") dIN6T49 061p02 0 @ TZ0Z/5822T000 DSIAN 0SS2204d 0 dwloul d oulaixa-ferodyig Aob-os eas adBs rerod)/:sdny ayis o assaoe “essaidwl eldod BISap apeplonusine e Jedlidn ered <
"6T0Z 9P 0JI2I9AB) 3P TZ 9P ‘6€ oU [BNPEIST 0181990 SWIOJUOD ‘S0:80:80 SB TZ0Z/Y0/ST W 1vOIYEGYH Z343d IdVH 13 ODVIHL Jod 8-dOS [enbiq einjeulssy OpuBZIjiN OpeUISSE [0} & 02IUQIIS[S § 0JUSWINIOP alsap [eulblo O

DESEMPENHO E SAUDE INTESTINAL DE JUVENIS DE JUNDIA

A

~

UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA - UDESC
CENTRO DE CIENCIAS AGROVETERINARIAS - CAV
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
NANDARA SOARES DE OLIVEIRA
ALIMENTADOS COM DIETAS CONTENDO FARELO DE SOJA
FERMENTADO
LAGES
2021



DESEMPENHO E SAUDE INTESTI

NAL DE JUVENIS DE JUNDIA

ALIMENTADOS COM DIETAS CONTENDO FARELO DE SOJA
FERMENTADO

Tese apresentada ao Programa de Pos-Graduacao
em Ciéncia Animal, da Universidade do Estado
de Santa Catarina, como requisito para obtengéo
do titulo de Doutora em Ciéncia Animal, area de
concentracdo em Producdo Animal. Orientador:
Prof. Dr. Thiago El Hadi Perez Fabregat

LAGES

2021

O original deste documento é eletrdnico e foi assinado utilizando Assinatura Digital SGP-e por THIAGO EL HADI PEREZ FABREGAT em 15/04/2021 as 08:08:05, conforme Decreto Estadual n° 39, de 21 de fevereiro de 2019.

U1 Para verificar a autenticidade desta copia impressa, acesse o site https:/portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00012285/2021 e o cédigo 6F19FMP7.



Ficha catalogrifica elaborada pelo programa de geracio automatica da
Biblioteca Setorial do CAV/UDESC,

com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Oliveira, Nandara

Desempenho e satide intestinal de juvenis de jundia alimentados
com dietas contendo farelo de soja fermentado / Nandara Oliveira. --
2021.

72 p.

Orientador: Thiago Fabregat

Tese (doutorado) -- Universidade do Estado de Santa Catarina,
Centro de Ciéncias Agroveterinarias, Programa de Pos-Graduagio
em Ciéncia Animal, Lages, 2021.

I. Rhamdia quelen. 2. Fermentagdo. 3. Nutri¢do. 4. Enzimas
digestivas. 1. Fabregat, Thiago. II. Universidade do Estado de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Agroveterinarias, Programa de
Po6s-Graduagdo em Ciéncia Animal. I11. Titulo.

O original deste documento é eletrdnico e foi assinado utilizando Assinatura Digital SGP-e por THIAGO EL HADI PEREZ FABREGAT em 15/04/2021 as 08:08:05, conforme Decreto Estadual n° 39, de 21 de fevereiro de 2019.

O Para verificar a autenticidade desta cépia impressa, acesse o site https:/portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00012285/2021 e o cédigo 6F19FMP7.



", dIN46TH49 061p02 0 8 TZ0Z/S822T000 DSIAN 0SSa20id 0 awilioul 8 ouid)xa-ferod/iqg AoB-os eas adBs feuod)/:sdny alis o assaode ‘essaldwi Bidod BISIP SPEPIONUSINE B JRIYLISA BIled N~
"6T0Z 9P 0JI2I9AB) 3P TZ 9P ‘6€ oU [BNPEIST 0181990 SWIOJUOD ‘S0:80:80 SB TZ0Z/Y0/ST W 1vOIYEGYH Z343d IdVH 13 ODVIHL Jod 8-dOS [enbiq einjeulssy OpuBZIjiN OpeUISSE [0} & 02IUQIIS[S § 0JUSWINIOP alsap [eulblo O

todo amor,

Soares de Oliveira (in
por

A

essa conquista também é de
VOCEs.

Dedico este trabalho ao meu pai,
educacédo e esforco. E a0 meu
irmao, Lucas Soares de Oliveira,

Jodo
memoriam),



AGRADECIMENTOS

Sou grata aos meus pais que apesar das dificuldades ndo mediram esforgos para
que eu tivesse uma boa educacéo.

A minha familia pelo apoio que sempre me deram durante toda a minha vida.

Ao meu namorado, Tercio Fehlauer, pelo carinho, incentivo e paciéncia nos
momentos dificeis.

Ao professor Thiago EI Hadi Fabregat, pela orientacdo, aprendizado e paciéncia
durante esses anos.

Aos amigos e colegas de laboratorio Larissa da Cunha, Kayane Besen, Natélia Ha,
Luiz Augusto Cipriani e Rafaela Gomes pelo auxilio durante a realizagdo deste trabalho,
e aos demais colegas pela convivéncia e troca de conhecimentos.

A UDESC, seus professores e funcionarios pela oportunidade de cursar em uma
instituicdo de qualidade.

A todos que direta ou indiretamente fizeram parte de minha formagéo, o meu

muito obrigada.

O original deste documento é eletrdnico e foi assinado utilizando Assinatura Digital SGP-e por THIAGO EL HADI PEREZ FABREGAT em 15/04/2021 as 08:08:05, conforme Decreto Estadual n° 39, de 21 de fevereiro de 2019.

00 Para verificar a autenticidade desta cépia impressa, acesse o site https:/portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00012285/2021 e o cédigo 6F19FMP7.



‘L dINA6TH9 0BIp02 0 @ T202/S822T000 DSIAN 0SS920.d 0 dwLIoUIl & OuIBIXa-[enod/iq rob-os ess adhs fepod)/:sdny s 0 assaoe ‘essaidwl eIdoDd BISOp apepIonuaIne e Jedyllan eled o)
"6TOZ 9P 011919A3} 8P TZ 9P '6E oU [ENPEIST 019109Q SOOI 'G0:80:80 S TZ0Z/Y0/ST Wd LYOIHYEVL Z343d IAVH 13 0DVIHL Jod 8-dOS [enbiq einfeuissy opuez|iin opeuIsse 10} & 01UQJI9|8 & 0JUBWNIOP 8lsap [eulblio O

c - v

O O

E 38

o =

aaA

o S

= (©

o =2 -

o =

o > 8

s 2 g

IS

5] e

S £

T g ©

" —

o ©

c o o

ST £ 3
c

O - —

uAnm_t



RESUMO

A fermentacdo € um processo em que microrganismos degrada macromoléculas em
compostos sollveis de baixo peso molecular. Existem evidéncias de resultados positivos
sobre os efeitos dos fermentados sobre a saide dos peixes, mas ainda sdo limitados. Para
estudar essa questdo foram realizados dois experimentos com duragdo de 56 dias. No
experimento 1 o objetivo foi avaliar o nivel de incluséo do farelo de soja fermentado pela
bactéria Lactobacillus acidophilus (FSFL), sobre o desempenho e salde intestinal de
juvenis de jundia. O experimento foi realizado em um delineamento inteiramente
casualizado com cinco tratamentos e quatro repeticdes. Foram utilizados 240 juvenis de
jundia (Rhamdia quelen) (3,0£0,5 g) que foram distribuidos em 20 caixas de polietileno.
Foram formuladas cinco dietas isoproteicas (39% de proteina bruta) e isoenergéticas
(cerca de 4300 kcal de energia bruta/ kg) com cinco niveis de incluséo (0, 7, 14, 21 e
28%) do FSFL. No experimento 2, o objetivo foi comparar o efeito de dietas contendo
farelo de soja fermentado por Lactobacillus acidophilus (FSFL) com farelo de soja
fermentado por Aquate® (FSFA) sobre o desempenho zootécnico e saude intestinal de
juvenis de jundia. O experimento foi realizado em um delineamento inteiramente
casualizado.com cinco tratamentos e quatro repeticdes, e 0s tratamentos corresponderam
a adicdo de 0, 7 e 14% de FSFL e 7 e 14% de FSFA. Foram utilizados 240 juvenis de
jundia (17,44 £4,08 g) distribuidos em 20 caixas de polietileno. No experimento 1 a
inclusdo de até 21% de FSFL ndo afetou o desempenho dos jundias. Os peixes
alimentados com a dieta contendo 28% de FSFL tiveram menor ganho de peso em relagédo
ao tratamento controle. A inclusdo de 14% de FSFL diminuiu a concentracao de bactérias
vibrionaceas presentes no intestino em relacdo ao tratamento controle. No experimento 2
a inclusdo de FSFL e FSFS aumentou o nimero de células caliciformes. A atividade da
amilase intestinal aumentou com a inclusdo de FSFL7%. Os estudos mostram que
podemos incluir até 21% de FSFL e 14% de FSFA sem prejudicar o desempenho
zootécnico, morfologia intestinal de juvenis de jundia. A quantidade de bactérias
patogénicas no intestino diminuiu com a incluséo de 14% de FSFL. A inclusdo de 7% de
FSFL aumenta a atividade da amilase intestinal de juvenis de jundia. O farelo de soja
fermentado € um ingrediente que traz beneficios a salde intestinal de juvenis de jundié.

Palavras-chave: Rhamdia quelen; fermentagéo; nutrigdo; enzimas digestivas.
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ABSTRACT

Fermentation is a process in which microorganisms break down macromolecules into
soluble low molecular weight compounds. There is evidence of positive results about the
effects of fermentates on fish health, but they are still limited. To study this question, two
experiments were carried out with a duration of 56 days. In experiment 1, the objective
was to evaluate the level of inclusion of soybean meal fermented by the bacterium
Lactobacillus acidophilus (FSFL), on the performance and intestinal health of juveniles
of silver catfish. The experiment was carried out in a completely randomized design with
five treatments and four replications. 240 juveniles of silver catfish (Rhamdia quelen)
(3.0 £ 0.5 g) were used and distributed in 20 polyethylene boxes. Five isoproteic (39%
crude protein) and isoenergetic diets (about 4300 kcal of crude energy / kg) were
formulated with five FSFL inclusion levels (0, 7, 14, 21 and 28%). In experiment 2, the
objective was to compare the effect of diets containing soybean meal fermented by
Lactobacillus acidophilus (FSFL) with soybean meal fermented by Aquate® (FSFA) on
the zootechnical performance and intestinal health of juveniles of silver catfish. The
experiment was carried out in a completely randomized design with five treatments and
four replications, and the treatments corresponded to the addition of 0, 7 and 14% FSFL
and 7 and 14% FSFA. 240 juveniles of silver catfish (17.44 + 4.08 g) were distributed in
20 polyethylene boxes. In experiment 1, the inclusion of up to 21% of FSFL did not affect
the performance of the silver catfish. Fish fed a diet containing 28% FSFL had less weight
gain compared to the control treatment. The inclusion of 14% FSFL decreased the
concentration of vibrionaceous bacteria present in the intestine in relation to the control
treatment. In experiment 2, the inclusion of FSFL and FSFS increased the number of
goblet cells. Intestinal amylase activity increased with the inclusion of FSFL7%. Studies
show that we can include up to 21% FSFL and 14% FSFA without impairing zootechnical
performance, intestinal morphology of juveniles of silver catfish. The amount of
pathogenic bacteria in the intestine decreases with the inclusion of 14% FSFL. The
inclusion of 7% of FSFL increases the intestinal amylase activity of juveniles of silver
catfish. Studies have shown that fermented soybean meal is an ingredient that benefits the
intestinal health of juvenile silver catfish.

Keywords: Rhamdia quelen; fermentation; nutrition; digestive enzymes.

= O original deste documento € eletronico e foi assinado utilizando Assinatura Digital SGP-e por THIAGO EL HADI PEREZ FABREGAT em 15/04/2021 as 08:08:05, conforme Decreto Estadual n° 39, de 21 de fevereiro de 2019.

— Para verificar a autenticidade desta copia impressa, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00012285/2021 e o cédigo 6F19FMP7.



APRESENTACAO

Esta tese contém trés capitulos, sendo que nesses se encontram o0s seguintes manuscritos:

CAPITULO 1 — Consideracdes gerais.

CAPITULO 2 — Manuscrito elaborado na forma de artigo cientifico com o titulo “O

farelo de soja fermentado pode melhorar a salde intestinal de juvenis de jundia?”

CAPITULO 3 — Manuscrito elaborado na forma de artigo cientifico com o titulo: “O
enriquecimento do farelo de soja fermentado pode melhorar a sadde intestinal de juvenis

de jundia?”
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. Introdugéo

O aumentou populacional fez com que crescesse 0 consumo de peixes em todo o
mundo (DELGADO et al, 2020). Para atender a essa demanda por pescado, tornou-se
necessaria a expansdo e intensificacdo da producdo (CALIXTO et al., 2020). Essas
praticas podem levar a uma depressdo imunoldgica e fisioldgica dos peixes e,
consequentemente, alta mortalidade, fazendo com que o setor busque por racdes de
qualidade (NEDAEI et al., 2019). Diferentes ingredientes tém sido estudados a fim de
garantir que os animais possuam um desempenho satisfatério, e aumente sua resisténcia
aos patogenos (SHAO et al.,, 2019 A fermentacdo € uma estratégia para atribuir
propriedades funcionais a ingredientes amplamente utilizados nas dietas (SANJUKTA,;
RAI, 2016). Durante o processo de fermenta¢do os microrganismos quebram as ligacoes
peptidicas, e disponibilizam peptideos com diferentes massas moleculares e sequencias
de aminoacidos (AZARM; LEE, 2014). Estas sequéncias apresentam atividades
bioldgicas muito diversas e benéficas (SANJUKTA; RAI, 2016).

O farelo de soja € um ingrediente que tem sido comumente utilizado na
fermentacdo por ser uma fonte proteica mais acessivel e possuir um perfil de aminoéacidos
equilibrado (JIANG et al., 2017). Em estudos com peixes, o uso do farelo de soja
fermentado demonstrou resultados positivos sobre parametros bioquimicos e
hematoldgicos, do metabolismo lipidico e da salde hepato-intestinal, bem como, efeito
antioxidante (CHOI et al., 2020; HE et al; 2020; WANG et al., 2019; NOVRIADI et al.,
2018; JIANG et al., 2018; SEONG et al., 2018; WANG et al., 2016). Melhora nas
respostas imunes inespecificas e na atividade de enzimas digestivas também foram
observadas (CHOI et al., 2020; HE et al., 2020; SEONG et al., 2018; FOTEDAR, 2017;
LEE et al., 2016; SOTOUDEH et al., 2016; SHIU et al., 2015).

A escolha da cultura inicial de bactérias utilizada para fermentacdo € muito
importante, uma vez que esta permite o controle sobre o processo, acelera e orienta quais
tipos de microrganismos estardo presentes e padroniza o produto final (LERQOY et al.,
2004). Os Lactobacillus tem sido bastante utilizado na fermentacao pois sdo consideradas
bactérias ndo patogénicas e seguras (SELLE et al., 2014). Assim como o Enterococcus
faecium, um membro da microflora intestinal dos peixes, € um probi6tico reconhecido
com efeitos inibitorios contra enteropatdégenos (LEE et al., 2016). Além da fermentacéo

bacteriana, temos a fermentacdo fungica. Assim como na fermentacdo bacteriana, na
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fermentacdo fangica o tamanho da proteina é reduzido e aumenta-se o valor nutricional
da racdo (MUKHERJEE et al., 2016).

Em geral os trabalhos utilizando o farelo de soja fermentado na dieta de peixes
abordam-no apenas como ingrediente nas dietas. Recentemente mais pesquisas tém
avaliado o uso do fermentado e seu impacto na saude (LEE et al., 2016), porém ainda séo
necessarios mais estudos. Diante disso, 0 objetivo geral desta tese foi avaliar o efeito do
nivel de incluséo e do enriquecimento do farelo de soja fermentado sobre o desempenho

zootécnico e saude intestinal de juvenis de jundia (Rhamdia quelen).
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2. Reviséo Bibliografica
2.1 Alimentos fermentados

A fermentagdo de alimentos é uma ferramenta biotecnoldgica utilizada atualmente
por seus beneficios a saude. Este processo é utilizado desde os tempos antigos para
preservar os alimentos pereciveis (SANJUKTA,; RAI, 2016). Os fermentados podem ser
definidos como aqueles alimentos ou bebidas que servem como substratos para
microrganismos cujas enzimas (amilases, proteases, lipases entre outras), transforma
compostos organicos complexos em componentes menores (HUTKINS, 2006). As
fermentacdes podem ser classificadas em alcodlica, acética e latica (Tabela 1), de acordo
com metabodlitos e microrganismos envolvidos, e consequentemente, o produto desta
fermentagdo. (CARVALHO, 2016).

Tabela 1. Tipos de fermentacéo

Tipo Matéria-prima Produto Agente Exemplo
Alcdolica Acucares soltveis  Etanol+ CO; S. cerenisae  Vinho e cerveja
Acética Etanol Acido acético Acetobacter  Vinagre de vinho
Latica Carboidrato Acido Latico Lactoacillus ~ Azeitonas, soja

Adaptado de Carvalho, 2016

Durante a fermentagdo, 0s microrganismos quebram as cadeias proteicas,
liberando pequenas cadeias de aminoacidos, peptideos bioativos, que sdo inativos dentro
da sequéncia proteica original (SANJUKTA; RAI, 2016).). Os peptideos bioativos,
dependendo de sua sequéncia de aminoacidos, podem influenciar os principais sistemas
do organismo, como cardiovascular, digestivo, nervoso e imunologico (SANJUKTA,
RAI, 2016). Algumas das propriedades dos peptideos bioativos do fermentado de soja
sdo a melhora do sistema imunoldgico, diminuicdo de lipideos no sangue, aumento da
atividade cerebral e controle de infec¢do, normalidade do movimento intestinal (Tabela
2) (SINGH et al., 2014).

Tabela 2. Exemplos de peptideos bioativos do fermentado de soja.

Bioatividade Peptideos
Prevencdo do cancer Met-Leu-Pro-Ser-Try-Ser-Pro-Try
Anti-hipertensivo Tyr-Val-Val-Phe-Lys
Diminuicao do colesterol Leu-Pro-Tyr-Pro-Arg
Estimulagéo da fagocitose His-Cys-GIn-Arg-Pro-Arg e GIn-Arg-Pro-Arg
Antioxidante Tyr, Met, His, Lys, e Trp
Imunomodulador His-Cys-GIn-Arg-Pro-Arg e GIn- Arg-Pro-Arg
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Met: metionina; Leu: leucina; Pro: prolina; Ser: serina; Try: triptofano; Val: valina; Phe: fenilalanina; Lys:
lisina; His: histidina; Cys: cisteina; GlIn: glutamina; Arg: arginina. Adaptado de Singh et al., 2014

A escolha da cultura inicial de bactérias utilizada para fermentacdo é muito
importante, uma vez que esta permite o controle sobre o processo, acelera e orienta quais
tipos de microrganismos estardo presentes e padroniza o produto final (LEROY et al.,
2004). Alimentos fermentados também servem frequentemente como transportadores de
bactérias probioticas (REZAC et al., 2018). No entanto, o fato de um alimento ser
produzido por fermentacdo ndo indica necessariamente que contenha microrganismos
vivos (HUTKINS, 2006). Durante o processo de secagem da ragdo pode ocorrer a
inativacdo dos microrganismos pela acdo do calor (REZAC et al., 2018). Mesmo
alimentos fermentados ndo processados termicamente podem conter baixos niveis de
organismos vivos devido as condi¢cBes ambientais desfavoraveis que reduzem as
populagdes microbianas ao longo do tempo (TAMANG et al., 2016). A auséncia de
microrganismo vivos no produto final ndo impede um papel funcional positivo, as
vitaminas, inativacdo de fatores antinutricionais continuardo presentes no momento do
consumo (REZAC et al., 2018).

Nos Ultimos anos, aumentou as pesquisas com uso de produtos fermentados como
ingrediente na alimentacdo animal como um meio de aumentar o desempenho dos animais
(AZARM; LEE 2014)). A fermentacdo aumenta a utilizacdo de proteina pelos animais ao
torna-la mais facilmente digerivel (JIANG et al., 2018) e reduz os fatores antinutricionais
como o acido fitico, por meio da reducdo do pH, que otimiza a atividade de fitase
enddgena, removendo assim a maioria deste acido (MARCO et al., 2017). Melhora o
perfil de aminoacidos, possui microrganismos probidticos, promove crescimento,
melhorando a absor¢édo de nutrientes e respostas imunes exercidas e efeitos antioxidantes
(DOSSOU et al., 2018), favorece a morfologia intestinal e as atividades das enzimas
digestivas (FENG et al., 2007). Na tabela a seguir (Tabela 3) alguns trabalhos que
utilizaram ingredientes fermentados na alimentacdo animal e obtiveram resultados

positivos em relagdo a satde dos animais.
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Autor Espécie Ingrediente fermentado e nivel de inclusdo Nivel Resultado
i Aumento da enzima digestiva e
Carpa comum (Cyprinus Farinha de subproduto de aves fermentado da g
Dawood et al. 2021 P . P por Saccharomyces cerevisiae. 15-20% A . L
carpio) funcéo imunoldgica e
crescimento
. . . Aumento do crescimento,
Kinguio (Carassius auratus Folhas de moringa fermentadas por ..
Zhang et al., 2020 o ; . 40% resposta antioxidante e
gibelio) Aspergillus niger .
resisténcia a doencas
Farelo de soja fermentado por Lactobacillus AUMENto 0 Crescimento e
Lietal, 2020 A Achiga bulgaricus, Saccharomyces cerevisiae e 14% i . « -
. . imunidade néo especifica
Bacillus subtilis
Aumento o crescimento
. Pregado (Scophthalmus Farelo de soja fermentado por Enterococcus . . ’
Lietal., 2020 B gado ( . P ) . P 36% capacidade antioxidante e
maximus) faecium . )
imunidade
. A Farelo de soja fermentado por Bacillus, Melhora na enzimas digestivas e
Caranguejo-luva chinés . . «
Xu et al., 2020 . . . Lactobacillus spp. e Saccharomyces 15% na capacidade de absor¢éo de
(Eriocheir sinensis) . S
cerevisiae aminoacidos
: . Aumentou crescimento
Pargo-japonés (Pagrus Farelo de colza fermentado com Aspergillus e . ’
Dossou et al., 2018 go-jap . (Pag Perg 25-50% utilizacdo de nutrientes, resposta
major) oryzae . . .
imune e efeito anti-oxidante
- Pampo-ver ir Farel ja fermen r Aspergill Preveniu alteracdes histoldgi
Novriadi et al.. 2017 ampo-verdadeiro arelo de soja fermentado por Aspergillus 50% eveniu alteragdes histologicas

(Trachinotus carolinus)

oryzae and Bacillus subtilis

no figado
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Jiang et al., 2017

Ding et al., 2015

Farelo de soja fermentado por Bacillus

I . 40%
subtilis, Lactobacillus spp. °

Achiga

Farelo de soja fermentado por Pediococcus
acidilactic, Enterococcus faecalis,
Saccharomyces cerevisiae, candida utilis, 25%
Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Rhodopseudomonas palustris;

Camarao (Macrobrachium
nipponense)

Aumentou crescimento

Melhorou crescimento
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2.3 Microrganismos utilizados na fermentacéo

A fermentacdo microbiana é realizada usando fungos ou cepas bacterianas
(MUKHERIJEE et al., 2016). Os Lactobacillus tem sido bastante utilizado na fermentacao
pois sdo consideradas bactérias ndo patogénicas e seguras (SELLE et al., 2014). E néo-
flagelado, ndo-movel, ndo forma esporos, e é intolerante ao sal. O pH o6timo para
crescimento é de 5,5 a 6,0, e pode ocorrer a uma temperatura tdo alta quanto 45 ° C, mas
0 crescimento 6timo ocorre dentro de 35-40° C, e (OZOGUL; HAMED, 2016). Utilizam
como fonte energética carboidratos como amigdalina, celobiose, frutose, galactose,
glicose, lactose, maltose, manose, salicina, sacarose e trealose (GOMES; MALCATA,
1999). Segundo Ganzle (2015) durante a fermentagdo dos alimentos os Lactobacillus
inibem outros microrganismos competidores ao combinar a réapida utilizacdo de
carboidratos e producdo de acidos laticos. A maioria das culturas probidticas sdo dos
géneros Lactobacillus (SELLE et al.,, 2014). As bactérias pertencentes ao grupo
acidophilus produzem uma variedade de compostos antimicrobianos, o que faz com que
diminua a quantidade de bactérias patogénicas (GOPAL, 2011).

Dentre as bactérias fermentadoras também temos o Enterococcus faecium, um
membro da microflora intestinal dos peixes, € um probidtico reconhecido com efeitos
inibitorios contra enteropatdgenos (LEE et al., 2020). As bactérias do género
Enterococcus sdo pertencentes ao grupo Gram-positivo, se apresentam como COCOS
isolados ou agrupados em cadeias curtas (AZEVEDO, 2013). Sao anaerobios facultativos
e a temperatura 6tima de crescimento é 35°C, embora a maioria se desenvolva entre 20 e
45°C, crescem em meios contendo altas concentragfes de sal e em pH de até 9,6
(DONATO, 2007). Fermentam diferentes carboidratos dentre eles manitol, arabinose,
sacarose, rafinose e sorbitol (AZEVEDO, 2013). Estudos anteriores relataram que E.
faecium poderia induzir respostas imunes e inibir a infeccdo causada por Edwardsiella
tarda em enguia europeia (Anguilla anguilla L.) (CHANG; LIU, 2002) e Lactococcus
garvieae em solha verde-oliva (Paralichthys olivaceus) (KIM et al., 2012). A incluséao de
E. faecium pode melhorar o desempenho de crescimento, as respostas imunes e atividade
antioxidante em tilapia (LEE et al., 2020)

Além da fermentacdo bacteriana, temos a fermentacéo fungica. Dentre as espécies
utilizadas temos a Saccharomyces cerevisiae. E um fungo unicelular, anaerébio
facultativo, utiliza glicose, maltose e sacarose como fonte de energia (DUARTE, 2011).
Segundo o mesmo autor, a temperatura 6tima de seu crescimento entre 20 e 30°C, e pH
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entre 45 e 55. Esta levedura produz metabdlitos diferentes, como enzimas,
oligossacarideos, amino&cidos, peptideos, acidos organicos e vitaminas (DAWOOD;
KOSHIO, 2019). Assim como na fermentacdo bacteriana, na fermentagdo fungica o
tamanho da proteina é reduzido. A fermentacdo fungica aumenta o valor nutricional da
racdo, aumentando a extrato etéreo e o conteddo de proteina bruta (MUKHERJEE et al.,
2016). Quando utilizada como probidticos nas dietas, a S cerevisiae pode ter um impacto
positivo no desempenho do crescimento, nas respostas imunes e na resisténcia a doencas

de varias espécies de peixes cultivadas (DAWOOD et al., 2020).

2.2 Fermentado de soja

O farelo de soja tem sido utilizado como substituto parcial da farinha de peixe
devido ao seu alto teor proteico, perfil de aminoacidos balanceados e sua digestibilidade
relativamente alta e baixo custo (LIANG et al., 2017). A fermentacdo quebra as ligacOes
peptidicas, tornando os peptideos de cadeia curta mais disponiveis (SONG et al., 2014),
também pode ocorrer a formacdo de aldeidos que conferem caracteristicas sensoriais
agradaveis, melhorando a aceitabilidade da soja (ESTEVES, 2017). A fermentacdo
utilizando diferentes tipos de microrganismo resulta em composicdo de aminoacidos
distintas, aumentando a quantidade dos mesmos, em relacdo a soja sem fermentacdo
(Tabela 4).
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Tabela 4. Composicdo de aminoécidos (g/ 100 g de proteina) da farinha de peixe, farelo de soja e farelo de soja fermentado com diferentes
microrganismos.

Microrganismos utilizados:

Farinhade Farelode cangida utilis- Bacillus. Aspergillus Saccehrz\r/?;in;ges Bacillus  Bacillus spp.-
peixe soja Zhou et al Kader 2011 OrvZae- Daiet Sharawy et subtilis- Shiu  Yamamoto et
2011 al, 2017 al. 2016 et al 2015 al. 2010

Proteina 68 45 58 - 44,82 50 50,2 48,3
Lisina 5,25 2,68 3,04 3,52 6,28 2,75 3,1 3,1
Metionina 1,57 0,59 0,63 0,38 2,49 0,57 0,5 0,8
Arginina 4,64 3,38 3,45 3.16 6,20 2,84 3,5 3,6
Treonina 2,53 1,71 2,01 1,85 3,71 1,82 2 1,9
Leucina 5,36 3,35 3,68 3,22 8,08 3,89 3,8 3,9
Isoleucina 3,29 1,99 2,17 1,78 4,88 1,99 2,2 2,3
Valina 3,79 2,09 2,33 3,20 5,83 2,03 2,3 2,4
Histidina 1,57 1,17 1,22 1,89 3,85 1,13 1,5 1,2
Fenilalanina 3,11 2,21 2,41 3,69 7,32 2,21 27 2,6
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Na Tabela 5 estdo apresentados estudos que abordaram o uso do fermentado de

farelo de soja, com diferentes microrganismos, em substituicdo a farinha de peixe na

alimentacdo de peixes. Os estudos mostram que esta substituicdo ndo prejudica o

desempenho zootécnico dos animais, até mesmo em niveis mais elevados (47,65%) como

no caso da truta (Oncorhynchus mykis). Estudos ja& mostraram a possibilidade do uso do

farelo de soja fermentado como substituto da farinha de peixe, porém sdo necessarios

mais estudos abordando os impactos e beneficios dessa substitui¢do na satde dos animais.

Tabela 5. Resultados de trabalhos que utilizaram farelo de soja em substitui¢éo a farinha

de peixe na alimentacdo de peixes e ndo tiveram o desempenho afetado.

Autor Espécie Microrganismo Nivel
Bacillus subtilis;
He et al., 2020 Mlcrop_terus Lactobacillus e 30%
salmoides Saccharomyces
cerevisiae
Bacillus subtilis,
Choi et al., 2019 Oncorhynchus Lactobacillus, 40%
mykiss Saccharomyces
cerevisiae
Seong et al., 2018 Para lichthys Bacillus subtilis 27,9%
olivaceus
Liang et al., 2017 L_a teola_lbrax - 25%
japonicus
Leeetal., 2016 Sebastes schlegeli Bacillus subtilis 40%
Wang et al., 2016 Scopht_halmus Lactobacillus 45%
maximus plantarum
Hassaan et al., 2015 Oreochromis Saccharomyces 37,4%
Niloticus cerevisiae
Zhou et al., 2011 Acanthopagrus Candida utilis 20%
schlegelii,
Yamamoto et al., 2010 Oncorh)_/nchus Bacillus sp 47,6%
mykiss
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2.4 Rhamdia quelen

O jundia (Rhamdia quelen) é um peixe de &gua doce nativo da América do Sul,
encontrado desde a Argentina até o México, vivendo em lagos e partes profundas de rios
(MATHIAS et al., 2018). E uma espécie que possui grande importancia econdmica e seu
cultivo vem crescendo rapidamente principalmente no sul do Brasil (BANDEIRA
JUNIOR et al., 2018). Em 2019 foram produzidas 678,14 toneladas de jundias em Santa
Catarina (EPAGRI, 2019). Seu cultivo ganhou destaque devido a sua rusticidade ao
manejo, bom crescimento durante o inverno, além da boa aceitacdo pelos consumidores
por seu sabor agradavel, auséncia de espinhos intramusculares e bom rendimento de
carcaca (GUILOSKI et al., 2018).

Os alevinos possuem répido crescimento, atingindo 5 cm de comprimento padrao
com 30 dias de idade em sistemas artificiais. Os animais submetidos & escuriddo tém
crescimento maior quando comparado aos expostos ao fotoperiodo normal (GOMES et
al.,, 2000). O crescimento do jundia aumenta com o incremento da temperatura,
principalmente nos primeiros anos (MATHIAS et al., 2018). Até o quarto ano de vida os
machos tem maior taxa de crescimento, apds esse periodo as fémeas passam a crescer
mais rapidamente (GOMES et al., 2000).

Trata-se de uma espécie onivora, com tendencia ao carnivorismo, se alimentando
desde peixes, crustaceos, insetos, restos vegetais, até detritos organicos (BANDEIRA
JUNIOR et al., 2018). E generalista em relacio a escolha do alimento, sendo encontrado
em seu conteudo gastrointestinal organismos além do habitat bentdnico (GOMES et al.,
2000). Segundo Signor et al., (2004) nas racdes é recomendado utilizar 38% de proteina
bruta para alevinos - proporcionando bom desempenho dos animais e aumento na
deposicao de proteina corporal. No entanto, esta espécie responde positivamente a niveis
superiores de proteina bruta (SIGNOR et al., 2004).

Nos ultimos anos o jundia tem sido utilizado como modelo no estudo de
ingredientes e aditivos. Sutili et al (2019) testou o efeito da suplementacéo de sistemas
nanoestruturados carreadores de citral sobre as respostas imunes inatas e a microbiota
intestinal, e observou reducédo da populacao bacteriana total no intestino do peixe. O nivel
de inclusdo de 5% de hidrolisado de proteico de sardinha causou aumento na atividade
enzimatica digestiva e nas populac6es de bactérias acido-lacticas, quando suplementado
nas dietas de jundias (HA et al., 2019). Uczay et al. (2019) incluiram o farelo de soja
hidrolisado nas dietas e o crescimento do jundia foi maior em todos os niveis de inclusdo

quando comparado a dieta controle. Mauerwerk et al. (2021) avaliou os efeitos do glicerol
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na alimentacdo de alevinos e até 7,5% da inclusdo de glicerol ou mesmo a substituicdo
total do milho sem afetar pardmetros morfométricos e de desempenho ou causando danos
a saude. Diante desses resultados, pode-se concluir que o farelo de soja fermentado € um
ingrediente promissor, trazendo beneficios ao crescimento e salde na aquicultura. E com
base em estudos anteriores essa espécie foi escolhida como modelo bioldgico dos estudos

que compdem esta tese.
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Capitulo 2- O farelo de soja fermentado pode melhorar a satude intestinal de
juvenis de jundia?

Resumo

A fermentacdo é um método que pode promover a qualidade de ingredientes da racdo,
inativar fatores antinutricionais, melhorar a biodisponibilidade nutricional e aumentar as
proteinas solUveis e pequenos peptideos. O objetivo deste trabalho é avaliar o efeito de
dietas contendo diferentes niveis de inclusdo de farelo de soja fermentado por
Lactobacillus acidophilus (FSFL) sobre o desempenho zootécnico e saude intestinal de
juvenis de jundia. O experimento foi realizado em um delineamento inteiramente
casualizado com cinco tratamentos e quatro repeticdes, e 0s tratamentos corresponderam
a adicdo de 0, 7, 14, 21 e 28% de fermentado de soja as dietas. Foram utilizados 240
juvenis de jundia (3,0£0,5 g) distribuidos em 20 caixas de polietileno. O experimento teve
duracdo de 56 dias. Os seguintes parametros de desempenho serdo avaliados: peso médio
final, ganho de peso (GP, g = peso médio final — peso médio inicial), conversdo alimentar
aparente (CA= consumo de racdo/ ganho de peso), e sobrevivéncia. No final do
experimento foram coletados dois peixes por repeticdo para analises de histomorfometria
intestinal, dois peixes por repeticdo para as analises microbiologicas e 2 peixes por
repeticdo para as anélises de atividade enzimética. A inclusdo de até 21% de FSFL néo
afetou o desempenho dos juvenis de jundia. Os peixes alimentados com a dieta contendo
28% de FSFL tiveram menor ganho de peso em relagéo ao tratamento controle. A inclusédo
de 14% de FSFL diminuiu a concentracdo de bactérias vibrionaceas presentes no intestino
em relacdo ao tratamento controle. A quantidade de bactérias laticas e bactérias
heterotroficas totais ndo diferiram entre os tratamentos. A inclusdo de FSFL néo alterou
a atividade da amilase, protease alcalina e lipase no trato digestério. A inclusdo de FSFL
ndo alterou a largura, altura total e parcial das vilosidades intestinais. Conclui-se que a
inclusdo de até 21% de fermentado de soja ndo prejudica o desempenho zootécnico,
morfologia intestinal e atividade enzimatica de juvenis de jundid. A quantidade de
bactérias patogénicas no intestino diminui com a incluséo de 14% de fermentado de soja.

Palavras-chave: Fermentacdo, Rhamdia quelen; nutricdo de peixes; enzimas digestivas;
histologia intestinal
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Abstract

Fermentation is a method that can promote the quality of feed ingredients, inactivate
antinutritional factors, improve nutritional bioavailability and increase soluble proteins
and small peptides. The objective of this work is to evaluate the effect of diets containing
different levels of inclusion of soybean meal fermented by Lactobacillus acidophilus
(FSFL) on the zootechnical performance and intestinal health of juveniles of silver
catfish. The experiment was carried out in a completely randomized design with five
treatments and four replications, and the treatments corresponded to the addition of 0, 7,
14, 21 and 28% of soy fermented to the diets. 240 juveniles of silver catfish (3.0 £ 0.5 g)
were distributed in 20 polyethylene boxes. The experiment lasted 56 days. The following
lots of performance parameters will be evaluated: final average weight, weight gain (GP,
g = final average weight - initial average weight), apparent feed conversion (AC = feed
intake / weight gain), and survival. At the end of the experiment, two fish were collected
per repetition for analysis of intestinal histomorphometry, two fish per repetition for
microbiological analyzes and 2 fish per repetition for analyzes of enzymatic activity. The
inclusion of up to 21% of FSFL did not affect the performance of silver catfish juveniles.
Fish fed a diet containing 28% FSFL had less weight gain compared to the control
treatment. The inclusion of 14% of FSFL decreased the concentration of vibrionaceous
bacteria present in the intestine in relation to the control treatment. The amount of lactic
bacteria and total heterotrophic bacteria did not differ between treatments. The inclusion
of FSFL did not alter the activity of amylase, alkaline protease and lipase in the digestive
tract. The inclusion of FSFL did not change the width, total and partial height of the
intestinal villi. It is concluded that the inclusion of up to 21% of soy fermented does not
affect the zootechnical performance, intestinal morphology and enzymatic activity of
juveniles of silver catfish. The amount of pathogenic bacteria in the intestine decreases
with the inclusion of 14% soy fermented.

Keywords: Fermentation, Rhamdia quelen; fish nutrition; digestive enzymes; intestinal
histology
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1. Introducéo

Alimentos fermentados sdo consumidos na alimentacdo humana ha muitos anos,
devido a sua qualidade nutricional e funcional (MUKHERJEE et al., 2016). Nos ultimos
anos, o uso de produtos fermentados como ingrediente na aquicultura atraiu a atenc¢do dos
pesquisadores, principalmente como substituto da farinha de peixe (LIANG et al., 2017,
JIANG et al., 2017; LEE et al., 2016; SHARAWY et al., 2016; WANG et al., 2016). A
fermentagcdo é um método que pode promover a qualidade de ingredientes da racao,
inativar fatores antinutricionais, melhorar a biodisponibilidade nutricional e aumentar as
proteinas solUveis e pequenos peptideos (CHOI et al., 2020)

O farelo de soja € um ingrediente que tem sido comumente utilizado na
fermentacdo por ser uma fonte proteica de baixo preco e possuir um perfil de aminoécidos
equilibrado (JIANG et al., 2017). A fermentacdo melhora algumas propriedades do farelo
de soja, como a diminuicdo dos fatores antinutricionais que atrapalham a digestéo,
melhora da utilizacdo de proteina, melhora valor nutricional e do sabor (JIANG et al.,
2018). Em estudos com peixes, 0 uso do farelo de soja fermentado demonstrou resultados
positivos sobre ganho de peso (SEONG et al., 2018; LIANG et al., 2017; LEE et al., 2016;
SHIU et al., 2015), melhora na composicao da microbiota intestinal (CATALAN et al.,
2018; HE et al., 2020; LI et al., 2020). Melhorar a atividade enziméatica (DAWOOQD et
al., 2020; PHULIA et al. 2017; SOTOUDEH et al., 2016; SHAMNA et al., 2014) e da
morfometria intestinal (DAWOOD 2021; DAWOOD et al., 2020; WU et al., 2020;
CHACHAJ et al., 2019; FENG et al., 2007).

Neste estudo o jundia (Rhamdia quelen) foi utilizado como modelo bioldgico. Esta
espécie ja foi utilizada na avaliacdo do efeito de alimentos funcionais sobre a salde
intestinal (HA et al., 2019). Niveis elevados de farelo de soja podem ser incluidos em sua
dieta (LAZZARI et al., 2010, 2008) e o uso do farelo de soja hidrolisado ja foi avaliado
com efeitos positivos sobre a resposta antioxidante (UCZAY et al., 2019). Assim, o
objetivo deste trabalho € avaliar o efeito de dietas contendo diferentes niveis de incluséo
de farelo de soja fermentado por Lactobacillus acidophilus (FSFL) sobre o desempenho

zootécnico e saude intestinal de juvenis de jundia.
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2. Materiais e métodos

2.1 Delineamento experimental

O experimento foi realizado no Laboratério de Piscicultura da Universidade do
Estado de Santa Catarina (UDESC), Lages, SC, Brasil. Foi realizado em um delineamento
inteiramente casualizado com cinco tratamentos e quatro repeti¢fes, e os tratamentos

corresponderam & adigdo de 0, 7, 14, 21 e 28% de fermentado de soja as dietas

2.2 Producéo e caracterizagdo do fermentado

O farelo de soja foi fermentado utilizando indculos da bactéria Lactobacillus
acidophilus da marca Aché® utilizando a uma adaptacdo da metodologia de Azarm e Lee
(2014). O farelo de soja foi adquirido de fornecedor local e a bactéria de estabelecimento
comercial. Inicialmente o farelo de soja foi autoclavado a 100° por 20 minutos. Apés
esfriar, foram inoculados 44 gramas de bactéria (10° UFC) a cada um quilo de farelo de
soja e misturando uniformemente. Também foi adicionado 50% do peso do farelo de soja
em agua deionizada e a mistura foi colocada em bandeja esterilizada com alcool 70°. A
mistura foi mantida com uma altura de dois centimetros e a bandeja foi colocada na estufa
a 36°C. A cada 12 horas o material era pesado e a dgua evaporada reposta com nova
homogeneizacdo, de modo que a umidade foi mantida em 50%. A cada 24 horas, até o
tempo maximo de 96 horas foram coletadas amostras do material em trés ciclos de
producdo diferentes para analises de bactérias laticas, pH, atividade enzimatica e proteina
solivel, de forma a determinar o tempo 6timo de fermentacdo. Ap6s o tempo de
fermentacdo o FSFL foi seco em estufa até atingir peso constante e posteriormente
mantido no freezer até 0 momento da utilizacéo.

Para a contagem de bactérias laticas as amostras de um grama do FSFL foram
diluidas serialmente (1:10), em solucéo salina estéril a 0,65% (SSE), e semeadas no meio
de cultura &gar MRS. Os fermentados semeados nas placas de Petri foram incubados em
estufa e a temperatura mantida a 35 graus Celsius. Foram efetuadas as contagens totais
de unidades formadoras de colénias (UFC), ap06s 48 horas de incubacgdo no agar (Figura
1).
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Figura 1. Contagem de bactérias laticas de farelo de soja fermentado com Lactobacillus acidophilus em
diferentes tempos de fermentac&o.

O pH foi medido em soluc¢éo, de acordo com o método potenciométrico, descrito
pela Association of Official Analytical Chemists (LANE, 1995). Dez gramas de FSFL
nos diferentes tempos de fermentacdo foram colocados em um erlenmeyer de 250 ml,
onde foi adicionado 100 mL de &gua destilada a 25°C. Ap6s adicdo de agua, o contetdo
foi misturado em um agitador eletrénico (marca DiagTech, modelo DT3110H) por 30
minutos. O conteddo foi alocado em um becker de 500 ml, ficou em descanso por 10
minutos e, em seguida, mediu-se o pH (pHmetro da marca Alfakit, modelo AT-355)
(Figura 2).
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Figura 2. AvaliacBes de pH no farelo de soja fermentado com Lactobacillus acidophilus em diferentes
tempos de fermentag&o.

Foram realizadas analises de atividade enzimatica de amilase e protease alcalina
nos diferentes tempos de fermentacdo do FSFL. As amostras foram colocadas em tubos
tipo falcon onde foram diluidos em agua destilada resfriada (1:6, p/v). Os tubos foram
centrifugados por 15 minutos a 4000 rpm, e os sobrenadantes foram usados nas analises.
Todos os ensaios foram analisados em duplicata nos trés ciclos de producéo descritos
anteriormente. A atividade da amilase (Figura 3) foi medida a A = 580 nm usando amido
solavel dissolvido (0,3%) em solugcdo tampdo de Na,HPOs4 (pH 7,4) como substrato
(METAIS; BIETH, 1968). Uma unidade de atividade da amilase (U) foi definida como
mg de amido hidrolisado em 30 min a 37 °C por ml de extrato enzimatico (Figura 3).
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Figura 3. Atividade de amilase (UA/mg) no farelo de soja fermentado com Lactobacillus acidophilus em
diferentes tempos de fermentacéo.

A atividade da protease alcalina total (Figura 4) foi determinada ap6s 30 min de
incubacdo a 25°C, utilizando caseina a 0,5% (p/v) como substrato em Tris-HCI 50 mM
(pH 8.0). A reacdo foi parada com 4cido tricloroacético (20% p/v), o extrato foi
centrifugado (5000 rpm, 20 min) e a absorbancia do sobrenadante foi medida a A = 280
nm a temperatura ambiente. Uma unidade de atividade da protease (U) por ml foi definida
como 1 pmol de caseina hidrolisada por min por ml de extrato enzimatico (GARCIA-
CARRENO e HAARD, 1993).
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Figura 4. Atividade da enzima protease no farelo de soja fermentado com Lactobacillus acidophilus em
diferentes tempos de fermentacéo.

Para mensurar a proteina soltvel, o fermentado foi macerado até a obtencédo de
um pé fino obtido, adicionou-se tampdo Tris-HCI50 mM, pH 7,0, contendo inibidores
de proteases (fluoreto de fenilmetilsulfonila 1 mM, benzamidinal mM, tioureia 2 mM e
EDTA 10 mM) epolivinilpolipirrolidona 2 % (m/v) foi medida de acordo com a
metodologia de Bradford (1976) (Figura 5).
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Figura 5. Proteina solGvel (mg/L) de farelo de soja fermentado com Lactobacillus acidophilus em

diferentes tempos de fermentacéo utilizando o método de Bradford.

Com base na contagem de bactérias laticas e nas outras analises foi determinado

0 tempo de 48 horas para a fermentacdo do FSFL. Foram coletadas entdo amostras antes
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e depois da fermentacdo para as analises bromatologicas (AOAC, 1995) e perfil de

aminoacidos (Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢do bromatologica e dos aminoacidos da farinha de peixe, farelo de
soja e farelo de soja fermentado por Lactobacillus acidophilus (FSFL).

Farinha Farelo de

de peixe  sojacru FSFL
Composicgao centesimal (%)
Proteina bruta 68 45 41,77
Extrato etéreo 7,5 5,23 4,19
Matéria seca 91,68 88,35 90,64
Matéria mineral 2,67 7,42 7,75
Aminoécidos essenciais (%)
Arginina 4,43 3,43 3,47
Histidina 1,57 1,17 131
Isoleucina 3,29 1,99 2
Leucina 5,36 3,35 3,84
Lisina 3,39 2,87 3,14
Alanina 3,10 1,53 2,33
Metionina 1,17 0,62 0,60
Fenilalanina 3,11 2,21 2,73
Valina 3,79 2,09 2,38
Treonina 2,12 1,82 1,98
Aminoéacidos ndo-essenciais (%)
Prolina 2,97 2,12 2,63
Cistina 0,77 0,68 0,72
Alanina 3,67 2,08 2,33
Prolina 3,61 2,37 2,63
Acido aspartico 3,56 4,36 5,86
Acido glutamico 5,37 7,54 9,12
Glicina 4,09 1,48 2,15
Serina 2,26 1,80 2,70
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Tirosina 1,15 0,96 1,74

2.3 Dietas experimentais

Foram formuladas cinco dietas isoproteicas (39% de proteina bruta) e
isoenergeticas (cerca de 4300 kcal de energia bruta/ kg) com cinco niveis de incluséo (0,
7, 14, 21 e 28%) do FSFL (Tabela 2). Além do fermentado as dietas foram formuladas
utilizando-se milho e o 6leo de soja como fontes energéticas farinha de peixe e farelo de
soja como fontes proteicas. A farinha de peixe marinha foi adquirida da Agroforte®
(Laguna, Santa Catarina, Brasil). Os ingredientes foram triturados em moinho de faca
com peneira de 2 mm de didmetro de malha, misturados, peletizados com adi¢do de agua
(30%) e levados a estufa a 45°C por 36 horas. A composi¢do bromatologica das dietas foi
analisada usando os métodos descritos em AOAC (2000). As dietas foram armazenadas

em potes plasticos e conservadas sob refrigeracdo (4°C) até o momento da utilizacéo.

Tabela 2. Formulagédo e composicao analisada das dietas experimentais.

Dietas experimentais

FSFL FSFL FSFL

Ingredientes (%) 0% FSFL 7%

14% 21% 28%
Farelo de soja 25 25 25 25 25
Milho 9,5 9,0 8,5 8,5 8,5
Farinha de trigo 12 12 12 12 12
Farinha de peixe 46,5 40,5 34,5 28,0 22,0
FSFL 0 7 14 21 28
Oleo de soja 6 5,5 5,0 45 3,5
Premix? 1 1 1 1 1
Composicéo centesimal
PB% 39,19 38,74 38,43 37,93 37,45
EB (kcal kg ™) 4298,93  4314,77 420553  4219,67 433341
EE% 11,05 10,38 9,71 7,09 7,87
Aminoécidos
essenciais (%)
Lisina 3,38 3,22 3,08 2,93 2,88
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Metionina 1 0,92 0,85 0,77 0,70
Arginina 2,18 2,26 2,36 2,44 2,48
Treonina 1,83 1,82 1,77 1,73 1,71
Leucina 3,51 3,45 3,41 3,36 3,32
Isoleucina 2,46 2,37 2,28 2,19 2,12
Valina 2,51 2,43 2,36 2,27 2,22
Histidina 1,08 1,07 1,06 1,05 1,05

1 Acido félico — 2.400 mg, acido nicotinico — 48 g, acido pantoténico — 24 g, biotina — 96 mg, vit. A — 2.400.000 U,
vit. D3 —400.000 U, vit. E — 24.000 UI, vit. B1 — 9.600 mg, vit. B2 — 9.600 mg, vit. B6 — 9.600 mg, vit. B12 — 9.600
mg, vit K3 —4.800 mg, vit. C — 96 g, ferro — 100 g, manganés — 40 g, zinco — 6.000 mg, cobalto — 20 mg, iodo — 200
mg, selénio — 200 mg, antioxidante — 19,6 g.

2.4 Animais e instalacéo

Os peixes foram adquiridos de piscicultura comercial e previamente aclimatados
as condigdes experimentais. Foram utilizados 240 juvenis de jundia (3,0£0,5 g) que foram
distribuidos em 20 caixas de polietileno volume atil de 80 litros ligadas em sistema de
recirculacdo de agua equipado com filtro mecanico, bioldgico e sistema de aguecimento.
Os peixes foram adquiridos de piscicultura comercial e previamente aclimatados as
condigdes experimentais. Os peixes foram alimentados até a saciedade aparente uma vez
ao dia as 9 horas da manha. Diariamente foram retirados os restos de alimentos e
verificada a presenca de animais mortos A temperatura (28,5 + 0,3 ° C), o pH (7,12 £
0,25) (Hanna HI198130) e o oxigénio dissolvido (6,41+0,54 mg dI %) (Hanna H19147-10)
174 foram monitorados diariamente. Amonia total foi averiguada semanalmente
(LabconTest, Alcon Pet, Brasil) (0,17 + 0,2 mg NH3 | ). A salinidade foi mantida em
torno de 4 g It (LUZ et al., 2008) em todos os aquarios durante todo o periodo
experimental. Os parametros mantiveram-se dentro dos parametros recomendados para o
cultivo do jundia (BALDISSEROTO; RADUNZ, 2004).

2.5 Desempenho produtivo e coleta de amostras

O experimento teve duragdo de 56 dias. No inicio e no final do experimento foram
realizadas biometrias para avaliar o crescimento dos animais. Os peixes foram
anestesiados em solucéo de dleo de cravo (1g 10 L de agua), individualmente pesados
em balanga digital semianalitica com precisdo de 0,01 g. Os seguintes parametros de
desempenho serdo avaliados: conversdo alimentar aparente (Conversdo= consumo de

racao / ganho de peso total), consumo (Consumo= alimento consumido periodo) e ganho
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de peso (GP = peso médio final — peso médio inicial). Nao houve mortalidade durante o
periodo experimental. No final do experimento foram coletados, anestesiados e
eutanasiados dois peixes por repeticdo para analises de histomorfometria intestinal, dois
peixes por repeticdo para as analises microbiologicas e 2 peixes por repeticdo para as

analises de atividade enzimatica.

2.6 Avaliacbes microbiologicas

Seguindo a metodologia de Bairagi et al., (2002), os tratos intestinais foram
homogeneizados e diluidos serialmente (1:10), em solucdo salina estéril a 0,65% (SSE),
e semeados nos meios de cultura &gar TCBS (tiossulfato, citrato, bile e sacarose) e agar
MRS, para a contagem de bactérias vibrionaceas e laticas respectivamente. Os intestinos
semeados nas placas de Petri foram incubados em estufas e a temperatura sera mantida a
36 graus. Foi efetuada as contagens totais de unidades formadoras de colbnias (UFC),
apos 24 horas de incubacdo no 4gar TCBS. No meio MRS, as contagens eram efetuadas
apos 48 horas de incubacéo.

2.7 Andlises enziméticas

Segundo a metodologia de Garcia-Carrefio e Haard (1993). O estomago e
intestinos foram extraidos por meio de uma incisdo longitudinal no ventre e
imediatamente congelados a -80 °C até o momento das analises. No momento das analises
os tratos foram pesados e cortados em pequenos pedacos e adicionados em tubos tipo
falcon onde foram diluidos em &gua destilada resfriada (1:6, p/v). Os tubos foram
submetidos a banhos ultrassdnicos durante 5 min (5 vezes de 1 min com intervalos de 1
min em banho de gelo) para rompimento das células intestinais e liberacdo das enzimas
digestivas e centrifugado por 15 minutos a 4 mil rotagdes por minuto, e os sobrenadantes
foram usados para determinar a atividade das enzimas digestiva. Todos 0s ensaios foram
analisados em duplicata.

A atividade da amilase foi medida a A = 580 nm usando amido soltvel dissolvido
(0,3%) em solucdo tamp&o de NazHPO4 (pH 7,4) como substrato (METAIS e BIETH,
1968). Uma unidade de atividade da amilase (U) foi definida como mg de amido
hidrolisado em 30 min a 37 °C por ml de extrato enzimatico. A atividade da protease
alcalina total foi determinada ap6s 30 min de incubacdo a 25 °C, utilizando caseina a
0,5% (p/v) como substrato em Tris-HCI 50 mM (pH 8.0). A reacdo foi parada com acido
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tricloroacético (20% p/v), o extrato foi centrifugado (5000 rpm, 20 min) e a absorbancia
do sobrenadante foi medida a A = 280 nm a temperatura ambiente. Uma unidade de
atividade da protease (U) por ml foi definida como 1 pmol de caseina hidrolisada por min
por ml de extrato enzimatico (GARCIA-CARRENO e HAARD, 1993). A atividade da
lipase foi medida a A = 410 nm usando p-nitrofenil laurato (3mM) em propanol como
substrato (BRABCOVA et al., 2013). A reacdo foi paralisada pela adicdo de acetona
(PASTORE et al., 2003). Uma unidade de atividade da lipase (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para a hidrolise de 1 pmol de p-nitrofenil laurato em 20

min a 25 °C por ml de extrato enzimatico.

2.8 Morfometria intestinal

Apds a eutanasia os peixes foram submetidos a incisao longitudinal no ventre para
a exposicdo dos orgdos. PorcBes de aproximadamente 3 cm de comprimento serdo
recolhidas do intestino médio (4 cm abaixo da juncdo do estbmago com o intestino),
mergulhadas em solugéo fixadora de formalina tamponada 10% por 24 horas, sendo este
substituido por alcool 70%, permanecendo conservadas até 0 momento da inclusao.

Foram confeccionadas duas laminas de cada amostra e os cortes, com cerca de 5
micrémetros, serdo corados de acordo com a técnica de coloragcdo hematoxilina de Harris-
Eosina (BEHMER et al., 2003). As laminas eram fotografadas, utilizando-se uma camera
digital acoplada a um microscopio (objetiva 4 vezes). Foram medidas 15 vilosidades de
cada peixe, os valores de altura total, altura e largura das vilosidades foram medidos

usando o software analisador de imagens ToupTek ToupView-x64, versdao 2270/07/03.

2.9 Andlises estatisticas

Todos dados foram submetidos a testes para a verificacdo da normalidade dos
erros e homocedasticidade das variancias. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo Teste de Dunnet usando o
programa estatistico SAS, versdo 9.0. Quando houve diferenca estatistica os dados foram

submetidos a analise de regresséo.
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3. Resultados
A inclusdo de até 21% de FSFL ndo afetou (P>0,05) o desempenho dos juvenis
de jundia (Tabela 3). Os peixes alimentados com a dieta contendo 28% de FSFL tiveram
menor (P<0,05) ganho de peso em relagdo ao tratamento controle.

Tabela 3. Desempenho zootécnico de jundias alimentados com dietas contendo diferentes
niveis de FSFL.

0% FSFL 7% FSFL 14% FSFL 21% FSFL 28% P

GP 28,71+4,98 29,81+3,40 29,03#5,35 28,24+2,72 19,15+3,8™ 0,0141
Consumo 32,80+2,66 32,56+5,58 31,84+2,74 31,41+191 27,46+4,34 0,2866

CA 1,16+0,16  1,09+0,10 1,08+0,08 1,12+0,07 1,28+0,16 0,1834

GP= ganho de peso; CA= conversdo alimentar; FSFL= farelo de soja fermentado por Lactobacillus
acidophilus. Médias seguidas de asterisco diferem do controle pelo teste de Dunnet (P<0,05). Ganho de
peso: y = -2,0687x + 33,196; R2 = 0,5479.

A inclusdo de 14% de FSFL diminuiu (P<0,05) a concentracdo de bactérias
vibrionéceas presentes no intestino de juvenis de jundia em relacdo ao tratamento controle
(Tabela 4). A quantidade de bactérias laticas e bactérias heterotréficas totais ndo diferiram

(P>0,05) entre os tratamentos avaliados.

Tabela 4. Concentracdo de vibriondceas, bactérias heterotréficas totais e total
microrganismos lacticos (UFC.g-! intestino) de jundias alimentados com dietas contendo
diferentes niveis de fermentado de soja.

0% FSFL 7%  FSFL 14% FSFL 21% FSFL 28% P
TCBS 3,99+0,17 2,88+0,20 1,99+0,43" 3,69+0,82  3,47+0,53 0,0043
TSA  3,23x143  3,21+0,49 3,22+1,26  3,46+0,96  3,46+0,92 0.9947
MRS  2,62+1,00 3,82+0,42  3,21+0,98 2,45+0,87 2,49+1,02 0.2340

TCBS= 4gar tiossulfato, citrato, sais biliares e sacarose (bactérias vibrionaceas); TSA= agar
triptona de soja (bactérias heterotroficas totais); MRS: agar Man, Rogosa e Sharpe (bactérias
lacticas); Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). TCBS: y =
0,0274x + 3,089; Rz = 0,0036. Médias seguidas de asterisco diferem do controle pelo teste de
Dunnet (P<0,05)

A inclusdo de FSFL néo alterou a atividade da amilase, protease alcalina e lipase

no trato digestorio de juvenis de jundia (Tabela 5).
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Tabela 5. Atividade enzimatica intestinal de juvenis de jundia jundias alimentados com
dietas contendo diferentes niveis de FSFL.

0% FSFL 7% FSFL 14% FSFL 21% FSFL 28% P
Amilase* -1,7+3,68 -0,30+1,57 -1,94+2,39 -0,29+1,09 -0,19+0,73 0,2973
PAT 347,4£356,5 173,02+112,9 426+260,83 286,5+230,78 400,02+374,4 0,4162
Lipase 1,47+1,01 1,59 +0,8 1,73 +0,74 1,36 +0,8 1,03+ 0,75 0,7380

PAT= protease alcalina total. *A atividade da protease alcalina (U) foi definida como 1 umol de caseina
hidrolisada por min por ml de extrato enzimatico. A atividade da amilase (U) foi definida como mg de
amido hidrolisado em 30 minutos a 37°C por ml de extrato enzimatico. Uma unidade de atividade da
lipase foi definida como quantidade de enzima necessaria para a hidrolise de 1 umol de laurato em 20
min por ml de extrato enzimatico.

A inclusdo de FSFL ndo alterou (P>0,05) a largura, altura total e parcial das

vilosidades intestinais de juvenis de jundia (Tabela 6).

Tabela 6. Histologia intestinal de jundias alimentados com dietas contendo diferentes
niveis de FSFL.

0% FSFL 7% FSFL 14% FSFL 21% FSFL 28% P

AT 606,83 +54,6 614,74+1994 570,46+148,1 548,21+1379 668,65+119,1 0,3832
AP 614,74+199,4 491,04+142,1 459,16+134,6 455,53+117,7 518,48+127,8 0,4816

L 92,59+3,8 89,1+14,5 79,49+12,9 90,24+10,5 93,82+16,3 0,5165
AT= altura total; AP=altura parcial; L= largura

4. Discusséo

No presente estudo a inclusdo de até 21% de FSFL ndo afetou o desempenho
zootécnico do jundia. O jundia tem o habito alimentar onivoro com tendencia a carnivoria,
considerado um peixe exigente quanto a qualidade da proteina (OLIVEIRA FILHO E
FRACALOSSI, 2006). Estudos anteriores mostraram que a inclusdo acima de 35% de
farelo de soja cru foi prejudicial ao crescimento desta especie (LAZARI et al., 2008).
Neste estudo foi possivel um alto nivel de inclusdo de subprodutos da soja, um total de
46% considerando a inclusdao do farelo de soja cru e fermentado. O que pode ter
possibilitado a substituicdo da farinha de peixe pelo FSFL, foi o processo de fermentagéo
que aumenta o valor nutricional, diminui o teor de fibra bruta, aumenta as proteinas de
baixo peso molecular e a digestibilidade e inativa fatores antinutricionais (HE et al.,
2020). Estes resultados demonstram que o FSFL pode substituir uma proporcao elevada
da farinha de peixe nas dietas de jundia, ajudando assim a mitigar a crescente demanda

por farinha de peixe resultante do crescimento da aquicultura.
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O nivel mais alto de inclusdo de FSFL (28%) reduziu ganho de peso dos juvenis
de jundid. O resultado obtido neste experimento corrobora com outros estudos que
obtiveram resultados semelhantes, ao incluir niveis entre 24 e 30% de FSF (SEONG et
al., 2018; LIANG et al., 2017; LEE et al., 2016; SHIU et al., 2015). Uma possivel
explicacdo é pelo o aumento da proteina solGvel presente no fermentado, o que indica
maior proporcéo de peptideos de baixo peso molecular (JIANG et al., 2018). O excesso
de peptideos pode comprometer a absorcdo e o desempenho dos animais devido a
saturacdo dos mecanismos de transporte (SIDDIK et al., 2018; WEI et al., 2016; XU et
al., 2016; KHOSRAVI et al., 2015). Além disso, pode ocorrer o0 aumento da oxidacdo dos
aminoacidos e reducdo da retencdo de proteina dietética devido ao grande nimero de
peptideos livres presentes no fermentado utilizado neste estudo (WEI et al., 2020).

A inclusdo de 14% de FSFL promoveu a diminuicdo de bactérias vibrionaceas no
intestino dos jundias, quando comparado ao grupo controle. Outros autores ja
demonstram que o farelo de soja fermentado pode melhorar a composicdo da microbiota
intestinal (CATALAN et al., 2018; HE et al., 2020; LI et al., 2020). A maioria das
bacterias dos fermentados morre durante o processo de secagem, entretanto os residuos
de bactérias mortas e 0os metabdlitos produzidos podem ter contribuido para os resultados
(HE et al., 2020). Polissacarideos prebidticos sdo encontrados na parede celular dos
Lactobacillus utilizados na fermentacdo (Dawood e Koshio, 2019), mas no caso de uma
atividade prebiotica seria esperado também aumento das bactérias benéficas. Uma
explicacdo para a diminuicdo das bactérias vibriondceas sdo os peptideos bioativos [3-
conglicinina e glicinina que possuem atividades antimicrobiana e estdo presentes em
abundancia na soja (VASCONCELLOS, 2014). Mais estudos com anéalises qualitativas
dos microrganismos sdo necessarios para comprovar estes resultados

A atividade enzimatica e a morfometria intestinal dos juvenis de jundia ndo foram
afetadas com a inclusdo do FSFL. A fermentacéo pode proteger o epitélio intestinal contra
danos provocados por compostos antinutricionais e alérgenos presentes no farelo de soja
cru (WANG et al., 2016; CHOI et al., 2020; HE et al., 2020). Devido a inativacdo dos
fatores antinutricionais pode haver aumento da atividade enziméatica (DAWOOQD et al.,
2020; PHULIA et al. 2017; SOTOUDEH et al., 2016) e das vilosidade intestinais
(DAWOOD 2021; DAWOOD et al., 2020; WU et al., 2020; CHACHAJ et al., 2019;
FENG et al., 2007). No presente estudos a auséncia destes resultados pode indicar que o
fatores ndo estavam ativos, ou que nos niveis incluidos eles ndo provocaram problemas

para os juvenis de jundia. Ranjan et al., (2018) e Azarm et al., (2014) também néo
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observaram alteracdes nas enzimas digestivas de Labeo rohita e Acanthopagrus schlegeli

alimentados com farelo de soja fermentado.

5. Concluséo
Conclui-se que a inclusdo de até 21% de fermentado de soja ndo prejudica o
desempenho zootécnico, morfologia intestinal e atividade enzimatica de juvenis de
jundia. A quantidade de bactérias patogénicas no intestino diminui com a incluséo de 14%

de fermentado de soja.
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Capitulo 3- O enriquecimento do farelo de soja fermentado pode melhorar a saide
intestinal de juvenis de jundia?

RESUMO

Diversos microrganismos tem sido utilizados para a fermentacdo incluindo bactérias,
leveduras e fungos. A escolha do microrganismo pode resultar em diferentes
caracteristicas do fermentado. o objetivo deste trabalho é comparar o efeito de dietas
contendo farelo de soja fermentado por Lactobacillus acidophilus (FSFL) com farelo de
soja fermentado por Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus e Saccharomyces
cerevisiae (FSFA) sobre o desempenho zootécnico e satde intestinal de juvenis de jundia.
O experimento teve duracdo de 56 dias e foi realizado em um delineamento inteiramente
casualizado.com cinco tratamentos e quatro repeti¢des, e 0s tratamentos corresponderam
aadicdo de 0, 7 e 14% FSFL e 7 e 14% FSFA as dietas. Foram utilizados 240 juvenis de
jundia (Rhamdia quelen) com 17,44 + 4,08 g distribuidos em 20 caixas de polietileno. Os
seguintes parametros de desempenho serdo avaliados: peso médio final, ganho de peso
(GP, g = peso médio final — peso médio inicial), conversdo alimentar aparente (CA=
consumo de racdo/ ganho de peso), e sobrevivéncia. No final do experimento foram
coletados dois peixes por repeticdo para analises de histomorfometria intestinal e 2 peixes
por repeticdo para as analises de atividade enzimatica. Os valores médios para peso final,
ganho de peso e conversdo alimentar ndo apresentaram diferenca significativa entre os
tratamentos avaliados. As vilosidades intestinais de juvenis de jundia ndo foram alteradas
com a incluséo de farelo de soja fermentado na dieta. A inclusdo de FSFL e FSFS
aumentou o numero de células caliciformes. A atividade da amilase no tratamento
FSFL7% aumentou. As enzimas protease alcalina e lipase ndo foi alterada pela inclusao
de farelo de soja fermentado. Podemos concluir que a incluséo de até 14% de farelo de
soja fermentado tanto pela bactéria Lactobacillus acidophilus quanto pela combinagéo de
microrganismos do Aquate®, ndo tem efeitos adversos no desempenho zootécnico e nas
vilosidades intestinais de juvenis de jundia. A inclusdo de FSFL e FSFS aumenta o
namero de células caliciformes. A inclusdo de 7% de farelo de soja fermentado por
Lactobacillus acidophilus aumenta a atividade da amilase intestinal de juvenis de jundia

Palavras chave: Rhamdia quelen; enzimas; células caliciformes; nutricdo de peixes.
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ABSTRACT

Several microorganisms have been used for fermentation including bacteria, yeasts and
fungi. The choice of the microrganism can result in different characteristics of the
fermentate. The objective of this work is to compare the effect of diets containing soybean
meal fermented by Lactobacillus acidophilus (FSFL) with soybean meal fermented by
Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus and Saccharomyces cerevisiae (FSFA)
on the zootechnical performance and intestinal health of juveniles of silver catfish. The
experiment lasted 56 days and was carried out in a completely randomized design with
five treatments and four repetitions, and the treatments corresponded to the addition of 0,
7 and 14% FSFL and 7 and 14% FSFA to the diets. 240 juveniles of silver catfish
(Rhamdia quelen) with 17.44 + 4.08 g were used, distributed in 20 polyethylene boxes.
The following performance parameters will be evaluated: final average weight, weight
gain (GP, g = final average weight - initial average weight), apparent feed conversion
(CA = feed intake / weight gain), and survival. At the end of the experiment, two fish
were collected per repetition for analysis of intestinal histomorphometry and 2 fish per
repetition for analyzes of enzymatic activity. The mean values for final weight, weight
gain and feed conversion did not show any significant difference between the treatments
evaluated. The intestinal villi of juveniles of j silver catfish were not altered with the
inclusion of fermented soybean meal in the diet. The inclusion of FSFL and FSFS
increased the number of goblet cells. Amylase activity in the FSFL7% treatment
increased. The enzymes alkaline protease and lipase were not altered by the inclusion of
fermented soybean meal. We can conclude that the inclusion of up to 14% of soybean
meal fermented both by the bacteria Lactobacillus acidophilus and by the combination of
microorganisms from Aquate®, does not have adverse effects on the zootechnical
performance and intestinal villi of juveniles of silver catfish. The inclusion of FSFL and
FSFS increases the number of goblet cells. The inclusion of 7% soybean meal fermented
by Lactobacillus acidophilus increases the intestinal amylase activity of juvenile silver
catfish.

Keywords: Rhamdia quelen; enzymes; goblet cells; fish nutrition.
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1. Introducéo

A répida expansdo da populacdo global impulsionou a demanda por proteinas
aumentando o consumo de peixes em todo o mundo (DELGADO et al, 2020). A redugéo
dos estoques naturais de pescado, fez com que a piscicultura seja responsavel pela
producdo de mais da metade dos peixes utilizados para consumo humano (FAO, 2020).
Para atender a essa demanda, tornou-se necessaria a expansdo e intensificacdo da
producgéo, produzindo mais em menos tempo (CALIXTO et al., 2020). No entanto, essas
praticas podem levar a uma depressdo imunologica e fisioldgica e, consequentemente,
alta mortalidade, fazendo com que o setor busque por ra¢bes de qualidade (NEDAEI et
al., 2019).

Diferentes ingredientes tém sido estudados a fim de garantir que 0s animais
possuam um desempenho satisfatorio, e que também melhore seu sistema imunoldgico
aumentando sua resisténcia e patdgenos (SHAO et al., 2019). A utilizacdo de alimentos
fermentados na alimentacdo de peixes melhorou as respostas imunes inespecificas e a
atividade de enzimas digestivas também foram observadas (CHOI et al., 2020; HE et al.,
2020; SEONG et al., 2018; LEE et al., 2016; SOTOUDEH et al., 2016; SHIU et al., 2015).
Também houve melhora nos parametros bioquimicos e hematol6gicos, do metabolismo
lipidico e da saude hepato-intestinal, bem como, efeito antioxidante (CHOI et al., 2020;
HE et al; 2020; WANG et al., 2019; NOVRIADI et al., 2018; JIANG et al., 2018; SEONG
et al., 2018; WANG et al., 2016).

Diversos microrganismos tem sido utilizados para a fermentacdo incluindo
bactérias (HASSAAN et al., 2017; NGUYEN et al., 2017; JIANG et al., 2017; LEE et al.,
2016; WANG et al., 2016), leveduras (ILHAM; FOTEDAR 2017; SHARAWY et al.,
2016) e fungos (JANNATHULLA et al., 2019; DOSSOU et al., 2018) A escolha do
microrganismo pode resultar em diferentes caracteristicas do fermentado, como perfil de
aminoacidos e degradacdo de fatores que podem atrapalhar a absor¢do de nutrientes
(MUKHERJEE et al., 2016). Ao realizar uma fermentacédo utilizando bactérias e fungos
pode-se obter um produto mais rico nutricionalmente, unindo os beneficios da
fermentagdo microbiana e fungica. Existem poucos estudos sobre a fermentacéo do farelo
de soja usando microrganismos combinados, alguns deles observaram resultados
positivos como a prevencao alteracdes histologicas no figado e a melhora no desempenho
(L1 etal., 2020; XU et al., 2020; NOVRIADI et al., 2017; JIANG et al., 2018; DING et
al., 2015).
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Neste estudo o jundia (Rhamdia quelen) foi utilizado como modelo bioldgico. Esta
espécie ja foi utilizada na avalia¢do do efeito do farelo de soja fermentado por uma cepa
bacteriana no estudo anterior, porém ainda sdo necessarios mais estudos com diferentes
tipos de fermentados. Assim, 0 objetivo deste trabalho é comparar o efeito de dietas
contendo farelo de soja fermentado por Lactobacillus acidophilus com farelo de soja
fermentado por Aquate® sobre o desempenho zootécnico e saude intestinal de juvenis de

jundia.

2. Material e métodos

2.1 Delineamento experimental

O experimento foi realizado em um delineamento inteiramente casualizado com
cinco tratamentos e quatro repetices, e os tratamentos corresponderam a uma dieta
controle e a adi¢do de dois niveis de inclusdo (7 e 14%) de FSFL e FSFA. Os dois niveis
de inclusdo foram escolhidos devido a estudo anterior, onde foram obtidos melhores

resultados.

2.2 Producao e caracterizacdo do fermentado

O FSFL foi fermentado utilizando in6culos da bactéria Lactobacillus acidophilus
da marca Aché® e o FSFA foi com o Aquate®, fabricado pela Alltech®, composto por
minerais, levedura Saccharomyces cerevisiae na concentragio minima de 8x10’UFC/g e
pelas bactérias Enterococcus faecium, concentragdo minima de 1x10° UFC/g e
Lactobacillus acidophilus, concentragdo minima de 1x10” UFC/g (Tabela 1). Os dois
fermentados foram preparados da mesma forma com a metodologia adaptada de Azarm
e Lee (2014). O farelo de soja foi autoclavado a 100°C por 20 minutos. Apos esfriar, foi
inoculado 15 gramas de Aquate® para o FSFA por quilo de farelo de soja conforme a
recomendacdo do fabricante, e para o FSFL foram 44 gramas de bactéria (10° UFC) a
cada um quilo de farelo de soja e misturado uniformemente. Em seguida adicionou-se
50% do peso do farelo de soja, em agua deionizada. A mistura foi colocada em uma
bandeja esterilizada com alcool 70°, mantendo-a com uma altura de dois centimetros.
Logo depois, colocou-se a bandeja na estufa a 36°C. A cada 12 horas o farelo de soja era
pesado e a agua evaporada reposta, mantendo a umidade em 50%. Apds o tempo de
fermentagdo, o fermentado foi seco em estufa a 36°C até atingir peso constante,

posteriormente mantido no freezer.
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Tabela 1. Niveis de garantia do Aquate®.

Concentragédo
Mananas 26,3 g/kg
Cobre 2133 mg/kg
Zinco 1249 mg/kg
Selénio 75 mg/kg
Saccharomyces cerevisiae 8x10’UFC/g
Enterococcus faecium de 1x10” UFC/g
Lactobacillus acidophilus 1x10” UFC/g

Levedura seca de cana de acUcar, Levedura hidrolisada desidratada, Levedura seca de cervejaria, Carbonato
de célcio, Saccharomyces cerevisiae, Levedura enriquecida com selénio, Proteinato de cobre,
Aluminosilicato de sddio e célcio , Produto seco de fermentacdo de Aspergillus niger, Proteinato de zinco,
Acido ascorbico (Vitamina C), Farinha da alga Schizochytrium sp., Enterococcus faecium, Lactobacillus
acidophilus, Produto seco de fermentacéo de Trichoderma longibrachiatum, Cloreto de sédio (sal comum),

Farinha da alga Chlorella vulgaris.

Para as avaliacfes das bactérias acido laticas (Figura 1), o farelo de soja foi
homogeneizado na bandeja e coletou-se um grama de cada repeticdo (trés), no inicio da
incubagdo (hora zero), 24, 48, 72 e 96 horas. Posteriormente diluidos serialmente (1:10),
em solucdo salina estéril a 0,65% (SSE), e semeados no meio de cultura agar MRS, para
a contagem de bactérias laticas. Os fermentados semeados nas placas de Petri foram
incubados em estufa e a temperatura mantida a 35°C. Foram efetuadas as contagens totais
de unidades formadoras de colénias (UFC), ap6s 48 horas de incubacdo no agar.

9
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Figura 1. Analise microbioldgica de farelo de soja fermentado com Aquate®(FSFA) e farelo de soja
fermentado com Lactobacillus acidophilus (FSFL) em diferentes tempos de fermentagéo.
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Foram coletadas amostras do farelo de soja logo ap6s a inoculacdo dos
microrganismos (zero hora), e as 48 horas de incubacéo, de cada repeti¢do para as analises
bromatolégicas de composicdo nutricional em matéria seca, proteina bruta e extrato
etéreo segundo metodologia recomendada por AOAC (1995) (Tabela 2). O pH foi medido
em solucdo, de acordo com o método potenciométrico, descrito pela Association of
Official Analytical Chemists (LANE, 1995). Onde foram coletados das trés repetices 10
g de fermentado de soja no inicio do experimento (zero hora) e 48 horas de incubacao de
ambos fermentados, em um erlenmeyer, onde foi adicionado 100 ml de 4gua destilada a
25°C. Ap0s adicdo de agua, o conteudo foi misturado em um agitador eletrénico por 30
minutos. O contetdo foi alocado em um becker, ficou em descanso por 10 minutos €, em
seguida, mediu-se o pH (Tabela 2). O tempo de fermentacdo escolhido nos dois
fermentados foi o de 48 horas devido a maior regularidade. As composi¢des aproximadas
e de aminoacidos das farinhas da farinha de peixe, farelo de soja e farelo de soja
fermentado por Lactobacillus acidophilus sdo mostradas na Tabela 1. As composicGes

eram semelhantes entre si.

Tabela 2. Composicdo bromatoldgica do farelo de soja, farelo de soja fermentado com
Agquate® e farelo de soja fermentado com Lactobacillus acidophilus.

Farinha Farelo
de desoja  FSFL FSFA

peixe cru

Composigéo centesimal (%)

Proteina bruta 68 45 41,77 42,05
Matéria seca 91,68 88,35 90,64 90,82
Matéria mineral 2,67 7,42 7,75 7,09
pH 5,68 6,64 6,53 6,07
Aminoacidos essenciais (%)

Arginina 4,43 3,43 3,47 3,09
Histidina 1,57 1,17 1,31 1,15
Isoleucina 3,29 1,99 2 2,14
Leucina 5,36 3,35 3,84 3,57
Lisina 3,39 2,87 3,14 2,89
Alanina 3,10 1,53 2,33 2,13
Metionina 1,17 0,62 0,60 0,51
Fenilalanina 3,11 2,21 2,73 2,50
Valina 3,79 2,09 2,38 2,28
Treonina 2,12 1,82 1,98 1,75
Aminoacidos ndo-essenciais

(%)
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Prolina

Cistina

Alanina

Prolina

Acido aspartico
Acido glutamico
Glicina

Serina

Tirosina

2,97
0,77
3,67
3,61
3,56
5,37
4,09
2,26
1,15

2,12
0,68
2,08
2,37
4,36
7,54
1,48
1,80
0,96

2,63
0,72
2,33
2,63
5,86
9,12
2,15
2,70
1,74

2,34
0,64
2,13
2,34
5,06
8,15
1,94
2,30
1,57

S7

FSFA= Farelo de soja fermentado com Aquate®; FSFL= Farelo de soja fermentado com Lactobacillus

acidophilus

2.3 Dietas experimentais

Foram avaliadas cinco dietas isoproteicas (39% de proteina bruta) e isoenergéticas

(cerca de 4300 kcal de energia bruta/ kg) (Tabela 3). As cinco dietas foram compostas

por dois tipos de farelo de soja fermentado em dois niveis de inclusdo (7 e 14%) mais 0

controle (sem adicdo de fermentado). Todas as dietas atenderam as exigéncias de

aminodcidos essenciais. Além do fermentado as dietas foram formuladas utilizando-se

milho e o 6leo de soja como fontes energéticas farinha de peixe e farelo de soja como

fontes proteicas. Os ingredientes foram triturados em moinho de faca com peneira de 2

mm de diametro de malha, misturados, peletizados com adicdo de agua (30%) e levados

a estufa a 36°C por 48 horas. As dietas eram armazenadas em potes plasticos e

conservadas sob refrigeracdo (4°C) até o momento da utilizagéo.

Tabela 3. Composicao das dietas experimentais.

Dietas experimentais

ngredientes 99 0% PO FSFL FSFAFSEA
Farelo de soja 25 25 25 25 25
Milho 9,5 9,0 8,5 9,0 8,5
Farinha de trigo 12 12 12 12 12
Farinha de peixe 46,5 40,5 34,5 40,5 34,5
FSFL* - 7 14 - -
FSFA** - - - 7 14
Oleo de soja 6 5,5 5,0 5,5 5,0
Premix! 1 1 1 1
Composicéo

centesimal
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PB% 39,19 38,74 38,43 38,76 38,47
EB (kcal kg™?) 4298,93 431477 420553 4286,21 4211,93
EE% 11,05 10,38 9,71 9,96 7,86
Aminoacidos
essenciais (%)
Lisina 3,38 3,22 3,08 3,2 3,05
Metionina 1 0,92 0,85 0,92 0,83
Arginina 2,18 2,26 2,36 2,24 2,3
Treonina 1,83 1,82 1,77 1,78 1,74
Leucina 3,51 3,45 3,41 3,44 3,37
Isoleucina 2,46 2,37 2,28 2,38 2,31
Valina 2,51 2,43 2,36 2,42 2,34
Histidina 1,08 1,07 1,06 1,06 1,04
*ESFL= Farelo de soja fermentado com Lactobacillus acidophilus; **FSFA= Farelo de soja fermentado
com Aquate®

1 Acido félico — 2.400 mg, acido nicotinico — 48 g, 4cido pantoténico — 24 g, biotina — 96 mg, vit. A —
2.400.000 UI, vit. D3 — 400.000 Ul, vit. E — 24.000 Ul, vit. B1 — 9.600 mg, vit. B2 — 9.600 mg, vit. B6 —
9.600 mg, vit. B12 — 9.600 mg, vit K3 — 4.800 mg, vit. C — 96 g, ferro — 100 g, manganés — 40 g, zinco —
6.000 mg, cobalto — 20 mg, iodo — 200 mg, selénio — 200 mg, antioxidante — 19,6 g.

2.4 Animais e instalacoes

Foram utilizados 240 juvenis de jundia (Rhamdia quelen), provenientes de
piscicultura comercial com aproximadamente 17,44 gramas + 4,08 g distribuidos em 20
caixas de polietileno com volume (til de 80 litros ligadas em sistema de recirculacdo de
agua equipado com filtro mecénico, bioldgico e sistema de aquecimento. Os peixes foram
adquiridos de piscicultura comercial e previamente aclimatados as condicdes
experimentais. A qualidade da agua foi monitorada diariamente com instrumentos
portateis (YSI PROPLUS, Amarelo Springs Instruments, Yellow Springs, OH, EUA)
para determinar: oxigénio dissolvido (6,37 + 0,72 mg dI 1), temperatura (27,88 + 0,4 °
C), pH (7,14 + 0,39) e aménia total (LabconTest, Alcon Pet, Brasil) (0,17 + 0,2 mg NH3
| 1). Os peixes foram alimentados até a saciedade aparente uma vez ao dia. Diariamente

foram retirados os restos de alimentos e verificada a presenca de animais mortos.

2.5 Desempenho produtivo e coleta de amostras
Os peixes foram anestesiados em solugdo de 6leo de cravo (1g 10 L de agua),

individualmente pesados em balanca digital semianalitica com precisédo de 0,01 g, no
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inicio do estudo, aos 30 e aos 60 dias. Os peixes foram alimentados com as dietas
experimentais durante 60 dias até a saciedade aparente, uma vez ao dia. Os seguintes
pardmetros de desempenho serdo avaliados, segundo Tacon (1990): peso médio final,
ganho de peso (GP= peso medio final — peso médio inicial), converséo alimentar aparente

(CA= consumo de racao/ ganho de peso), e sobrevivéncia.

2.6 Morfometria intestinal

Laminas histologicas do intestino dos animais foram confeccionadas para
determinagdo do tamanho das vilosidades intestinais. Para avaliagdo da morfologia
intestinal foi colhida a porcdo média do intestino de dois peixes por aquario. Os peixes
eram anestesiados e eutanasiados por secdo medular e, posteriormente, submetidos a
incisdo longitudinal no ventre para a exposi¢cdo dos érgdos. Por¢des de aproximadamente
3 cm de comprimento serdo recolhidas do intestino médio (4 cm abaixo da jungdo do
estdmago com o intestino), mergulhadas em solucédo fixadora de formalina tamponada
10% por 24 horas, sendo este substituido por alcool 70%, permanecendo conservadas até
0 momento da incluséo.

Foram confeccionadas duas laminas de cada amostra e os cortes, com cerca de 5
micrémetros, serdo corados de acordo com a técnica de coloragcdo hematoxilina de Harris-
Eosina (BEHMER et al., 2003). As Iaminas eram fotografadas, utilizando-se uma camera
digital acoplada a um microscopio (aumento 4 vezes). Os valores de altura total, altura e
largura das vilosidades foram medidos usando o software analisador de imagens ToupTek
ToupView-x64, versdo 2270/07/03.

2.7 Analises enzimaticas

Para as atividades das enzimas digestivas amilase, protease alcalina total e lipase,
foi amostrado dois peixes por aquario, apos 60 dias. O trato digestivo foi extraido por
meio de uma incisdo do estdmago ao anus e imediatamente congelados a -80 °C até o
momento das analises. O trato foi pesado e cortados em pequenos pedacos e adicionados
em tubos tipo falcon onde foram diluidos em agua destilada resfriada (1:6, p/v). Os tubos
foram submetidos a banhos ultrassdnicos durante 5 min (5 vezes de 1 min com intervalos
de 1 min em banho de gelo) para rompimento das células intestinais e liberacdo das

enzimas digestivas e centrifugado por 15 minutos a 4 mil rotagdes por minuto, e 0s
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sobrenadantes foram usados para determinar a atividade das enzimas digestiva. Todos 0s
ensaios foram analisados em duplicata.

A atividade da amilase foi medida a A = 580 nm usando amido solavel dissolvido
(0,3%) em solugdo tamp&o de NazHPO4 (pH 7,4) como substrato (METAIS; BIETH,
1968). Uma unidade de atividade da amilase (U) foi definida como mg de amido
hidrolisado em 30 min a 37 °C por ml de extrato enzimético. A atividade da protease
alcalina total foi determinada ap6s 30 min de incubacdo a 25 °C, utilizando caseina a
0,5% (p/v) como substrato em Tris-HCI 50 mM (pH 8.0). A reacdo foi parada com acido
tricloroacético (20% p/v), o extrato foi centrifugado (5000 rpm, 20 min) e a absorbancia
do sobrenadante foi medida a A = 280 nm a temperatura ambiente. Uma unidade de
atividade da protease (U) por ml foi definida como 1 pumol de caseina hidrolisada por min
por ml de extrato enziméatico (GARCIA-CARRENO; HAARD, 1993). A atividade da
lipase foi medida a A = 410 nm usando p-nitrofenil laurato (3mM) em propanol como
substrato (BRABCOVA et al., 2013). A reacdo foi paralisada pela adicio de acetona
(PASTORE et al., 2003). Uma unidade de atividade da lipase (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para a hidrolise de 1 pmol de p-nitrofenil laurato em 20

min a 25 °C por ml de extrato enzimatico.

2.8 Andlises estatisticas

Todos dados foram submetidos a testes para a verificacdo da normalidade dos
erros e homocedasticidade das variancias. Os resultados foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo Teste de Dunnet usando o
programa estatistico SAS, versao 9.0.

3. Resultados
Os resultados do desempenho zootécnico estdo apresentados na Tabela 4 e como
pode ser observado, os valores médios para peso final, ganho de peso e conversdo
alimentar ndo apresentaram diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos

avaliados. N&o houve mortalidade durante o experimento.
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Tabela 4. Desempenho (médias * desvio padréo) de juvenis de jundia alimentados com
dietas farelo de soja fermentado com Lactobacillus acidophillus e Aquate®.

0% FSFL 7% FSFL 14% FSFA 7%  FSFA 14% P

GP 35,5+8,4 33,54+8,2 31,96+6,13 32,92+6,13 32,49+11,48 0,6890
Consumo 63,22+4,9 66,88+1,78 63,73+4,94 64,76+1,85 62,68+1,1 0,0978

CA 1,84+0,37 1,90+0,32 1,88+0,23 1,91+0,23  1,83+0,40 0,0049

GP= ganho de peso; CA= conversdo alimentar. FSFL= Farelo de soja fermentado com Lactobacillus
acidophilus; FSFA= Farelo de soja fermentado com Aquate®

As vilosidades intestinais de juvenis de jundia ndo foram alteradas com a inclusédo
de farelo de soja fermentado na dieta (Tabela 5). Houve aumento na quantidade de células

caliciformes com a inclusdo de FSFL e FSFA.

Tabela 5. Histologia intestinal de juvenis de jundia jundids alimentados com dietas
contendo diferentes niveis de fermentado de soja com Lactobacillus acidophillus e
Aquate®.

0% FSFL 7% FSFL 14% FSFA 7% FSFA 14% P

T 2874,3+148,5 2832,6+403,6 2798,3+265,8 2988,4+308,45 2346,4+285,1 0,38
P 2313,66+222,1 2234,18+280,1 2256,52+224,0 2358,86+246,6 1741,49+306,1 0,48
L 221,4045,76 207,55+8,78  207,03+21,21  234,27+23,51 229,42+28,40 0,65
E 113,84+583  113,78+11,07 107,33+10,13 121,55+11,66 121,31+19,04 0,51
C 41,67+4,34 56,54+ 8,95* 60,28+ 6,3* 59,53+ 10,59* 61,37+8,51** 0,01

T= Altura total; P= Altura parcial; L= Largura; E.= espessura; C= célula caliciforme. FSFL= Farelo de
soja fermentado com Lactobacillus acidophilus; FSFA= Farelo de soja fermentado com Aquate®

A atividade da amilase no tratamento FSFL7% aumentou (p>0,05). As enzimas
protease alcalina e lipase ndo foi alterada pela inclusédo de farelo de soja fermentado
(tabela 6).

Tabela 6. Atividade enzimatica intestinal de juvenis de jundia jundias alimentados com
dietas contendo diferentes niveis de fermentado de soja com Lactobacillus acidophillus
e Aquate®.

0% FSFL 7% FSFL 14% FSFA 7% FSFA 14% P

A* 0,29+0,56 1,81+0,84* 0,67+0,49 0,17+0,22 0,03+1,27 0,002
PAT 825+310,49 831,6+357,3 576,1+352,6 447,9+406,3 808,4+4425 0,008
L 1,39+ 0,77 1,27+ 0,78 1,34+ 0,45 1,62+ 0,38 158+0,53 0,795

A= Amilase; PAT= Protease alcalina total; L= Lipase.
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FSFL= Farelo de soja fermentado com Lactobacillus acidophilus; FSFA= Farelo de soja fermentado com
Aquate®. *A atividade da amilase (U) foi definida como mg de amido hidrolisado em 30 minutos a 37°C
por ml de extrato enzimatico. A atividade da protease alcalina (U) foi definida como 1 mol de caseina
hidrolisada por minuto por ml de extrato enzimatico. Médias seguidas de asterisco diferem do controle pelo
teste de Dunnet (P<0,05)

4. Discusséo

N&o houve diferenca no desempenho de juvenis de jundia alimentados com farelo
de soja fermentado com Lactobacillus acidophilus isolado ou combinado com outros
microrganismos. Eram esperados resultados positivos, uma vez que estudos anteriores
obtiveram melhor desempenho com a utilizacdo de fermentados com combinacfes de
microrganismos (LI et al., 2020; XU et al., 2020; JIANG et al., 2018; DING et al., 2015).
De acordo com os autores a melhora no desempenho foi em funcdo da eliminagdo dos
fatores antinutricionais do farelo de soja e 0 aumento da proteina bruta, peptideos de
pequeno tamanho e de aminoacidos essenciais do farelo de soja ao ser fermentado com
maultiplas cepas de microrganismos (CHI E CHO 2016; TENG et al., 2012; SONG et al.,
2008; FRIAS et al., 2008). No presente estudo a composicdo de aminoacidos ndo foi
alterada com a combinacdo de microrganismos em relacdo ao uso de Lactobacillus
isolados, 0 que pode explicar a falta de resultados positivos sobre o desempenho. Outros
autores também ndo observaram melhora no desempenho ao utilizar dietas com farelo de
soja fermentado com mais de um microrganismo (NOVRIADI et al., 2017; CHOI et al
2020; HE et al., 2020).

Além dos microrganismos, também haviam outros componentes no Aguate como
zinco, selénio, cobre e farinha de Chlorella vulgaris que poderiam contribuir para a saide
dos animais. O zinco esta envolvido na formacdo e mineralizacdo 6ssea, é antioxidante,
sua deficiéncia pode causar taxas de crescimento mais lentas em varias espécies de peixe
(KAZEMI et al., 2020). O selénio tem papel importante na redugdo do estresse oxidativo
e sua suplementacdo pode aumentar o crescimento nos peixes (DOMINGUEZ et al.,
2017). Foi relatado que a suplementacao de cobre melhora o desempenho do crescimento,
0 estado oxidativo e as respostas imunologicas em espécies aquaticas (BASUINI et al.,
2016). Chlorella vulgaris & uma microalga rica em aminoacidos essenciais e outras
biomoléculas que melhoram o desempenho dos peixes, imunidade, tolerancia ao estresse
e microbiota intestinal (AHMAD et al., 2018). O efeito dos fermentados sobre a resposta
antioxidante ainda precisa ser avaliada com a avaliacdo de parametros de estresse

oxidativo.
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Houve aumento no numero de caliciformes nos dois niveis de incluséo de FSFL e
FSFA. Estas células produzem muco e sdo secretoras de glicoproteinas (KNOOP;
NEWBERRY ., 2018). Sua funcdo no intestino é criar uma barreira contra patoégenos
intestinais e proteger o epitélio da acéo de enzimas digestivas (DAWOOD, 2020). Assim
é possivel que essa alteracdo afete positivamente a funcao intestinal geral. A utilizagédo
de microrganismo isolado ou combinados n&o causou alteracdo nas vilosidades intestinais
nos jundias. N&o foi encontrado estudos que que utilizassem microrganismos combinados
e avaliaram as vilosidades intestinais. Cabe destacar que a dietas continham niveis
elevados de proteina da soja, considerando o farelo de soja cru e fermentado. Nestas
condigBes podem haver alteracfes negativas na saude intestinal em decorréncia dos
fatores antinutricionais (RAHIMNEJAD et al., 2019). J& foi demonstrado que a inclusao
de niveis elevados de farelo de soja fermentado na alimentacdo de peixes pode ter
impactos prejudiciais sobre a integridade intestinal, diminuindo a altura e largura das
vilosidades (CHOI et al, 2019; HE et al., 2019; RAHIMNEJAD et al., 2019; SHIU et al.,
2015; YAMAMOTO et al., 2010). E importante salientar também que algumas espécies
de beneficiaram com a inclusdo de fermentado e seus peptideos bioativos e tiveram
melhora na sua morfometria intestinal (DAWOOD 2021; DAWOOD et al., 2020; WU et
al., 2020; CHACHAJ et al., 2019; FENG et al., 2007). Mais estudos sdo necessarios para
compreender como diferentes tipos e combinacGes de microrganismos afetam a salde
intestinal dos peixes.

A atividade da amilase intestinal dos jundids aumentou com a inclusdo de 7% de
FSFL. Em um estudo ainda ndo publicado deste laboratério, a inclusdo de 21 e 28% de
FSFL também aumento atividade da amilase de kinguios. Ainda ndo existem estudos
avaliando o efeito da combinacdo de microrganismos sobre a atividade enzimatica dos
peixes. AlteracBes na atividade de enzimas podem ser provocadas por enzimas exogenas
(GOMES et al., 2016) ou por um incremento na saude intestinal (RICARDO, 2020)). No
presente estudo a atividade enzimatica dos fermentados ndo foi medida, mas resultados
anteriores ja demonstram que o a atividade de amilase foi maior no fermentado com
Lactobacillus. No entanto ndo foi observado o aumento da atividade desta enzima nos
peixes que receberam um nivel de inclusdo mais elevado. Assim sendo, a melhora na
atividade possivelmente esta relacionada com melhora na saude intestinal.

A quantidade de lipase e protease ndo foram alteradas com a suplementacéo com
fermentados. Ranjan et al., (2018) e Azarm et al., (2014) também ndo observaram
alteracdes. Alguns autores notaram o aumento da protease, devido a grande quantidade
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de pequenos peptideos presentes no farelo de soja fermentado que pode aumentar as
atividades desta enzima, melhorando a digestéo e absor¢do de proteinas (DAWOOD et
al., 2020; XU et al., 2020; SOTOUDEH et al., 2016). Nosso resultado obtido € positivo,
uma vez que em alguns estudos a fermentacdo possivelmente ndo eliminou
completamente os fatores antinutricionais e a inclusdo de fermentado diminuiu as
enzimas, prejudicando a digestdo (CHOI t al., 2019; RAHIMNEJAD et al., 2019;
ZHANG et al., 2018; DOSSOU et al., 2018; SHIU et al., 2015).

5. Concluséo
Podemos concluir que a inclusdo de até 14% de farelo de soja fermentado tanto
pela bactéria Lactobacillus acidophilus quanto pela combinacdo de microrganismos do
Aquate®, ndo tem efeitos adversos no desempenho zootécnico e nas vilosidades
intestinais de juvenis de jundia. A inclusdo de 7% de farelo de soja fermentado por
Lactobacillus acidophilus aumenta a atividade da amilase intestinal. A inclusédo de FSFL

e FSFS aumenta o nimero de células caliciformes de juvenis de jundia.
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7. Consideracdes finais

Os estudos mostraram que o farelo de soja ao ser fermentado tem sua composigéo
alterada. No FSFL ocorreu um aumento nas enzimas amilase e protease alcalina o que
facilitaria a sua digestdo. Houve aumento também da proteina solivel, mostrando maior
proporcdo de peptideos de baixo peso molecular, que sdo aqueles que possuem
propriedade bioativas.

Foi demonstrado que o farelo de soja fermentado traz beneficios & salde
intestinais de juvenis de jundia é um ingrediente promissor. No primeiro experimento foi
evidenciado que a inclusdo de 14% de FSFL diminuiu a concentracdo de bactérias
vibrionaceas presentes no intestino. Este resultado é benéfico uma vez que o uso de
antibiodticos na aquicultura tem sido cada vez mais restrito. Também foi comprovado que
0 FSFL substituiu até 21% da farinha de peixe sem prejuizos para o desempenho
zootécnico. Este é uma questdo de grande importancia, visto que a farinha de peixe é um
ingrediente caro e a alimentacao representa cerca de 70% do custo da producéo. Também

No segundo experimento a inclusdo de FSFL e FSFA na dieta e aumentou no
numero de caliciformes, afetando positivamente a saude intestinal pois aumenta a barreira
contra patdgenos intestinais. Houve aumento da amilase com a inclusdo de 7% de FSFL,
que pode estar relacionado com o aumento das atividades enzimaticas no FSFL. Mais
estudos sdo necessarios para esclarecer a reducdo das bactérias patogénicas, e entender

como a melhora na saude intestinal afetaria os peixes em condic@es de desafio.
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