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RESUMO

Na aquicultura a busca por estratégias para a inclusdo de ingredientes vegetais em
dietas estdo sendo investigadas. O farelo de arroz (FA) pode ser uma alternativa
viavel, apés o enriqueci por meio da fermentagcdo. Porém, €& essencial o
desenvolvimento adequado dos métodos fermentativos e selecdo de cepas
microbianas probidticas. O objetivo deste estudo foi avaliar a fermentacédo do FA
(Oryza sativa) por um combo microbiano (CM). No ensaio |, ocorreu a selegédo de
bactérias acidos laticas (BAL) na fermentagéo do FA individualmente, por 48h a 36°C.
Os critérios avaliados foram pH, contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC)
e teste de antagonismo. O CM foi composto por: Bacillus subtilis, Saccharomyces
cerevisae, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus
rhamnosus. No ensaio Il, ocorreu a fermentagédo do FA em dois grupos: o CM e o
controle de fermentagédo natural (CFN), sem adicdo de microrganismos probidéticos,
por 48h a 36°C. Foi avaliado o pH, contagens de UFC das (BAL), das bactérias
heterotréficas totais (BHT) e leveduras totais (LT). E caracterizagao do FA fermentado
pelo CM (FACM) em relacéo ao FA in natura (FAIN). No grupo FACM (4,12+0,04)
houve uma queda de 24% do pH comparado ao CFN (5,4210,28). Na UFC das BAL
ocorreu um aumento (p<0,05) com a maior contagem obtida em 24h e 48h com o CM
(9,52+0,07) em relagéo ao CFN (7,24+0,15), um incremento de 23,95%. Para BHT, o
FACM apés 48h apresentou incremento de 17% (8,461£0,31) em relagdo ao CFN
(7,07£0,11). Para LT os resultados foram similares as BAL, com maior UFC g' apds
48h FACM ou CFN. O FACM apresentou maior concentragao de leveduras em
comparagao ao CFN. Na caracterizagao do FACM apresentou alteragao significativas
na composicao fisico-quimica, nos macronutrientes € nos micronutrientes. Houve
aumento de 40% e 6%, na fibra bruta (FB) e proteina bruta (PB), respectivamente.
Além disso, observou-se reducédo de 2,66% no conteudo de extrato etéreo (EE),
1,91% na matéria mineral (MM), 3,1% de fosfato, 3,1% de fosforo e 4,48% de potassio.
E aumento do conteudo de sddio, ferro e calcio, em 43,03%, 74,58% e 60,77%,
respectivamente, no FACM em relagcdo ao FAIN. Nos aminoacidos essenciais
incremento significativo em: 15,4% de Triptofano, 10,25% de Valina, 9,5% de Leucina,
8,6% de Lisina, 6,9% Fenilalanina e 5,9% para Isoleucina. E reducao significativa de
5,77% de Arginina. Para os aminoacidos nao essenciais houve aumento significativo
em: 10,6% para Glicina, 9,8% para Alanina, 9,1% para Prolina, 7,36% para Acido
aspartico, 6,25% para Serina e 6,19% para o Acido glutamico. Além disso, nesse
mesmo produto do FACM, o teor de proteina bruta aumentou significativamente em
8,83%, e a soma total de aminoacidos em 6,88% em relacao ao FAIN. Na microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), houve alteragdes na porosidade, microestrutura,
aumento da fragmentacao das particulas, visualizagao da estrutura cristalina de calcio
e presencga dos probidticos das familias Lactobacillaceae, Saccharomycetaceae e
Bacillaceae. Portanto, a fermentacao pelo CM promoveu qualidade desejaveis ao FA
para formulagdo de dietas e possibilita a reutilizacdo desse coproduto rico em
nutrientes e valor bioldgico.

Palavras-chave: Aquicultura; coproduto; bactérias acido laticas; fermentacgao solida;
nutrientes.



ABSTRACT

In aquaculture, the search for innovative strategies to improve the inclusion of
ingredients in diets is being investigated. Rice bran (RBM) is a viable alternative and
can be enriched through fermentation. However, proper development of fermentation
methods and selection of probiotic microbial strains is essential. The aim of this study
was to evaluate the fermentation of FA (Oryza sativa) by a microbial combo (CM). In
trial I, the selection of lactic acid bacteria (LAB) took place in the fermentation of FA
individually, for 48 hours at 36°C. The criteria evaluated were pH, colony-forming unit
(CFU) count and antagonism test. The CM was composed of. Bacillus subtilis,
Saccharomyces cerevisae, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus and
Lactobacillus rhamnosus. In trial I, FA was fermented in two groups: CM and a control
with natural fermentation (CFN), for 48 hours at 36°C. The pH, CFU counts of (BAL),
total heterotrophic bacteria (BHT) and total yeasts (LT) were assessed. The FA
fermented by CM (FACM) was also characterized in relation to the FA in natura (FAIN).
In the FACM group (4.121£0.04) there was a 24% drop in pH compared to CFN
(5.42+0.28). There was an increase in BAL CFU (p<0.05) with the highest count
obtained at 24h and 48h with CM (9.52+0.07) compared to CFN (7.24+0.15), an
increase of 23.95%. For BHT, the FACM after 48 hours showed an increase of 17%
(8.46+0.31) compared to the CFN (7.07£0.11). For LT, the results were similar to BAL,
with higher CFU g-1 after 48h in FACM or CFN. FACM had a higher concentration of
yeasts compared to CFN. The characterization of FACM showed significant changes
in its physicochemical composition, macronutrients and micronutrients. There was a
40% and 6% increase in crude fiber (CF) and crude protein (CP), respectively. In
addition, there was a 2.66% reduction in the content of ether extract (EE), 1.91% in
mineral matter (MM), 3.1% in phosphate, 3.1% in phosphorus and 4.48% in potassium.
Sodium, iron and calcium content increased by 43.03%, 74.58% and 60.77%
respectively in FACM compared to FAIN. In terms of essential amino acids, there was
a significant increase of 15.4% in Tryptophan, 10.25% in Valine, 9.5% in Leucine, 8.6%
in Lysine, 6.9% in Phenylalanine and 5.9% in Isoleucine. And a significant reduction of
5.77% in Arginine. For the non-essential amino acids, there was a significant increase
of: 10.6% for Glycine, 9.8% for Alanine, 9.1% for Proline, 7.36% for Aspartic Acid,
6.25% for Serine and 6.19% for Glutamic Acid. In addition, in this same FACM product,
the crude protein content increased significantly by 8.83% and the total sum of amino
acids by 6.88% compared to FAIN. Scanning electron microscopy (SEM) showed
changes in porosity, microstructure, increased particle fragmentation, visualization of
the crystalline calcium structure and the presence of probiotics from the
Lactobacillaceae, Saccharomycetaceae and Bacillaceae families. Therefore,
fermentation by CM promoted desirable quality to FA for formulating diets and makes
it possible to reuse this coproduct, which is rich in nutrients and biological value.

Keywords: Aquaculture; coproduct; lactic acid bacteria; solid fermentation; nutrients.
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1. INTRODUGAO
1.1.AQUICULTURA

O desenvolvimento de tecnologias aliado ao aperfeicoamento dos sistemas de
producao impulsiona o crescimento da aquicultura. Desta forma, a sustentabilidade
precisa ser aplicada juntamente a criacédo de organismos aquaticos, essa unido, é
denominada “revolugdo azul” (ARAUJO et al., 2022; BOYD et al., 2020; BOYD;
MCNEVIN; DAVIS, 2022; MANSOUR et al., 2022; TEWARI et al., 2022)

Nesse sentido, a aquicultura é o setor de producéo animal que mais se destaca,
pois estd alinhado com os objetivos do desenvolvimento sustentavel (ODS),
produzindo alimentos a partir de sistemas produtivos mais ambientalmente amigaveis
(THILSTED et al.,, 2016); gerando empregos diretos e indiretos; bem como
desenvolvendo aspectos socioecondmicos, conservagao ambiental e alimentacao
segura de alto valor nutricional (FAO, 2022).

No que diz respeito ao volume de produgao e movimentagdo econbmica, a
producao mundial da aquicultura no ano de 2020 atingiu 87,5 milhdes de toneladas,
com valor estimado em $281,5 bilhdes (FAO, 2022). No Brasil, a produgdo da
aquicultura destaca-se os setores da piscicultura com 558,9 mil toneladas e receita de
R$ 4,7 bilhdes e a carcinicultura com 78,6 mil toneladas e receita de R$ 1,6 bilhdes
ambos para o ano de 2021(MIOTTO et al., 2022).

Essa expressividade da producé&o aquicola esta intimamente relacionada ao
aumento populacional, que impulsiona a crescente demanda por alimentos. E isso tem
se tornado um desafio para os setores de producao de alimentos (FAO, 2021). Mesmo
que a aquicultura seja uma das principais alternativas e seu crescimento esteja
alinhado com principios da sustentabilidade e bem-estar animal; ocorre 0 aumento da
demanda de insumos e matérias primas. Sendo estes, alguns dos principais desafios

para reduzir custos de produgao e aumentar a eficiéncia produtiva (MITRA, 2021).
1.2.DESAFIOS E CUSTO DE PRODUCAO

A feed-based aquaculture, ou seja, aquicultura baseada na oferta de alimentos
formulados aos organismos cultivados, representa cerca de 70% da produgao mundial

e pode atingir em até 70% dos custos operacionais. Portanto, o manejo incorreto e
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alimentagdo excessiva causam aumento de matéria organica, deterioracdo da
qualidade da agua e quebra o equilibrio do ambiente. Esses fatores reduzem a
imunidade dos organismos aquaticos favorecendo o surto de enfermidades e
mortalidade, gerando perdas econémicas significativas ao setor (CHATVIJITKUL et
al., 2017; HODAR et al., 2020; TACON; METIAN, 2015)

Além disso, com o crescente aumento dos custos e ha também uma crescente
demanda de novos ingredientes para formulacdo de dietas aos organismos
cultivaveis. Assim, torna-se necessaria a busca por ingredientes mais baratos, de facil
acesso, sustentaveis economicamente e ambientalmente para substituir os insumos
comumente empregados em formulagdes de ragées (COLOMBO; TURCHINI, 2021;
GLENCROSS et al., 2020).

1.3.NUTRICAO DE ORGANISMOS AQUATICOS

Os nutrientes contidos nas ragdes devem suprir 0s requerimentos exigidos pela
espécie cultivada. Isso permite um o6timo desempenho produtivo e reducido de
desperdicios. A qualidade do alimento esta diretamente ligada as matérias primas
(insumos) na sua composi¢ao (MASAGOUNDER et al., 2016; YURU et al., 2020).

Atualmente, a farinha e o 6éleo de peixe s&o os principais ingredientes utilizados
na formulacdo de alimentos para organismos aquaticos. No entanto, a redugao da
disponibilidade desses insumos para producao de ragdes, aumento dos custos de
aquisicao, bem como, o impacto ambiental da pesca gerado na sua obtencao, séo
pontos negativos para o setor (BOYD; MCNEVIN, 2015; HODAR et al., 2020; TACON,;
METIAN, 2015)

A farinha e 6leo de peixe sao excelentes fontes de proteinas, lipidios,
aminoacidos essenciais, fosforo, calcio, outros minerais, vitaminas e acidos graxos
essenciais Omega-3, tais como, acido docosahexaenoico (DHA) e acido
eicosapentaenoico (EPA). Estas caracteristicas permitem atender o perfil nutricional,
aproximado aos requerimentos da maioria das espécies -cultivadas (BOYD;
MCNEVIN, 2015; HODAR et al., 2020; JOBLING, 2012; TACON; METIAN; HASAN,
2009).

E notavel a dificuldade de aquisicdo destes insumos, o que ressalta a
importancia de pesquisas em busca de ingredientes alternativos. Esses, devem
possuir caracteristicas semelhantes ao perfil nutricional, palatabilidade,
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digestibilidade, disponibilidade e pre¢o dos ingredientes convencionais (HODAR et al.,
2020).

1.4.FARELO VEGETAL NA AQUICULTURA

As matérias primas de origem vegetal, sdo uma alternativa viavel ao uso de
farinha e Oleo de peixe para algumas espécies da aquicultura (KOKOU;
FOUNTOULAKI, 2018). Podem ser aplicadas tanto na inclusdo em formulagdes de
dietas, como, em técnicas de manejo de fertilizagdo organica dos cultivos (SILVA;
CAMPOS; CORREIA, 2008; TESSER et al., 2019).

Nesse cenario a inclusdo de ingredientes vegetais em dietas vem se tornando
uma realidade (HODAR et al., 2020). Estes podem reduzir os efeitos negativos da
pesca, a exemplo da substituicdo em até 75% de farinha de peixe por farelo de soja,
sem comprometer a performance zootécnica (SOARES et al., 2015; TILMAN; CLARK,
2014). Adicionalmente, a inclusdo de ingredientes oriundos de cereais, legumes,
concentrado proteico vegetal, aditivos alimentares, 6leos e farelos vegetais, néo
afetaram o desempenho e possibilitam a redugao de custos na alimentagdo (FRECCIA
et al., 2019; RAMESH et al., 2022; SUAREZ et al., 2009).

Dentre os ingredientes vegetais, o farelo vegetal € um by-product feedstuff
(BPF), ou seja, um coproduto alimentar, adquirido apds colheita ou processamento de
um produto (FADEL, 1999), tais como, as sementes de oleaginosas, legumes e graos
de cereais (GATLIN et al., 2007). Em geral, esses farelos vegetais sao constituidos
por proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais (RAMACHANDRA KOLGI; U. B,,
2022). No entanto apresentam algumas deficiéncias, como a baixa palatabilidade,
perfil de aminoacidos desbalanceado e presenca de fatores antinutricionais (FAN)
(DAWOOD; KOSHIO, 2020).

Os FAN sao compostos que servem para protegao das plantas contra possiveis
predadores, porém, quando presentes na dieta promovem a redugédo ou impedem a
utilizacdo e/ou absorgcdo de certos nutrientes (DAWOOD; KOSHIO, 2020);
(RAMACHANDRA KOLGI; U. B., 2022). Dentre os FAN, destacam-se: saponinas,
taninos, acido fitico, lectinas, inibidores de protease e amilase. Os FAN promovem
efeitos negativos no cultivo de organismos aquaticos, com a redugao da ingestao do
alimento, perdas no desempenho zootécnico e aumento da producao de fezes
(KOKOU; FOUNTOULAKI, 2018; KROGDAHL; M. KORTNER; W. HARDY, 2022;
SAMTIYA; ALUKO; DHEWA, 2020).
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Sendo assim, ha uma necessidade de desenvolver ingredientes alternativos
para as ragdes, com base no uso mais eficiente dos recursos naturais disponiveis,
aproveitando-se de BPF e tornando-os ingredientes altamente nutritivos para
alimentagdo aquatica (ALBREKTSEN et al., 2022). Uma forma de aprimorar a
qualidade dessas matérias primas € o emprego de técnicas de fermentagéo, por
exemplo. Com isso pode-se reduzir custos nas fabricas de dietas para animais e dar
maior sustentabilidade na atividade (SPAGGIARI et al., 2021).

1.5.FARELO DE ARROZ NA AQUICULTURA

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais cultivado e grédo consumido no
mundo (CHINMA et al., 2015; GUL et al., 2015). O Brasil representa cerca de 43% da
producdo de arroz da América Latina. Destaca-se como o maior produtor em area
colhida do Mercado Comum do Sul (MERCOSUL), chegando a 11,7 milhdes de
toneladas (DA SILVA; WANDER; MAGRI FERREIRA, 2019). No entanto, o farelo de
arroz € um coproduto obtido durante o processamento do arroz (STEIN et al., 2015).

Atualmente, uma das destinagdes do farelo de arroz € como ingrediente na
alimentagdo animal (WEBBER et al.,, 2014). Possui uma composi¢gao quimica
altamente nutritiva, contendo de 12-17% de proteina, 13 a 23% de lipidios, 34 a 54%
de carboidratos, 6 a 14% de fibras e 8 a 18% de cinzas. Além de ser naturalmente rico
em antioxidantes, como o tocoferol, tocotrienol e oryzanol (GODBER; WELLS, 1994;
SAUNDERS, 1985). Assim como, € considerado uma fonte prébiotica, contém fragdes
de fibras compostas por celulose, lignina e hemicelulose. Entretanto, reduzem a
digestibilidade e biodisponibilidade de nutrientes em virtude dos FAN (ELLEUCH et
al., 2011; KATAOKA et al., 2007; KATINA et al., 2012).

A inclusdo do farelo de arroz em dietas para as espécies aquicolas varia de
acordo com cada espécie cultivada. Chegando a 3,8%, 8,2% e em até 15,7%, para o
Camarao branco-do-Pacifico, Tilapia do Nilo e Carpa comum, respectivamente (VAN
RIEL et al., 2023). Sendo assim, reaproveitar ou transformar este coproduto em
formas mais funcionais para, ragao animal, € uma alternativa sustentavel para gestao
de residuos agricolas (KARI et al., 2023).

Dentre as alternativas para melhorar o farelo de arroz destaca-se a utilizagéo
da fermentagdo sélida (do inglés Solid State Fermentation - SSF), bem como, o
emprego de uma combinacao de diversos microrganismos probidticos (do inglés Multi
Strain Probiotics - MSP) (KWOJI et al., 2021; SAYED et al., 2022).
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1.6.FERMENTACAO NA AQUICULTURA

A fermentacdo € um processo natural pelo qual os microrganismos estabilizam
a matéria organica via anaerobiose, sendo praticado pela humanidade ha milhares de
anos (CIANI; COMITINI; MANNAZZU, 2018). Possui aplicagdes em: producdo de
bebidas, alimentos e/ou coprodutos, conservagao dos alimentos e elevagdo da
qualidade nutricional de produtos (CIANI; COMITINI; MANNAZZU, 2018; MAICAS,
2020; MARIA MARTINEZ-ESPINOSA, 2020).

O crescimento dos microrganismos € influenciado pelo conteudo nutricional do
substrato, pH, potencial redox, agua livre, temperatura e umidade relativa (GHNIMI;
GUIZANI, 2018). Durante o processo fermentativo, acidos organicos, agucares e
aminoacidos sao liberados, oriundos da excrecdo de enzimas extracelulares dos
préprios microrganismos, por exemplo, acido latico das bactérias acidas laticas
(ADMASSIE, 2018; CIANI; COMITINI; MANNAZZU, 2018). Dentre as diversas
enzimas excretadas pelos microrganismos, aprecia-se a fitase, responsavel por
degradar o fitato ou acido fitico, presente na maioria dos vegetais (SAMTIYA; ALUKO;
DHEWA, 2020).

Uma variedade de microrganismos pode promover a fermentacéo, dentre eles,
as leveduras (Saccharomyces sp.), bactérias (Bacillus sp, Lactobacillus sp.) e fungos
(Rhizopus sp. e Neurospora sp.) (Tabela 1). Dependendo do substrato ofertado, tipo
de fermentagdo e dos microrganismos envolvidos nos processos, podem haver a

producéao de diversas substancia e metabdlitos(NIBA et al., 2009)
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Tabela 1. Efeitos da fermentacdo microbiana em diversos substratos, condi¢cdes de cultivo,
microrganismos, alvos e respostas.

Fermentagao

Produto (4gua:substrato) Microrganismos Alvo Resposta Referéncia
Saccharomyces 1 Lise da parede celular
. H .
FA - 37°C(4N)7A  boulardi(B<10° 2P vegetal e disponibiidade A
UFC/mL) de micronutrientes
, . 1 Bacillus sp, bactérias ABDEL-
FA  28-30°C (24h) 2:1 (gxa%/ﬁsuf%fgf) C:;’:;fl benéficas, QA; TAWWAB et
| Vibrio, TAN, NO2 al., 2022
1 PF, GP, bactérias _
Bacillus e Penaeus benéficas, reservas LINAN-
FA 35°C (72h) 2:1 Lysinibacillus (2,7 x vannamei lipidicas no VIDRIALES
10°UFC/mL™") hepatopancreas; etal., 2021
| Bactérias patogénicas
g Digestibilidade e
& ) Leveduras e Amido de .T Igestifl TUetal,,
FA 87°C (3h) 1,2:1 Lactobacillus sp arroz biodisponibilidade do 2021
amido
1 QA, PF, GP, EP,
protease, lipase e amilase,
o .. Bacillus coagulantse  Cyprinus concentragéo de ABIRI et al.,
FAeFT 28-30°C (24h) 21 Bacillus subtilis carpio hemoglobina, 2022

antioxidantes, SCFA;
| TAN, pH, FCA, OD

Saccharomyces . .
. 1 Conteudo proteico,
cerevisac Farelode fibras, minerais, proteina SAYED et al
FA 37°C (48h) 2:1 Lactobacillus arroz ’ soluveI’- P 2022 N
plantarum (108 o e
UFC/mL) | 40% de acido fitico
1 atividade antimicrobiana,
Lactobacillus crescimento microbianode  MOON,;
FA 30°C (48h) plantarum (107 Fa;fr'gzde BAL, qualidade CHANG,
UFC/mL) organolépticas; 2021
| 53% de acido fitico
] 1 PB, EE, cinzas, FB, CFT; DE MELLO
FAD 30°C (72h) Rhizopus oryzae iy iz | ELN: Inclusio na dieta AYRES etal,
(4x10° UFC/g) ;
de até 100g/kg de FAF 2022
Lactobacillus 1 Desempenho, satde,
MRS 37°C (24h) plantarum (1 x 10° ‘Zi’zgf;’:, modulago da microbiota ZHE%;gt a,
1 . .
UFC/mL™) gastrointestinal
Lactobacillus 1 PF, GP, CP, CA, AEA,
~ plantarum, protease, lipase, amilase e
Racao R . Penaeus . - - ZHANG et al.,
comercial 35°C (24h) 0,5:1 C;:‘t/:’gge;rgné};itzlsus vannamei dlgestaic;:1 t;;(;It?nrgl|_croﬂora 2021
safensis (108 UFC/g ") | FCA

BAL: Bactéria acido latica, FA: Farelo de arroz, FAD: Farelo de arroz desengordurado, FAF: Farelo de
arroz fermentado, FT: Farelo de trigo, TAN: Aménia total, NOz2: Nitrito, OD: Oxigénio dissolvido, QA:
Qualidade de agua, FCA: Fator de conversao alimentar, PF: Peso final, GP: Ganho de peso, EP:
Eficiéncia proteica, CP: Comprimento final, CA: Capacidade antioxidante, AEA: Atividade de enzimas
antioxidantes, SCFA: Acidos graxos de cadeia curta, GA: Gordura abdominal, PB: Proteina bruta, LB:
Lipidio bruto, EE: Extrato etéreo, FB: Fibra bruta, CFT: Compostos fendlicos totais, ELN: Extrato livre
de nitrogénio.

O processo fermentativo pode ocorrer tanto em meio liquido quanto sdlido,

mantendo o minimo de agua necessaria para os processos metabdlicos. Acontece em
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batelada, batelada-alimentada e continua (GHOSH; BHATTACHARYA;
MUKHOPADHYAY, 2018). A fermentagao liquida é caracterizada por um meio com
cerca de 95% de agua livre, onde ocorre interacado de duas fases: liquida e gasosa.
Formam uma solu¢do homogénea, com baixo conteudo de nutrientes soluveis em
agua. Tem como caracteristica a troca de oxigénio da fase gasosa para a fase liquida,
onde ocorre o desenvolvimento dos microrganismos (KUILA; SHARMA, 2018).

Ja a fermentagéo solida, a agua livre no meio é baixa, com proporgdes entre
40-80%, ocorre interacdo de trés fases: sdlida, liquida e gasosa. Apresentam uma
solugcédo heterogénea, com alto conteudo de nutrientes em agua insoluvel. Os
microrganismos desenvolvem-se na superficie sélida, cuja, transferéncia de oxigénio,
calor, e nutrientes sao limitadas. Denomina-se como produto final de alta
concentragéo de nutrientes (KUILA; SHARMA, 2018).

Figura 1. Esquema representativo do farelo vegetal fermentado.
presnnn sy @ ‘llllllllllllllllll.-
@ {Substrato; : FARELO VEGETAL =

[ !  FERMENTADO
[ Farelo + agua + probidticos ] @ .

.IIIIIIIIIIIIIIIIIIO
HIDROLISE

ORGANICOS
SIMPLES
(COS)

ORGANICOS

COMPLEXO0S
(COC)

E
| « Nutricional:
ACIDOGENESE p’Br a.a,
—— ibras,
B, minerais)
/] » Microbiota - 2
@ B Created in BioRender.com bio

Legenda: COC — Compostos organicos complexos; COS — Compostos organicos simples; PB —
Proteina bruta; a.a. — Aminoacidos; FAN — Fatores antinutricionais
Fonte: elaborado pelo autor

O processo fermentativo promove a transformacdo de compostos organicos
complexos (COC), como carboidratos, proteinas e lipidios, por bactérias fermentativas
ou acidogénicas, em compostos organicos simples (COS), tais como, agucares,
aminoacidos e peptideos, por meio da digestado microbiana anaerébia (Figura 1). Essa
conversdao de COC para COS ocorre por meio da hidrélise e fermentagdo, com
liberacao de acidos organicos, além de protons de hidrogénio (H*) e dioxido de
carbono (CO2) (DE LEMOS CHERNICHARO, 2016).

Além disso, pode haver mudancas na composi¢cao nutricional e bioquimica do
substrato, aumento de antioxidantes, producdo de peptideos, propriedades

organolépticas e aumento de microrganismos benéficos (probidticos), bem como de
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suas atividades antimicrobianas. No entanto, a quantidade e qualidade de
comunidades microbianas em alimentos fermentados varia de acordo com o processo
produtivo e das condi¢des de armazenamento do mesmo (SHARMA et al., 2020).

Adicionalmente, a fermentacdo € um processo biotecnolégico capaz de
modificar a biodisponibilidade, o conteudo nutricional, degradar antinutrientes e
toxinas presentes no substrato, aumentar a vida util, fornecer aromas e cheiros,
produzir vitaminas, substancias antibiéticas e melhorar a digestibilidade de matérias
primas (ADMASSIE, 2018; DAI et al., 2019; ERKMEN; BOZOGLU, 2016; GARRIDO-
GALAND et al., 2021; RYAN et al., 2011). Nesse sentido, pode-se incluir o farelo de
arroz fermentado na aquicultura para melhorar o desempenho de organismos
aquaticos (Tabela 1) (LINAN-VIDRIALES et al., 2021).

A exemplo disso, sabe-se que a fermentacio soélida do farelo de arroz aumenta
a producdo de compostos fendlicos, atividade antioxidante, conteudo proteico,
gordura e cinzas desse substrato. Além de reduzir a concentragao de carboidratos e
fibras (LELAMURNI ABD RAZAK et al., 2015; SUKMA; JOS; SUMARDIONO, 2018).
Adicionalmente, a fermentacao do farelo de arroz promove a ruptura da parede celular
vegetal, com decorrente aumento da biodisponibilidade de micronutrientes, facilitando
a absor¢do do mesmo (RYAN et al., 2011). Tais alteragbes organolépticas,
nutricionais e aumento da digestibilidade de nutrientes (DOS et al., 2010; MOON,;
CHANG, 2021) podem contribuir tanto para uma melhor nutrigdo, quanto para otimizar
os indices zootécnicos dos animais alimentados com esse ingrediente (DE MELLO
AYRES et al., 2022; SURIANTI et al., 2021).

Em estudo realizado com engorda de juvenis de tainha Mugil liza a inclusédo de
farelo de arroz fermentado (FAF), em até 10% da dieta, ndo comprometeu o
desempenho zootécnico. Constatou-se também uma alteragdo na composicao
centesimal da carcaca, reducao de lipidios e aumento do conteudo de cinzas (DE
MELLO AYRES et al., 2022). Ja na engorda de juvenis de tilapia-do-Nilo Oreochromis
niloticus a inclusdao de FAF, em até 20%, demonstrou melhores resultados para
sobrevivéncia e fator de conversao alimentar (SURIANTI et al., 2021).

Em ensaio de manejo de fertilizagao organica com o emprego do farelo vegetal
de alfafa fermentada com 6leo de peixe, melago e vitaminas aplicados em viveiros
escavados, observou-se beneficios ao cultivo do camardo marinho Penaeus
vannamei. Com o aumento e consumo da produtividade natural, reducéo do fator de

conversao alimentar (FCA), maior ganho de peso, crescimento especifico, biomassa
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e peso final dos camardes, quando confrontados com somente alimentagao formulada
sem a aplicagao da fertilizagdo organica (PORCHAS-CORNEJO et al., 2012).

Com o crescimento de estratégias terapéuticas para alimentagao, fica evidente
o beneficio do consumo de alimentos fermentados, pois aprimoram as propriedades
nutricionais e estimulam a produg¢ao de compostos bioativos capazes de prevenir ou
reverter processos patogénicos associados com doenga (DO PRADO et al., 2022). A
fermentacdo €, portanto, uma forma de melhorar a qualidade nutricional,
digestibilidade e palatabilidade de farelos vegetais (FLORES-MIRANDA et al., 2015;
HASSAAN; SOLTAN; ABDEL-MOEZ, 2015; SUN et al., 2015; ZHANG et al., 2017).

Nesse cenario, o objetivo do trabalho foi investigar o efeito da fermentacao
sélida do farelo de arroz, a partir da fermentagéo natural e do emprego do combo
microbiano, observando-se parametro fisico-quimico (pH), alteragbes na comunidade
bacteriana, crescimento microbiano, composicdo centesimal, perfil de aminoacidos
totais, acido fitico do substrato e validar o produto da fermentagdo como potencial

ingrediente alternativo para a aquicultura.
2. OBJETIVOS
2.1.OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia de combo microbiano na fermentacao do farelo de arroz

2.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar bactérias acido laticas que possuem potencial fermentativo
em farelo de arroz e determinar o combo microbiano a ser utilizado na
fermentacgao do farelo de arroz;

e Verificar o crescimento microrganismos submetidos a fermentagao do
farelo de arroz verificando parametros fisicos (pH) e biolégico
(crescimento em meio de cultura);

e Avaliar a composi¢ao centesimal, aminoacidos totais, triptofano e acido

fitico do farelo integral de arroz antes e depois da fermentacao.
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3. ESTRUTURA DO TRABALHO

O desenvolvimento deste trabalho esta apresentado na forma de artigo

cientifico que sera submetido a publicacdo na revista Aquaculture.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influencia de um combo microbiano (CM) na
fermentacgao do farelo de arroz (FA). No ensaio |, ocorreu a selegéo de bactérias acido
laticas (BAL) na fermentagdo do FA individualmente, por 48h a 36°C. Os critérios
avaliados foram pH, contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC) e teste de
antagonismo. O CM foi composto por: Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisae,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus rhamnosus. No
ensaio Il, ocorreu a fermentacdo do FA em dois grupos: o CM e o controle de
fermentagdo natural (CFN), sem adigdo de microrganismos probidticos, por 48h a
36°C. Foi avaliado o pH, contagens de UFC das (BAL), das bactérias heterotréficas
totais (BHT) e leveduras totais (LT). E caracterizagcdo do FA fermentado pelo CM
(FACM) em relagéo ao FA in natura (FAIN). No grupo FACM (4,12+0,04) houve uma
queda de 24% do pH comparado ao CFN (5,42+0,28). Na UFC das BAL ocorreu um
aumento (p<0,05) com a maior contagem obtida em 24h e 48h com o CM (9,52+0,07)
em relagdo ao CFN (7,24+0,15), um incremento de 23,95%. Para BHT, o FACM apds
48h apresentou incremento de 17% (8,46+0,31) em relagdo ao CFN (7,07+0,11). Para
LT os resultados foram similares as BAL, com maior UFC g-' apos 48h FACM ou CFN.
O FACM apresentou maior concentracido de leveduras em comparacao ao CFN. Na
caracterizagdo do FACM apresentou alteragao significativas na composigao fisico-
quimica, nos macronutrientes e nos micronutrientes. Houve aumento de 40% e 6%,
na fibra bruta (FB) e proteina bruta (PB), respectivamente. Além disso, observou-se
reducdo de 2,66% no conteudo de extrato etéreo (EE), 1,91% na matéria mineral
(MM), 3,1% de fosfato, 3,1% de fosforo e 4,48% de potassio. E aumento do conteudo
de sédio, ferro e calcio, em 43,03%, 74,58% e 60,77%, respectivamente, no FACM
em relacdo ao FAIN. Nos aminoacidos essenciais incremento significativo em: 15,4%
de Triptofano, 10,25% de Valina, 9,5% de Leucina, 8,6% de Lisina, 6,9% Fenilalanina
e 5,9% para Isoleucina. E reducdo significativa de 5,77% de Arginina. Para os
aminoacidos ndo essenciais houve aumento significativo em: 10,6% para Glicina,
9,8% para Alanina, 9,1% para Prolina, 7,36% para Acido aspartico, 6,25% para Serina
e 6,19% para o Acido glutamico. Além disso, nesse mesmo produto do FACM, o teor
de proteina bruta aumentou significativamente em 8,83%, e a soma total de
aminoacidos em 6,88% em relagcdo ao FAIN. Na microscopia eletrénica de varredura
(MEV), houve alteragdes na porosidade, microestrutura, aumento da fragmentacao
das particulas, visualizagao da estrutura cristalina de calcio e presencga dos probioticos
das familias Lactobacillaceae, Saccharomycetaceae e Bacillaceae. Portanto, a
fermentacdo pelo CM promoveu qualidade desejaveis ao FA para formulagdo de
dietas e possibilita a reutilizacao desse coproduto rico em nutrientes e valor bioldgico.

Palavras-chave: Aquicultura; coproduto; bactérias acido laticas; fermentacao sélida;

nutrientes.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the influence of a microbial combo (MC) on the
fermentation of rice bran (RBM). In trial I, lactic acid bacteria (LAB) were selected to
ferment rice bran individually for 48 hours at 36°C. The criteria evaluated were pH,
colony-forming unit (CFU) count and antagonism test. The CM was composed of:
Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisae, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
acidophilus and Lactobacillus rhamnosus. In trial Il, FA was fermented in two groups:
CM and the natural fermentation control (CFN), without the addition of probiotic
microorganisms, for 48 hours at 36°C. The pH, CFU counts of (BAL), total
heterotrophic bacteria (BHT) and total yeasts (LT) were assessed. The FA fermented
by CM (FACM) was also characterized in relation to the FA in natura (FAIN). In the
FACM group (4.12+0.04) there was a 24% drop in pH compared to CFN (5.42+0.28).
There was an increase in BAL CFU (p<0.05) with the highest count obtained at 24h
and 48h with CM (9.52+0.07) compared to CFN (7.24+0.15), an increase of 23.95%.
For BHT, the FACM after 48 hours showed an increase of 17% (8.46+0.31) compared
to the CFN (7.07£0.11). For LT, the results were similar to BAL, with higher CFU 9
after 48h in FACM or CFN. FACM had a higher concentration of yeasts compared to
CFN. The characterization of FACM showed significant changes in its physicochemical
composition, macronutrients and micronutrients. There was a 40% and 6% increase in
crude fiber (CF) and crude protein (CP), respectively. In addition, there was a 2.66%
reduction in the content of ether extract (EE), 1.91% in mineral matter (MM), 3.1% in
phosphate, 3.1% in phosphorus and 4.48% in potassium. Sodium, iron and calcium
content increased by 43.03%, 74.58% and 60.77% respectively in FACM compared to
FAIN. In terms of essential amino acids, there was a significant increase of 15.4% in
Tryptophan, 10.25% in Valine, 9.5% in Leucine, 8.6% in Lysine, 6.9% in Phenylalanine
and 5.9% in Isoleucine. And a significant reduction of 5.77% in Arginine. For the non-
essential amino acids, there was a significant increase of: 10.6% for Glycine, 9.8% for
Alanine, 9.1% for Proline, 7.36% for Aspartic Acid, 6.25% for Serine and 6.19% for
Glutamic Acid. In addition, in this same FACM product, the crude protein content
increased significantly by 8.83% and the total sum of amino acids by 6.88% compared
to FAIN. Scanning electron microscopy (SEM) showed changes in porosity,
microstructure, increased particle fragmentation, visualization of the crystalline calcium
structure and the presence of probiotics from the Lactobacillaceae,
Saccharomycetaceae and Bacillaceae families. Therefore, fermentation by CM
promoted desirable quality to FA for diet formulation and allows the reuse of this
coproduct, which is rich in nutrients and biological value.

Keywords: Aquaculture; coproduct; lactic acid bacteria; solid fermentation; nutrients.
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4.1. INTRODUCAO

A aquicultura destaca-se como o setor de producédo animal mais relevante, pois
esta alinhada com os objetivos do desenvolvimento sustentavel (ODS) (Troell et al.,
2023). Por meio de sistemas produtivos mais ambientalmente amigaveis (Thilsted et
al., 2016); gera empregos diretos e indiretos; além de desenvolver aspectos
socioeconémicos, a conservacao ambiental e a oferta de alimentos seguros de alto
valor nutricional (FAO, 2022).

O aumento populacional mundial, a crescente demanda por insumos e a
escassez de matérias primas para formulagéo de dietas de organismos aquaticos tém
representado desafios significativos para a aquicultura (FAO, 2022). Diante disso,
torna-se imperativo adotar estratégias visando a redugado de custos de producgéo e
aumento da eficiéncia produtiva dos cultivos (Mitra, 2021). Nesse contexto, faz-se
necessario buscar ingredientes alternativos mais acessiveis, economicamente
sustentaveis e ambientalmente amigaveis para substituir os insumos
convencionalmente empregados em formulagdes de ragdes (Colombo and Turchini,
2021; Glencross et al., 2020).

A farinha e o 6leo de peixe sédo os principais ingredientes utilizados como fonte
primaria de proteina e lipidios na formulagéo de alimentos para organismos aquaticos
(Boyd and Mcnevin, 2015; Hodar et al., 2020; Jobling, 2012; Tacon et al., 2009). No
entanto, a diminuigdo da disponibilidade desses insumos para produg¢ao de ragdes, o
aumento dos custos de aquisigdo, e o impacto ambiental da pesca associado a sua
obtencao, representam pontos negativos para o setor produtivo (Boyd and Mcnevin,
2015; Hodar et al., 2020; Tacon and Metian, 2015).

As matérias primas de origem vegetal, sdo uma alternativa viavel ao uso de
farinha e 6leo de peixe para algumas espécies da aquicultura (Kokou and Fountoulaki,
2018). A inclusao de ingredientes vegetais em dietas vem se tornando uma realidade
(Hodar et al., 2020). Dentre os ingredientes vegetais, o farelo vegetal € um by-product
feedstuff (BPF), ou seja, um coproduto alimentar, adquirido apds colheita ou
processamento do produto (Fadel, 1999), tais como, as sementes de oleaginosas e
graos de cereais (Gatlin et al., 2007). Em geral, esses farelos vegetais sao constituidos
por proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais (Ramachandra Kolgi and U. B.,
2022). No entanto, apresentam algumas deficiéncias, como a baixa palatabilidade,
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perfil de aminoacidos desbalanceado e presenca de fatores antinutricionais (FAN)
(Dawood and Koshio, 2020).

Diversas pesquisas buscam desenvolver técnicas fermentativas de
ingredientes alternativos para as ra¢des, com base no uso mais eficiente dos recursos
naturais disponiveis, aproveitando-se de BPF e tornando-os ingredientes altamente
nutritivos para alimentagdo aquatica (Albrektsen et al., 2022). Que implica-se em
aplicar o preceitos da economia circular, reutilizar e aprimorar o ingrediente alimentar,
além de reduzir custos nas fabricas de dietas para animais e dar maior
sustentabilidade na atividade (Spaggiari et al., 2021).

A maior destinagdo do farelo de arroz é como ingrediente na alimentagéo
animal (Webber et al., 2014). Possui uma composi¢cdo quimica altamente nutritiva,
contendo de 12-17% de proteina, 13 a 23% de lipidios, 34 a 54% de carboidratos, 6 a
14% de fibras e 8 a 18% de cinzas. Além de ser naturalmente rico em antioxidantes,
como o tocoferol, tocotrienol, oryzanol e fonte prebidtica (Elleuch et al., 2011; Godber
and Wells, 1994; Kataoka et al., 2007; Katina et al.,, 2012; Saunders, 1985). As
inclusdes de farelo de arroz variam entre 3,8%, 8,2% e em até 15,7%, para o Camarao
branco-do-Pacifico, Tilapia do Nilo e Carpa comum, respectivamente (van Riel et al.,
2023).

Dentre as alternativas para melhorar o farelo de arroz destaca-se a utilizagao
da fermentagdo solida (do inglés Solid State Fermentation - SSF), bem como, o
emprego de uma combinacao de diversos microrganismos probidticos (do inglés Multi
Strain Probiotics - MSP) (Kwoji et al., 2021; Sayed et al., 2022). Em estudo realizado
com engorda de juvenis de tainha Mugil liza a inclusao de farelo de arroz fermentado
(FAF), em até 10% da dieta, ndo comprometeu o desempenho zootécnico. Constatou-
se também uma alteracdo na composic¢ao centesimal da carcaga, reducao de lipidios
e aumento do conteudo de cinzas (De Mello Ayres et al., 2022). Ja na engorda de
juvenis de tilapia-do-Nilo Oreochromis niloticus a inclusdo de FAF, em até 20%,
demonstrou melhores resultados para sobrevivéncia e fator de conversao alimentar
(Surianti et al., 2021). A fermentacao €, portanto, uma forma de melhorar a qualidade
nutricional, digestibilidade, palatabilidade, produzir vitaminas, sintese de substancias
antibidticas e degradar toxinas de farelos vegetais (Flores-Miranda et al., 2015;
Hassaan; Soltan; Abdel-moez, 2015; Sun et al., 2015; Zhang et al., 2017; Admassie,
2018; Dai et al., 2019; Erkmen; Bozoglu, 2016; Garrido-Galand et al., 2021; Ryan et
al., 2011). A partir de pesquisas na aplicagao de processos fermentativos do farelo de
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arroz na aquicultura, surge a possibilidade como alternativa para nutricdo na
aquicultura, este estudo teve como objetivo avaliar a influencia de um combo

microbiano na caracterizacao do farelo de arroz fermentado.
4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Matéria-prima

O farelo de arroz foi adquirido da empresa Sucesso Agroindustrial e Consultoria
LTDA, com composigdo de: indice de acidez (max) 3,08 mg NAOH g, indice de
peréxido (max) 5 meq 1000g™', matéria mineral (max) 104,3 g kg!, umidade (max)
94,82 g kg™, fibra bruta (max) 72,4 g kg™', proteina bruta (min) 114,7 g kg' e extrato
etéreo (min) 251,6 g kg™'. Mantido armazenado em freezer (-20°C) até o momento da
utilizacdo. Para os testes com fermentacao, o farelo de arroz foi autoclavado em 121°C

por 15 minutos.
4.2.2. Microrganismos

Foram avaliadas setes cepas de bactérias acido laticas (BAL), sendo seis
cepas BAL, obtidas do Laboratdrio de Tecnologia de Alimentos e Bioprocessos, € uma
do Laboratério de Sanidade de Organismos Aquaticos (AQUOS), da Universidade
Federal de Santa Catarina (Tabela 1). As cepas identificadas como: Lactobacillus
plantarum LBPUFSC 21, Lactobacillus fermentum LBPUFSC 17, Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus LBPUFSC 015, Lactobacillus paracasei LBPUFSC 014,
Lactobacillus acidophilus LBPUFSC 01a, Lactobacillus rhamnosus LBPUFSC 02b e a
cepa de Lactobacillus plantarum B6. Foram mantidas congeladas no freezer a -20°C,
em tubos tipo eppendorf contendo glicerol (Quimibras AS, Rio de Janeiro, Brasil)
adicionado de caldo Man-Rogos-Sharpe (MRS, Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri,
EUA).
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Tabela 2: Cepas de bactérias e levedura utilizadas no experimento.

Microrganismo Identificacdo Origem Classificagao
Lactobacillus plantarum LBPUFSC 21 Sourdough Homo
Lactobacillus fermentum LBPUFSC 17 Sourdough Hetero
Lactost;)iflnggngggecku LBPUFSC 15 Desconhecida Hetero
Lactobacillus paracasei LBPUFSC 14 Sourdough Hetero
Lactobacillus acidophilus LBPUFSC 01a Sourdough Homo
Lactobacillus rhamnosus LBPUFSC 02b Sourdough Hetero
Lactobacillus plantarum  Cepa B6 (AQUOS-UFSC) Penaeus vannamei Homo

Bacillus subtillis Produto comercial Desconhecida
Saccharomyces cerevisae Produto comercial Desconhecida

4.2.3. Selegao de bactérias acido laticas

Para formagdo de um combo microbiano, foi tomado como estratégia a
fermentacdo do farelo de arroz individualmente por cada cepa de BAL (Tabela 1).
Sendo assim, foi utilizado um frasco de Becker de 500mL, contendo uma mistura de
1:1 de farelo de arroz integral e agua destilada, previamente autoclavados a 121°C
por 15 minutos.

Inicialmente as cepas de BAL foram ativadas duas vezes consecutivas em
caldo MRS a 36°C por 24 h. Em seguida, as BAL foram centrifugadas a 4.500 x g por
5 min, lavadas duas vezes em solugao de ringer (Oxoid) e ressuspendidas na mesma
solugdo, obtendo uma concentragéo final de 1x108 UFC g' (MENEZES et al., 2021).

Entao para a fermentagao, a proporg¢ao de agua e substrato foi ajustada para
1:1 e adicionou-se as BAL com concentragdo de 1x108 UFC g™'. Sendo assim, foram
incubadas em estufas bacterioldgicas para fermentagao a 36°C por 48 horas. As
fermentagdes ocorreram em triplicata no sistema de batelada. Foram monitorados os
parametros fisico-quimico de pH com auxilio de pHmetro HI 9126 Hanna ® e
contagem microbiolégica em placa de Petri contendo meio MRS agar, nos tempos de
0, 12, 24 e 48 horas ap6s o inicio da fermentagdo. As placas foram incubadas
invertidas em 36°C por 48h. Desta forma, determinou-se as trés BAL com padrbes
fermentativos de acidificacdo e crescimento microbiano mais expressivo em 48h de
fermentacéo.

A determinacio da concentracdo de microrganismos viaveis ocorreu por meio

da contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC) por grama (g) de produto
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fermentado (UFC g'), em meio de cultura sélida MRS Agar (de Man Rogosa &
Sharpe) (MENEZES et al., 2021).

Para tal, foram coletadas amostras, pesadas e diluidas em sacos estéreis
contendo agua peptonada esterilizada, com cerca de 5g da amostra fermentada
adicionada 45mL de agua peptonada. Posteriormente, homogeneizadas em
stomacher (Marconi, modelo MA 440/CF, SP, Brasil) por 1 minuto e 30 segundos com
53 bpm. A partir da primeira diluigdo 10" é feita as diluicdes seriadas em tubos de
ensaio contendo 9mL de solugéo peptonada estéril, em diluicdo de até 10*. A partir
disso, cada amostra foi semeada em triplicata, nas respectivas placas em superficie
com cerca de 0,1 mL da amostra sob as respectivas diluicbes. As placas foram
incubadas invertidas em jarra anaerdbica com sistema gerador Anaerocult (Merck,
Darmstadt, Hesse, Alemanha) na estufa bacterioldgica por 36°C por 48h. Apds o
periodo de incubagao foi feita a contagem do UFC (BOMFIM BARBOSA, 2019;
MENEZES et al., 2021).

4.2.4. Teste de antagonismo

O teste de antagonismos entre as cepas de BAL que iriam compor o combo, foi
efetuada pela técnica de estrias cruzadas (AL-HUSSINI et al., 2019; MATOS
CARVALHO, 2017). Para tal, adicionando-se cada cepa indicadora na posi¢ao central,
sentido vertical, na superficie da placa de Petriem meio MRS agar. Em seguida, foram
feitas 6 inoculagbes com as diferentes cepas perpendiculares a primeira estria,
mantendo uma distancia de aproximadamente 0,5 cm. As placas foram incubadas em
jarra anaerobica com sistema gerador Anaerocult (Merck, Darmstadt, Hesse,
Alemanha) na estufa bacteriolégica, por 48h a 36°C. Apds o tempo de cultivo, foi

avaliado a presenca ou n&o de halo inibitorio.

4.2.5. Desenho experimental da fermentagao do farelo de arroz pelo

combo microbiano

Para a fermentacgao sélida do farelo de arroz pelo combo microbiano, realizou
a comparacao de dois grupos experimentais, em triplicata conduzidos a 36°C por 48
horas em Becker de 3L, a saber:

1. Fermentagdo natural do substrato de farelo de arroz autoclavado,

proporcionada pelos microrganismos presentes naturalmente no farelo;
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2. Fermentagdo do substrato farelo de arroz autoclavado a partir de um

combo de microrganismos.

O combo microbiano, foi composto por: trés bactérias laticas (Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus acidophilus) contendo 1x108 UFC
mL'. As cepas de Bacillus subtilis do produto comercial da empresa Gabbia
Biotecnologia® contendo 1x108 UFC/mL"' e Saccharomyces cerevisae do produto
comercial da empresa Fleischmann, contendo 1x108 UFC mL"".

Assim uma mistura composta por farelo de arroz integral adicionado de agua
destilada na proporgao de 1:1, foram homogeneizados ao combo microbiano ou n&o
e incubados em estufa bacteriolégica a 36°C por 48h (MENEZES et al., 2021).

Ao longo do processo fermentativo foram coletadas amostras dos
fermentados para contagem das populagbes de bactérias laticas, bactérias
heterotroficas (BHT) e leveduras totais. Além disso, foram coletadas amostras do
farelo de arroz ao longo da fermentagao natural ou a partir do combo microbiano para
as analises fisico-quimicas de: pH, composicdo centesimal, aminoacidos totais,

triptofano, acido fitico, e microscopia eletrénica de varredura.

4.2.6 Contagem microbioldgica

Para crescimento das bactérias acido laticas foi usado o meio MRS,
incubadas a 36°C por 48h em jarra anaerdbia aerocult metodologia descrita por
Menezes et al., (2021). Para crescimento de bactérias heterotroficas totais (BHT) foi
utilizado o meio agar BHI incubadas a 30°C por 72h (MONNERAT et al., 2020).

Para crescimento das leveduras foi utilizado o meio Yeast Peptone Dextrose
Agar (YEPD) com composicéo de: agar 15g L™, peptona bacterioldgica 20g L™, glicose
20g L', e extrato de levedura 10g L. As placas foram incubadas a 30°C por 72h (DA
SILVA et al., 2021).

4.2.7. Composicao centesimal

A composicao do farelo integral de arroz nao fermentado e fermentado nos
tempos Oh e 48h, a partir do combo microbiano foram obtidas pelo Laboratério de
Anadlises (LABCAL), do Departamento de Ciéncia e Tecnologia da Universidade

Federal de Santa Catarina (UFSC), de acordo com as metodologias abaixo:
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a) Calcio, extrato etéreo, fibra bruta, fosforo, proteina bruta, matéria seca,
matéria mineral (COMPENDIO BRASILEIRO DE ALIMENTACAO
ANIMAL, 2017)

b) Ferro, potassio e sddio (ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL
CHEMISTIS, 2016)

c) Fosfato (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

4.2.8. Aminoacidos totais e triptofano

Para determinacdo de aminoacidos totais e triptofano, foram coletadas
amostras do farelo de arroz ndo fermentado (in natura) e do farelo de arroz fermentado
pelo combo microbiano (48h), apds, congeladas em freezer sob temperatura de -20°C.
Posteriormente, liofilizadas por 24h e depois armazenadas em sacos embalados a
vacuo, condicionados em freezer a -20°C para posterior envio. As analises foram
enviadas ao Laboratério CBO-SP, feitas com base nos métodos descritos pelos
codigos: MA-001 R5 (COMPENDIO BRASILEIRO DE ALIMENTACAO ANIMAL, 2017)
MA-009 RO (B; SOTELO, 1980; HAGEN; FROST; AUGUSTIN, 1989; WHITE; HART;
FRY, 1986).

4.2.9. Acido fitico

Para avaliar o teor de acido fitico ou fitato, foram coletadas amostras do farelo
de arroz nao fermentado (in natura) e do farelo de arroz fermentado pelo combo
microbiano (48h). As amostras apés fermentacao foram secas em estufa por 50°C
durante 24h e congeladas em freezer a -20°C. O fitato foi extraido das amostras
utilizando acido cloridrico (HCI) diluido. Posteriormente o extrato foi diluido com agua
e aplicado em uma coluna trocadora de ions. O fitato foi entdo diluido em solugao de
cloreto de sédio (NaCl) 0,7M e em seguida é adicionado um reagente de cor (reagente
de Wade). O fésforo foi medido colorimetricamente utilizando um espectrofotémetro a
500nm (LATTA; ESKIN, 1980).

4.2.10. Microscopia eletrénica de varredura

Para analise de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram coletadas
amostras do farelo de arroz nao fermentado (in natura) e do farelo de arroz fermentado

pelo combo microbiano (48h). As amostras apds fermentagao foram liofilizadas por
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24h e armazenadas em temperatura ambiente. Posteriormente, foi determinado o
ponto critico EM-DPC-030 (Leica, Heidelberg, Alemanha), colocando-os em suportes
metalicos (stubs) com uma folha adesiva de carbono e revestidos com ouro para
analise em MEV (JVM JSM 6390 LV, JEOL Ltd., Tokyo, Japao, a 10 kV), realizado no
Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC. Foram avaliadas a
presenga dos microrganismos e mudangas na microestrutura e porosidade do farelo
de arroz fermentado (SU et al., 2022).

4.2.11 Analise estatistica

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicatas e submetidos ao teste
de Shapiro-Wilk e teste de Levene para verificar a normalidade e
homoscedasticidades de variancia, respectivamente. As variaveis de pH e contagens
microbioldgica foram submetidas a analise de varidancia ANOVA-two way, seguida de
teste de Tukey (p<0,05). Ja para os dados de composi¢cao centesimal, teor de acido
fitico e aminoacidos totais e triptofano, foram analisados através de analise de teste-
T (p<0,05). Todos os testes foram realizados ao nivel de significancia de 5%,

utilizando o software Statistica 10.0.
4.3. RESULTADOS
4.3.1. Selegao de microrganismos (BAL)

Durante o processo de selegao das BAL, constatou-se que independentemente
do tempo as BAL que mais promoveram a reducao do pH na fermentagao do substrato
farelo de arroz foram, respectivamente, Lactobacillus acidophilus (5,0510,52),
Lactobacillus plantarum (5,08+0,47), Lactobacillus rhamnosus (5,10+0,48),
Lactobacillus bulgaricus (5,12+0,52), Lactobacillus paracasei (5,1510,5), Lactobacillus
fermentum (5,2510,36) e Lactobacillus plantarum “b” (5,71+£0,47) (Figura 2).
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Figura 2: Valores de pH do produto da fermentacao do farelo de arroz pelas bactérias acido

laticas individualmente.
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Figura 3: Contagens de unidades formadoras de colénia do produto da fermentagéo do

farelo de arroz pelas bactérias acido laticas individualmente.
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Figura 4: Teste de antagonismo por estrias entre as cepas bactérias acido laticas
PR T —e D

Fonte: do préprio autor

Portanto, de acordo com os testes de capacidade fermentativa e antagonismos
entre as cepas de BAL, foram selecionadas as cepas Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus acidophilus, para comporem o combo

microbiano no processo fermentativo do farelo de arroz.

4.3.3. Fermentagao do combo microbiano e fermentagao natural

O valor inicial de pH para ambos os tratamentos, fermentacéo natural do farelo
de arroz (controle) e fermentagdo a partir do combo microbiano do farelo de arroz
(combo), foi de (6,22+0,01) e (6,2+0,02), respectivamente. O combo apresentou maior
queda de pH, em relacdo ao controle apos 48h (4,1210,04) e 24h (4,33+0,1), em
relacdo aos valores de pH do grupo controle, (5,42 + 0,28) e (6,06 = 0,08),
respectivamente. Sendo assim, a fermentacdo do farelo de arroz pelo combo
promoveu maior queda do pH cerca de, 24% mais acidez, em relagéo a fermentagao
natural do substrato de farelo de arroz, indicando, portanto, maior capacidade
fermentativa (Figura 5).
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Figura 5: Valores de pH do produto da fermentacéo do farelo de arroz natural (controle) e da
fermentacéo do farelo de arroz pelo combo microbiano (combo) ao longo do tempo de (0, 24
e 48 horas).
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*Os dados sédo apresentados em média + desvio padrdo. Letras maiusculas (A, C) representam
diferenca estatistica entre o tempo (p<0,05)
Letras minusculas (a, b) representam diferenga estatistica entre os tratamentos (p<0,05).

Além disso, apds o processo fermentativo do farelo de arroz por meios naturais
(controle) ou pelo combo microbiano, observou-se um incremento de BAL
independentemente do grupo (p<0,05). Entretanto, a fermentagao do farelo de arroz
conduzido pelo combo microbiano promoveu maior crescimento significativo desse
grupo de microrganismos (BAL) em comparagao ao controle. Assim como, a maior
contagem de unidades formadoras de coldonias em log UFC g, foi obtida a partir de
24h e se manteve em 48h no farelo de arroz fermentado com o combo microbiano
(9,52+0,07) em relagdo ao controle (7,24+0,15). Esse incremento de BAL foi de

23,95%, comparado ao controle, em 48h de fermentacao do farelo de arroz (Figura 6).
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Figura 6: Contagem de bactérias acido laticas (BAL) do produto da fermentacao do farelo de
arroz natural (controle) e da fermentacao do farelo de arroz pelo combo microbiano (combo)
ao longo do tempo de (0, 24, 48 horas).
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*Os dados sdo apresentados em média + desvio padrdo. Letras maiusculas (A, C) representam
diferenca estatistica entre o tempo (p<0,05)
Letras minusculas (a, b) representam diferenga estatistica entre os tratamentos (p<0,05).

Nao foi possivel observar incremento das bactérias heterotroficas totais (BHT)
ao longo do tempo, independentemente do grupo fermentador do farelo de arroz
(natural ou combo). No entanto, independentemente do tempo de observagao, o farelo
de arroz fermentado com o combo microbiano apresentou maior numero significativo
de BHT em comparacao a fermentagao natural do farelo de arroz (controle). Por
exemplo, apos 48h de fermentagdo do substrato de farelo de arroz, o combo
microbiano apresentou um incremento em log UFC g', de 17% de BHT (8,46+0,31),

em relagao, ao controle (7,07+0,11) (Figura 7).
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Figura 7: Contagem de bactérias heterotroficas totais (BHT) do produto fermentagé&o do
farelo de arroz natural (controle) ou da fermentacgéo do farelo de arroz pelo combo
microbiano (combo) ao longo do tempo (0, 24, 48 horas).

OControle mCombo

Contagem UFC-g
O =~ N W P O ON OO O O

Oh 24h 48h

*Os dados sao apresentados em média + desvio padrado. Letras maiusculas iguais (A,
A) nao representam diferenga estatistica entre o tempo (p<0,05). Letras minusculas
(a, b) representam diferenga estatistica entre os tratamentos (p<0,05).

Similarmente a contagem de BAL, a maior contagem de unidades formadoras
de colbnias (UFC g') de leveduras totais foi encontrada apds 48h de fermentagéo
independentemente do grupo fermentado do farelo de arroz (natural ou combo). Além
disso, independentemente do tempo, o farelo de arroz fermentado com o combo
microbiano apresentou sempre maior concentragdo significativa de leveduras em

comparagao a fermentacao natural (controle) (Figura 8).
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Figura 8: Contagem de leveduras totais do produto da fermentacao do farelo de arroz
natural (controle) e da fermentagéo do farelo de arroz pelo combo microbiano (combo) ao
longo do tempo (0, 24, 48 horas).
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*Os dados s&do apresentados em média + desvio padrdo. Letras maiusculas (A, B) representam
diferenca estatistica entre o tempo (p<0,05)
Letras minusculas (a, b) representam diferenga estatistica entre os tratamentos (p<0,05).

4.3.4. Caracterizagcdao do farelo de arroz fermentado pelo combo

microbiano e farelo de arroz sem processo fermentativo (in natura)

O processo fermentativo do farelo de arroz através do emprego do combo
microbiano provocou alteragdes significativas na composigao fisico-quimica, tanto dos
macronutrientes quanto dos micronutrientes apos as 48h de fermentagao, em relagéo
ao farelo de arroz nao fermentado (in natura).

Com relagado aos macronutrientes houve aumento de 40% e 6%, na fibra bruta
e proteina bruta (PB), respectivamente, do farelo de arroz fermentado em relagao ao
substrato in natura. Além disso, observou-se reducao de 2,66% no conteudo de
extrato etéreo (EE) e 1,91% da matéria mineral (MM) no farelo de arroz fermentado.
Comparativamente ao farelo sem fermentar, o produto da fermentacéo do farelo de
arroz a partir do combo microbiano promoveu reducgao dos niveis de fosfato, fosforo e
potassio, com valores de 3,1%, 3,1% e 4,48%, respectivamente e aumento no
conteudo de sodio, ferro e célcio, em 43,03%, 74,58% e 60,77%, respectivamente
(Tabela 3).
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Tabela 3: Composigcéo centesimal do farelo de arroz sem processo fermentativo (in natura) e
do farelo de arroz fermentado com o combo microbiano na base seca.

Macronutriente (g 100g™") FA FAF
Fibra bruta 15,42 + 0,31 25,44 + 0,382
Matéria mineral 13,57 £ 0,22 13,21 £ 0,19°
Extrato etéreo 9,44 + 0,032 9,26 + 0,29
Proteina bruta 7,33 £ 0,01 7,8 £ 0,012
Micronutriente (mg 100g™")
Fosfato 2529,46 + 42,992 2451,52 + 18,89
Fosforo 1104,39 + 18,782 1070,27 + 8,27°
Potassio 688,89 £ 0,172 658,02 + 21,62
Sdédio 16,43 + 0,78° 28,84 £ 0,972
Ferro 4,51 +0,06° 17,74 £ 0,132
Calcio 0,244 + 0,005° 0,622 + 0,016°
Antinutriente (g 100g™")
Acido fitico 1,85 + 0,122 1,89 + 0,272

*Os dados sao apresentados em média + desvio padrdo. FA - Farelo de arroz (in
natura); FAF — Farelo integral de arroz fermentado, letras minusculas (a, b)
representam diferencga estatistica entre os tratamentos (p<0,05)

No que tange aos aminoacidos essenciais, constatou-se que o produto da
fermentacdo do farelo de arroz com o combo microbiano promoveu incremento
significativo em: 15,4 % para Triptofano, 10,25% para Valina, 9,5 % Leucina, 8,6%
para Lisina, 6,9% Fenilalanina e 5,9% para Isoleucina. Ja para Arginina, verificou-se
uma reducédo significativa de 5,77% do farelo de arroz fermentado pelo combo
microbiano em comparacgao ao farelo de arroz in natura (Tabela 4).

Similarmente ao resultado de alguns aminoacidos essenciais, os aminoacidos
nao essenciais do produto do farelo de arroz fermentado pelo combo microbiano
também exibiram aumento significativo, especialmente em: 10,6% para Glicina, 9,8%
para Alanina, 9,1% para Prolina, 7,36% para Acido aspartico, 6,25% para Serina e
6,19% para o Acido glutamico. Além disso, nesse mesmo produto do farelo de arroz
fermentado pelo combo microbiano, o teor de proteina bruta aumentou
significativamente em 8,83%, e a soma total de aminoacidos em 6,88% em relacao ao

substrato in natura (FA) (Tabela 4).
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Tabela 4: Perfil de aminoacidos totais e proteina bruta do farelo de arroz sem processo
fermentativo (in natura) e do farelo integral de arroz fermentado pelo combo microbiano.

Aminoacidos (%) FA FAF
Aminoacidos essenciais
Arginina 0,52 £ 0,012 0,49 £ 0,01°
Fenilalanina 0,27 £ 0,01° 0,29 + 0,012
Histidina 0,21 £ 0,012 0,22 £ 0,012
Isoleucina 0,19 £ 0,01 0,21 + 0,012
Leucina 0,48 + 0,01 0,51 £ 0,012
Lisina 0,32 + 0,01 0,350,012
Metionina 0,07 £ 0,012 0,07 £ 0,012
Valina 0,35+ 0,01 0,39 £ 0,012
Treonina 0,29 + 0,012 0,31 +0,012
Triptofano 0,11 £ 0,01 0,13 + 0,012
Aminoacidos ndo essenciais
Acido aspartico 0,63 +0,01° 0,68 £ 0,012
Acido glutamico 0,91 +0,01° 0,97 + 0,012
Alanina 0,46 + 0,01° 0,51 + 0,012
Cistina 0,09 £ 0,012 0,09 £ 0,012
Glicina 0,42 + 0,01 0,47 £ 0,012
Hidroxiprolina <0,01a <0,01a
Prolina 0,30 + 0,01 0,33 £ 0,012
Serina 0,30 + 0,01 0,32 £ 0,012
Taurina <0,01a 0,03 £ 0,012
Tirosina 0,17 £ 0,012 0,17 £ 0,012
Soma total dos aminoacidos 6,09° 6,542
Proteina bruta 7,44 +0,14b 8,16 £ 0,032

*Os dados sao apresentados em média + desvio padrédo. FA - Farelo de arroz in natura; FAF - Farelo
de arroz fermentado pelo combo microbiano. Letras minusculas (a, b) representam diferenca estatistica
entre os tratamentos (p<0,05).

No que diz a respeito a morfologia a partir do MEV, o farelo de arroz sem
fermentacao (Fig.9, A e B) apresentou mudancgas na sua porosidade, microestrutura
e aumento da fragmentagcdo das particulas apdés a fermentagdo pelo combo
microbiano (Fig.9, C e D). Assim como, foi possivel identificar a presenga de
microrganismos das familias Lactobacillaceae, Saccharomycetaceae, Bacillaceae
(Fig.9,E,F, GeH).

A fermentacdo promoveu o aumento do teor de calcio e fibras no farelo de
arroz fermentado (Tabela 3). Além disso, estes efeitos foram também possiveis de

visualizar no MEV, onde observou-se a estrutura cristalina do mineral de calcio (Fig.
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9, I); e as estruturas das fibras presentes no farelo de arroz fermentado pelo combo
microbiano, com aspecto de “favo de mel” (Fig. 9, J).

Figura 9: Imagens da microscopia eletronica de varredura (MEV) do farelo de arroz sem
processo fermentativo (in natura) e do farelo de arroz fermentado pelo combo microbiano.

A —Farelo de arroz sem fermentagao (in natura); B — Ampliagéao da figura A; C — Farelo
integral de arroz fermentado; D — Ampliacédo da Figura C; E, H — Individuos da familia
Lacobacillaceae; F — Individuos da familia Saccharoinycetaceae; G — Individuo da
familia Bacillaceae; | — Cristais de célcio no farelo de arroz fermentado J — Porosidade

e fibras do farelo de arroz fermentado.
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4.4. DISCUSSAO

O pH é um fator determinante no processo fermentativo, como evidenciado
por Asunis et al., (2019). Sayed et al., (2023) relataram diminui¢do do pH no farelo de
arroz fermentado por Saccharomyces cerevisae e Lactobacillus plantarum, o que
indica sucesso desse processo. O aumento da acidez do meio € reflexo da producéo
de acidos organicos e dioxido de carbono. Esse achado corrobora com os resultados
do presente trabalho, onde também se verificou uma diminuigao significativa (p<0,05)
do pH no produto da fermentacédo do farelo de arroz com o combo microbiano em
comparagao ao produto da fermentacdo natural do farelo de arroz. Para que a
fermentacgdo sélida seja bem sucedida, € essencial manter o pH dentro de uma faixa
6tima, atendendo as exigéncias dos microrganismos e otimizando, assim, o processo
fermentativo (CHILAKAMARRY et al., 2022). Nesse sentido, Shi et al., (2023)
descrevem que o pH mais baixo pode ser mais favoravel para a fermentagao, pois
inibe o crescimento de diversas bactérias patogénicas e aumenta a concentragéo
bactérias probioticas. Portanto, a reducdo do pH favorece a manutengcdo dos
microrganismos probiéticos e reducdo dos microrganismos prejudiciais, tornando o
substrato fermentativo uma matriz alimentar favoravel e um veiculo de entrega de
organismos benéficos aos organismos aquaticos cultivaveis.

Adicionalmente, a contagem microbiolégica de células viaveis (meio
dependente) proporciona a quantificacdo do numero de colbénias em
divisdo/crescimento dos microrganismos presentes no produto do processo
fermentativo (BEHERA et al., 2019). Nessa perspectiva, Moon e Chang, (2021)
relataram aumento do nimero de UFC de Lactobacillus plantarum de 7 log UFC/mL""
para 9,78 log UFC/mL-", no produto da fermentagdo do farelo de arroz a 30°C por 48h,
0 que representa o sucesso na utilizagao desse substrato como fonte de nutrientes e
crescimento da populagdo de bactérias acido laticas. Em conformidade a esses
achados, os resultados do presente trabalho, também observou incremento
significativo (p<0,05) nas contagens de UFC, tanto para BAL de 8 log UFC/mL™" para
9,52 log UFC/mL"", quanto para BHT, no produto da fermentagéo do farelo de arroz
com o combo microbiano, em relagao ao grupo de fermentagao natural do farelo de
arroz. Esses fatos podem estar relacionado aos achados descritos por Thomas;
Larroche e Pandey (2013) que destaca, o substrato na SSF & utilizado como fonte de
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carbono, material de suporte e nutrientes essenciais fornecendo condi¢cbes
necessarias ao crescimento dos microrganismos.

A SSF pode modificar a presenca de nutrientes no substrato fermentado
(KUMITCH et al.,, 2020). Nesse sentido, Christ-Ribeiro et al., (2020) relataram
alteracdes significativas no conteudo dos macronutrientes (minerais, proteina, fibras
e lipidios) no produto final da fermentagdo do farelo de arroz por Saccharomyces
cerevisae a 30°C por 6h. Fato esse semelhante aos dados encontrados no presente
trabalho, onde o farelo de arroz fermentado pelo combo microbiano incrementou os
macronutrientes, proteina bruta (PB) e fibra bruta (FB), no entanto, diminui o extrato
etéreo e matéria mineral, em comparacéao ao farelo de arroz in natura. Adicionalmente,
Samtiya et al., (2021) relataram aumento da disponibilidade de micronutrientes do
produto obtido apds processos fermentativos de substratos de origem vegetal. Por
exemplo, na fermentacdo do arroz por Lactobacillus spicheri DSM 15429 houve
aumento do conteudo de calcio e potassio (CHIS et al., 2020). Assim como, na
fermentacdo de arroz por Lactobacillus plantarum L7 foi registrado aumento da
presenca de sodio e ferro (GIRI et al., 2018). No presente trabalho, foi registrado
aumento no conteudo de sddio, ferro e calcio, bem como, reducgao de fosfato, fésforo
e potassio no combo microbiano. O aumento dos conteudos de PB, FB e calcio no
produto da fermentagdo do combo microbiano aumentou a disponibilidade desses
nutrientes, o que tem potencial de agregar valor a produgao de organismos aquaticos.
Diversas publicagcbes relatam que, a utilizacdo de ingredientes fermentados em
inclusbes parciais na alimentagcdo melhoram o desempenho zootécnico, melhor
aproveitamento dos nutrientes contidos nas ragdes, sobrevivéncia, modulagdo da
microbiota intestinal, atividade enzimatica digestiva e resisténcia a doengas, quando
comparado a ingredientes ndo fermentados (DAWOOD; KOSHIO, 2020; LI et al.,
2023a; ZHANG et al., 2021b, 2023). Além de que, a diminuigdo dos micronutrientes
como o fosforo e fosfato, possibilitam um ingrediente mais amigavel ao meio ambiente
com menor potencial de poluicdo ambiental. Isto representa o efeito benéfico da
fermentacdo do substrato de farelo de arroz, que promove aprimoramento de sua
qualidade nutricional e potenciais usos.

Ja no que tange aos fatores antinutricionais, o acido fitico € um dos principais
antinutrientes contido em alimentos de origem vegetal (POPOVA; MIHAYLOVA,
2019). E geralmente conhecido como  myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakis

dihidrogenofosfato, estando presente em varios niveis, de 0,1 até 6,0% (GUPTA;
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GANGOLIYA; e SINGH, 2015). De acordo com Samtiya; Aluko e Dhewa, (2020) a sua
presenca, pode ser reduzida por diversas técnicas e métodos de processamento. A
fermentacao, também denominada, bioprocesso, € um dos métodos capaz de reduzir
os niveis de acido fitico (FAIZAL et al., 2023). A exemplo disso, a SSF do farelo arroz
por Lactobacillus plantarum, foi capaz de reduzir o conteudo de acido fitico (MOON; e
CHANG 2021). Assim como, a co-fermentacdo em SSF do substrato de farelo de arroz
por Saccharomyces cerevisae e Lactobacillus plantarum, também mitiga o conteudo
de acido fitico no produto fermentado (SAYED et al., 2022). No entanto, este efeito
positivo na redugéo do conteudo de acido fitico por um processo fermentativo, nao foi
comprovado no presente trabalho (p>0,05). Segundo Pazla et al., (2023) a redugéo
do fator antinutricional pode ser afetada por diversos fatores, dentre eles, a cepa
bacteriana, dosagem de indculo, tempo de fermentagdo e o tipo do substrato
fermentativo. Nesse sentido, Pazla et al., (2021) relataram que a fermentagcédo de
margaridao (Tithonia diversifolia) por Lactobacillus bulgaricus no maior tempo
conduzido em experimento de 120 horas, conferiu uma taxa de degradacédo de
64,81% do conteudo de &cido fitico em comparagdo a 48 horas com taxa de
degradagdo de 51,03%. Sendo assim, o um aumento significativo na taxa de
degradacgao do conteudo do antinutriente pode estar relacionado também ao tempo
do processo fermentativo. Complementarmente, o baixo conteudo de acido fitico no
substrato do farelo de arroz, utilizado no processo fermentativo investigado, pode néo
ter sido detectado pelos microrganismos, nao havendo entéo, a liberagdo da enzima
fitase.

O fornecimento adequado de proteinas e aminoacidos (AA) é essencial para o
otimo crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia dos animais cultivados (WU
2013a, 2013b). Os aminoacidos sado a unidade basica da proteina Kimball; Jefferson
(2006), formados por base nitrogenadas, classificados como AA essenciais e nao
essenciais (WU, 2013a). No entanto, os ingredientes de origem vegetal geralmente
estdo associados a um desequilibro no perfil de AA essenciais (TACON, 1995). Em
estudo realizado com SSF empregando o combo microbiano composto de Bacillus
subtilis, Lactobacillus plantarum e Saccharomyces cerevisae, promoveu aumento no
conteudo de AA totais no substrato de farelo de arroz fermentado (SU et al., 2022). O
que respalda os resultados encontrados nesse trabalho, onde houve um aumento
significativo (p<0,05) nos AA totais do grupo de farelo de arroz fermentado pelo combo

microbiano, comparado ao grupo de fermentacao natural. Fato esse também descrito
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por Li et al.,, (2023), onde a fermentagdo bacteriana promoveu incremento da
composicao dos AA livres e hidrdlise das proteinas presentes no substrato
fermentado. Em relagdo aos AA essenciais, a lisina e metionina sdo deficientes em
alimentos de origem vegetal (GATLIN et al., 2007). No presente trabalho, constatou-
se que a fermentacao do farelo de arroz pelo combo microbiano foi capaz de aumentar
significativamente os AA essenciais, como, lisina e triptofano, quando comparado ao
produto da fermentagao natural do farelo de arroz. Putra et al., (2022) verificaram que
o produto da fermentagao do farelo de arroz por Aspergillus niger, também apresentou
aumento no conteudo de lisina. Jannathulla et al., (2017) também descreveram
aumento significativo do AA essencial triptofano do produto apds processo
fermentativo, o que corrobora com o presente trabalho. Sendo assim, a fermentagao
pelo combo microbiano € capaz de hidrolisar proteinas extraidas dos vegetais,
modificando-as e tornando mais facilmente absorvidas e utilizaveis (YU, 2012). Estas
proteinas ou peptideos de menor tamanho molecular, possuem diversas fungdes
fisiologicas, tais como, antioxidantes, redu¢do da pressao sanguinea e melhorar a
imunidade (LIU et al., 2016). Portanto, a fermentagao do farelo vegetal pode promover
diversos beneficios na transformacédo da matéria-prima, que posteriormente pode ser
ofertado para alimentagédo de organismos aquaticos.

Além disso, o farelo de arroz é rico em fibras dietéticas, principalmente em
celulose, hemicelulose, pectina, arabinoxilano, lignina, B-glucano e acidos fendlicos
(HENDERSON et al., 2012), as quais podem ser visualizadas em microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). A MEV é geralmente empregada para investigar
reagoes dindmicas e atividades que alteram estruturas e superficies (BARROO et al.,
(2020). A identificacao de alteragdes estruturais na fibra soluvel dietética Chen et al.,
(2018), microestrutura Jia et al., (2019), porosidade Ren et al., (2021), estrutura
cristalina de calcio (Cooper; Brayford; Laycock, 2014; Fouad et al., 2018), leveduras
He et al., (2021), Bacillus sp. e Lactobacillus sp. (SU et al., 2022). Nesse sentido, no
presente trabalho, foi possivel verificar as fibras com aspecto de “favo de mel”,
relatado também por Chu et al., (2019), onde promoveu a fermentagao do farelo de
milho por Bacillus natto. As alteragbes na microestrutura causados pela SSF foram
visualizadas também em: farinha de amendoim (Arachis hypogaea) por Bacillus
velezensis LB-Y-1 e Pediococcus acidilactici LC-9-1 (LI et al., 2023) farinha de folha
de moringa (Moringa oleifera Lam.) por Aspergillus niger, Candida Ultilis e Bacillus
subtilis (SHI et al., 2021), no farelo de arroz desengordurado por Trichoderma viride
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(JIA et al., 2019) e na farinha de trigo por Saccharomyces cerevisae, Lactobacillus
bulgaricus e Streptococcus thermophiles (ZHAO; GUO e ZHU, 2017). As mudangas
na porosidade estdo relacionadas com a degradagédo da parede celular segundo
(ZHANG et al.,, 2021a). Neste trabalho, foi possivel observar as mudancas na
porosidade, relatado também por Ren et al., (2021), onde apresentou uma superficie
mais porosa e pequenos fragmentos na fibra dietética do farelo de arroz
desengordurado. O maior conteudo de célcio no farelo de arroz fermentado pelo
combo microbiano comparado ao farelo de arroz fermentado naturalmente, foi
visualizado pela presenca de cristais de calcio, o qual foi descrita por COOPER,;
BRAYFORD; LAYCOCK, 2014; FOUAD et al., 2018). A presenga de microrganismos
probioticos no produto da fermentacao do farelo de arroz pelo combo microbiano, tais
como: Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisae e Lactobacillus sp, também foi
descrito por Su et al., (2022) na fermentagao do farelo de arroz desengordurado. Logo,
a SSF do farelo de arroz por um combo microbiano promove diversas alteracoes
quimicas, microbianas, estruturais, e porosas no substrato fermentado. Apresentando,
portanto, qualidades desejaveis as matéria-prima em formulagbées de dietas para
organismos aquaticos, possibilitando a reutilizagdo desse coproduto residual da

industria, rico em nutrientes e valor bioldgico.

4.5. CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel selecionar as melhores cepas de BAL, estas integraram o combo
microbiano juntamente de Bacillus subtilis e Saccharomyces cerevisae, que a partir
da fermentacéo sélida do farelo de arroz, proporcionaram a queda do pH, aumento da
contagem de microrganismos probidticos e BHT, melhora da disponibilidade e
qualidade de nutrientes, como a proteina bruta, fibra bruta, calcio, aminoacidos
essenciais e totais. Além de reduzir fatores indesejaveis como o conteudo de fosforo
e fosfato. No entanto, no presente trabalho n&o foi possivel reduzir o fator
antinutricional de acido fitico, o que se sugere, a trabalhos futuros, a adigao da enzima

fitase junto ao combo microbiano.
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