPI. Antes da utilizacdo, para verificar a pureza das cepas
adquiridas, os microrganismos foram reativados em caldo MRS a 36 °C por 48 h. A
determinacédo da pureza foi baseada na avaliacdo morfoldgica da cepa em agar e com o

auxilio de um microscépio Optico.

3.3 ESTOCAGEM E CRESCIMENTO DAS CEPAS

Apo0s a verificacdo da pureza, a cepas foram estocadas em eppendorf de 2 mL,
contendo solucdo de glicerol 50% (v/v) em ultrafreezer a -80 °C (MIAO, et al., 2008). A
determinacdo do crescimento celular foi realizada para estabelecer com precisdo a

quantidade de inoculo que foi adicionado nas ra¢6es para fermentagéo em estado sélido.
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A leitura do crescimento celular foi realizada utilizando espectrofotémetro (Biochrom
Libra S22), a um comprimento de onda de 600 nm (MENEZES, DRUNKLER, 2014).

3.4 RACOES EXPERIMENTAIS

Duas racdes isoproteicas (33% PB) e isoenergéticas (4100 kcal/kg) contendo ou
n&o farinha de peixe foram formuladas (Tabela 2) para atender as exigéncias nutricionais
da tilapia (Hafedh, 1999; El-Sayd, 2002). A composi¢cdo de aminoacidos seguiu a
recomendacéo de Santiago e Lovell (1988). A dieta controle positivo (RPA) contém 20%
de farinha de peixe. O farelo de soja também foi utilizado como fonte proteica e o 6leo
de soja, milho e farinha de trigo como fontes energéticas. A farinha de peixe foi adquirida
na Agroforte® (Laguna, Santa Catarina, Brasil), o premix multivitaminico foi cedido pela
empresa Quimtia®, e os demais ingredientes foram adquiridos de fornecedores locais.
Todos os ingredientes foram moidos em processador industrial e peneirados em malha
0,71 mm e misturados de forma homogénea. As ragOes foram armazenadas em
embalagens plasticas e mantidas sob refrigeracdo (4 °C) até 0 momento da peletizacao.

Todas as racdes foram peletizadas em um moedor de carne com adi¢do de agua
(30%) e levados a estufa a 45°C por 36 horas. A temperatura de secagem foi baixa para
manter 0s microrganismos ativos. Estudos anteriores ja demonstraram que as bactérias
laticas dos fermentados podem continuar ativas apos a peletizacdo (Picoli et al., 2022).
As racOes permaneceram armazenadas em embalagens plasticas e mantidas em

refrigeradores (4°C) até 0 momento do uso.

Tabela 2. Composicéao das dietas experimentais

(%) Ingredientes RPA RPV
Farelo de soja 42 65
Farinha de peixe 21,7 -
Milho 19,5 20,0
Farelo de trigo 13,0 13,0
Oleo de soja 3,0 1,0
Premix* 0,5 0,5
DL-Metionina 0,30 0,5
Total (%) 100 100
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Composigéo calculada

MS (%) 89,21 88,15
PB (%) 33,64 33,83
EB (kcal.kg-1) 4116,07 4131,11
EE (%) 7,34 5,03
FB (%) 4,87 6,41
MM (%) 11,16 4,90

Legenda: RPA- Ragdo proteina animal; RPV- Ragfo proteina vegetal. *Premix - Acido félico — 1.000
mg/kg, Panteonato de calcio— 9.000 mg/kg, Biotina — 100 mg/kg, Vit. A —2.400.000 Ul, Vit. D3 — 48.000
Ul, Vit. E — 24.000 UI, Vit. B1 — 1.600 mg, Vit. B2 — 9.600 mg, Vit. B6 — 2.600.000 Ul/kg, Vit. B12 —
4.000 Ul/kg, Vit K3 — 609 mg/kg, Vit. C — 49 g/kg, Ferro— 20 g/kg, Manganés — 5.980 mg/kg, Zinco — 28
o/kg, BHA — 196 mg/kg, BHT — 3.040 mg/kg, lodo — 200 mg/kg, Selénio — 60 mg/kg, Niacinina — 36
mg/kg, Colina — 60 g/kg, Inositol 2.000 mg/kg. Niveis de garantia por Kg do produto (minimo).

3.5 FERMENTACAO DA RACAO VEGETAL

As racOes vegetais foram fermentadas seguindo metodologia adaptada de Azarm
e Lee (2014). Amostras autoclavadas (100°C por 20 min) das ragdes foram umedecidas
(50% de umidade) com agua mineral estéril e inoculadas com 2% de sacarose comercial
e S. cereviseae (fermento bioldgico seco Fleischamann®) O fermento sacaromitico foi
reativado em agua morna antes de ser inoculado na racdo na proporcao de 60.5 mg para
cada 2 kg de racdo (HASSAAN; SOLTAN; ABDEL-MOEZ, 2015). O inéculo direto nas
races do Lb. acidophilus previamente reativado foi realizado apds centrifugacdo (10
mim a 4000 rpm), lavagem e ressuspensao do pellet, na concentracdo de 8 log UFC/g. As
amostras foram misturadas e dispostas em bandejas, mantendo altura méxima de dois
centimetros de amostra por bandeja. A fermentagdo foi conduzida em estufa a 36°C por
até 24 horas para determinar o tempo 6timo de fermentacdo. Terminado o processo de
fermentacdo, as racbes fermentadas foram secas em estufa (36°C) até atingir peso

constante e posteriormente mantido em freezer (-20°C).

3.6 CARACTERIZACAO DAS RACOES FERMENTADAS

Ao longo do processo de fermentacdo (a cada 6 horas) foram coletadas amostras

dos fermentados para contagem das populacbes de bactérias laticas, andlises
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bromatoldgicas e fisico-quimicas e, de forma a determinar o tempo 6timo de fermentacéo.
Para o ensaio com peixes foram selecionados dois tempos, de forma a testar uma
fermentacdo total ou parcial. Alem das analises descritas, nos tempos selecionados
também foi realizada a analise da composicdo de aminoacidos e de shelf-life. As racdes
foram entdo peletizadas com adicdo de adgua (30%) e secas a 36°C em estufa por 48 h.
Ap0s esse periodo, as ragdes sdo trituradas e peneiradas para obter o tamanho de particula
desejado para alimentacéo, cerca de 1,5 mm e foram armazenadas em freezer (-20°C) até

0 momento da utilizacéo.

Para a construcdo da curva de fermentacao, foram avaliados a contagem de células
viaveis em log UFC/g. Foram pesados e diluidos em sacos estéreis contendo &gua
peptonada esterilizada, 1,6 gramas de cada amostra. Os sacos foram agitados em vortex,
por aproximadamente 1 minuto, para completa homogeneizacdo da amostra. A diluicao
seriada foi realizada até 10-8, em tubos de vidro esterilizados contendo 9 mL de agua
peptonada e 1 mL da amostra. Em seguida 0,1 mL das dilui¢cBes, de 10 -5 até 10-8,
dependendo o tempo de fermentacdo, sdo inoculadas, em triplicata em placas de MRS
agar, para contagem de bactérias acido laticas. As placas foram incubadas invertidas, em
estufa a 36° C por 48 h, para posterior contagem de UFC/mL (CAVALCANTE, et al.,
2020BOMFIM, et al., 2019, KAKTCHAM et al., 2017).

Amostras da racdo fermentada foram coletadas para avaliagdo da composi¢édo
proximal: umidade (estufa 105°C), proteinas (método de Kjeldhal), lipideos (método de
Soxhlet) e cinzas (incineracdo em mufla a 650°C), conforme metodologia oficial da
AOAC (2000). A identificacdo de proteinas sollveis totais é realizada pelo método de
Bradford (1976), com adaptacbes. Em balanca analitica, 0.002 gramas, das racdes
formuladas, sdo pesadas e adicionadas em eppenforfs de 2 mL. As amostras sdo diluidas
em 1 mL de solucdo de PBS (1:10, p/v). Os eppendorfs foram expostos a um sonicador
(marca Bandelin Sonopuls HD 2200) durante 2 mim e 30 seg (5 vezes de 30 seg com
intervalos de 1 min em banho de gelo), para a liberacdo das proteinas soliveis. As
amostras sao centrifugadas, por 10 mim a 4000 rpm. O sobrenadante foi usado para a
andlise de Bradford. Subsequentemente é preparado, uma solucdo de BSA (albumina de
soro bovino) 20 mg/10 mL para realizar a curva padrdo de diluicdo, usadas para a
construcdo do gréfico de calibrago, para a analise. E adicionado, em uma cubeta de
quartzo, 10 pl de amostra e 1 mL de solucdo de Bradford. A solucdo deve ser

homogeneizada cuidadosamente, e ficar em local sem luminosidade. A leitura da
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densidade Otica é realizada em espectrofotémetro (marca Thermo scientific Genesys 150)
a 595 mn. Através da medida de absorvéncia é possivel determinar, a quantidade de
proteina sollvel da amostra, em mg/g. A analise da concentracdo de aminodacidos foi
realizada na Andlises laboratoriais CBO através da metodologia descrita por White, Hart
e Fry (1989), e Lucas, Sotelo (1980).

A determinacdo da shelf-life das racGes foi realizada através da avaliacdo da
curva de inviabilizagdo microbiana (sobrevivéncia BAL) e contagem de bolores e
leveduras. As dietas peletizadas controles (RPA e RPV) e fermentadas (RPVF6 E
RPVF18), foram mantidas a temperatura ambiente e refrigeradas. As coletas para a
andlise foram realizadas nos dias 0, 7, 15, 30 e 60 dias. Pesadas 5g de cada amostra e 0
protocolo experimental foi 0 mesmo realizado para a formulagdo da curva cinética. As
placas foram inoculadas em agar Potato Dextrose Agar (PDA) e 4gar MRS, para a
contagem de bolores e leveduras, e BAL, respectivamente. As placas de PDA sdo
incubadas, a temperatura proxima a ambiente, entre 24 e 48 horas. As placas de agar MRS
séo incubadas em estufas dentro de jarras de anaerobiose, invertidas em estufas por 36

°C, entre 24 e 48 h. A contagem foi realizada em triplicata por UFC/g.

3.7 ANIMAIS E INSTALACOES

Para o experimento in vivo foram utilizados 408 juvenis masculinizados de tilapia
do Nilo com peso inicial médio de 8,27 + 0,21 gramas, cedidos por um produtor de tilapia
localizada em Pouso Redondo, Santa Catarina. Ap6s um periodo de aclimatacdo de 15
dias os peixes foram distribuidos em 24 tanques com volume util de 70 L na densidade
de 17 peixes por tanque. Os tanques foram equipados com sistema de aeracdo individual
acopladas em um compressor radial. Cada unidade experimental tera também um
aquecedor com termostato responsavel por manter a temperatura de cultivo constante
(~26-28°C) e ambiente climatizado a 30 °C.

3.8 MANEJO ALIMENTAR

Os animais foram alimentados a até a saciedade aparente duas vezes por dia (08h
e 16h). A racéo foi fornecida de forma a ndo haver sobras. Optou-se por este manejo para
obter uma resposta em relagdo a ingestdo da racdo fermentada. Estudos ja foram

conduzidos com sucesso no laboratério com estd mesma metodologia. As tilapias sdo
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muito vorazes e mesmo no sistema BFT é possivel observa-las se alimentando e

quantificar o consumo.

3.9 MANUTENCAO SISTEMA BFT

Para a preparagéo dos tanques de cultivo, foi realizada a inoculagéo de 20% de
agua de outro sistema BFT maduro (biofloco mée). A agua dos tanques foi ligeiramente
salinizada (4 g L) com o objetivo de diminuir a suscetibilidade a doengas. A medic&o
da salinilidade foi realizada com o auxilio do refratbmetro. Todos os tanques receberam
oxigenacgdo ininterrupta. Para manutencdo do sistema heterotrofico do biofloco foi
utilizado o célculo da quantidade de carbono organico adicionado a agua a fim de manter
arelacdo C/N de 15:1 (WIDANARNI et al., 2012; WANG et al., 2015). Essa metodologia
baseia-se no pressuposto de que o0s peixes assimilam aproximadamente 25% do
nitrogénio dos alimentos e que 0s 75% restantes sdo convertidos em nitrogénio amoniacal
total (NAT) na &gua (SCHRYVER et al., 2008). A quantidade de nitrogénio foi
monitorada com base nas analises aménia na agua, utilizando um kit de analise rapida
(Labcon Teste®) e 0 melaco foi adicionado sempre que os valores excederem 0,5 mg L-
1. Trocas parciais de &gua foram realizadas sempre que os solidos sedimentaveis
excederam 25 mg L-1.

3.10 QUALIDADE DA AGUA

A medicdes de temperatura, pH, oxigénio dissolvido e concentracdo de amonia,
nitrato, nitrito (RICE et al., 2012) e s6lidos sedimentaveis (AVNIMELECH, 2007) foram
realizadas a cada dois dias. Para os parametros do oxigénio dissolvido e temperatura foi
utilizado o equipamento Oximetro Alfakit™ AT170. Para as concentracGes de amonia,
nitrato e nitrito foi utilizado o fotocolorimetro Alfakit™, modelo AT100P.

Para determinacédo dos solidos sedimentaveis uma aliquota da agua de cada tanque
foi coletada e transferida para um cone de Imhoff, apds 20 mim da coleta foi avaliado a
guantidade de sélidos que sedimentardo nos cones. Semanalmente foram coletadas
amostras de agua para a realizacdo de analises solidos suspensos totais (TSS) (RICE et
al., 2012). Os parametros de qualidade da &gua se mantiveram dentro do limite
recomendado para o cultivo de tilapia em BFT (DESWATI, et al. 2022,). Os seguintes
valores médios foram obtidos para temperatura: 27,09 + 0,36 -C; pH: 8,40 = 0,28;

w
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oxigénio dissolvido: 8,08 = 0,23 mg L—1; am0nia: 0,47 + 0,27 mg NH3 L —1; nitrito: 0,35
+ 0,09 mg NH3 L —1; nitrato: 1,43 £ 1,14 mg NH3 L —1; s6lidos sedimentaveis: 7,96 £
3,16 mg L-1 e sélidos suspensos totais 225,22 + 82,08 mg L-1.

Para avaliar o efeito da racdo fermentada sobre a bactérias presentes no sistema
periodicamente foram realizadas analises microbioldgicas da agua, nos dias 0, 7, 15, 30
e 60, para avaliagdo da interacdo entre as ragdes aplicadas e a qualidade microbioldgica
da 4gua, através da contagem de microrganismos heterotroficos, BAL e Vb. sp. As placas
de Petri foram incubadas em estufa a 35°C. As unidades formadoras de coldnias (UFC)
foram contadas apos 24 h de incubacdo nos meios TSA e TCBS e apds 48 h no meio
MRS.

3.11 DESEMPENHO PRODUTIVO

No inicio dos experimentos, aos 30 e aos 60 dias, todos os peixes foram mantidos
em jejum por 24 h, anestesiados com eugenol (50 mg 1) e pesados individualmente. O
desempenho produtivo foi analisado com base nos seguintes parametros: ganho de peso
(GP= peso médio final - peso médio inicial) e conversdo alimentar aparente (CA =
consumo de racdo / ganho de peso total). A mortalidade foi registrada para avaliar a taxa
de sobrevivéncia (S% = [total de animais no final / total de animais no inicio] * 100).

Aos 60 dias de experimento foram anestesiados e depois submetidos a eutanasia
por seccdo medular para coleta dos materiais biologicos oito peixes de cada unidade
experimental, sendo dois peixes para analises de histomorfometria intestinal, trés peixes
para contagem de microrganismos intestinais e trés peixes para analises de atividade das
enzimas intestinais. Nas analises de contagem de microrganismos e atividade enzimatica
foi realizado um “pool” com os trés peixes de cada tanque, resultando em uma amostra
por unidade experimental. Tal estratégia foi adotada para reduzir a variabilidade, tendo
em vista as limitacGes técnicas e econdmicas que impedem o aumento do numero de

analises.
3.12 CONTAGEM DE MICRORGANISMOS INTESTINAIS
Os intestinos foram removidos, pesados, triturados, homogeneizados e diluidos

serialmente (1:10) em tubos de ensaio contendo solucdo salina estéril (0,65%). Em

seguida, 0s homogenatos intestinais foram semeados em placas de Petri com agar MRS

N
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(Man Rogosa Sharpe), 4gar TSA (agar triptona de soja) e agar TCBS para quantificar
bactérias &cido laticas, heterotroficas totais e Vibrio sp. (CAVALCANTE, et al., 2020;
SILVA et al. 2020; KAKTCHAM et al., 2017). Os homogenatos intestinais semeados nas
placas de Petri foram incubados em estufa a 35°C. As unidades formadoras de coldnias
(UFC) foram contadas apds 24 h de incubacdo nos meios TSA e TCBS e ap6s 48 h no
meio MRS.

3.13 HISTOMORFOMETRIA INTESTINAL

A andlise histoldgica tem como objetivo, avaliar os parametros envolvidos nas
caracteristicas morfoldgicas das vilosidades, presentes, no intestino dos juvenis de tilapia
(Mello et al., 2013). A analise foi realizada na empresa NEX.10 Patologia Veterinaria®,
localizada no estado de Santa Catarina, Tubar&o.

Para a realizacdo da analise foram coletados os intestinos de duas amostras de
cada tratamento (n=2 peixes). Os intestinos foram retirados, pesados, armazenados em
recipiente higienizado e identificados, contendo 15 % de formol. A elaboracdo e
coloracdo das laminas foi realizado, utilizando a técnica de hematoxilina de HarrisEosina
(BEHMER et al., 2003). As laminas foram analisadas com o auxilio de microscépio
Optico e o software ToupTek ToupView - analisador de imagens x64, versées 2270/07/03.
Foram avaliadas e mensuradas as vilosidades e o numero total de células caliciformes de

cada peixe.

3.14 ATIVIDADE ENZIMATICA

Para a determinacéo da concentracdo das enzimas amilase e protease alcalina total
presentes no intestino dos juvenis de tilapia do Nilo, foi realizado a metodologia descrita
por Garcia-Carrefio e Haard (1993). Foram coletados, 3 amostras de cada tratamento (n=3
peixes). A coletado do trato digestivo, foi realizada através de uma incisdo do anus até o
opérculo. Ocorreu a retirada da vesicula biliar, esttmago, figado, bile e a porcéo do
intestino é separado e pesado. As amostras coletas foram envolvidas em papel alumino,
e condicionadas em ultrafreezer -80 °C Para a realizacdo da analise as amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente, pesadas e fracionadas em tamanhos menores para
facilitar sua homogeneizacdo. As amostras foram fluidificadas com o uso de agua

destiladas esterilizada gelada (1:6 p/v), foi aplicada um banho ultrassdnico sob
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refrigeracdo durante 5 mim, a solucéo foi centrifugada a uma rotacéo de 4000 rpm por 15
mim. O sobrenadante obtido foi utilizado para definir a concentragcdo das enzimas
avaliadas.

A determinacdo da atividade da amilase, foi realizada através do teste de hidrolise
de amido, expressa em mol aclcares redutores (METAIS e BIETH, 1968). A atividade
de protease foi avaliada atraves da quantificacdo de hidrdlise de azocaseina, representada
através de U.mg — 1 de proteina (GARCIA-CARRENO e HAARD, 1993). As analises

foram realizadas em triplicata.

3.15 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a testes para verificar a normalidade dos erros
(Shapiro-Wilk) e a homocedasticidade das variancias (Levene). Os valores percentuais
foram submetidos a transformac&o arco seno. As diferencas entre os resultados obtidos
foram determinadas mediante andlise de variancia (ANOVA), por meio de teste de Tukey

a 5% de probabilidade, utilizando o software Statistica versdo 10.0 e Excel.

N
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4 RESULTADOS

Caracterizacao da racao fermentada

A curva cinética de crescimento microbiana durante a fermentacdo da racdo pode
ser observada na figura 2 A. A fase exponencial (Log) foi atingida durante 6 h de
fermentacdo. Apos 12 h (fase estacionéria) as BAL alcangaram sua concentragdo maxima
celular, em seguida entraram em fase de declinio. A multiplicacdo das BAL reduziu o

pH (Figura 2 B) e aumentou a concentracao de proteina soltvel (Figura 2 C).
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Legenda Figura 2: A-Curva cinética durante a fermentacédo de racGes vegetais com Lb.
acidophilus durantes 24 h. Figura B- Medida de pH durante a cinética de fermentacéo,
com Lb. acidophilus, de ragdes vegetais. Figura C- Concentracdo de proteina soltvel ao
longo da fermentacéo de ragdes vegetais com o uso de Lb. acidophilus.

A fermentacdo ndo afetou composicdo bromatoldgica (Tabela 3) e perfil de

aminoacidos (Tabela 4) das ragdes experimentais.

Tabela 3. Analise da composicdo bromatologicas das racfes experimentais.

% RPA RPV RPVF6 RPVF18
Matéria seca 95,39+ 0,08 94,78+ 0,02 94,78+ 0,07  93,84+0,19
Material mineral 12,8+ 0,06 5,48+ 0,04 5,42+ 0,01 5,47 +0,11
Proteina Bruta 34,14+ 1,90 36,89+ 1,94 35,88+1,92 36,57+ 1,93
Gordura 3,7+3,42 5,77+0,09 3,64+2,92 4,07+1,71

Legenda: RPA- Ragdo proteina animal; RPV- Racdo proteina vegetal; RPVF6- Racdo proteina vegetal
fermentada por 6H; RPVVF18- Racdo proteina vegetal fermentada por 18H;
Fonte: Préprio autor.
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Tabela 4. Perfil de aminoacidos de racdes experimentais utilizadas para a alimentacéo de
tilapias do Nilo.2

Aminoacidos (%) RPA RPV RPVF6 RPVF18
Aminoacidos essenciais
Arginina 1,99 2,35 2,38 2,35
Fenilalanina 1,44 1,87 1,78 1,74
Histadina 0,75 0,94 0,90 0,90
Isoleucina 1,38 1,72 1,66 1,63
Leucina 2,43 3,00 2,89 2,89
Lisina 2,08 2,50 2,28 2,14
Metionina 0,73 0,83 0,90 0,80
Valina 1,58 1,80 1,74 1,73
Treonina 1,04 1,28 1,27 1,24
Aminoacidos nao essenciais
Acido aspartico 3,22 3,87 4,03 3,96
Acido Glutamico 5,47 6,52 6,63 6,62
Alanina 1,76 1,71 1,69 1,71
Cistina 0,35 0,46 0,54 0,57
Glicina 2,27 1,56 1,58 1,59
Hidroxiprolina 0,46 0,09 0,09 0,10
Prolina 1,93 1,98 1,93 1,93
Serina 1,42 1,66 1,70 1,69
Taurina 0,07 <0,01 <0,01 <0,01
Tirosina 1,05 1,27 1,11 1,22
Soma total dos aminoacidos 31,43 35,42 35,09 34,81

Legenda: RPA- Ragdo proteina animal; RPV- Racdo proteina vegetal; RPVF6- Racdo proteina vegetal
fermentada por 6H; RPVVF18- Racdo proteina vegetal fermentada por 18H;
Fonte: Préprio autor.

Shelf-life

A fermentacdo aumentou a shelf-life das racdes fermentadas. Foi observada
reducdo (P<0,05) na contagem de bolores e leveduras em relacéo aos dois controles em
todos os tempos avaliados (Tabela 5). Também foi demonstrado que as BAL

permaneceram viaveis nas racoes fermentadas RPVF6 e RPVF18.
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Tabela 5. Shelf-life de racdes experimentais utilizadas para a alimentacao de tilapias do

Nilo.

Dias RPA RPV RPVF6 RPVF18
0
BAL ND ND 5,77+0,43 5,45+0,30
Bolores leveduras 6,29+0,52d 6,09+0,65c  4,89+1,26a 4,65+0,56b
7
BAL ND ND 5,64+0,54 5,33+0,43
Bolores e leveduras 6,53+0,47d 6,07+0,10c  5,35+0,71a 5,45+0,03b
15
BAL ND ND 5,66+0,59 5,06+0,43
Bolores e leveduras 5,39+0,12d  5,44+0,38¢c  3,81+0,16b 3,07+1,09a
30
BAL ND ND 6,23%+0,45 5,28+0,41
Bolores e leveduras 6,64+0,57d 6,61+0,86c  5,85+0,21b 4 50+0,70a
60
BAL ND ND 4,39+0,56 4.21+0,13
Bolores e leveduras 5,78+0,74d 5,61+1,89c  4,47+0,24a 4,73+0,16b

Legenda: RPA- Ragdo proteina animal; RPV- Racdo proteina vegetal; RPVF6- Racdo proteina vegetal
fermentada por 6H; RPVF18- Ragdo proteina vegetal fermentada por 18H. ND- Néo detectado. Médias
seguidas de letras diferentes diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Préprio autor.

Contagem de microrganismos na agua

Ao0s 60 dias de experimento o tratamento RPVF18 aumentou (P<0,05) a contagem
de BAL na agua em relacdo as racGes controle RPA e RPV (Tabela 6). Também aos 60
dias houve reducdo (P<0,05) de Vb. sp. na &gua dos tanques que receberam o tratamento
RPVF6 em relacéo a racdo controle RPA.
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Tabela 6. Contagem da microbiota (Bactérias heterotroficas, BAL e Vb. sp.) da &gua do

experimento.

RPA RPV RPVF6 RPVF18
BAL
Dia 0 4,36+0,48 4,36+0,48 4,36+0,48 4,36+0,48
7 dias 4,05+0,14 4,09+0,31 4,38+0,22 4,47+0,10
15 dias 3,46+0,91 3,54+0,62 4,0,6+0,04 4,31+0,66
30 dias 3,68+0,19 3,42+0,75 4,21+0,07 4,29+0,66
60 dias 5,60£0,21b 5,51+0,72b 6,55+0,06ab 6,65+0,10a
Heterotrdéfica
Dia 0 4,74+1,73 4,74+1,73 4,74+1,73 4,74+1,73
7 dias 6,38+0,04 5,87+0,94 6,08+0,01 6,00+0,76
15 dias 6,24+0,28 6,33+0,66 6,35+0,96 6,56+0,26
30 dias 6,20+0,06 5,98+0,53 6,57+0,13 6,27+0,27
60 dias 6,02+0,11 5,78+0,13 6,62+0,15 6,34+0,20
Vb. sp.
0 dias 5,25+0,16 5,25+0,16 5,25+0,16 5,25+0,16
7 dias 5,35+0,56 5,24+0,72 4,91+0,38 4,17+0,32
30 dias 6,93+0,48 6,73+0,50 5,71+1,01 5,85+0,66
60 dias 6,89+0,39b 6,45+0,42ab 4,89+1,38? 5,49+0,45ab

Legenda: RPA- Ragdo proteina animal; RPV- Racdo proteina vegetal; RPVF6- Racdo proteina vegetal
fermentada por 6H; RPVF18- Ragdo proteina vegetal fermentada por 18H. ND- N&o detectado. Médias
seguidas de letras diferentes diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Préprio autor.

Desempenho produtivo

Os melhores resultados (p< 005) de crescimento foram obtidos com controle

positivo RPA (Tabela 7). A fermentacdo aumentou (p< 005) a ingestdo da racao vegetal.

A quantidade ingerida do tratamento controle negativo RPV ndo diferiu (p<005) do

controle positivo RPA. As menores conversdes (p>005) alimentares foram obtidas com
as ragdes fermentadas RPVF6 e RPVF18. O tratamento RPVF6 aumentou (p<005) a

sobrevivéncia dos peixes.

N

~ P4g. 46 de 85 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00013217/2023 e o cédigo ZA349ZU9.



47

Tabela 7. Desempenho de juvenis de tilapia do Nilo recebendo diferentes tipos de ragdes
apos 60 dias de experimento.

Proteina Proteina Fermentado Fermentado
animal vegetal 6 horas 18 horas
Ganho de peso 34,84+7,10a 22,28+3,18b 23,44+0,89b  20,87+1,59b

Consumo individual 27,50£3,03a 20,42+1,71b 30,47+1,61a  28,76%3,14a
Conversao alimentar 0,81+0,16a  0,84%+0,02a  1,28+0,03b 1,38+0,13b
IHS 2,11+0,49 1,70£0,32 1,95+0,48 1,68+0,35
Sobrevivéncia 96,43+3,57ab 89,29+6,19b 100,00+0,00a 98,21+3,09ab

Legenda: RPA- Racédo proteina animal; RPV- Racéo proteina vegetal; RPVF6- Racdo proteina vegetal
fermentada por 6H; RPVF18- Raco proteina vegetal fermentada por 18H. IHS- indice Hepatossomatico.
Médias seguidas de letras diferentes diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Préprio autor.

Contagem de microrganismos intestinais

Ap0s 60 dias a concentracao de bactérias heterotréficas foi mais elevada (p<005)
nos peixes que receberam o tratamento RPVF6. Aos 30 e 60 dias a concentracdo de BAL
intestinal foi menor (p<005) nos animais que receberam o tratamento controle negativo
RPV (Tabela 8). A contagem de potenciais microrganismos patogénicos da familia
Vibrionaceae foi menor (p>005) para os tratamentos que receberam RPVF6 e RPVF18.
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Tabela 8. Contagem de microrganismos intestinais, bactérias heterotroficas, BAL e Vb.
sp., de juvenis de tilapia do Nilo alimentadas de diferentes racfes experimentais no
periodo de 30 e 60 dias (UFC Log 10 g).

Proteina Proteina Fermentado Fermentado
animal vegetal 6 horas 18 horas
30 dias
Heterotroficas 6,51+ 0,63 6,05+ 0,36 5,94+ 0,4 5,75+ 0,59
BAL 3,86+ 0,09a 3,81+ 0,39%b 4,39+ 0,56a 4,08 + 0,56a
Vb. sp. 5,45+0,23 5,41+ 0,31 5,23+ 0,41 414 +1,56
60 dias
Heterotroficas 5,25+ 0,89b 5,82+ 0,36b 6,37+ 0,33a 6,00 + 0,66b
BAL 6,18+ 0,60a 5,63+ 0,85b 6,26+ 0,69a 6,44 + 0,30a
Vb. sp. 6,80+0,55b 6,60+0,75b 5,12+ 0,70a 5,30+ 1,04a

Legenda: RPA- Ragdo proteina animal; RPV- Racdo proteina vegetal; RPVF6- Racdo proteina vegetal
fermentada por 6H; RPVF18- Racdo proteina vegetal fermentada por 18H. Vb. sp.— Vibrio subespécie
Médias seguidas de letras diferentes diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Préprio autor.

Histomorfometria intestinal

A altura das vilosidades dos peixes que receberam as ragOes fermentadas RPVF6
e RPVF18 ndo diferiu (P>0,05) dos que receberam a racdo controle RPA (Tabela 9). As
menores (P<0,05) vilosidades foram observadas nos peixes que receberam a dieta
controle negativo RPV. O tratamento RPVF6 aumentou as células caliciformes (P<0,05)

em relacéo as racOes controle RPA e RPV.

Tabela 9. Medida de histomorfometria intestinal de juvenis de tilapia do Nilo apds 60 dias
consumindo diferentes racdes experimentais.

Vilosidades RPA RPV RPVF6 RPVF18
Altura 385,87+£38,3%9a  268,90+18,19b 442,60+42,94a 396,17+30,42a
Largura 96,86+3,70 86,78+8,38 95,73+21,18 96,32+7,09
Espessura 47,15+3,51 40,43+4,50 43,46+6,26 42,84+7,12
C.C. 8,69+2,24b 8,01+2,46b 16,15+3,75a  13,82+3,18ab

Legenda: RPA- Racdo proteina animal; RPV- Ragdo proteina vegetal; RPVF6- Ragdo proteina vegetal
fermentada por 6H; RPVF18- Racédo proteina vegetal fermentada por 18H. C.C- Células caliciformes.
Médias seguidas de letras diferentes diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Préprio autor.
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Atividade enzimatica intestinal
A atividade de amilase, lipase e protease alcalinas totais ndo foi afetada (P>0,05)
em nenhum dos tratamentos avaliado (Tabela 10).

Tabela 10. Atividade das enzimas digestivas na porcao intestinal de juvenis de Tilapias
do Nilo ap6s 60 dias de experimento.

Enzima RPA RPV RPVF6 RPVF18
Amilase 1,57+1,47 2,09+1,09 1,68+0,47 2,81+0,12
Lipase 3,53+0,26 3,11+0,33 2,58+0,88 2,83+0,96
Protease 1,09+0,24 0,79+0,30 1,04+0,21 0,95+0,19

Legenda: RPA- Racgdo proteina animal; RPV- Ragdo proteina vegetal; RPVF6- Ragdo proteina vegetal
fermentada por 6H; RPVF18- Racdo proteina vegetal fermentada por 18H. Médias seguidas de letras
diferentes diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Préprio autor.
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5 DISCUSSAO

As bactérias &cidas laticas atingiram uma concentracdo méaxima de Log 9,06 UFC
gt
Concentra¢fes menores ou semelhantes de bactérias acido laticas foram encontradas com
a fermentacéo do farelo de soja com Lb. (DE OLIVEIRA, etal., 2022; DULF et al., 2022),

indicando que a fermentagdo da ragdo foi eficiente. As colonias crescerem

N&o existem trabalhos anteriores com a fermentacdo de racOes para peixes.

exponencialmente durantes as primeiras 12 horas e ap0s este periodo houve uma
estabilizacdo e posterior morte celular. Também foi observada uma reducdo no pH e
aumento de proteina soltvel nas primeiras 12 horas de fermentagdo. A reducdo de pH que
é uma indicacédo da producdo de &cidos organicos como &cido latico, acido acético, entre
outros, pelas BAL (DEGEES; VANINGELGEM; DE VUYST, 2001). O aumento da
proteina sollvel esta relacionado a uma maior concentracdo de peptideos e proteinas de
baixo peso molecular (MUKHERJEE; CHAKRABORTY; DUTTA, 2016). As BAL
quebram as proteinas liberando os peptideos. Resultados semelhantes também foram
observados durante a fermentacdo do farelo de soja com BAL e cultura mista de
microrganismos (DE OLIVEIRA, et al. 2022; PICOLI et. al., 2022).

A fermentacdo ndo afetou a composicdo bromatolégica e perfil de aminoacidos
das racBes. Em todos os tratamentos os valores de proteina bruta se mantiveram acima de
33% que seria a recomendacdo para esta fase (EL SAYDE, 2002). Resultados com a
fermentacdo do farelo de soja mostraram que pode haver aumento na proteina e nos
amino&cidos, mas em muitos casos o valor se mantém (DAL, et al. 2017; PICOLI, 2022).
As bactérias acido laticas sdo capazes de sintetizar aminoacidos, levando a um aumento
na proteina (PARRA HUERTAS, 2010). Entretanto, de acordo com o tipo de fermentacao
pode ndo haver sintese proteica, apenas a quebra de proteina maiores, liberando peptideos
e aminoacidos livres (DEZA; DE OLMOS; GARRO, 2019; VENEGAS-ORTEGA, 2019;
DE JESUS et al., 2015). O aumento da proteina soltivel confirma a maior disponibilidade
de peptideos de baixo peso molecular (PICOLI, 2022; ASRI, et al., 2020; CHOI, D. G. et
al., 2020). Ainda sdo necessarios mais estudos para caracterizar o perfil de peptideos nas
racOes fermentadas. Fatores como a escolha do microrganismo fermentador, substrato,
tempo e temperatura podem influenciar no aumento ou reducdo de aminoacidos e na
qualidade nutricional da dieta durante a fermentacdo (YANG, et al., 2018; DAI, et al.
2017; FRIAS, et al., 2008).
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As analises de shelf-life mostraram que as BAL se mantiveram viaveis mesmo
apos a peletizacdo das racdes. As racOes vegetais fermentadas apresentaram a menor
contagem de bolores e leveduras em relagéo aos dois controles ao longo de 60 dias de
avaliacdo. O aumento da shelf-life de produtos fermentados pode ser associado a
producdo de substancias antimicrobianas e reducédo do pH (BEHERA; RAY; ZDOLEC,
2018). Bactérias do género Lb., quando em situagcdes de competi¢do ou stress, podem
liberar substancias antimicrobianas como enzimas exdgenas (lisozima) e bacteriocinas
(ELAYARAJA, etal., 2014; CORBO, et al. 2009). Estas substancias inibem a microflora
deteriorante, como bolores e fungos, presente no alimento (CORBO, et al. 2009). A
liberacdo de acidos organicos, como o &cido latico e &cido acético, durante a fermentacao
pelas BAL, também pode ser um fator inibitério para o crescimento de microrganismos
deteriorantes (SHI; KN@CHEL, 2021). Os acidos orgénicos tém agdo antifingica por
interagir com a parede celular do microrganismo (SHI; KN@CHEL, 2021). Potenciais
estudos caracterizando as bacteriocinas e acidos organicos presentes nas racoes
fermentadas sdo importantes para compreender melhor estes resultados.

A dindmica da qualidade da agua do sistema BFT ndo foi afetada pelo uso das
racOes fermentadas. Em todos os tratamentos as concentracfes de solidos suspensos
chegaram a valores médios de 225,22 + 82,08 mg L. Para o cultivo de tilapia de acordo
com Mohammadi, Adorian e Rafiee (2020) os valores para sélidos suspensos devem
permanecer entre 300 mg L™ a 690 mg L™t. Também houve o controle efetivo da aménia
e ciclagem dos compostos nitrogenados, demonstrada pelos baixos niveis de nitrito e
aumento do nitrato. O uso das racOes fermentadas afetou positivamente a contagem de
microrganismos na agua, com aumento nas BAL e reducdo nos Vibrios sp. As BAL
presentes nas racdes fermentadas podem ter contribuido para a reducéo nos Vibrios pelo
processo de exclusdo competitiva (ALP; KULEASAN, 2020). Ja foi demonstrado que o
uso de probioticos é efetivo no sistema BFT no controle de bactérias patogénicas na agua
(HE, et al. 2022). Os resultados de modulagéo da microbiota da agua com o uso de racoes
fermentadas é inédito e demonstra a viabilidade do uso desta estratégia no sistema BFT.

O consumo das ragdes vegetais fermentadas o Lb. acidophilus n&o diferiu da dieta
controle contendo farinha de peixe. Este resultado confirma o potencial da fermentagéo
como estratégia para melhorar a palatabilidade das dietas. Durante o processo
fermentativo sdo liberados compostos organicos aromaticos, que podem melhorar a
palatabilidade das ragdes atraindo os peixes (ZULHISYAM, et al., 2020). De maneira

geral, racGes contendo proteina animal sdo mais ingeridos pela tilapia-do-Nilo

(€]
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(MAKWINJA; GEREMEW, 2020). Este € o primeiro trabalho realizado com ragfes
vegetais fermentadas, mas ja foi demonstrado que o farelo de soja fermentado com BAL
pode substituir parcialmente a farinha de peixe sem prejudicar o consumo e o desempenho
(YANG, H. et al., 2022; WANG, et al., 2016). Mais estudos ainda sdo necessarios para
identificar os compostos aromaticos presentes nas ragdes fermentadas.

A fermentacéo da racéo vegetal ndo afetou o ganho de peso dos peixes. O melhor
crescimento foi encontrado com a racdo contendo proteina animal (RPA). As racdes
fermentadas foram mais consumidas, mas houve uma piora na conversao alimentar o que
pode ter prejudicado o desempenho. A tilapia seleciona particulas de alimento na boca
(VINOGRADSKAYA; KASUMYAN,2019). Mesmo se sentido atraidas pelas racdes
fermentadas, pode haver uma rejeicdo do alimento apdés a apreensao
(VINOGRADSKAYA; KASUMYAN, 2019). Por outro lado, ndo foram constatadas
sobras de racao e ndo houve alteracdo nos solidos suspensos e na qualidade da dgua. Outra
hip6tese para a piora na conversdo poderia ser pela maior ingestdo de farelo de soja
(CARNEIRO, et al., 2017; LIN, S.; LUO, 2011). Existem fatores antinutricionais como
inibidores de enzimas, protease, tripsina e lectinases, fatores antivitaminicos, acido
fitico, e estrogénios, aglutininas, além de proteinas antigénicas como a f-conglicinina
e glicina, fibras insollveis, fitatos e taninos que podem néo ter sido eliminados durante
a fermentacdo (HYMOWITZ, 2022; JINGTING, et al. 2020; ZHAO et al., 2010;
BAJPALI,; SHARMA; GUPTA, 2005). Por se tratar de um tema inédito, mas estudos ainda
s80 necessarios para esclarecer esta questdo.

A sobrevivéncia foi mais elevada nos peixes alimentados com ragdes fermentadas
durante 6 horas em relacdo a dieta a base de vegetais. Este resultado é inédito com racdes
fermentadas e demonstra a eficiéncia do processo fermentativo para melhorar a satde dos
animais. Com o uso de farelo de soja fermentado existem evidéncias de melhora na satde
intestinal, mas em geral sobrevivéncia ndo € afetada (SONG, et al. 2022; WANG, L. et
al., 2016; PLAIPETCH; YAKUPITIYAGE, 2014). Ao expandir os beneficios da
fermentacdo a ragdo completa os efeitos dos fermentados pode ter sido maximizada. A
melhora da sobrevivéncia pode ser ligada pelo aumento tanto das BAL quanto pelos
metabdlitos produzidos na fermentacéo. Durante a fermentagcdo ocorreu um crescimento
exponencial do Lb. acidophilus, que tem propriedades probioticas (RINGO et al., 2020)
e produzem substancias com propriedades nutracéuticas, melhorando a saude intestinal
dos peixes (WUERTZ; SCHROEDER; WANKA, 2021). Diversos estudos comprovam

que o uso direto BAL em ragdes para tilapia podem aumentar a sobrevivéncia dos animais

(63
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(DUC, et al., 2022; KHUNRANG, et al., 2021; VILLAMIL; REYES; MARTINEZ-
SILVA, 2014). Mais avalia¢des em condicBes de desafio sdo necessérias para avaliar o
potencial nutracéutico das ra¢Oes fermentadas.

Neste experimento houve uma melhora na contagem de bactérias heterotrofica e
BAL no intestino das tilapias com o uso das racbes fermentadas. O parametro de
contagem microbiana intestinal pode ser relacionado a um indicativo de salde
(EGERTON, etal., 2018) e pode ajudar a explicar a melhora na sobrevivéncia. O aumento
nas BAL corrobora o aumento que também foi observado na contagem na racao e na agua.
Nos peixes existe uma correlacdo entre a microbiota intestinal e do ambiente (TURNER
JR, et al., 2022). Na reducdo dos Vibrios pode ter sido observado um efeito semelhante
de modulagdo através das racdes e da agua. Além disso, as BAL possuem a capacidade
de fagocitar bactérias patogénicas e podem produzir substancias imunoestimulantes e
antimicrobianas (FREIRE, et al., 2021, NAIEL, et al., 2021). Resultados semelhantes
foram encontrados trabalho que usou o Lb. acidophilus para fermentar o farelo de soja
(FSM) (DE OLIVEIRA et al, 2022).

As caracteristicas morfométricas do epitélio das tilapias alimentadas com a ragdes
vegetais fermentadas néo diferiram das rac6es contendo farinha de peixe. Estes resultados
podem ser relacionados a melhora na contagem de microrganismos intestinais dos peixes
que receberam racOGes fermentadas. As BAL presentes nas ragdes, podem modular
positivamente as vilosidades intestinais (PIRARAT, et al., 2011). Resultados com a soja
fermentada para tilapias cultivadas em sistema BFT mostraram aumento mesmo em
relacdo ao controle positivo (PICOLI et al., 2022). A menor altura de vilosidades
intestinais foi dos animais alimentados com a dieta vegetal. A altura das vilosidades
intestinais é diretamente proporcional ao aumento da superficie de contato que o alimento
tera para ser absorvido (DAWOOD, 2021). Este resultado possivelmente esté ligado a
presenca de fatores anti-nutricionais no farelo de soja, como fibras insolGveis e proteinas
antigénica (ZHOU, et al. 2018). Ja foi demonstrado que na soja fermentada pode haver
reducdo dos fatores anti-nutricionais (JEYAKUMAR; LAWRENCE, 2022), mas efeito
da fermentacédo das ragdes ainda precisa ser avaliado.

A concentracdo das células caliciformes foi maior nos animais alimentados com
a racdo fermentada por 6 horas. As células caliciformes séo responsaveis pela producgéo
de substancias mucosas entre celulas do epitelio intestinal (HONORATO, et al., 2013.) e
sdo associadas a promocdo de satde e melhora da digestibilidade (MELLO, et al., 2013).

O aumento da concentracdo de células califormes pode ser associado ao aumento na
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sobrevivéncia e melhora da saude intestinal, corroborada pelo aumento na contagem de
bactérias benéficas e aumento das vilosidades. Estudos revelam que o consumo de ragdes
contendo BAL podem aumentar o numero de células caliciformes no intestino de tilapias
do Nilo (RUIZ, 2016). Resultado semelhante ao encontrado por Picoli et. al., (2022) nos
tratamentos que receberam a inclusdo de 28% de soja fermentada.

A fermentacdo das racdes vegetais ndo afetou a atividade das enzimas digestivas
do TGI dos animais avaliados. O uso de microrganismos fermentadores em racgdes para
peixes pode melhorar a atividade enzimatica do TGI e sdo um indicativo de salde
intestinal (WATTANAKUL, et al, 2021; RAHIMNEJAD, et al., 2021). Foi observado
aumento da atividade de amilase e protease no farelo de soja fermentado com Lb
acidophilus (DE OLIVEIRA et al., 2022) Diversos motivos podem interferir na producéo
de enzimas como qualidade da agua, habitos alimentares, qualidade nutricional das racdes
e saude intestinal (PAVASOVIC, et al., 2007). Porém ndo sdo todos os estudos que
conseguem identificar o efeito do uso de fermentados na concentracdo enzimética no TGl
de peixes, utilizando o Lb. acidophilus (DE OLIVEIRA et al., 2022; L1, et al. 2022).

Os resultados deste estudo sao promissores e mostram o potencial do uso de racdes
fermentadas na alimentacao de peixes. A fermentacédo foi conduzida com sucesso e bons
resultados foram obtidos sobre a salde dos animais. Trata-se de uma tecnologia
promissora que pode ser aplicada tanto antes como depois do processamento. A
fermentacao é um processo que pode ser realizado com facilidade, viabilizando a ado¢éo
desta tecnologia por produtores de peixes que poderiam aplica-la em racbes ja
processadas. Por se tratar de um tema novo, existe demanda por pesquisa e
desenvolvimento A prospecgdo de diferentes microrganismos e os efeitos das ragoes

fermentadas sobre diferentes tipos de patdégenos ainda precisa avaliado.
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6 CONCLUSAO

A fermentag@o com Lb. acidophilus melhorou o perfil nutricional da racdo vegetal
e aumentou a concentragdo microbiana. Houve um aumento na contagem de BAL e na
contracdo de proteina soltvel, assim como uma reducédo no pH. A fermentacdo aumentou
0 consumo da racdo vegetal e a sobrevivéncia dos peixes. Por outro lado, a eficiéncia
alimentar piorou. O fornecimento das ragdes fermentadas aumentou a contagem de
bactérias benéficas e reduziu as bactérias patogénicas no intestino dos animais e na agua.
Além disso, houve aumento nas celulas caliciformes. De maneira geral, os melhores
resultados de sobrevivéncia e saude intestinal foram identificados na racdo fermentada

por 6 horas.
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ANEXO |

ANEXO I. Qualidade da dgua

RPA RPV RPVF6 RPVF18
Temperatura
7 dias 26,96+0,30 27,18+0,61 27,43+0,39 27,16+0,45
15 dias 26,27+0,10 26,77+0,55 26,62+0,51 26,37+0,43
30 dias 26,31+0,26 26,14+0,2 26,34+0,22 26,23+0,28
45 dias 25,98+0,49 26,49+0,49 26,07+0,79 26,69+0,28
60 dias 26,22+0,16 26,13+0,53 26,18+0,38 26,26+0,30
Oxigénio
dissolvido
7 dias 8,01+0,21 8,15+0,18 8,23+0,17 8,12+0,29
15 dias 8,15+0,15 8,32+0,15 8,34+0,15 8,18+0,10
30 dias 7,5+0,23 7,65+0,25 7,85+0,29 7,78+0,32
45 dias 8,17+3,54 8,12+0,17 8,08+0,13 8,16+0,14
60 dias 8,98+0,06 8,97+0,11 8,95+0,16 8,89+0,21
pH
7 dias 8,42+0,15 8,44+0,08 8,50+0,07 8,12+0,29
15 dias 8,45+0,16 8,52+0,10 8,49+0,11 8,49+0,24
30 dias 6,90+0,15 6,92+0,36 7,10+0,41 7,20+0,33
45 dias 6,88+0,72 a 6,69+0,27b 6,78+0,28b 6,93+0,39a
60 dias 7,10+0,28 7,36+0,32 6,78+0,59 7,36x0,77
Sélidos
sedimentaveis
(Cone inhoffe)
7 dias 5,01+0,74 4,06+0,98 4,70£1,40 4,15+0,85
15 dias 5,65+2,04 5,22+0,99 5,86+1,53 5,59+1,73
30 dias 9,72+0,81 9,59+1,56 10,85+2,96 10,04+1,80
45 dias 13,3314,71 15,1045,66 18,80+6,74 19,00+6,32
60 dias 17,29+0,28 12,52+0,32 17,05+0,59 19,29+0,77
Amonia
7 dias 0,28+0,03 0,69+0,51 0,47+0,13 0,43+0,14
15 dias 2,85+0,44 1,45+0,35 2,28+0,67 1,75+0,65
30 dias 0,08+0,06 0,07+0,13 0,07+0,06 0,10+0,04
45 dias 1,05+0,92a 0,80+0,55ab 1,07+0,58ab 0,69+1,00b
60 dias 0,30+0,10 0,35+0,22 0,27+0,07 0,26+0,19

Legenda: RPA- Racdo proteina animal; RPV- Ragdo proteina vegetal; RPVF6- Ragdo proteina vegetal
fermentada por 6H; RPVF18- Racdo proteina vegetal fermentada por 18H. Médias seguidas de letras
diferentes diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Préprio autor.
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