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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo avaliar a fermentagdo em estado sélido do farelo de
arroz (FA) utilizando Lactobacillus plantarum, Bacillus subtilis e a combinagdo de
ambas como agentes fermentadores, sob os aspectos de crescimento microbiano
(meio dependente) e de pH ao longo do processo. O experimento foi conduzido
inteiramente casualizado em quadruplicada, compostos pelos seguintes grupos
experimentais: Controle, Lactobacillus plantarum, Bacillus subtilis e L. plantarum + B.
subtilis. As fermentacdes formam realizadas a 30 °C durante 48 horas, com analises
e amostragens em 0, 24 e 48 horas para contagem microbiana e afericdo de pH. As
contagens microbianas foram realizadas em Tripto Soya Agar (TSA) para bactérias
heterotréficas totais e em Man, Rogosa e Sharpe (MRS) para bactérias acido-laticas.
Os resultados de crescimento microbiano em TSA e MRS mostram que
independentemente dos microrganismos fermentadores do FA houve significativo
incremento bacteriano ao longo das primeiras 24 horas e estabilizando nas 24 horas
subsequentes. O mesmo padrdo ocorreu com o pH, onde descreu significativamente
nas primeiras 24h, seguido de estagnagao. Ao observar o desempenho microbiano
dentro dos tempos amostrais, contata-se: a) que em TSA a fermentagcdo do FA com
B. subtilis isolado registrou crescimento elevado nas primeiras 24 horas com
expressiva redugdo de pH neste periodo; b) que a fermentagdo do FA com L.
plantarum isolada apresentou crescimento progressivo, sobretudo em meio MRS,
acompanhado de reduc¢do gradual do pH, indicando boa adaptagdo ao substrato; c)
que a fermentacdo do FA com a combinagdo das cepas revelou comportamento
distinto entre os meios de cultivo: em MRS ocorreu crescimento bacteriano
intermediario, enquanto em TSA o crescimento observado até 24 horas nao se
manteve ao final da fermentacéo. Paralelamente, o pH do tratamento combinado ficou
intermediario em 24 horas e elevou-se em 48 horas em comparagao ao FA fermentado
com L. plantarum. Os achados indicam que a fermentacao em estado sélido pode ser
aplicada para enriquecer microbiologicamente o farelo de arroz, e que o L. plantarum
isoladamente apresentou resultados mais promissores com microrganismo
fermentador desse substrato.

Palavras-chave: Aquicultura; Bactérias; Nutricdo animal; Residuo agricola



ABSTRACT

This study aims to evaluate the solid-state fermentation of rice bran (RB) using
Lactobacillus plantarum, Bacillus subtilis, and the combination of both as fermenting
agents, focusing on microbial growth (medium-dependent) and pH throughout the
process. The experiment was conducted in a completely randomized design with four
replicates, composed of the following experimental groups: Control, Lactobacillus
plantarum, Bacillus subtilis, and L. plantarum + B. subtilis. The fermentations were
carried out at 30 °C for 48 hours, with analyses and sampling at 0, 24, and 48 hours
for microbial counting and pH measurement. Microbial counts were performed on
Tryptic Soy Agar (TSA) for total heterotrophic bacteria and on Man, Rogosa and
Sharpe (MRS) for lactic acid bacteria. The results of microbial growth in TSA and MRS
show that, regardless of the fermenting microorganisms used for RB, there was a
significant bacterial increase during the first 24 hours, stabilizing over the subsequent
24 hours. The same pattern occurred with pH, which decreased significantly during the
first 24 hours, followed by stagnation. Observing microbial performance across
sampling times, it is noted that: (a) in TSA, the fermentation of RB with isolated B.
subtilis showed high growth in the first 24 hours, with a marked pH reduction during
this period; (b) the fermentation of RB with isolated L. plantarum showed progressive
growth, especially in MRS, accompanied by a gradual pH reduction, indicating good
adaptation to the substrate; (c) the fermentation of RB with the combination of strains
showed distinct behavior between the culture media: in MRS, intermediate bacterial
growth occurred, whereas in TSA the growth observed up to 24 hours did not persist
until the end of fermentation. Meanwhile, the pH of the combined treatment was
intermediate at 24 hours and increased at 48 hours compared to RB fermented with L.
plantarum. The findings indicate that solid-state fermentation can be applied to
microbiologically enrich rice bran, and that isolated L. plantarum showed more
promising results as a fermenting microorganism for this substrate.

Keywords: Aquaculture; Bacteria; Animal Nutrition; Agricultural Residue
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INTRODUGCAO

A aquicultura mundial tem apresentado crescimento expressivo nas ultimas
décadas, chegando a superar a pesca extrativa como principal fonte de organismos
aquaticos destinados ao consumo humano (FAO, 2024). Paralelamente, pode ser
observado também um aumento da demanda por proteina animal de origem
alternativa, impulsionado pelo crescimento populacional global, o que reforga ainda
mais a expansao da atividade aquicola. Com esse crescimento, a necessidade por
insumos também se intensificou, sendo a racido um dos principais custos de producéo.
Em alguns casos chega a 60% do custo total (Appel, 2006), que s&o influenciados por
fatores como o transporte e logistica (Ferreira Brabo et al., 2013), sobretudo, quando
aplicados a utilizacado de ingredientes de alto valor monetario e biolégico, como a
farinha e o 6leo de peixe (Arantes et al., 2021).

A proteina € um dos componentes mais importantes na formulacao de dietas
para organismos aquaticos, e sua exigéncia varia conforme o habito alimentar das
especies cultivadas e fase de desenvolvimento, podendo alcancgar niveis elevados de
inclusdo (SENAR, 2019). Ademais, a disponibilidade de energia de qualidade da ragao
modula o desempenho zootécnico animal, gracas ao denominado ‘“efeito
economizador de proteina”. Esse efeito ocorre quando uma boa fonte de energia,
provenientes de carboidratos ou lipidios, supre as demandas metabdlicas, permitindo
que a proteina seja direcionada preferencialmente para o metabolismo relacionado ao
crescimento dos animais (Carli, 2021). Nesse contexto, um dos principais desafios da
industria de alimentagao aquicola é identificar ingredientes alternativos e/ou
multifuncionais que sejam economicamente viaveis e nutricionalmente eficientes.
Essa necessidade ja foi evidenciada em estudos que avaliaram a substituicdo parcial
de ingredientes convencionais em dietas para camardes marinhos (Ricardo Scopel et
al., 2011).

O uso de ingredientes vegetais nao convencionais, isto €, provenientes, de
residuos agricolas, tem se destacado como alternativas a formulagao de ragbes para
aquicultura. O farelo de arroz (FA) tem-se demonstrado uma 6tima fonte de energia a
partir de seus carboidratos, podendo atuar no “efeito economizador de proteina” (NRC
2011.; apud (Ayres, 2021). Trata-se, também, de um subproduto amplamente
disponivel, resultante do beneficiamento do arroz, cuja produ¢gdo mundial em 2023 foi
de 6,8 milhdes de toneladas com o Brasil ocupando a décima segunda posi¢ao no

ranking e com perspectiva de 14,7% de aumento para 2025 (FAO, 2025). Além disso,
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o FA é um ingrediente de baixo custo e baixa demanda, tornando-se apto a sua
utilizagdo sem a necessidade de aumento da produgao agricola, contribuindo para a
economia circular.

No entanto, a presenca de fatores antinutricionais (FAN), como o alto teor de
fibra (Hertrampf; Piedad-Pascual, 2000)presenca de lipases, inibidores de tripsina,
hemaglutinina-lectina e fitatos, limita a disponibilidade nutricional do FA, dificultando a
sua assimilagao in natura pelos organismos aquicolas cultivados e incorporagdes em
dietas (Sharif et al., 2013).

Para contrapor essas limitacbes, a fermentagao tem sido estudada como
estratégia para melhorar o valor nutricional e microbiano de ingredientes vegetais.
Esta fermentacdo pode ser conduzida tanto em estado sdlido quanto liquido, o que
diferencia é a quantidade de agua na mistura. Na fermentacdo em estado sélido
(FES), os microrganismos se desenvolvem em substratos com baixa umidade (40—
80%), sem presengca de agua livre, condicdo que favorece a degradagdo de
compostos, incluindo fatores antinutricionais, e dificulta a proliferacdo de
microrganismos indesejados (Gervais; Marechal; Molin, 1996). Essa técnica ja é
amplamente utilizada em diversos setores, incluindo a aquicultura, tanto para melhorar
a digestibilidade de ingredientes quanto para agregar valor aos residuos
agroindustriais (Hargreaves, 2013).

O sucesso da FES nao depende somente da umidade, mas também de
fatores como pH, temperatura e disponibilidade de nutrientes no substrato que
influenciam diretamente a eficiéncia do processo na qualidade do produto fermentado
(Farinas et al., 2014). Outro aspecto crucial é a selecgao criteriosa dos microrganismos
utilizados ja que estes devem resistir e crescer com quantidade limitada de agua.
Embora o uso isolado de bactérias ainda seja pouco explorado, 0 uso de espécies
como Bacillus subtilis e Lactobacillus plantarum apesar de possuirem poucos
trabalhos tém mostrado resultados promissores (Vieira et al., 2025; Moon; Chang,
2021).

Bacillus subtilis € uma bactéria Gram-positiva, formadora de esporos. Sua
capacidade de crescer em uma ampla variedade de substratos e condicdes
ambientais adversas, permite a sua incorporagdo em processos fermentativos
(Kovacs, 2019), além disso a produgédo de metabdlitos secundarios ajuda no melhor

aproveitamento do substrato durante a sua degradagéo (Embrapa, 2020).
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Ja Lactobacillus plantarum é uma bactéria acido-latica (BAL) gram-positiva,
nao formadora de esporos, catalase-negativa e de metabolismo fermentativo, tendo
como principal produto a produgéo de acido latico. Essas caracteristicas lhe conferem
tolerancia ao ambiente acido e capacidade de inibir microrganismos indesejaveis, o
que reforga seu potencial probidtico (Holzapfel et al., 2001 apoud Axelsson et al.,
1998).

Considerando a ampla disponibilidade do farelo de arroz e seu potencial como
ingrediente energético na formulacdo de dietas aquicolas, torna-se fundamental
superar as limitacbes associadas a presenca de fatores antinutricionais, que
restringem seu uso em maiores proporgcoes. A fermentacdo em estado solido
desponta como uma alternativa biotecnolégica capaz de melhorar a qualidade
nutricional desse subproduto, agregando valor e favorecendo a economia circular.

Nesse contexto, o presente trabalho tem como obijetivo avaliar a fermentagao
em estado sélido do farelo de arroz utilizando Bacillus subtilis e Lactobacillus
plantarum separadamente e em conjunto como agentes fermentadores, visando
enriquecimento microbiano e redugao pH contribuindo para sua viabilidade como
ingrediente na alimentagdo de organismos aquaticos. Além disso, a redugao do pH
pode ainda aumentar o tempo de prateleira e melhorar a digestibilidade desse

ingrediente.
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DESENVOLVIMENTO
FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.1 O FARELO DE ARROZ

O farelo de arroz (FA) tem ganhado notoriedade por ser um subproduto
abundante visto que o arroz € um dos grdos mais cultivados no mundo, e o Brasil
ocupa a nona posi¢ao no ranking global (Pereira et al.; 2005 apud Moura; Landau,
2020). O grao de arroz € composto por trés camadas principais: a casca na por¢gao
externa, o farelo como camada intermediaria e o endocarpo na regido interna,
conforme ilustrado na Figura 1. Além de sua disponibilidade, o FA apresenta diversas
aplicagdes, incluindo seu uso em dietas para animais (Bonato et al.; 2004 apud
Cordeiro, 2015).

Figura 1- desenho das camadas do gréo de arroz

3 Farelo |. ;. Endocarpo

Fonte: (Ayres, 2021a)

Sobre a utilizacdo do FA com substrato para ferementacao, Huervana et al.
(2024) avaliaram a inclusao do farelo de arroz fermentado pelo fungo T. harzianum
por 96h a 30 °C na dieta do camarao Penaeus monodon e observaram um aumento
significativo nos teores de proteina bruta (169,2%) e de lipidios (40,3%) no subproduto
apos a fermentacdo. Além disso, verificaram-se elevagdes nas concentracdes de
aminoacidos, incluindo todos os essenciais para o metabolismo do camarao,
indicando uma melhora expressiva no valor nutricional do farelo de arroz fermentado.

Em termos nutricionais, o FA contém, por 100g, cerca de 15,649 de proteina,
26,67g de lipideos e 11,61g de cinzas (Oliveira et al. 2021; Embrapa, 2004). No
entanto, grande parte desses nutrientes n&o é totalmente assimilada pelos animais
devido a presenca de fatores antinutricionais (FAN). Esses fatores antinutricionais sao
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conhecidos por serem compostos presentes em uma ampla variedade de vegetais
que ao serem consumidos geram uma seérie de prejuizos a saude, em animais
cultivados na aquicultura podemos citar a digestibilidade e a absor¢cdo de seus
nutrientes (Griffiths et al. 1998 apud Santos 2006). Entre os principais FAN’s presentes
no farelo de arroz, destacam-se o alto teor de fibra (Hertrampf; Piedad-Pascual,
2000)presenca de lipases, inibidores de tripsina, hemaglutinina-lectina e fitatos, limita
a disponibilidade nutricional do FA, dificultando a sua assimilagdo pelos organismos
cultivados e incorporagdes em dietas (Sharif et al., 2013). Diante desse cenario, a
fermentacao em estado sélido surge como uma estratégia promissora para mitigar os

efeitos desses FANSs.

2.1.2 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDA

Visando superar essa limitagdo, tém sido estudadas técnicas de
processamento que aumentem a biodisponibilidade dos nutrientes. Dentre elas,
destaca-se a fermentacdo em estado sélido (FES), um processo que engloba o
aumento da biopreservagdo, bioenriquecimento e produgcdo de enzimas que
degradam os fatores antinutricionais de um alimento tornando-os aptos a serem
incorporados em formulagdes de ragao por exemplo (Tamang, 1998).

A FES ocorre em condi¢des de baixa umidade e exige controle de variaveis
como temperatura, pH, tempo de fermentagdo e o tipo de microrganismo utilizado
(Farinas et al., 2014)

As temperaturas empregadas em trabalhos com fermentacdo em estado
sélido variam muito pelo microrganismo empregado no processo, poréem,
normalmente se utiliza como limite 50°C (Krishna, 2008), mas facilmente sao
encontrados trabalhos com fermentacao solida em 30°C (Yadav, 1988).

Outro fator fundamental em qualquer processo fermentativo é o pH que pode
facilmente sofrer alteracdo pela secregdo ou assimilagdo de acidos organicos
(Krishna, 2008).Apesar dessas variagdes, Oliveira (2010) identificou dois cenarios ao
realizar uma FES com bactérias, o primeiro é que em pH acido de 5,0 foi constado
uma boa producao de amilase em temperatura de 25 a 35°C, ja em pH mais alcalino
(8,0) foi observada uma significativa atividade enzimatica mas apenas em 42°C, ou
seja, um pH suficiente para uma boa FES varia entre 5,0 e 8,0 a depender do objetivo
da fermentacao sodlida.

Quanto ao tempo de fermentacao este esta diretamente ligado ao declinio da
disponibilidade de nutrientes presentes no meio o que resulta diretamente na atividade



21

microbiana (Dos Santos et al., 2013). Swain et al. (2009)observaram que para a
bactéria Bacillus subtilis o tempo de 144 horas (6 dias) foi o melhor durante o estudo,
ou seja, se o meio for propicio para um bom crescimento das bactérias, a fermentacgéo
pode durar em torno de 144 horas.

A umidade é um fator crucial na fermentacdo em estado soélido, pois o
processo deve ocorrer com quantidade limitada de agua livre. Para isso, recomenda-
se um teor de umidade entre 40% e 80% (Gervais; Marechal; Molin, 1996).Esse nivel
€ importante porque a agua atua como solvente, facilitando as reagdes bioquimicas e
influencia diretamente a estrutura e o funcionamento dos microrganismos envolvidos

na fermentacéo.

2.1.3 MICRORGANISMOS UTILIZADOS NO PROCESSO DE FERMENTACAO
SOLIDA

Bactérias como Bacillus subtilis, que possui inumeros metabdlitos secundarios
(Embrapa, 2020)e Lactobacillus plantarum, amplamente usada em dietas para tilapias
e camardes marinhos (Penaeus vannamei) com efeitos positivos na microbiota
intestinal, na resposta imunoldgica, e até na sobrevivéncia (Jatoba et al. 2015), tém
sido utilizadas em processos fermentativos(Vieira, 2010). Embora seja comum o uso
de combinagdes microbianas (bactérias e fungos), estudos demonstram que a
fermentacdo do FA apenas com essas bactérias pode reduzir significativamente os
FANs, como o acido fitico, indicando sua eficacia na melhoria da qualidade nutricional
do subproduto (Moon et al. 2021).

O estudo conduzido por Adeyemo e Onilude (2013) avaliou a redugao dos
fatores antinutricionais presentes no farelo de soja a partir da fermentagao sélida com
a Lactobacillus plantarum. Apos a fermentacdo, foram constatadas redugdes
significativas das FAN’s como o phytato que saiu de 1,16 para 0,04 mg/g, a tripsina e
protease que reduziram de 1,20 para 0,010 mg/g e 1,2 para 0,020 mg/g
respectivamente.

Ja Almanaa et al.(2020a) conduziram um experimento onde testaram a
fermentagao solida com a Bacillus subtilis em diferentes residuos agricolas como
substratos (incluindo o farelo de arroz), com o objetivo de avaliar a produgao de
amilase. No estudo, o farelo de arroz ficou abaixo apenas do farelo de trigo como
substrato de maior atividade da enzima, demostrando assim a boa relagdo de B.

subtilis e FA na fermentagao solida.
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METODOLOGIA
O trabalho foi realizado no laboratério de Camarées Marinhos da Universidade
Federal de Santa Catarina (LCM-UFSC). O farelo de arroz utilizado no experimento

foi adquirido na empresa Volkmann Alimentos localizada no Rio Grande do Sul, Brasil.

2.2.1 FERMENTACAO

Todos os materiais necessarios foram devidamente autoclavados antes dos
procedimentos, a fim de se evitar interferéncias externas durante o processo de
fermentacao.

A fermentacgao foi conduzida em meio sélido, na proporgao 1,5:1 (agua: farelo
de arroz) e microrganismos inoculado na concentragdo de 108 unidades formadoras
de coldnia por mililitro (UFC mL-"), a temperatura foi de 30°C e conduzida por 48 horas
com analises de pH por meio de um pHmetro digital de bancada e contagem das UFC
nos periodos de Oh, 24h e 48h.

O desenho experimental foi inteiramente casualizado, conduzido em
quadruplicata e contendo quatro grupos experimentais, totalizando dezesseis
unidades experimentais (UE). Os grupos foram (Figura 2):

a) Fermentacao solida selvagem do farelo de arroz (controle);

b) Fermentagao solida do farelo de arroz por Lactobacillus plantarum;

c) Fermentagdo solida do farelo de arroz por Bacillus subtillis;

d) Fermentacdo solida do farelo de arroz por L. plantarum e B. subtillis

conjuntamente.

Figura 2- Esquema dos tratamentos utilizados no experimento

57 £ £33 &F

Mistura + Lactobacillus plantarum

&P &P &P &F

Mistura + Bacillus licheniformis

Mistura + Lactobacillus plantarum + Bacillus licheniformis

&P &F &F

Fonte: Autor
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As UEs utilizadas foram recipientes plasticos hermeticamente fechados com
dimensbes de 253 x 174 x 122mm (3,5L), nos quais foram acondicionadas as
misturas contendo agua, farelo de arroz e as bactérias, nas proporgdes de 1,5:1:108
UFC mL™" (isto &, 750 mL: 500 g: UFC mL-1g, respectivamente). Os recipientes foram

mantidos em estufa a 30 °C por 48 horas para o processo de fermentagao (Figura 3).

Figura 3 - Fotografia do acondicionamento das unidades experimentais
na estufa.

Fonte: Auto
2.2.2 ATIVACAO MICROBIANA

Inicialmente, os indculos foram ativados em meios de cultura liquidos: Man
Rogosa Sharpe (MRS, Himedia®) para L. plantarum e Brain Heart Infusion (BHI) para
B. subtillis. Para confirmar a pureza das culturas bacterianas, estas foram semeadas,
respectivamente, em meio solido MRS e agar triptona de soja (TSA). Apds a
confirmagao da pureza, as bactérias foram cultivadas nos respectivos meios liquidos
até atingirem o volume necessario para a inoculagao no farelo de arroz dos grupos
experimentais.

Antes da inoculagdo, os meios de cultura foram removidos por centrifugacao a
4.000 g, a 4°C, durante 5 minutos. As células microbianas resultantes foram
ressuspensas em solugéo salina estéril (SSE) e a concentragao ajustada para 108
UFC mL".
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2.2.3 CONTAGEM MICROBIANA

A contagem microbiologica foi realizada em dois meios de cultura: agar
triptona de soja (TSA), utilizado para a quantificacdo de bactérias heterotroficas totais,
e de Man Rogosa Sharpe (MRS), utilizado para a contagem de bactérias acido-laticas.
As amostras foram submetidas a diluigdes seriadas decimais preparadas em solugao
salina estéril (SSE). Para cada diluigao, utilizou-se 1 mL da amostra.

No tempo inicial (TO), as amostras de cada tratamento foram diluidas de 10~
a 107°, sendo plaqueadas todas essas diluigoes. Nos tempos 24 h (T24) e 48 h (T48),
as amostras foram diluidas de 107" a 1077, porém somente as dilui¢des de 102 a 1077
foram plaqueadas.

Apos a semeadura, as placas foram incubadas em estufa a 30°C. As placas
de TSA foram avaliadas apds 24 horas de incubagao, enquanto as placas de MRS
foram avaliadas apés 48 horas, devido ao crescimento mais lento das bactérias acido-
laticas. Para a obtencado das contagens, foram consideradas apenas as placas que
continham entre 30 e 300 unidades formadoras de colénias (UFC). Os valores obtidos

foram calculados segundo a formula:

Valor contado X Diluigao

UFC ml'l=
m 0.1

2.2.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk e Levene para
verificagcao de normalidade e homocedasticidade respectivamente. Os dados que néo
apresentaram homogeneidade de variancia foram transformados em log1o (x+1) e se
mesmo assim os pressupostos de ANOVA com medidas repetidas ndao foram
garantidos. Os dados foram submetidos aos testes ndo paramétricos de Friedman
(medidas repetidas) seguido de Kruskal-Wallis com multiplas comparagdes
independentes, quando verificadas diferencgas significativas foram observadas. Todos
os testes foram realizados com valor de significancia de 5% com auxilio do software
Statistica 10.0.

RESULTADOS
2.3.1 AVALIACAO DO pH

Os valores de pH apresentaram variagao significativa ao longo do tempo (p <

0,05). Na avaliacdo inicial (Oh), os tratamentos ndo apresentaram diferencas
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estatisticas entre si, mantendo valores semelhantes de pH (p > 0,05). No tempo de
24h, observaram-se reducéo significativa do pH no FA fermentado com L. plantarum
e B.subtilis (p < 0,05) separadamente em ragao ao controle (fermentagéo selvagem).
Ap0bs 48 horas a fermentagdo do FA com L. plantarum continuou reduzindo o pH em
comparacgao ao FA fermentado com B.subtilis (p < 0,05) e L. plantarum + B. subtilis
(b) (p < 0,05) (Figura 4).

Figura 4 - Valores de pH do farelo de arroz fermentado selvagem (controle), com
Lactobacillus plantarum, Bacillus subtilis e a combinagao L. plantarum + B. subtilis
nos tempos 0, 24 e 48.

0 24 48

OControle ® L. plantarum W  B. subtillis O L. plantarum + B. subtillis

*Letras maiusculas acima dos grupos indicam diferengas significativas entre os
tempos de fermentacdo. Letras minusculas distintas indicam diferengas significativas

entre os tratamentos dentro de cada tempo, enquanto as letras (p < 0,05).

2.3.2 CRESCIMENTO DAS BACTERIAS

A contagem de bactérias heterotroficas totais variou significativamente entre
os tempos avaliados (p = 0,002), tendo um incremento em 24h seguido de
estabilizacdo. No tempo Oh, houve crescimento bacteriano significativo (p = 0,0119).
no FA fermentado com B. subtilis separadamente e L. plantarum + B. subtilis em
comparagao ao grupo controle (fermentagao selvagem). Em 24h o FA fermentado com

apenas B. subtilis continuou expressando maior crescimento microbiano s6 que agora
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em relagcéo ao L. plantarum. No enteando em 48h, L. plantarum (a) apresentou valor
significativamente maior que L. plantarum + B. subtilis (Figura 5).

A contagem de bactérias acido-laticas variou significativamente entre os
tempos avaliados (p < 0,001). No tempo Oh a fermentagéo selvagem do FA (Controle)
apresentou concentragdo microbiana significativamente menores que L. plantarum.
No tempo 24h, ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos
experimentais (p = 0,1029). Ja 48h a fermentagcéo do FA com L. plantarum continuo
exibindo maior crescimento microbiano em comparagéo ao controle (Figura 6).

Figura 5 - Contagem de bactérias heterotroficas totais (Log10 UFC g™) do farelo de

arroz fermentado selvagem (controle), com Lactobacillus plantarum, Bacillus subtilis
e a combinacéo L. plantarum + B. subtilis nos tempos 0, 24 e 48. *
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* Os dados sao apresentados em média + desvio-padrdo. Letras maiusculas
acima dos grupos indicam diferencas entre os tempos de fermentacédo. Letras
minusculas distintas indicam diferengas significativas entre os tratamentos dentro de

cada tempo, enquanto as (p < 0,05).
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Figura 6 - Contagem de bactérias acido-laticas (Log10 UFC g™") no farelo de arroz
fermentado selvagem (controle), com Lactobacillus plantarum, Bacillus subtilis e a
combinagao L. plantarum + B. subtilis nos tempos 0, 24 e 48 horas
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* Os dados sao apresentados em média + desvio-padrdo. Letras maiusculas
acima dos grupos indicam diferengas entre os tempos de fermentagédo. Letras
minusculas distintas indicam diferengas significativas entre os tratamentos dentro de

cada tempo, enquanto as (p < 0,05).

DISCUSSAO

A reducéao do pH ao longo do processo fermentativo € um importante indicativo
de sucesso da fermentacao, uma vez que, as bactérias produzem muitos acidos para
degradarem o substrato. Dentre os microrganismos testados o L. plantarum foi o que
promoveu maior redugdo do pH do FA em 48h. Além disso, os resultados desse
trabalho estdo em consonancia ao de Vieira et al. (2025), onde a fermentagao do FA
com um combo microbiano que incluia L. plantarum também se observou diminuigao
do pH e que o FA fermentado apresentou qualidade nutricional adequada para a
formulacao de dietas em aquicultura. O mesmo autor registrou valores finais de pH
(especifico para L. plantarum) entre 4 e 5, semelhante ao observado neste trabalho.
No entanto, o pH inicial do presente estudo foi superior a 6, enquanto na pesquisa de
(Vieira, 2025 o valor no tempo 0 foi inferior a esse mesmo valor.

Em relagdo a essa faixa de pH, (Moon; Chang, 2021) verificou que, na
fermentacdo solida do FA com Lactobacillus plantarum, valores entre 6 e 7

favoreceram o maior crescimento celular e a atividade antimicrobiana. Por esse
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motivo, o autor optou por manter o pH da fermentagdo em torno de 6,0, evitando sua
queda durante o processo.

Quanto ao crescimento microbinano em MRS, o estudo de Vieira et al. (2025)
demonstrou que a L. plantarum alcangou contagens proximas a 9 log CFU g™ ja nas
primeiras 24 horas de fermentacdo, mantendo esse patamar até 48 horas. Os autores
destacam que L. plantarum apresentou um dos melhores desempenhos dentre as
cepas avaliadas, sendo selecionada devido a sua elevada taxa de crescimento e
capacidade fermentativa. Assim, enquanto no artigo o crescimento da espécie foi mais
pronunciado e consistente, no presente trabalho o comportamento observado foi mais
discreto, tanto no meio heterotréfico em que variou na faixa de 7 a 8 CFU g™ quanto
no meio seletivo que se mantiveram na faixa de 7 a 9 log CFU g™'. Uma possivel
explicagdo para essa diferengca é a variagdo na origem e composigdo do farelo de
arroz utilizado nos dois estudos.

Os resultados obtidos para o tratamento com B. subtilis mostraram uma
reducdo moderada do pH ao longo do experimento, menor do que aquela observada
no tratamento com a L. plantarum. Esse comportamento esta de acordo com estudos
de Almanaa et al. (2020)o maior desempenho metabdlico desta bactéria foi em
condi¢cbdes de pH alcalino, com maxima produgdo enzimatica em torno de pH 9,0,
indicando que a bactéria ndo possui forte tendéncia a acidificagdo do meio. Um
resultado semelhante também foi observado por Saxena; Singh, (2011) que pode
constatar uma faixa de pH entre 5,0 a 9,0 (do inicio ao fim do experimento) em que o
pH 6,0 foi onde se obteve a maior producédo de amilase ao fermentar o FA com a B.
licheniformis e B. subtilis. Assim, o fato de Bacillus sp. atingir elevada produgéo
enzimatica em FA em uma faixa de pH neutra reforca os achados deste trabalho, no
qual o tratamento contendo B. subtilis apresentou menor redugédo do pH ao longo do
tempo quando comparado aos tratamentos contendo L. plantarum.

No presente estudo o crescimento do tratamento inoculado apenas com a
bactéria B. subtilis apresentou crescimento elevado em 24h de fermentagdo. Em TSA
foi observada uma média de 10,16 log CFU g™, enquanto em meio MRS que nao é
otimizado para o crescimento de B. subtilis, a média foi de 8,95 log CFU g™. Ao
comparar esses resultados com o artigo de Abdel-Tawwab et al. (2020), observa-se
que o desempenho do B. subtilis no presente estudo foi substancialmente superior.
Abdel-Tawwab et al. (2020), constatou uma contagem final de B. subtilis no farelo de

arroz fermentado apds 24 horas de aproximadamente 7,30 log CFU g7, valor
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consideravelmente inferior aos registrados neste experimento, tanto no meio TSA
quanto no meio MRS. E importante ressaltar que Abdel-Tawwab et al. (2020) n&o tinha
como objetivo avaliar parametros fermentativos, no entanto, os autores reportaram a
contagem de B. subtilis no farelo de arroz fermentado apds 24 h, permitindo uma
comparagao direta com os valores obtidos no presente estudo.

O tratamento contendo a co-cultura de L. plantarum e B. subtilis apresentou
uma redugao de pH nas primeiras 24 horas de fermentacdo. Esse comportamento é
compativel com o observado por Le et al. (2023), que relataram quedas significativas
de pH entre 9 e 24 horas de cultivo. Segundo os autores, esse efeito esta associado
a atuacao de B. subtilis, que auxilia L. plantarum por meio da liberacdo de acidos
organicos e da modificagdo inicial do ambiente fermentativo, tornando-o mais
favoravel a atividade fermentativa da bactéria latica. Essa interacao pode explicar a
reducao de pH observada nas primeiras 24 horas no presente estudo.

Este mesmo comportamento é consistente em Su et al. (2024), que
reportaram que a co-inoculagdo dessas duas bactérias aumentou significativamente
a producao de acido latico, resultando em valores de pH abaixo de 4,0 logo no terceiro
dia (vale ressaltar que esta fermentagdo durou 45 dias). No estudo, a presenca
simultédnea de L. plantarum e B. subtilis elevou a abundancia relativa de Lactobacillus
e intensificou a fermentacgao latica, indicando um efeito sinérgico entre as espécies.
Assim, redugao de pH deste tratamento nas primeiras 24h pode estar associada a
esse mesmo efeito sinérgico, no qual B. subtilis favorece a disponibilidade de
carboidratos fermentaveis e estimula o desempenho de L. plantarum, resultando em
maior produgao de acido organico e consequente redugao do pH.

O crescimento observado neste tratamento mencionado anteriormente,
apresentou comportamentos distintos entre as contagens realizadas em TSA e MRS.
Enquanto nenhuma colénia foi detectada no TSA apés 48h, no MRS verificou-se um
crescimento expressivo. Comparando com Le et al. (2023), os autores relatam que a
co-fermentacao de L. plantarum com B. subtilis estimula o crescimento de L. plantarum
e aumenta a produgao de acido latico, com aumento estatisticamente significativo do
crescimento de L. plantarum especialmente aos 48h. Dessa forma, o incremento
observado nas contagens em MRS de 7,08 para 9,38 log CFU/g em 48h esta em
concordancia com o comportamento descrito pelos autores, isto €, estimulo do
crescimento das bactérias acido-lactica em co-cultura. Esta observacdo também foi

constatada por Su et al. (2024) que relatou um aumento na producéo de acido latico
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e uma melhora nos parametros de fermentacgao relacionados a atividade das bactérias

laticas a partir da combinacgao das duas bactérias em uma mesma fermentacgao.

CONCLUSAO

Dentre os microrganismos avaliados para a fermentagcdo soélida do FA a
conduzida pelo L. plantarum isolada apresentou crescimento consistente e redugao
progressiva do pH ao longo das 48 horas, confirmando sua capacidade fermentativa
do substrato. B. subtfilis isolado apresentou crescimento elevado nas primeiras 24
horas, acompanhado de queda moderada do pH, atendendo parcialmente ao
esperado para sua atividade fermentativa. Ja o tratamento combinado resultou em um
aumento moderado das populagdes, sem deteccdo de crescimento em meio

heterotréfico as 48 horas, acompanhado por uma discreta redu¢ao do pH.

CONSIDERAGOES FINAIS

Durante a realizagdo deste estudo, algumas limitagdes e desafios foram
identificados. A principal dificuldade esteve relacionada a obtencgéo do farelo de arroz,
devido a baixa disponibilidade comercial do produto, o0 que ocasionou atraso no inicio
do experimento. A pouca disponibilidade de outros trabalhos que tenham testado
principalmente a co-cultura também foi uma dificuldade encontrada.

Apesar disso, a pesquisa gerou insights importantes, especialmente quanto
a influéncia direta da composi¢ao do farelo no desempenho das bactérias avaliadas e
a relacao das duas bactérias juntas durante a fermentacao.

Recomenda-se, para estudos futuros, avaliar periodos fermentativos
superiores a 48 horas, testar diferentes propor¢gdes de inoculantes e investigar o
impacto dessas fermentag¢des nos valores nutricionais finais do farelo, bem como sua

aplicagao direta na alimentagado de organismos aquicolas.
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