('-nn —— _#"

N\RTVS VNITA FORTIOR,
¥ 9 9

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA (RENORBI 0)
DOUTORADO EM BIOTECNOLOGIA

JULIO CESAR MARTINS XIMENES

BIOTRANSFORMACAO DE RESIDUOS DA CARCINICULTURA EM P RODUTOS
DE ALTO VALOR AGREGADO

FORTALEZA - CE

2015



JULIO CESAR MARTINS XIMENES

BIOTRANSFORMACAO DE RESIDUOS DA CARCINICULTURA EM P RODUTOS
DE ALTO VALOR AGREGADO

Tese apresentada ao Curso de Pos-Graduacao
em Biotecnologia da Universidade Federal do
Ceara (RENORBIO-UFC), como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Doutor.
Area de concentracdo: Biotecnologia Industrial.

Orientadora: Profa. Dra. Vania Maria Maciel
Melo.

Co-orientadora: Profa. Dra. Denise Cavalcante
Hissa

FORTALEZA-CE
2015



Dados Intemacionais de Catalogacio na Publicacio
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca de Ciéncias e Tecnologia

334b Ximenes, Jilio César Martms.
Biotransformacio de residuos da carcimenltura em produtes de alto valor agregado / Talio César
Martins Ximenes. — 20135,
130 £ -1l ; color.

Tese (Doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Cigncias, Programa de Pos-
Graduacdo em Biotecnologia (Rede Nordeste de Biotecnologia), Fortaleza, 2015

Area de Concentragio: Biotecnologia Industmial

Orientacdo: Profa. Dra. Vima Mana Maciel Melo.

Coonentacio: Profa Dra. Denise Cavalcante Hissa.

1. Laciobacillus acidophilus. 2. Aquicultura. 3. Camardo. I Titule.

CDD 660.6




ks Universidade Federnl do Ceari
P'rd Reitoria de Pesquisa e Pds Graduagio
I"bs Graduaglio em Biotecnologia - RENORRBIO = UFC

ATA DE SESSA0 DE DEFESA DE TESE DE DOUTORADO

Ata da Sessdo de Defesa de Tese de Doutorado do Pds-Graduando JOLIO CESAR MARTINS
XIMENES.

Reslizado no dia 15/12/2015,
As |3 horas o _—  minulos do dis 1542/2015 reskzou-6e 8 sessSo de Defesa de Tese de

Daulorade  de ﬁuu CESAR MARTINS XIMENES. O irabahoe brha como o
*BIOTRANSFORMACAD DE RESIDUOS DA CARCIMICULTURA EM PRODUTOS DE ALTO
VALOR AGREGADC. Compunha & banca sxaminadora 08 professores doutoras VANIA
MARLA MACIEL MELD - presdenta, JOSE TADEU ABREL DE OLIVERA, MARIA VALDEREZ
PONTE ROGCHA, ANA CRISTINA DE OLIVEIRA MONTEIRD MOREIRA E DAV FELIPE
FARIAS - Examinadores. A sessdo fol aborta pela orientadora da fesa, que spresantou a banca
axaminadora e passou 3 palawa para o candedato. Apés @ axposiclo do trabadlst, Seifu-sa o

processo oe arguigla do candidato, Em Saguida, a banca axaminatora se  feunR
resarvadamenis a fim de svallar seu desempanho & frabatho. A bancs axaminadory consicannu
o traballa R  Mada mals havendo a8 relaler o sess8s lof encerrada 48

horas @ = 2 minutos, @ eu Profa. Dra. VANIA MARLA MACIEL MELD iavrel 8 ala que
depois de lida & aprovada fol assinada por mim & pefas membros da banca gEamnadora

Fortaleza, 151272015,

b ne e p— .
HPIE'; Dra. vana Maria hiackal Maio " Profa. n'ihnm Maria -mﬁmm Rocha

Ex

.j".r"-‘

Prif. Dr. José Tiawdew Abreu de Dilvaira
E dar




A minha esposa, meus pais e a todos que

estiveram presentes ao longo desses anos.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais Ximenes e Eurenice e a minha irmai€éagpor sempre terem me
ajudado, pela educacao que me deram com a quakptréatar todas as dificuldades impostas
pela vida de forma justa, pela preocupacéo di@rameu bem estar, pelos momentos alegres
convividos, pelos momentos tristes dos quais pudelicdes de vida, pelo apoio financeiro,
por todo sacrificio feito para que eu chegassa@ué¢ pela vida respeitosa que tém e na qual
me espelho e por todo amor que me foi dado.

A minha esposa lana pela a qual ndo ha palavrasesiiés para descrevé-la. Nossa
histéria se confunde com o doutorado, desde minlizinamoro pouco antes do inicio do curso
até o noivado e o casamento. Nesse tempo enfresit@entnido e s6 com a sua ajuda que pude
superar tudo o0 que apareceu no nosso caminho. Adéefsso deixar toda a minha plena
gratiddo e desejos de muitos mais desafios e a#tdmd nosso caminho. Junto a ela, também,
agradeco ao nosso Johnny que foi meu companheiterapo integral na escrita da tese.

A Professora Dr2, Vania Maria Maciel Melo, pelaeatacdo, pelos constantes
conselhos e incentivos edificantes, pela compreesisécertos momentos, pelas cobrancas em
outros, pela dedicacdo e carinho demonstrado, potrilbuir para meu desenvolvimento
pessoal e profissional.

A Professordr2. Denise Cavalcante Hisgmr ter aceitado unir-se a este trabalho
como Co-orientadora e ter ajudado a pensar e exeastestratégias para a identificacdo
molecular das linhagens estudadas neste trabalém déisso, por sua amizade que ultrapassa
as fronteiras da Universidade, sendo uma grandgsaenima das melhores ha mais de 12 anos.

A Professordra. Maria Valderez Ponte Rocha por ter cedidolaearatério para
a realizacdo de parte dos experimentos deste hi@lia¢éla sua orientacdo durante 0s mesmos
com toda a sua experiéncia, pelo conhecimento ni#ide, além de sua paciéncia e
compreensao em explicar coisas ndo tao usuais a mim

A Professordr2. Elenise Gongalves Oliveira por ter cedidolsboratério para o
desenvolvimento de uma das fases mais complexds thabalho. Pela sua orientacéo,
experiéncia e paciéncia transmitida a mim antasyde e apos os experimentos. Além de todo
0 seu empenho e dedicacao a este trabalho.

Aos Professores Dr2. Ana de Fatima Carvalho, Bahdl Galldo e Dr2. Tecia Vieira
Carvalho por terem participado da minha qualificag@onjuntamente, ao Dr. Tadeu Oliveira,

Dr2. Cristina Monteiro e Dr. Davi Farias por teraoeito compor a minha banca de defesa de



doutorado. Além destes, o Dr. Erivan Melo que juatds demais tem participado da minha vida
académica desde sempre com bons conselhos e eastnam

A todos meus amigos que trabalham e trabalhararbaboratorio de Ecologia
Microbiana e Biotecnologia (LEMBIOTECH), ao longesses quatro anos, Barbara Cibelle,
Camila Nascimento, Gabrielly Oliveira, Gustavo AalaHorténcia Barroso, Jamile Lima,
Jonathan Aradjo, Lais Machado, Lara Azevedo, Ligkaheal, Leonardo Normando, Luina
Benevides, Lyanderson Aquino, Melissa Sanders, IMir@ereira, Natalia Falcdo, Raissa
Bezerra, Santigo Moura, Samuel Oliveira, Sasha i€l&gr Vanessa Camara, Vanessa
Nogueira, Yara Dias.

Aos amigos do Laboratério de Bioprospeccdo, em oispa Berenice Alves,
Gabrielle Freire, Igor Almeida, Jackeline Medeitcagy Clarissa Rocha, Luis Carlos Almeida,
Nathanna Mateus, Nayana Soares, Paulo Sousa, Matlteus Tabosa, Thiago Almeidado
Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de ProcessterBologicos (GPBIio), em especial ao
Alvaro Pinheiro, Fatima Matos, italo Lima, Jessysiine, Jocélia Mendes e Tiago
Albuquerque. Por sempre serem tao solicitos egy@ na execucédo dos trabalhos.

Ao Luis Henrique Ribeiro que participou diretametideexecucao deste trabalho e
gue sem ele a grande parte desses experimenttarizo sido concluida. Uma pessoa a qual
eu tinha responsabilidades profissionais, mas giwersou um grande amigo.

Ao Dr. Alysson Lira, Caio Ledo e Glauber Melo, garem os melhores amigos.
Porque cada um com suas diferencas e semelharggsempre com atencéo, altruismo, forca
e vontade de ajudar uns aos outros, faz com qdmesejam mais divertidos e melhores.

Aos de longa data e os novos amigos de doutoradouRoCastro, Samantha
Pinheiro, Simone Semionato e Wal Melgaco por fameae disciplinas e o proprio doutorado
em si parecerem mais leves e interessantes. Moiitganlo pelos momentos compartilhados e
pela cumplicidade nesses anos.

A todos os amigos que fiz na faculdade, com ateegéarinho muito especial a
Aline Coelho, André Ledo, Felipe Monteiro, Georgiarguil, Jadson Pinto, Juliana Lucena,
Lara Queiroz, Lia Araujo, Livia Mendes, Lucas BrilMdariana Lima, Natasha Wanderley,
Pedro Bastos, Rubens Sabdia, Tallita Tavares, matandeira, Thiago Amorim e Vadjah
Moraes. Agradeco a eles por esta amizade vividiaités anos, com muitos aprendizados
académicos e de vida, servindo como uma segundbaam

Aos meus amigos André Siqueira, Adson Abreu, AlaaliRo, Camila Teixeira,
Célio Moura, Cintia Casimiro, Débora Ribeiro, I§#elo, Igor Aimeida, Janaina Senna, Jardel

Rocha, Jonas Gusmao, Jorgiana Assis, Lana Olivieir@iana Faustino, Lussandra, Maité



Mota, Marcos Marques, Matheus Martins, Orlando \92riscila Lima e Rafael Freitas mesmo
que alguns nunca nem leiam tal dedicatéria, nonemtado pessoas que merecem tal
homenagem por terem sido tdo importantes nessadpegique continuardo sendo por muitos
anos.

Ao Seu Valdenor, por ser um funcionario exemplar gunca falta ou atrasa, além
de estar sempre de bem com a vida. Por sempredamgranhia com conversas engracadas e
de futebol nos muitos dias e finais de semanaadbaltno.

Enfim, a todos que contribuiram direta e indiretate para a minha formacéao

moral, pessoal e académica.



FONTES FINANCIADORAS

Rede Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO).

Fundacao Cearense de Apoio ao Desenvolvimentoifiters Tecnoldgico (FUNCAP)
e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientific@eznologico (CNPQq) pela
concessao das bolsas e auxilio a pesquisa.

Centro Brasileiro-Argentino de Biotecnologia (CBAB(BBIO) pela oportunidade de
participar do curs&studio Global del Genoma en accion: metodologi@licaciones

em Ciudad Autonoma de Buenos Aires, Argentina.



“ As pessoas que vencem neste mundo sdo as
gue procuram as circunstancias de que precisam
e, quando nao as encontram, as criam. ”

Bernard Shaw



RESUMO

A carcinicultura é o segmento da aquicultura quis mr@sce no mundo. No Brasil, o Ceara é
o maior produtor com 50% de toda a producéo. Salogts aproximadamente 40% do peso do
camardo sejam considerados residuos, como a cabegaida e a casca, gerando grandes
quantidades de residuos que devem ser descartietpsaglamente. Assim, o reaproveitamento
de residuos da carcinicultura através de recuristschologicos surge como uma alternativa
inovadora para reduzir a poluicdo ambiental caupadassa atividade. O presente estudo teve
por objetivo aperfeicoar um processo biotecnolédieseado na utilizacdo de consorcio
bacteriano capaz de fermentar os residuos da waltima transformando-os em liquor para
ser utilizado na alimentacéo de pos-larvas de iEildp Nilo Oreochromis niloticusem fase

de reversao sexual. As linhagens de bactériasmititlizadas foram identificadas através do
sequenciamento dos gen@BIAr 16S rpoA e pheSe por testes bioquimicos envolvendo a
habilidade de fermentar carboidratos. Para a seldg&onsdrcio foram realizados estudos de
cinética quimica, modelos matematicos de Monod,ré&nud e Levenspiel para determinar
possiveis tipos de inibicdo do processo de ferngéntdética de cabecas de camardo. Para
avaliar o potencial do liquor resultante da ferrag&® como suplemento na alimentacdo de
pos-larvas de tilapia foram confeccionadas racoesinclusdes de liquor na proporcéao de 15,
30 e 45 %, monitorando-se a qualidade da aguapam@snetros de temperatura, oxigénio
dissolvido, pH, salinidade, nitrogénio amoniacdalonitrito, nitrato e ortofosfato, além do
desempenho zootécnico. Para tanto, foram avalialdaxa de sobrevivéncia, taxa de
crescimento especifico, ganho em peso e comprimianto de conversao alimentar e selecao
por tamanho. Como resultados deste trabalho fodmmtificadas linhagens de lactobacilos
nomeadas Lact7, Lact8, Lact9 e Lactl4 como perteese espécieactobacillus plantarum
Lact6 comolL. futsaii e Lactll comaoPediococcus acidilacticiQuantos aos parametros
cinéticos da fermentacdo, as linhagens Lacts6,7Lactactl4 apresentaram os melhores
resultados e ndo houve indicios de inibicdo pebstsato ou produto. Durante a fermentacéo
das cabecgas de camardo o consorcio formado pelegyéns Lact6 e Lactl4 produziram 0s
mais altos rendimentos de acido latico, cerca degdlD®. Inclusdes do liquor resultante da
fermentacao latica dos residuos de camardo nasrgims de 15 e 30 % proporcionaram 0s
melhores resultados para sobrevivéncias, ganhoesm e comprimento, taxa de crescimento
especifico e biomassa de pés-larvas de Tilapiaildo Alconversdo alimentar nao diferiu entre
os tratamentos. Nitrito, nitrato e ortofosfato antaeam significativamente ao longo das
semanas, embora as concentra¢des tenham se mamtiddveis aceitdveis, bem como os
demais parametros se mantiveram dentro do recomendiarante o desenvolvimento da
tilapia. Os dados desse estudo mostraram que @ldgamamente viavel transformar residuos
da carcinicultura em produtos de valor agregaddeyarentacéo latica. O liquor resultante da
fermentacao, rico em proteinas, pigmentos e mime@ie ser incorporado na propor¢ao de até
30% na racdo, sem causar nenhum impactado no addsemnto de pods-larva da tilapia e
portanto, trazendo beneficios econémicos e desétinagpropriada para residuos da
carcinicultura.

Palavras-chave:Lactobacillus consorcio, cabecas de camarao, liquor e ragéo.



ABSTRACT

Shrimp farming is the fastest growing segment mi@gture in the world. In Brazil, Ceara is
the largest producer with 50 % of all productioppfoximately 40 % of the shrimp weight is
considered waste as the head, tail and bark, gemgtarge amounts of waste that must be
properly discarded. Thus, the reuse of shrimp fagwaste through biotechnological resources
emerges as an innovative alternative to reduce@mwiental pollution caused by that activity.
This study aimed to perform a biotechnological pescbased on bacterial consortium capable
to fermenting shrimp waste turning them into adigused in feed for Nile tilapi&@feochromis
niloticus) post-larvae in sex reversal process. Lactic bhaitteria strains used were identified
by sequencing of thE6S rRNArpoA andpheSgenes and biochemical tests involving the ability
to ferment carbohydrates. For the consortium selectome studies were performed such as
chemical kinetics use of Monod, Andrews and Leverispathematical models to determine
possible types of inhibition. To evaluate the ligpotential from fermentation as a supplement
in feed for tilapia post-larvae were prepared fdigds with liquor inclusions of 15, 30 and 45
%, by monitoring the water quality and temperapasmeters, dissolved oxygen, pH, salinity,
total ammonia nitrogen, nitrite, nitrate and orthogphate in addition to growth performance.
For that, we evaluated the survival rate, spedfiowth rate, weight and length gain, feed
conversion factor and selection by size. This wdéntified lactobacilli strains named Lact 7,
Lact 8, Lact 9 and Lact 14 as belongind.&xtobacillus plantarunspecies, Lact 6 ds futsaii
and Lact 11 aPediococcus acidilacticiAs to fermentation kinetic parameters, Lact 6tLa
and Lact 14 strains showed the best results ame Wees no evidence of inhibition by substrate
or product. During shrimp heads fermentation La@n@ Lact 14 consortium produced the
highest lactic acid yields, about 100 @.lLiquor inclusions of 15 and 30 % provided thetbes
results for survival, weight and length gain, spearowth rate and biomass of Nile tilapia
post-larvae. Feed conversion did not differ betwé&eatments, being slightly higher in
treatment with 30 % of liquor. Nitrite, nitrate andhophosphate increased significantly over
the weeks, although concentrations have remainedcaptable levels and other parameters
remained within the recommended during the tilajgaelopment. The data from this study
showed that it is technologically feasible to tfans shrimp farming waste into added-value
products by lactic fermentation. The resulting igtermentation, rich in protein, minerals and
pigments can be incorporated in a proportion ofoup0% in tilapia feed, without causing, any
impact the development of tilapia post-larvae dngstbringing economic benefits and proper
disposition of shrimp farming waste.

Keywords: Lactobacillus consortium, shrimp heads, liquor and feed.
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1 APRESENTACAO DO PROBLEMA

A carcinicultura € o segmento da aquicultura quis mr@sce no mundo, no Brasil
e, em particular, no Nordeste. A regido Nordesteentra 88% dos produtores de camarao e
é responsavel por 93 % da producado nacional. Nesegio, o0 Ceara desponta como o Estado
que mais produz camardo em cativeiro. A producaBsdado em 2014 foi aproximadamente
100 mil toneladas, superando as 85 mil toneladgstradas em 2013. Tal volume tem
capacidade de gerar um fluxo de até R$ 600 milbdesegdcios e mais de 15 mil empregos
diretos.

Concomitante ao crescimento da carcinicultura eres@roducdo de residuos
liquidos e sélidos gerados nessa cadeia. A prodig@esiduos solidos € inevitavel, pois cerca
de 40 a 50 % do peso do camardo, correspondenteeaa; cauda, casca, olhos e antenas, que
sdo descartados como residuos. Como se trata desiono muito perecivel, requer imediata
e adequada disposi¢éo para evitar contaminagaeeatabiPortanto, a carcinicultura enfrenta
um grande desafio, que € combinar o crescimenfwatiucdo com a reducao dos impactos
ambientais. Nessa equacéo, a reciclagem é umaaiterviavel e ecologicamente correta para
tratar esses residuos e representa a melhor opg@@$ municipios produtores se adequarem
rapidamente a nova lei brasileira de residuosasilid

Dentre as formas de reciclagem, a fermentacaalaticge como uma boa opc¢ao
para a transformacéo de residuos de carcinicuinrgrodutos de alto valor agregado, tais
como quitina, proteinas, pigmentos e minerais,cais constituintes do exoesqueleto dos
crustaceos. O processo fermentativo, entretantesapta gargalos tecnolégicos que precisam
ser vencidos antes de se tornar uma atividade ggoad

Nesse contexto, esse estudo se aprofundou nospoode fermentacéao latica para
reciclar cabecas de camardo descartadas pelaicaltcira no Ceara, investindo no estudo de
novas linhagens de bactérias do acido latico enAhsa do modelo matemético do processo
fermentativo, visando sua otimizacdo. Como inovagdavancos trazidos por esse estudo
destacam-se formacao de um consorcio de bactétieas que apresentam maior producao de
acido latico e a incorporacéao do liquor resultaiatéermentacéo, na racéo de alevinos de tilapia
em fase de reverséo sexual.

A tilapia do Nilo é o pescado de 4gua doce maisvadlo no Brasil, sendo o Ceara
0 maior produtor. Assim, a destinacdo dos resideasna das maiores atividades aquicolas do
estado, a carcinicultura, para a alimentacéo doggesmais cultivado no mesmo Estado, pode

gerar uma cadeia produtiva mais sustentavel e eticamente rentavel.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aquicultura no mundo e no Brasil

A producédo de pescado no mundo é subdividida ecapeaquicultura. A pesca,
de acordo com a finalidade econdémica e social, pedeonsiderada como amadora, industrial
ou artesanal (BRASIL, 2013). Ela pode ser defimoiao a extracdo de organismos aquaticos
do habitat onde eles vivem, como rios, lagos, aze@mares, para fins como alimentacao,
recreacdo, ornamentacdo e para a fabricacdo dmasspara a industria de ragdo animal
(OLIVEIRA; SANTOS, 2011).

A aquicultura compreende a producdo em cativeirquddgquer organismo, como
peixes, anfibios, crustaceos e moluscos, cujo delaida ocorra, integral ou parcialmente, em
ambiente aquético (RANA, 1997).

Atualmente, as possibilidades concretas de expamhs&®etor pesqueiro natural
estdo praticamente esgotadas. A aquicultura tenara alternativa para o suprimento deste
mercado que apresenta tendéncia crescente devidtnain pescado representar um alimento
saudavel e de elevado interesse pela populacdodas as faixas de renda (EMBRAPA, 2005;
MPA, 2011). A aquicultura, em 2012, respondeu @4 Inilhdes de toneladas de pescado
produzido no mundo. Desse total 41,9 milhGes deléolas foram produzidas pela aquicultura
continental, sendo que os peixes de escama refaemarb7,9% (38 milhdes de toneladas) da
producao aquicola mundial (FAO, 2006).

No Brasil, semelhantemente a ordem mundial, a exgdo dos recursos pesqueiros
apresentou um decréscimo superior a 30%, entred 9065. Enquanto isso, a aquicultura vem
apresentando um crescimento gradual ano apés amITKA, 2008).

A aquicultura, no Brasil, € uma atividade zootéamjoe vem se destacando como
alternativa econdémica para o pequeno e médio psodigndo propicia ao aproveitamento de
areas improdutivas, transformando-as e elevando matancialidade e produtividade
(FIGUEIREDO; VALENTE, 2008). Ademais, o potenciabbileiro para o desenvolvimento
da aquicultura € imenso, pois o pais é constitp@®.400 km de costa maritima, 5.500.000
ha de reservatérios de agua doce, 12% da agualbpomivel no planeta, clima extremamente
favoravel para o crescimento dos organismos callisamao-de-obra abundante e crescente
demanda por pescado no mercado interno (OLIVESRAL, 2006).

A aquicultura nacional é considerada uma atividadenissora e entre o periodo

de 1990 e 2001 registrou um crescimento supemoédia mundial, de aproximadamente 825
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%, enquanto a aquicultura mundial cresceu 187 %teNmesmo periodo, o Brasil que se
encontrava na 362 colocagédo em 1990 ocupou a $8&pem 2001 (FAO, 2006).

Em 2010, a producdo aquicola nacional foi de 4®0.8%epresentando um
incremento de 15,3 % em relacao a producao de #@fiindo a tendéncia de anos anteriores,
a maior parcela da producdo aquicola foi oriundaiseicultura que representou 82,3 % da
producéo total nacional. Em 2010, a Regido Suhaksi a maior producgéo de pescado do pais,
com 133.425 toneladas, respondendo por 33,8% diugdio aquicola nacional. Em seguida,
por ordem decrescente, as principais regides pooahkitle peixes provenientes de cultivo foram
Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Norte registianodinicdo de 78, 70, 61 e 41 mil toneladas,
respectivamente. A andlise da producédo naciongedeado por Unidade da Federacdo em
2010 demonstrou que todos os estados brasileireseaggaram um incremento na producao de
origem aquicola de 2009 para 2010. O Ceara éralproducao de pescado, apresentando uma
producédo de 25.726 toneladas. As principais espéeipeixes utilizadas na aquicultura dessas
regides sao: tilapiaQreochromis niloticus carpa Cyprinus carpi9, tambaqui Colossoma
macropomume curimataRrochilodus lineatus(MPA, 2011). Seguindo esta linha, em 2011
a producdo atingiu a marca de 628 mil toneladaslHEIRO, 2014). Ainda em 2011, a
producdo de pescado atingiu 253 mil toneladaseseptando 40,24 % da produgdo aquicola
brasileira (GONCALVES, 2014).

A taxa de crescimento/ano da aquicultura superastab outras atividades
Zootécnicas e, nesse contexto, o Brasil apreseesaimento superior a 25 % ao ano (FAO,
2006). Este cenario de crescimento pode ser atreladesenvolvimento do setor aquicola em
consequéncia da ampliagdo de politicas publicasfagibtaram o acesso aos programas
governamentais existentes, tais como o Plano MessdPe Aquicultura desenvolvido pelo
Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA, 2011). Natamto, embora o Brasil apresente
condicOes de produzir, de maneira sustentavel,iB@es de toneladas de pescados por ano, 0
principal entrave para o pais alcancar posicdoedéadue na aquicultura mundial € a baixa
competitividade para exportacdo, especialmente ildpias, necessitando, portanto, de
investimentos no setor e consolidacdo do segmeamtm @correu na area de frigorificos de
carne bovina (MENDES; VELOSO, 2012).

Para que a producéo de pescado oriundo de cultaaoce 1 milhdo de toneladas
h& necessidade de se intensificar a producéo arelequisicdo de equipamentos. Além disso,
o aumento da producdo aquicola deveria ser estadelem associacdo a um concreto
desenvolvimento sustentavel da atividade e dosesetdnculados a cadeia de producéao,

proporcionando melhoria na qualidade de vida ded@djueles, que, direta ou indiretamente,
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estivessem envolvidos com o setor (SCORVO FILHOQ620 Atualmente, existe uma
tendéncia crescente de intensificacéo e fortaledionde integracao entre 0s setores pesqueiros,
especialmente, em decorréncia da demanda cregmargeodutos com elevado valor nutritivo
como aqueles preparados a base de pescado. Destg forna-se necessaria a realizacéo de
pesquisas direcionadas para obtencdo de uma poodada vez mais eficiente e sustentavel
(REIS NETO, 2012).

2.2 Aquicultura e a Tilapia do Nilo Oreochromis niloticu$

As tilapias apresentam escamas grandes, poucartely listras nitidas verticais,
coloracdes esbranquicadas no ventre e prateadarso. d\lém disso, aceitam uma variedade
ampla de alimentos, tendendo a onivoros e, a tayarda agua de cultivo que pode variar
de forma 6tima entre 28 a 32 °C (JUNIOR, 2006; MENRO, 2013).

Na década de 80 as tilapias foram taxonomicamegrtgadas em dois géneros
principais, de acordo com suas caracteristicagdepvas:Oreochromise SarotherodonNo
entanto, apenas quatro espécies do géBeenchromisatingiram destaque na aquicultura
mundial: a tilapia do Nilo@. niloticug; a tildpia de Mo¢cambiqued, mossambidy a tilapia
azul ou auread. aureu} e a tilapia de Zanziba®©( urolepis hornorum(KUBITZA, 2000a).

No Brasil, a tilapia do Nilo (Figura 1) devido araeteristicas essenciais para a
piscicultura, como facil adaptacao a diversos tgmsriacado, precocidade da maturacdo sexual
e elevado indice de conversdo alimentar, se tommou empreendimento de sucesso
(MARENGONI, 2006; FITZSIMMONS, MARTINEZ-GARCIA; GOKALES-ALANIS,
2011).

Figura 1 - Tilpia do Nilo@Qreochromis niloticus

Fonte: http://zootecniael10.blogspot.com.br/2011i@pias.html
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Em 1971, a tilapia foi introduzida no Nordeste dadll, sendo o estoque formado
por 60 individuos provenientes da Estac&o de Rieia de Bouaké, Costa do Marfim, Africa,
por meio do Departamento Nacional de Obras Corgr&exas (DNOCS), em Pentecoste,
estado do Ceara (SIMOES al, 2007).

Neste mesmo periodo, surgiram os empreendimento®ipds e a tilapicultura
firmou-se como atividade empresarial no pais. Qariarfoi o primeiro estado brasileiro a
promover uma organizacdo racional desta atividadelusive com a implantacdo de
frigorificos especializados no beneficiamento desspécie (FIGUEIREDO; VALENTE,
2008).

A tilapia desova de forma espontanea quando ewetatie devido a precocidade
reprodutiva e baixa ingestdo de alimento ou mesmséreia de alimentacdo pela fémea no
periodo em que adota cuidado parental, notadanmaistédases de ovo, larva e pdés-larva, a
preferéncia € por criar machos. Os machos podenold&tos mediante administracdo de
horménio esteroide. Nessa técnica o horménio #&ot&ndrogénico é empregado antes ou
durante a fase de diferenciacdo sexual, vindo @sepea desenvolverem testiculos e a
apresentarem caracteristicas sexuais masculinas@uaaduros (FERDOUS; ALlI, 2011).

O hormbnio androgénico @&#metiltestosterona, administrado oralmente via
incorporacdo na racdo, € o mais empregado (A&, 2010). A racdo utilizada apresenta
consisténcia de p6 (SILVA, 2009), com teores dégina bruta que variam de 30 % (ASAD
al., 2010), 45 % (ZANARDEt al, 2011) a 56% (MATOS, 2003), sendo administrada2io
(KUBITZA, 2000b), 28 (FERDOUS; ALlI, 2011) e até B0 dias (ASADet al, 2010), na taxa
alimentar de 15 a 20 % do peso vivo por dia e pagleeem quatro ou mais refeicbes (SILVA,
2009).

Comercialmente, o ciclo de producdo da tilapiaiage com os alevinos até
atingirem em média 30 gramas e, em seguida, teanfage de engorda e, posteriormente, 0
abate (MONTEIRO, 2013). A tilapia do Nilo é comat@ada com peso entre 400 a 700 g,
variando em fung¢do do mercado consumidor, podeadgendido até com 1200 g. O tempo
necessario para que atinja o tamanho comercial ot de cerca de quatro meses a um ano,
em funcéo de uma série de fatores, como o tipdirdersacéo, temperatura, qualidade da agua
de cultivo, densidade de estocagem, entre outied &, 2009).

N&o obstante a diversidade de espécies, a til@phild € a espécie mais cultivada
no Brasil devido a elevada produtividade, precatedadaptabilidade em diversas condicdes
ambientais, excelente converséo alimentar, powsiptibilidade a doencas parasitarias, virais

e bacterianas e elevada resisténcia a baixas doap@es de oxigénio com menos de 0,3 mg.L
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1 crescerem bem em aguas com salinidade de Osaliigviverem em agua com pH variando
entre 6 e 9 e serem mais tolerantes a nitrito (HREDO; VALENTE, 2008;
FITZSIMMONS, MARTINEZ-GARCIA; GONZALES-ALANIS, 201). Além disso, referida
espécie possui carne de qualidade superior, tam @uséncia de espinhas em “Y”, carne
branca de textura firme, sabor delicado e agrad@@NTE, 2002), resultando em elevada
aceitacdo dos consumidores no mercado nacionaemacional (PEREIRA; GAMEIRO,
2007).

Em relac&o ao valor nutritivo, o filé de tilapia Ndo possui em média 75% de
agua, entre 3,4 a 8,5 % de lipideos, 20 % de pteR % de minerais, sendo que a composicao
nutricional pode variar em fungcédo da composicadiei, do manejo alimentar, da idade e do
tamanho dos peixes (MONTEIRO, 2013).

Atualmente, a tilapiad. niloticug é a espécie mais cultivada no Brasil, podendo
ser produzida em praticamente todo o territériaarad. Em 2010, representou 39,4 % do total
de pescado proveniente da piscicultura nacionalizando 155.450 toneladas, ultrapassando

a producéo de carpas que contribuiu com 94.57%aas neste mesmo ano (MPA, 2011).

2.3 Nutricdo e alimentacgédo de Tilapias do Nilo

Em ambientes confinados, os peixes nao dispderimerdo em quantidade e de
qualidade que atendam as exigéncias nutricionass geesempenho produtivo e reprodutivo
otimos. Em funcdo disto, faz-se necesséario o usgadées comerciais que atendam as
exigéncias em energia e nutrientes para garargiuedio desempenho produtivo e retorno
econdmico. No entanto, as racdes podem compor 0 & do custo de producéao,
representando o principal item de custo na pisticalintensiva de tilapias. Portanto, uma das
maneiras mais eficazes dos produtores minimizarsi® @isto é ajustar adequadamente a
qualidade das racdes e o manejo alimentar as wiiésréases de producao, sistema de cultivo
utilizado, a linhagem, estado fisiol6gico, paramefisico-quimicos da agua e, principalmente,
respeitando o tipo de alimento e sua proporcdoongosicdo das racdes o que influencia
diretamente nas exigéncias nutricionais dos p€KE8ITZA, 1999; FURUYAet al, 2010).

A adequada nutricdo e manejo alimentar possibilitemelhor aproveitamento
zootécnico dos peixes; acelera o crescimento dabgiduos, aumentando o nimero de safras
anuais; melhora a eficiéncia alimentar, minimizandccustos de producéo; reduz o impacto
poluente dos efluentes da piscicultura intensigafrdouindo para o aumento da produtividade

por area de producédo; confere adequada saude e tol@idincia as doencas e parasitoses;
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melhora a tolerancia dos peixes ao manuseio epwaersvivo; aumenta o desempenho
reprodutivo das matrizes e a qualidade das pdadaes alevinos; e, consequentemente,
possibilita aperfeicoar a producéo e maximizaeasitas da piscicultura (KUBITZA, 1999).

Através dos alimentos disponiveis ou oferecidos, angnais devem obter
suficientes quantidades de nutrientes essenciafsrde a garantir a normalidade de seus
processos fisioldgicos e metabdlicos, assegurageguado crescimento, saude e reproducao.
De uma forma geral, com algumas particularidadpsmidendo da espécie, € reconhecido que
0S peixes apresentam exigéncias em pelo menostddntes essenciais, que incluem a agua,
aminoacidos essenciais, energia, acidos graxoa@sse vitaminas, minerais e carotenoides
(KUBITZA, 1999).

A proteina é o principal componente visceral euéstal do organismo animal,
sendo necessario seu continuo suprimento alimpataratender as exigéncias de manutencao
e producdo. A composicdo de aminoacidos é extremtanraportante na racao para assegurar
0 maximo crescimento dos animais (FURU¥#al, 2010). Sinais indicativos da deficiéncia
em proteinas e aminoacidos é o atraso no cres@p@nta na conversao alimentar, reducao
no apetite e, em alguns casos, deformidades naaelaparecimento de catarata (KUBITZA,
1999).

Paralelamente, os animais necessitam de energieapaanutencdo de processos
fisiologicos e metabdlicos vitais, para as ativemdotineiras, o crescimento e a reproducao.
Esta energia provém do metabolismo de carboidrigpdgdios e proteinas. Os peixes sdo mais
eficientes no uso da energia comparados as awesreaniferos, pois ndo gastam energia para
regular a temperatura corporal. Desta forma, grapaldée da energia é utilizada para
crescimento. Este é um dos fatores que explicamedisores indices de conversao alimentar
dos peixes (0,9 a 1,8) comparados as aves (19 & suinos (2,5 a 2,9) (KUBITZA, 1999).
Tilapias aproveitam bem carboidratos e gordurasoctonte de energia, poupando assim a
proteina das ragcfes para 0 crescimento ao contf@rgue ocorre com 0S peixes carnivoros,
que utilizam os lipidios mais eficientemente quecasboidratos como fonte de energia
(FURUYA et al,, 2010).

Os acidos graxos s&o os componentes dos lipidass(é gorduras). Acidos graxos
essenciais sdo aqueles que ndo podem ser sintstigalb organismo animal a partir de outro
acido graxo ou qualquer outro precursor. Portamfgeixe obtém os acidos graxos essenciais
via racdo ou alimentos naturais disponiveis no antbide cultivo. Os peixes tropicais e de
agua doce, como as tilapias, geralmente apresempamas exigéncia em acidos graxos da

familiaw-6 (FURUYA et al, 2010). As fontes dietéticas de acidos graxoepoitfluenciar a
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composicao corporal, o padrédo de lipoproteinasmi#isas, a funcao imunolédgica e melhora a
conversado alimentar em tilapias (BOSCOe&tal, 2004). Além disso, servem como fonte de
energia, principalmente para as espécies carnivquasapresentam baixa capacidade de
aproveitamento de carboidratos. Os sinais de @efiha em acidos graxos s&do atraso no
crescimento, reducdo na eficiéncia alimentar, pddridas nadadeiras, sindrome do choque,
reduzido desempenho reprodutivo e alta mortalidgtddBITZA, 1999).

Minerais e vitaminas desempenham papel importaatéormacdo dos tecidos
0sseos e sanguineos, no crescimento muscular eivarsod processos metabdlicos e
fisioldgicos essenciais para o adequado crescimsatmle e reproducdo dos animais. Embora
as exigéncias minerais e vitaminicas dos principeises cultivados ja sejam conhecidas, até
0 momento pouca atencao foi dada a este assuniatnigio das tilapias. Uma das razdes esta
no fato da maioria dos sistemas de cultivo deséesep contarem com a contribuicdo de
alimentos naturais, reduzindo os problemas nutr@g devido a deficiéncia de minerais e
vitaminas nas ragdes. No entanto, as exigénciasailaria dos minerais séo satisfeitas através
dos minerais presentes nos alimentos naturais eagass (KUBITZA, 1999). Vale ressaltar,
gue a exigéncia nutricional em minerais dos peiatendida, em grande parte, pela absorgéo
pelas branquias e pele, como por exemplo, a alisdo;éalcio. Porém, esta absorgéo pode ser
afetada pela composi¢do quimica da dgua e pelastedsticas das espécies (FURU¥al,
2010).

2.4 A carcinicultura no Brasil

A carcinicultura € o nome dado a atividade comedacultivo de camardo em
cativeiro e € o segmento da aquicultura que maiscer no mundo. O Brasil pode ser
considerado um pais em recente expansao na cattinéccomercial. Ainda que a atividade
tenha sido iniciada no comeco da década de 19Rim&Grande do Norte, somente apds o
desenvolvimento do pacote tecnoldgico do camarducbrdo pacificol{topenaeus vannamei,
Boone, 1931) (Figura 2) entre 1996 e 1997, € quecrgacimento mais intenso ocorreu
(TAHIM, 2008; QUEIROZet al, 2013).
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Figura 2— Camaréo branco do Pacificiqpenaeus vannameésoone, 1931).

Fonte: www.ictioterm.es

Este crescimento continua vigoroso, e se deu ernosaspectos, nos moldes do
que ja havia ocorrido nos paises do sudeste agi&®Em ordenamento adequado, sem
regulamentacao, com forte incentivo governamengaracdo de impactos ambientais e sociais
graves. Em 2004, a Associacdo Brasileira de Cremdorde Camaréo
(ABCC) previu a continuidade desta tendéncia nsaimgento da aquicultura, a previsdo de
cobertura de 30.000 ha area até 2007. Porém, caliimiauicdo do valor do dolar e a
propagacéo do virus causador da mionecrose infec@ibINV), a atividade estagnou (ABCC,
2005).

No entanto, os numeros demonstram a magnitude gtee aividade vem
retomando no pais, pois encontramos hoje uma areaprdximadamente 20.000 ha de viveiros
implantados, contrastando com pouco mais de 3.8 1997, um crescimento superior a
500% no periodo (ABCC, 2013). Isto levou o Brasikeatornar o maior produtor da América
Latina. O prognoéstico é de continuidade desta taridéde crescimento (SANTOS, 2005;
QUEIROZet al, 2013). Além disso, outra caracteristica dester $eque cerca de 80% dos
produtores sdo considerados micro ou pequenos tpredu Vale ressaltar que com as
dificuldades de exportagdo, em 2011 aproximadan8h® de toda a producao foi absorvida
pelo mercado interno, e este aumento da procugenatcontinua nos ultimos anos (ABCC,
2010).

Os principais estados produtores do camarao bis#itco Ceard e o Rio Grande do
Norte. No estado do Cearé a producdo passou desim@damente, 530 toneladas em 1997
para aproximadamente 32.000 toneladas em 2011 (ABGL3). Verificou-se que a maior
presséo da atividade ao longo das bacias hidrogeaficorreu a partir de 2001, com um salto

na producdo de mais de 2.000 %.
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O Ceara ocupa o primeiro lugar na producéo nacicoal o estado do Rio Grande
do Norte, como segundo produtor, produzindo em 28fdoximadamente 18.000 toneladas.
Vale ressaltar que o Ceara ocupa o primeiro lugapedutividade, com 4.855 kg/ha/ano,
superior a média nacional em aproximadamente 4QW&(ROZet al, 2013).

A carcinicultura representa uma opcéo valiosa paiardeste, podendo levar ao
aumento da oferta proteica de baixo custo pargpal@géo e ao aumento da oferta de empregos
(CARVALHO, 2010). Entretanto, a intensificacdo darainicultura tem gerado sérios
problemas ambientais, intensificados pelos cosflitom as comunidades tradicionais e a
utilizacdo de areas de manguezais. Além disscarossdambientais também estéo relacionados
com a diminuicdo da produtividade pesqueira, lig@vaacidental de espécies exdticas de
camardo, competicdo com as espécies nativas, diesgin de doencas, lancamento de
efluentes sem prévio tratamento nos corpos hidreaigizacédo do solo e do lencol freatico
(SANTOS, 2005; POLIDOREt al, 2010).

Aproximadamente 40-50% do peso total dos &cests, como camarao, caranguejo
e lagostas se transformam em residuos. Consequenitsnesta atividade gera uma grande
quantidade de residuos durante o beneficiamentaltéd de um destino adequado, visto que
esses residuos sao geralmente despejados a ctuabenterrados de forma inapropriada na
zona costeira, ocasiona mais um seério problemaotiecgo ambiental (BHASKARet al,
2007). Considerando que esses residuos contém2ig %bde quitina, 25-40 % de proteinas e
40-55 % de sais inorganicos, além de pigmentoderarmles, constata-se que estes residuos
na verdade sdo produtos com grande potencial ecoo@rgue toneladas destes estdo sendo
desperdicadas. Assim, o reaproveitamento de residaaarcinicultura pode significar uma
forma inovadora e rentavel para reduzir a poluigéwiental causada por essa atividade
(CARVALHO, 2010; SONGSIRIRITTHIGULet al, 2010; GHORBEL-BELLAAJet al,
2013).

2.5 Composicgéao dos residuos do camardo branco docHeo

Os residuos produzidos no beneficiamento do cam&i&ocomo cascas, cabecas
e caudas sao compostos de quitina, proteinas, ragale calcio, lipidios, pigmentos,
componentes nutritivos e enzimas (CAQal, 2009). A utilizacdo das diversas estruturas do
camardo que sao considerados restos pode maximizorno financeiro da producdo por
adicionar valor agregado ao produto final (BHASK&Ral, 2007; CARVALHO, 2010).
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A quitina € a segunda maior fonte de carboidratpatureza, € amplamente
distribuido como um componente estrutural de exgsetps de insetos e crustaceos, outros
artropodes, bem como um componente das pareddareslde alguns fungos e algas. E um
homopolimero linear insoltvel ge-(1 — 4) N-acetil-d-glucosamina (GIcNAc) e nao toxico.
A unidade estrutural de repeticdo de quitina é imecb de GIcNAc (MUZZARELLIet al,
2012).A quitina e seus derivados, como a quitosana digsqoitossacarideos, tem muitas
aplicacbes importantes nas areas de alimentos,aé@utica, agricultura, bioengenharia,
cosmeéticos e outras areas afins (DUA&Nal, 2012). A quitina € um produto natural de
composicao variavel quanto ao comprimento das aadenidades de glicosamina acetiladas e
desacetiladas e quanto a sua distribuicdo ao ldagocadeias. Além disso, podem ocorrer
variacbes na composicao da quitina em funcéo decesge crustaceo considerada, bem como
do estagio de desenvolvimento do animal (CARVALIZQ10).

Os pigmentos presentes no exoesqueleto de crust@estencem a classe dos
carotenoides. A astaxantina é o carotenoide lipggsbmais abundante em animais aquaticos,
tais como salmao, truta, camarao e lagosta. Quastnide humana, 0s seus potenciais estao
associados com suas propriedades antioxidantessibemelatado que a astaxantina tem até
dez vezes mais atividade antioxidante do que a®®whrotenoides, tais como zeaxantina,
luteina, cantaxantina e caroteno. Assim como cst@&raos, 0s mamiferos, incluindo os seres
humanos, séo incapazes de sintetizar carotenoudlede oconverté-los em vitamina A, e,
consequentemente, devem ser fornecidos na dieten disso, tém importantes aplicacées em
farmacos, industrias de cosméticos, alimentos exdonte de pigmentacdo na aquicultura (de
crustaceos e salmonideos), sendo este ultimo s®ipal mercado. Apesar de mais de 95% da
astaxantina utilizado na aquicultura ser fornegda via sintética, existe uma necessidade
crescente por alimentos naturais, visto que esggseptos naturais sdo mais facilmente
absorvidos do que os sintéticos. Inclusive, o cedévado dos pigmentos sintéticos tem
estimulado pesquisas de fontes naturais pararggtediente nutracéutico, com bom potencial
para a industrializagdo (HANDAYANEt al, 2008; CAHU et al, 2012; SANCHEZ-
CAMARGO et al, 2012).

E amplamente conhecido que os animais marinhogmualipidos com elevado teor
de acidos graxos poliinsaturados (PUFAS). Alguhsdes desenvolvidos com diferentes tipos
de residuo de camardo demonstraram a presengavded@s teores deste tipo de acidos graxos,
especialmente eicosapentaenoico (EPA) e docosatmgagDHA) que compdem a familia
dos ®-3. Os acidos graxos EPA e DHA séo reconhecidos spas propriedades anti-

inflamatorias, sendo alvos de pesquisa para avieateo de muitas doencgas cronicas, incluindo
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doencas coronarianas, diabetes, artrite, alguos tip cancer e osteoporose. Na Ultima década,
a importancia de um consumo equilibrado dested@BUFA foi reconhecida e recomendada
por diferentes organizacdes de saude de todo oo{@EOPOULOS, 2008; SAHENAL al,
2009; SANCHEZ-CAMARGCet al, 2012).

2.6 Tecnologias para reciclagem de residuos da canicultura

A criacdo de camarao em cativeiro gera uma grandetiglade de residuos solidos,
pois a cabeca, a casca e a cauda sao geralmergeidesndurante o beneficiamento do
camardo, e esses residuos representam aproximaedatfes 50 % do peso da matéria prima
inicial (GHORBEL-BELLAAJet al, 2011). Esses residuos sdo um excelente meioltdeac
para 0s microrganismos, pois apresentam fatorémsetos e extrinsecos que favorecem o
crescimento microbiano, sendo, por isso, facilmerdataminados, a menos que sejam
rapidamente e adequadamente tratados por métodnggs (ABDOU; NAGY; ELSABEE,
2008), enziméticos (GHORBEL-BELLAAJ; JELLOULI; YOUWURS, 2011), ou
microbiolégicos (GHORBEL-BELLAAEt al, 2012).

Os meétodos quimicos envolvem a desmineralizacdo @onos fortes (HCI),
seguido da desproteinizacdo com bases fortes (Na©#6fC - 100°C (GHORBEL-BELLAAJ
et al, 2013). Esse processo, entretanto, além de gestauos liquidos poluentes, provocam
demasiada hidrélise da quitina (despolimerizac@@3ultando em uma quitina de baixa
qualidade, além do que as proteina e pigmentopes@ados durante o tratamento.

O aumento da demanda social por praticas mais &eiggaos ecossistemas tem
impulsionado o desenvolvimento de novas tecnolodiasim, as metodologias enzimaticas
(SYNOWIECKI; AL-KHATEEB, 2000) e fermentativas (RAMUNOZ; STEVENS, 2000;
CIRA; HUERTA; SHIRAI, 2002; CIRAet al, 2002; PRAMEELAet al, 2010) para o
reaproveitamento dos residuos da carciniculturaat&aido grande interesse.

O método enzimatico inclui o tratamento dos ressdimon enzimas como alcalases
(endopeptidases serinicas), tripsina, papainasirge No entanto, o alto custo das enzimas e
a baixa eficacia de extracdo séo alguns dos preislelesta tecnologia (GHORBEL-BELLAAJ
et al, 2013).

Varios estudos tém provado o valor da fermentadtical para o reaproveitamento
de residuos da aquicultura (RAO; MUNOZ; STEVENSQ®OCIRA; HUERTA; SHIRAI,
2002; CIRAet al, 2002; OHet al, 2007; PRAMEELAet al, 2010; DUANet al, 2012)

Segundo este método, o acido latico produzidoqedara de um carboidrato adicionado como
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substrato, acidifica 0 meio, inibindo o desenvokimo de microrganismos deteriorantes. O
acido latico reage com o carbonato de calcio ligadaitina levando a formagéo de lactato de
calcio, que precipita e pode ser removido por lawagdeixando a quitina livre. A
desproteinizacdo ocorre pela acdo combinada denaszproteoliticas da prépria cultura
adicionada no processo fermentativo e de protedsemigem do camardo e presentes no
residuo. Pigmentos e proteinas sdo extraidos jumtaempdem o liquor resultante da
fermentacdo, podendo ser subsequentemente seppmadustodos quimicos. A eficiéncia da
fermentacdo depende de varios fatores, incluindipae quantidade do inéculo, fonte de
carbono usado como substrato (tipo e concentrag#td),inicial e evolugdo durante a
fermentacdo e o tempo de fermentacédo (RAO; MUNOZEENS, 2000; OHet al, 2007;
PRAMEELA et al, 2010)

Assim, ao final do processo de fermentacao ladia@siduos de camarao se obtém
duas fra¢des, uma solida, formada basicamenteitlieaqe uma liquida, denominada “liquor”
rico de proteinas hidrolisadas e pigmentos. Vadealtar que a hidrdlise proteica se refere a
qualquer método em que as proteinas sdo quebradaszpmas, diminuindo o seu tamanho,
tornando este produto uma fonte mais disponivahtdeoacidos. Esses hidrolisados encontram
aplicagcbes em produtos farmacéuticos, na nutrigdoaha, na alimentacdo animal, ou em
cosmética. Além disso, também séo Uteis como fdateitrogénio em meios de crescimento
para microrganismos. Recentemente, hidrolisadogeipos, extraidos de subprodutos
marinhos, tornaram-se populares na industria deealios devido a valiosa composicdo de
aminoéacidos (BUENO-SOLANGt al, 2009; CHEUNG,; LI-CHAN, 2014; ROBER®t al,
2014).

A hidrdlise de subprodutos marinhos derivados dastria de filetagem de peixes
€ uma maneira importante de aumentar o valor mutiat e bioativo dessas fontes proteicas.
De fato, em um contexto de oferta de farinha degpifuituante, combinado ao aumento do uso
de matérias-primas de origem vegetal, a indUs#&iaglicultura tem de encontrar alternativas
de matéria-prima eficientes e sustentaveis, maatesiths performances nutricionais e
zootécnicas. Alguns estudos mostram que a sulgdiitida farinha de peixe por hidrolisado
proteico melhora as performances de crescimentsatiodo, por exemplo. Além disso, os
hidrolisados parecem contribuir beneficamente pdtacionamento do sistema imunolégico,
0 gue € muito benéfico para a aquicultura (TA®GL, 2008; ROBEREt al, 2014).
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2.7 Bactérias do acido latico (BAL)

Bactérias do acido latico (BAL) compreendem bad&se cocos gram-positivos,
nao formadores de esporos, anaerdbios facultatbwosnicroaerdfilos, acido-tolerantes,
fastidiosos, geralmente catalase-negativos, cormbokB$mo estritamente fermentativo, tendo
o &cido latico como principal produto final do af@tlismo dos carboidratos (KLEI&t al,
1998; GIRAFFA, CHANISHVILI; WIDYASTUTI, 2010). Saoclassificadas como
homofermentativas, quando produzem apenas acidm,|la& heterofermentativas, quando
convertem o0s agucares em &cido latico , acidocacétianol e dioxido de carbono (POT e
TSAKALIDOU, 2009; GIRAFFA, CHANISHVILI; WIDYASTUTI, 2010).

Filogeneticamente, as BAL pertencem ao filanktutes, classe Bacilli, ordem
Lactobacillales, que compreende as familias AemmuoEae, Carnobacteriaceae,
Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocac&iseeptococcaceae. Atualmente, sao
reconhecidos cerca de 20 géneros de BAL, dentiguais, Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leucawst Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, VagococeUud/eissellasdo considerados os principais
géneros associados com alimentos (AXELSSON, 2004).

A familia Lactobacillaceae, descrita por Vlbmset al (1917), filogeneticamente
compreende 0s génerdsactobacillus Paralactobacillus e Pediococcus(SCHLEIFER;
LUDWIG, 1995). A diversidade da familia Lactobaaiéae € profundamente influenciada pela
riqueza de espécies do género mais abundhatéobacillus que apresenta caracteristicas
variaveis em termos de morfologia, motilidade, hdéde fermentativa, requerimentos
nutricionais e tolerdncia ao oxigénio. Dentro degéaero sdo reconhecidas centenas de
espécies, cuja identificacdo requer, na maioriacdees, analises morfoldgicas, bioquimicas e
moleculares complementares.

Tradicionalmente, a classificagdo de micaaigmos se inicia pela analise de suas
caracteristicas fenotipicas (SING#H al, 2009), como a forma das células e das coldnias,
presenca de endosporos ou inclusées, o numerpe oet flagelos, o tamanho das células etc
(POT; TSAKALIDOU, 2009).

Em muitos casos, devido a alta similaridade feiige linhagens dentro de um
género, comacontece&eom Lactobacillus essa analise sozinha néo é suficientemente eobust
para identificar uma linhagem em nivel de espébiesses casos, a analise deve ser
suplementada com analises das caracteristica®fjgias e moleculares (KWO&t al., 2004).

Atualmente, estdo disponiveis no mercado sistenoaserciais altamente padronizados
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baseados em caracteristicas fisiolégicas e biogagntais como APl 20 STREP, API 50 CH
(BioMérieux), Diatabs (Rosco) ou BIOLOG GP Microfela(BIOLOGI Inc.) (POT;
TSAKALIDOU, 2009), que auxiliam na identificacaceprsa de espécies de alguns géneros de
bactérias e leveduras.

Dentre os métodos independentes de cultivo ou miallexs para identificacdo de
microrganismos, destacam-se a reacdo em cadeialideerase (PCR) e suas variagdes, tais
como analise de ribotipagem (CHAGNAUWDal,, 2001); PCR-multiplex (KWONt al, 2004),
reacdo de DNA polimérfico amplificado aleatorianeefRAPD) (ONECAet al, 2003),
eletroforese em gel de gradiente desnaturante (D@GHEUNISSEN et al, 2005), ou
polimorfismo de conformacédo de filamento Unico (BPQGODON; MONTEL, 2003); ou
ainda meéetodos baseados na combinacdo destas duwdagdns, como analise de restricao de
DNA ribossomal amplificado (ARDRA) (SOTQet al, 2010); e abordagens por
sequenciamento, como sequenciamento de regideéweiaridentro do gerRNAr 16Sou de
regides intergénicas espacaddr6S-233SINGH et al, 2009; TSAlet al, 2010). Embora o
sequenciamento do gemNAr 16Sseja 0 método mais utilizado para a identificadao
bactérias, sabe-se também que a resolucao taxandeste gene muitas vezes néo é suficiente
para identificar com precisdo em nivel de espécisto também ocorre com as linhagens de
BAL (CACHAT; PRIEST, 2005). Para contornar esteijema inerente ao gefNAr 16$
sugere-se a utilizacado de genes de manutemghsé€keeping tais como a subunidadeda
fenilalanina-tRNA sintetaselieS e a subunidade da RNA polimeraseroA) (NASER et
al., 2007; NGUYENet al, 2013).

2.8 Aplicagbes biotecnoldgicas deactobacillus

As espécies deactobacilluspodem ser encontrados em uma grande variedade de
nichos ecoldgicos, como plantas, animais, e alioggrdomo laticinios, carnes e bebidas. A
capacidade de colonizar tal variedade de habitatenéa consequéncia direta da grande
versatilidade metabdlica deste grupo. Devido asesteacteristicas, as bactérias deste genéro
normalmente sdo usadas funcionalmente como prodsjytiniciadores lacteos, conservantes
alimentares e inoculantes em silagens (AGUIRRE-EURMTZA et al, 2010; GIRAFFA,
CHANISHVILI; WIDYASTUTI, 2010).

Os probidticos sao definidos como, microrganismasosy/ que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferagefities a saude do hospedeiro. As

culturas de bactérias probidticas auxiliam a mioisb intestinal, suprimindo bactérias
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potencialmente prejudiciais e reforcam os mecarsstieadefesa natural do organismo. Muitos
estudos tém demonstrado a eficacia dos probiéticosferecer uma alternativa adequada para
0 uso de antibioticos no tratamento de infeccaeérmat (NEMETH; FAJDIGA, 2006) e
reducao dos sintomas da diarreia (SRINIVASAN; MEYEBO06). Atualmente existem muitas
evidéncias sobre os efeitos positivos dos prolusétipara a salide humana (AGUIRRE-
EZKAURIATZA et al, 2010; GIRAFFA, CHANISHVILI; WIDYASTUTI, 2010; GUIDONE

et al, 2014).

Os iniciadores lacteos sdo intencionalmente adacios ao leite para criar um
produto final desejado, que na maioria das vezes@devido as atividades metabdlicas dos
microrganismos. O uso mais comum desses iniciadopra a producdo de &cido latico a
partir da lactose presente no leite, o qual aurdiaoagulacédo das proteinas do leite devido a
diminuicdo do pH. Além disso, certos iniciadores s@licionados especificamente para a
producdo de compostos aromatizantes, bacteriootnasxopolissacarideos que podem
influenciar no sabor, textura e qualidade nutrialodos produtos através da hidrélise de
proteinas, gorduras e outros componentes do laiteliminuicdo do pH dos produtos
fermentados pode ajudar na inibicdo de determinado®rganismos que poderiam causar a
deterioragdo da matéria prima, embora a inibicditém esteja associada com outros produtos
derivados, tais como peroxido de hidrogénio. Osiadiores usados hoje na industria de
laticinios sdo compostos de linhagens de BAL, gteevam originalmente presentes como parte
integrante da microbiota do leitPE VRIESet al, 2006; AGUIRRE-EZKAURIATZAet al,
2010; GIRAFFA, CHANISHVILI; WIDYASTUTI, 2010).

Os lactobacilos também sdo bastante utilizadosermaehtacdo e producdo de
alimentos solidos, devido a agédo conservante ddesisendo usados para o aperfeicoamento
do sabor, textura e nutricdo. Os lactobacilos séadas como culturas iniciadoras ou
complementares para diversas variedades de alimetdmo vegetais fermentados, como a
mostarda (CHAt al, 2012), o capim (HEINEt al, 2012) e o milho (REICH; KUNG, 2010),
carnes fermentadas, como salsichas (RUBi@L, 2014), e na producao de p&o, vinhos e
cervejas. Além disso, também séo utilizados nastoamacédo de residuos em produtos com
alto valor agregado, como nas fermentacdes deusido abate de frangos (DE ®Aal,
2011), mexilhdo (VAZQUEZt al, 2010) e cabeca de camardo (DUéNil, 2012; PROBST
et al, 2013).

Silagem € a fermentacdo desenvolvida por BAL endicoes anaerdbias. Neste
ambiente, as BAL convertem carboidratos solUveeralghente provenientes de plantas

forrageiras em acidos organicos, principalmenteidodatico. A producéo destes acidos reduz
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o pH da forragem e inibe o crescimento de micrdsgaos aerdbicos contaminantes. A silagem
requer varias semanas para finalizar, além dissonéprocesso complexo e, por vezes
imprevisivel, pois envolve muitas espécies de B#dndo possivel que ocorram interacdes
inesperadas entre elas (GIRAFFA, CHANISHVILI; WID®AUTI, 2010; GEBREHANNA

et al, 2014).

2.9 Cinética quimica e modelagem matematica aplicach fermentacéao latica

No processo de fermentacao latica em batelada esngptultura é desenvolvida
primeiramente em uma série de frascos e finalmenigdculo final é transferido para o
fermentador. O tamanho do inoculo geralmente éaé® % (v/v) do volume do fermentador
e a cultura é geralmente mantida entre 35 e 46601@,pH 5 - 6.5.

Além dos parametros fermentativos supracitados, sén& de outras variaveis
podem ser otimizadas na producéo de acido latms,gsabido que a produtividade também
e afetada pelo tempo de fermentacao, o nivel dstrady, a concentracdo dos acglcares e a
velocidade de agitacao, por exemplo. Assim, o estladcinética do processo fermentativo é
essencial para o entendimento das transformacdes ogorrem durante 0 processo,
possibilitando assim quantificar a taxa de cresotmecelular, 0 consumo de substrato e
formacao de produtos, além de avaliar a influédeiéatores externos como pH, temperatura e
inibidores e relaciona-los por meio de equactesmaticas (PINHEIRO, 2011; TANYILDIZI
et al, 2012; GHAFFARet al, 2014).

A relagdo cinética entre o crescimento celular ®renacdo do produto final
depende do papel do produto no metabolismo celdsmexemplos mais comuns de cinética
sao aqueles que descrevem o metabolismo priméardamdyp a sintese do produto final ocorre
durante o crescimento na fase exponencial, e obwleteno secundario, no qual a sintese de
produto final ocorre apés o crescimento ter cessatase deste entendimento fundamenta-se
nos comportamentos relativos da taxa especificerekecimento, formacdo de produto e de
consumo de substrato. De forma que, o estudo ddaarde processos fermentativos tem como
propoésitos medir a velocidade de transformacaocogoee durante uma fermentacéo; estudar
a influéncia dos fatores nestas velocidades (pipéeatura, agitacdo, composicdo do meio
etc.); correlacionar por meio de equacbes empjricas de modulos matematicos, as
velocidades com os fatores que nelas influem; aipéis equacdes na otimizacao e controle do
processo (BORGES, 2008; PINHEIRO, 2011).
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A modelagem matematica de processos busca a pgépode um conjunto de
relacbes entre as varidveis capaz de representdoroh@ adequada, dentro da precisdo
requerida, cada caso em particular, ou seja, agamformacdes desconexas e identificar
quais sistemas e interacfes sao relevantes. Aggiossivel descobrir novas estratégias que
permitam descrever o comportamento do processoetenntinadas condi¢gdes e entender as
caracteristicas qualitativamente importantes. Odateg sdo estruturas que tentam descrever
de forma aproximada a realidade. Esta descricaoxmpada € funcdo da necessidade do
modelo se basear em um conjunto de observacOesmgptais, as quais sao corrompidas por
erros de medidas ou incertezas experimentais (PIREBE2011; MENDES; VALDMAN,;
SOUZA JUNIOR, 2011).

Um modelo matematico € um conjunto de relacdes astvariaveis em um sistema
em estudo e geralmente pode predizer as varideessida e o estado do sistema a partir das
varidveis de entrada. Estas relagbes sdo normanegressas na forma de equacdes
matematicas, as quais sdo usadas na operac¢ao mteeesso. Assim, as equacdes de balanco
especificam como os materiais fluem dentro e favavdlume de controle e como séo
convertidos no interior do mesmo. Essa converda&onia no volume de controle é representada
pelas equacdes cinéticas e, juntamente com o loediempassa, especificam o modelo completo
(MENDES; VALDMAN; SOUZA JUNIOR, 2011).

A elaboracdo do modelo, juntamente com sua aplicagdsimulacdo, reine uma
série de vantagens no momento de conhecer e melhgreocesso, tais como entender o
comportamento do sistema, ja que abrange as ewdugie seguem as diferentes variaveis, de
modo a formular um modelo; a exploragédo do modeddiamte simulacéo ajuda a planejar o
experimento, pois em pouco tempo se pode obter vigd® de quais variaveis afetam o
processo e, portanto, estabelecer o tempo de dupaga atingir os objetivos propostos; nesse
sentido, a predicéo da evolucdo do processo pedweitztar em que momento a operacgéo vai
mudar sua trajetéria, de modo que se possam taeoetes a tempo de corrigir e direcionar o
processo para a producdo étima. O modelo, portpetoite projetar estratégias de operacdo
e controle; finalmente, a sua utilizacdo didatipais permite tracar diferentes situacdes do
processo e, portanto, facilitar sua compreens&stgl@, o que de forma experimental seria
mais dificil e demorado (MENDES; VALDMAN; SOUZA JUSR, 2011)

Em resumo, as combina¢des do balanco de massandwlas equacdes cinéticas
e 0 modelo do reator, perfazem uma descricado métenwmpleta do processo fermentativo
e esse modelo pode ser usado para simular conmariaseis de saida dependem do conjunto
de variaveis de entrada (MENDES; VALDMAN; SOUZA JIOR, 2011).
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Os modelos cinéticos de processos fermentativosrpaambém ser divididos
aproximadamente em quatro grupos. Quanto ao numderocomponentes usados na
representacao celular, os modelos estruturadotegam em conta que a biomassa ndao é um
composto simples, visto que no interior das célolasre uma série de reacdes envolvendo
uma infinidade de substancias; e os modelos n&ot@stdos, que por outro lado néo
consideram nenhuma organizacao interna das cédampre expressam a concentracao dos
microrganismos em termos de biomassa. Esses ma@ageralmente simples e as descricbes
matematicas sdo baseadas em observacdes da cdtétimarorganismo. Além disso, quanto
a heterogeneidade da populacdo microbiana, os o®dsgregados que consideram a
biomassa segregada em unidades estruturadas eraiscias células. Assim, a variavel
fundamental € o nimero de células. Estas sdo @ad@ks como unidades discretas e a
populacao é vista como heterogénea; e os modetosategados assumem que a biomassa
esta distribuida homogeneamente por todo o sistessta forma, a varidvel fundamental é a
concentracdo celular e as células sdo represematiapropriedade média da populagéo, ou
seja, a populacdo € considerada homogénea (BORZEES;, PINHEIRO, 2011; MENDES,
VALDMAN; SOUZA JUNIOR, 2011).
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3 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve por objetivo desenvolver uma rpgéa alevinos de tilapia do
Nilo contendo em sua composi¢do um hidrolisado @imoproteinas e pigmentos carotenoides
obtido a partir da fermentacao de residuos de ealmBzcamardo por um consércio selecionado

de bactérias laticas.

3.1 Objetivos Especificos

» Identificar em nivel de espécie as linhagens deéebas laticas selecionadas
usando dos métodos bioquimicos e moleculares;

» Selecionar linhagens de BAL mais eficientes paproglucdo de acido latico
baseada na analise de parametros cinéticos e rgedetaatematica,

* Avaliar as linhagens de bactérias laticas quane&fiégacia na fermentacao
semissolida de residuos de camaréo em frascos;

* Montar, testar e analisar o melhor consorcio pafaraentacdo latica dos
residuos de camar&o em biorreator;

» Confeccionar racdes para alevinos de tilapia da Nibntendo diferentes
propor¢des do liquor obtido da fermentacédo de @flegcamarao pelas BAL;

» Avaliar as ra¢Bes quanto aos parametros da qualidedgua e de desempenho

zootécnico das pos-larvas da Tilapia do Nilo dwantase de reverséo sexual.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Bactérias do acido latico (BAL)

As linhagens de BAL usadas neste trabalho foranvigreente isoladas de
diferentes amostras ambientais (CARVALHO, 2010)stéi@ depositadas na colecao de
bactérias do Laboratério de Ecologia Microbiana t&toologia (LEMBIOTECH) do
Departamento de Biologia, Universidade Federal dar& (Ceara, Brasil). Essas culturas sédo
mantidas estocadas a -80 °C em meio Man, Rogosaage& (MRS) (MAN; ROGOSA;
SHARPE, 1960) com 20 % de glicerol (m/v).

4.2. Residuos da carcinicultura

Os residuos usados nesse estudo foram constituidcamente de cabecas de
camardo da espécliatopenaeus vannametiloados pelo frigorifico Cajucoco Aquacultura e
Agroindustria localizado na Fazenda Santa Ritar@lgaCearaEsses residuos foram mantidos

congelados até o momento do uso.

4.3 ldentificagdo molecular das linhagens de BAL

4.3.1 Extracdo do DNA gendmico

O DNA gendmico das linhagens de BAL foi extraid@ndo o protocolo do
brometo de cetil-trimetilaménio (CTAB) (WARNER, 1809 As concentracfes e qualidades
das extracbes de DNA foram avaliadas em espediro&ito Nanodrop® ND-1000
(NanoDrop, Wilmington, DE, EUA).

4.3.2 Amplificacdo e sequenciamento dos genes RIN&S, rpoA e pheS

O DNA genbmico foi usado para amplificar os ger@&NAr 16S, da subunidade
a da RNA polimeraserfjoA) e da subunidadeda fenilalanina-tRNA sintetaspheS.

Para amplificacdo do gene RNAr 16S foram usadasiciadores universais 27F
(5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG -3) e 1525R (5'-AAGAG GTG ATC CAG CC-
3’) (MARCHESI et al, 1998). A solugéo para PCR foi preparada paraaelome final de 25
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uL contendo 100 ng de DNA gendmico (molde), 20 mN$-HCI (pH 8,4), 50 mM KCI, 3,0
mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 0,5 uM de cada iniciadojOd @nidades de Taq DNA
Polimerase (MBI Fermentas Inc., USA). As reacfe®GR foram feitas em termociclador
programado para uma etapa de desnaturacéo ingctahain a 94 °C, seguido de 35 ciclos de
1 mina94°C,1minab5°Ce2mina 72 °C. dndtciclo foi seguido por uma extenséo
final de 10 mina 72 °C.

Os genespoA e pheSforam amplificadas por reacdo em cadeia da poliseera
(PCR) usando os iniciadorgsoA-21-F (5'- ATG ATY GAR TTT GAA AAA CC -3’) erpoA-
23-R (5'- ACH GTR TTR ATD CCD GCR CG-3'gheS21-F (3-CAY CCN GCH CGY GAY
ATG C-3) epheS23-R (5-GGR TGR ACC ATV CCN GCH CC)3NASERet al, 2007),
respectivamente. A reacdo de PCR foi preparadauypansolume final de 3QL contendo 100
ng de DNA gendmico (molde), 20 mM Tris-HCI (pH 8.8) mM KCI, 3 mM MgC4, 0,2 mM
de cada dNTP, 0,pM de cada iniciador e 0,04 unidades de Taq DNAnraiase (MBI
Fermentas Inc., USA). As reagdes de PCR foransfeitatermociclador programado para uma
etapa de desnaturacao inicial de 5 min a 95 °Qiidegle 3 ciclos de 1 min a 95 °C, 2 min e
15 segundos a 46 °C e 1 min e 15 segundos a *@hthlementado por mais 30 ciclos de 35
segundos a 95 °C, 1 min e 15 segundos a 46 °Cie & b segundos a 72 °C. O ultimo ciclo
foi seguido por uma extenséo final de 10 min a@2Foi realizado uma modificacdo para a
amplificacdo do gengoA para Lact 6, onde a temperatura de anelamentdai®gonjuntos
de ciclos foi 56 °C.

Os produtos das amplificacdes foram analisadoslptnoforese em gel de agarose
1% (m/v) corado conSYBR® Safe DNAnvitrogen, USA). Os produtos foram purificados
usando Wizard® SV Ge¢PCR Clean-up SystefRromega Corporation, Madison, WI, USA).
A concentracdo dos produtos finais foi determimaddindo-se a absorbancia a 260 nm (A260)
em espectrofotometfdanodrop®ND-1000.

Os produtos de PCR foram precipitados em etanabia@os para sequenciamento
na empresa Macrogen Inc., Seul, Coréia. As reagéesequenciamento foram realizadas
utilizando os iniciadores 27F, 1525R, 518F (5'-CGBA GCC GCG GTA ATACG-3 ') e
800R (5'-TAC CAG GGT ATC TAA TCC-3') para o0 gene RNL6S; erpoA-21-F (5'- ATG
ATY GAR TTT GAA AAA CC -3) erpoA-23-R (5- ACH GTR TTR ATD CCD GCR CG-
3"); pheS21-F (B-CAY CCN GCH CGY GAY ATG C-3 epheS23-R (B-GGR TGR ACC
ATV CCN GCH CC-3, e o kiaABlI PRISM® BigDyeTM Terminator Cycle
SequencingApplied Biosystems, Foster City, CA, EUA) em seagiador ABI 3730 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).
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As sequéncias parciais fornecidas pela empresadgeaarinc. foram de alta
gualidade (Phred>20) e utilizadas para gerar sempgoonsenso usando o pacote Codon Code
Aligner 5.1 (EWING; GREEN, 1998; EWING@t al, 1998; GORDON, ABAJIAN; GREEN,
1998).

4.3.3 Analise Filogenética

A busca por sequéncias homologas depositadas emnsde dados publicos foi
realizada usando o programBasic Local Alignment Search TQ®LAST) (ALTSCHUL, S.
et al., 1990) As sequéncias consenso obtidas foram alinhadammparadas com outras dos
génerod.actobacilluse Pediococcugpara os genes RNAr 168heSe rpoA depositadas no

GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov). Todas as sequéncias obtidas neste estudo foram

depositadas ndsenBank.O alinhamento mdultiplo das sequéncias foi reabzadm a
ferramenteClustalW(THOMPSON; HIGGINS GIBSON, 1994) do prograntioEdit versao
7.1.3.0 (HALL, 1999). Os alinhamentos multiplosidbs foram entdo utilizados para gerar
arvores filogenéticas utilizando o programa MEGArs@o 6.0 (TAMURAet al, 2013). O
métodoNeighbor-Joining(SAITOU; NEI, 1987) foi utilizado usando o modefamura 2-
parametros de evolucdo de sequéncias para cabzuldistancias. A estabilidade dos clados
gerados foi avaliada pelo testelmtmtstrap(FELSENSTEIN, 1985) com 1000 reamostragens.

4.4 ldentificacdo Bioquimica das BAL

Para a realizacao desse teste foram utilizadosstesnas de galeria APl 50 CH
(BioMérieux) e o meio pardactobacillus APl 50 CHL (BioMérieux) de acordo com as
instrucdes do fabricante, realizadas a 37 °C,zatiilo subcultivos em meio Agar MRS

modificado por 24 h.

4.5 Crescimento das linhagens de bactérias latic8AL) em meio MRS modificado

Inicialmente, para a realizacdo das curvas de ionesto foi preparado o meio
MRS modificado, no qual a glicose foi substituida pacarose. Esta modificagdo teve por
objetivo utilizar nas curvas de crescimento a mefnte de carbono que seria utilizada na
posterior fermentacao latica das cabecas de camar@anesmo tempo uma fonte de carbono

mais barata.
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O meio MRS modificado tem a seguinte composicabgleal):

Tabela 1 — Composicdo do meio MRS modificado.

Componente Composicéo (g.£)
Sacarose 20
Peptona 10

Extrato de carne 10
Extrato de levedura 5
Polisorbato 80 1
Citrato de amoénio 2
Acetato de sédio 5

Sulfato de magnésio 0,1
Sulfato de manganés 0,05
Fosfato dipotassio 2
pH final 6,5

Fonte: Autor

As linhagens de BAL foram retiradas do estoqueda®@e inoculadas em 10 mL
do meio MRS modificado por 16 h e encubado a 37A{f0s esse tempo, as culturas foram
transferidas para agar MRS modificado e crescidod®h a 37 °C, para a obtencao de colbnias
isoladas. Posteriormente, trés colonias isoladasfdransferidas para 10 mL de meio MRS
modificado e incubado a 37 °C com agitacao de pBO por 16 h. Essa cultura teve sua
absorbancia ajustada em espectrofotdmetro paes@l@ nm o que corresponde & EFC.mL
1 como previamente determinado por contagem deadaslformadoras de colonias. Vinte
mL dessa cultura foram inoculados em frascos cdont80 mL de caldo MRS modificado que
ficou sob agitacdo de 150 rpm a 37 °C por 48 hadaaduas horas, uma aliquota de 2 mL foi
retirada para realizar medidas de absorbanciac@htentracdo de sacarose e de acido latico.
Para determinacdo da absorbancia, as aliquota® fadas em espectrofotometro (Thermo
Scientific — Genesys 6 — Waltham, Estados Unido§0@ nm e essa mesma amostra foi

utilizada na andlise de pH em pHmetro (Digimed D2)-2
4.5.1 Determinacéo das concentracfes de sacarasadd latico

A sacarose e acido latico foram identificados entjfieados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Waters, Milford)A, USA) equipada com um detector de
indice de refracdo (Waters 2414) e uma coluna AmkiiieX-87H (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). Acido sulfarico 5 mmol.Lt foi usado como fase mdvel (eluente) com fluxo ¢ O

ml.mint a 65 °C. O volume de inje¢do das amostras foiddgl2 Os picos das amostras de
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sacarose e acido latico foram identificadas petaparacdo com os tempos de retencédo de
solugbes padrao da Sigma.

4.5.2 Determinacéo da biomassa seca

Durante a curva de crescimento das bactérias wsodffai preparado nas mesmas
condicOes descritas no item 4.5, exceto que namofoetiradas aliquotas deste frasco para que
nao ocorresse perda de massa. Ao final da curvereleimento, o meio de cultura foi
centrifugado por 10 min a 10.000 g e a massa sed#ua obtida foi lavada com dgua destilada
estéril e centrifugada novamente por 10 min a Ig)Bendo esse processo repetido trés vezes
para retirar o meio de cultura das células sediakst

Apos isso, 10 mL de agua destilada estéril forami@hdos a massa de células
gue foram homogeneizadas (suspenséo estoque)tiAdemsa suspensao 2 mL foram usados
para determinar a massa seca, em triplicata, apdbar a 100 °C por 24 h. De posse da massa
seca foi possivel determinar a concentracdo daessdp estoque. Consequentemente, foi
possivel realizar as diluicdes a partir da susperséoque e construir um grafico da relacéo
entre a massa seca (gh)Le a absorbancia analisadas em espectrofotomé®0 am. Através
da medida de absorbancia foi possivel determinzaissa seca em todos 0s pontos da curva de

crescimento.
4.6 Parametros cinéticos da fermentacéao latica enaldo MRS modificado

Os dados obtidos experimentalmente (biomassa sebsafrato e produto) foram
utilizados para determinacdo dos parametros cogtota fermentacdo. A produtividade
volumétrica de acido latic®p, g.L2.h?) foi calculada como a raz&o da concentragdo maxima
de &cido latico obtidaPmax g.L!) e o tempo de fermentacdo no qRatéxfoi alcangadot(

h), conforme apresentado na equagéo 1.

Pmax
Qp =—+ Eq.l.

A conversdo do aglcar consumido em acido latioss(¥.g*) foi definido de

acordo com a equagao 2.

YP/S = m Eq.2.
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Onde, $(g.L'Y) e S (g.L'}) sdo as concentragdes de aglicar no inicio e alodénfermentacio,
respectivamente.

A conversao de agucar foi calculada usando a equtaca

Conversio (%) = @ X 100 Eq.3.
0

A conversdo de substrato consumido em biomaéss ¢.g%), foi definida de

acordo com a equagao 4.
YX/S = @ Eq4

Xo (9.L'Y) e X (g.L') sdo as concentracbes de biomassa no inicio maladh fermentacéo,
respectivamente.
A conversao de acido latico em biomaséa,(g.gl), foi definida de acordo com a

equacao 5.

_ Xr—=Xo)
Yx/p = —(Pf—PO) QE

Po (g.L'Y) e R (g.L}) sdo as concentracdes de acido latico no inioio nal da fermentagao,

respectivamente.
4.7 Modelos matematicos aplicados a fermentacao il

Para investigar qual o modelo que melhor descreméitencia da concentracéo
inicial de substrato na producéo de acido laticarfoavaliados os modelos de Monod que
descreve o processo fermentativo sem qualquecé&obb modelo de Andrews que € o modelo
que considera a inibicdo através da concentrac&ulostrato e 0 modelo de Levenspiel que
considera a inibicdo devido a concentracdo do poodds parametros cinéticos foram
estimados a partir da soma dos minimos quadradbgdguardt usando um método de ajuste
de rotina desenvolvida na ferramenta SOLVER do EXssim, foi avaliada a capacidade dos
modelos se ajustarem aos dados experimentais sitlawenalise dos graficos.

A equacéo para o modelo de Monod foi descrita dedaccom a equacéo 6.
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_ HmaxXS
M= s Eq.6.

HUmax € @ maxima velocidade especifica de crescimefiitaceS é a concentracdo de substrato
limitante e Ks a constante de Monod.

A equacéo para o modelo de Andrews foi descritacdedo com a equacao 7.

p = HmaxXS Eq.7.

s2
KS+S+K_i

Ki € a constante de inibi¢cdo pelo substrato.

A equacéo para o modelo de Levenspiel foi desdetacordo com a equacgéao 8.

e

Ks é a constante que descreve o efeito do subsiratarite e Raxé a concentracéo de produto
onde cessa o crescimento microbiano.
Para avaliar a qualidade de predicdo dos modelmsalmente utilizou-se o teste

do padrao residuaRgsidual Standard DeviatiehRDS), dados de acordo com a equacéao 9.
f2?=1(}'i— Ypi)
RSD = *——r Eq.9.

yi € 0 valor da variavel encontrado experimentalmeyteé o valor predito pelo modelo
matematico @ € o nimero de pontos experimentais.

Os valores de RSD sédo mais comumente encontradditsersdura como uma
porcentagem da média dos valores obtidos experatneante (y) de acordo com a equacéo 10.

RSD (%) = RSTD X 100 Eq.10.

y € a média dos valores experimentais.
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4.8 Fermentacao de residuos de camaréo (escala @@ § de residuos)

Inicialmente, foi testada a capacidade de seisagiehs de BAL em fermentar
sacarose em meio preparado com residuos de catecasnarao trituradas. Na fermentacéo
no estado sélido em escala de bancada usandoded@giduos de cabeca de camarao trituradas
foram misturados com 10 % sacarose (m/m) e 5 %dabeiio (v/m). Para preparacao do indculo
0s microrganismos do estoque a -80 °C e inoculaaos0 mL de meio MRS modificado, onde
permaneceram por 16 h. Apdés isso, as culturas fastnadas em placas com agar MRS
modificado e crescidos por 48 h a 37 °C para angtede culturas isoladas. Posteriormente,
trés coldnias isoladas foram transferidas para L@enmeio MRS modificado a 37 °C, com
agitacao de 150 rpm por 16 h para obtenc&o da ButzclA partir do subcultivo dos isolados,

o inoculo da fermentacdo foi ajustado para densidagtica de 0,1 correspondente a,
aproximadamente, IWFC.mL?. As fermentacdes foram incubadas a 30 °C por&a kada

8 h foram retiradas aliquotas para medidas de etdrminacédo da concentragdo de sacarose e
acido latico e contagem de viaveis.

Apoés a selecédo individual das linhagens que aptasem maior potencial para
fermentarem os residuos de camarao, foram pregadi@aentes combinacdes de linhagens
(consorcios) para testa-los nas mesmas condicoésrmentacdo. Para este experimento a
fermentacao foi repetida tal qual descrito no paf@ganterior. A Unica diferenca foi quanto a
preparacdo do inéculo. Volumes iguais de cada reultoram removidos para compor o
consorcio com densidade 6ptica de 0,1 a 600 nne@guesponde a 1UFC.mL?. Aliquotas

dessas culturas foram misturadas em partes igumimegeneizadas formando o consércio.

4.9 Fermentacdo de residuos de camarao (escala daydde residuos)

O in6culo contendo o consorcio foi preparado, conéoo topico anterior, com
densidade optica de 0,1 e, aproximadamenteUEC.mL?!. Na fermentacdo no estado sélido
em escala piloto, 2 kg de cabeca de camarao foramatas e misturadas com 10 % sacarose
(m/m) e 5 % de indculo (v/m) recém preparado emreator de aco inoxidavel, horizontal,
contendo trés pares de pas agitadoras, controladagalmente através de uma manivela, e
com abertura para drenagem de liquidos, facilifeda inclinacdo do corpo do equipamento.
O experimento foi conduzido estaticamente, com lg@neizacdo ocasional, a temperatura
ambiente por 48h. Apds esse periodo, a parte s@lidaitina, foi separada da parte liquida,

denominada daqui por diante de “liquor”, por esaeratim ApOs isso, o liquor foi submetido a
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uma etapa de pasteurizagao a 65 °C por 30 mirepasadivacao da microbiota. Posteriormente,
foi condicionado em recipiente de vidro, protegi@duz e mantido refrigerado.

4.10 Confeccéo da racao de tilapia

Para preparar as ragdes, o liquor foi adicionad@napor¢des de 0, 15, 30 e 45 %
(m/m) a uma racdo comercial em po (Nutreco) corfSde proteina bruta e 3.500 kcal/kg de
energia e com as demais especificacdes descrifeabeda 2. Apds homogeneizacao, as racdes
foram levadas a estufa com temperatura controladag® °C, por 24 h para secagem até peso

constante.

Tabela 2 — Composi¢do centesimal da racdo comercial

Nutriente Composicao (%)
Umidade 7,50+0,01
Proteina Bruta 54,99+0,56

Extrato Etéreo 4,40+0,07

Matéria Mineral 14,64+0,01

Fonte: Nutreco

Apés esta etapa, as racdes receberam o horménicogémito 1¢é-
metiltestosterona (Gen-shi), na concentracdo dem@Xkg® de racdo. O horménio foi
previamente diluido em alcool etilico P.A., obedetmea proporgédo de 6 g do horménio para 1
L de alcool (solucdo estoque). Dessa solucdo 10fonhm retirados, os quais foram
ressuspendidos em 300 mL de alcool etilico comleecadicionados a 1kg de racdo. Apos

completa homogeneizacao, as racdes foram armazeeadeefrigerador e abrigadas de luz.

4.11 Analises bromatoldgicas

Amostras de quitina, liquor, racdo comercial e adacuma das racdes preparadas

foram encaminhadas ao laboratério LABTEGQ®tt{://www.labtecanalises.com)brpara

determinacdo de Proteina Bruta, pelo método ded&ll Extrato Etéreo, por extragdo com
hexano a quente, Matéria Mineral, por calcinac® @ °C e Umidade, através de perda por
dessecacao a 105 °C. Com essas analises foi datestiereninar os perfis de desmineralizacéao

(DM) e desproteinizacdo (DP) da quitina atravésétodo descrito por Rao; Stevens (2005).
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4.12 Cultivo de alevinos de tilapia

O experimento ocorreu durante 28 dias e foi comttuzio Laboratério de
Aquicultura do Departamento de Engenharia de Pekc&entro de Ciéncias Agréarias, da
Universidade Federal do Ceara (DEP/CCA/UFC), laaald noCampusdo Pici, Fortaleza,
Ceara.

No estudo foram utilizadas pos-larvas (PLs) depidlado Nilo QOreochromis
niloticus), linhagem Chitralada, durante a fase de masealjdio. Para iniciar o estudo, 5 mil
PLs de tilapia, imediatamente apds terem absoreidsaco vitelinico, foram adquiridas,
mediante doacdo, no Centro de Pesquisa em AquiguRodolpho von Ihering, do
Departamento Nacional de Obras Contra as SecasqOR®CS), localizado no municipio
de Pentecoste, Ceara. As PLs foram transportad@asna@hd, em saco plastico com um tergo
de agua e dois tercos de oxigénio. O saco com s$dPtolocado em isopor com gelo, para
reduzir a temperatura da agua e diminuir o estéssansporte.

No laboratorio, as PLs foram aclimatadas, de fogma, o saco com as PLs foi
colocado, ainda lacrado, em recipiente com aguerddo cerca de 20 min a agua contida no
saco de transporte foi substituida gradativamelgdorma a estabilizar os parametros fisicos
e quimicos da agua.

Apos aclimatacao, as PLs foram selecionadas, cas@dolocadas em 16 aquarios
contendo 100 L de agua conforme apresentado naaFBjuiEm cada aquario, 200 PLs foram
colocados, mantendo-se uma densidade de 2 LG4 aquarios foram mantidos com aeragdo
continua e sifonados diariamente para retiradeeda®tas e sobras de racdo. Nas primeiras
duas semanas, a sifonagem foi feita no inicio dahd@asempre no mesmo horario, e foi
sifonado o equivalente a 10% do volume do aquiias. duas ultimas semanas, a sifonagem
foi feita nos inicios da manha e da tarde, tamb&mmpse nos mesmos horarios, diariamente,
sendo sifonado 10% do volume do aquario em cadaiboApds sifonagem, o volume do
aquario foi reposto e a agua retirada dos aquésiagaproveitada de forma sustentavel na

irrigacéo das plantas localizadas proximas ao &boo.
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Figura 3 - Aquarios usados na conducédo do expetonewmidenciando o sistema integrado de
aeradores e a sonda utilizada no monitoramentaligico.

Fonte: Autor

As racOes foram administradas diariamente. Na préans&mana, a taxa alimentar
correspondeu a 25 % do peso vivold@ a partir da segunda semana, passou para 20 % do
peso vivo.did. A quantidade de racdo foi fracionada em 6 reé=icé oferecida as PLs
regularmente a cada 2 h, durante os 28 dias. A fa¢@ferecida livremente na superficie da
agua, sem o uso de comedouros.

O experimento foi instalado em delineamento inte@ate casualizado, com quatro
tratamentos (quantidade de liquor incluido a ragdojuatros repeticbes (aquarios). Os
tratamentos foram: TO (racdo comercial, sem indwliquor), T15 (com 15 % de incluséo
de liquor a racéo), T30 (com 30 % de inclusaogi®li a racédo) e T45 (com 45 % de inclusado
de liquor a rag&o). Ao final do experimento as & lapia foram insensibilizados em solucéo

de eugenol (50 mg}), congeladas, e, posteriormente, incineradas.
4.13 Monitoramento limnolégico
Diariamente, nos inicios da manha e a tarde foramitorados os parametros

fisico-quimicos da Agua, sendo analisadas a tetoperé@C), oxigénio dissolvido (mg),
potencial hidrogeniénico (pH) e salinidade. Parte @sonitoramento uma sonda digital
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(HANNA, HI 9828) foi utilizada com as leituras sendkalizadas 20 cm abaixo da superficie
da &gua, imediatamente antes da sifonagem.

Antes do povoamento dos aquarios, e nos 13° eidg; amostras de agua foram
coletadas para determinacéo das concentracdesragénio amoniacal total (mg¥), nitrito
(mg.L'Y), nitrato (mg.!) e ortofosfato (mg.t), seguindo metodologia descrita em APHA
(1999), no Laboratdrio de Ciéncia e Tecnologia &qlzsi (LCTA) do DEP/UFC. As amostras

foram coletadas 20 cm abaixo da superficie da agua.

4.14 Andlises de desempenho zootécnico

Para a biometria no tempo zero, pool de 20 PLs foi retirada de cada aquario,
para as determinacbes do peso individual (g), etanba eletrbnica, e 0 comprimento
individual (mm), com auxilio de paquimetro digitalbiometria foi repetida a cada 7 dias, em
10 % da populacéo de peixes de cada aquario. Faamejo, os peixes foram insensibilizados
mediante banho de imersdo em solucdo contendo 208emeugenol (50 mgl). Apos a
biometria, as PLs foram colocadas em agua limpa,neauperacao da anestesia e, em seguida,
passaram por banho profilatico com duracdo de lemirsolucédo salina a 0,9 % (m/v). Os
peixes avaliados nas biometrias retornaram paagérios, logo apés o banho em salika.
final dos 28 dias, as PLs foram submetidas a qusgtecionadores de tamanho que as

classificaram entre os tamanhos de 23 a 13; 1FaZ; e menores do que 4 mm.

Com os dados obtidos foi possivel determinar agistg variaveis:

a) Sobrevivéncia (%) - A sobrevivéncia foi determinauatiplicando-se o numero de
individuos no final do experimento (Nf) por 100 igidindo esse resultado pelo

namero de individuos no inicio do experimento (Bg.acordo com a equacao 11.

Nf.100
Ni

S(%) = Eq.11.
b) Taxa de crescimento especifico - TCE (%) - O caltwil realizado utilizando-se a
férmula abaixo. Wi o peso médio inicial (g), Wfeso médio final (g) e t € o tempo

do experimento (dias). De acordo com a equacéo 12.
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TCE (% dia—1) = ( x 100 Eq.12.

anf—ani)
C) Ganho em peso - GP (mg.dja Calculado pela diferenca entre as medias de pes
dos peixes em cada parcela, no inicip €Hinal do (F), do periodo experimental.

De acordo com a equacéo 13.
GP=P—P, Eq.13.

d) Ganho em comprimento - GC (mm.dja Calculado pela diferenca entre as medias
de comprimento dos peixes em cada parcela, noif@gie final do (&), do periodo
experimental. De acordo com a equacao 14.

GC = C— Eq.14.

e) Fator de conversao alimentar (FCA) - O FCA foi dbtdividindo-se a quantidade

de racao fornecida ¢(Rrpelo ganho em biomassa (GB). De acordo com acéqua
15.

FCA = = Eq.15.

4.15 Andlises Estatisticas

As variaveis de qualidade de agua e desempenhécrocd foram submetidas a
Andlise de Variancia (ANOVA) com pos-teste de Tuliélizando o intervalo de confianca de
95 % (p<0,05). As analises foram realizadas comudlia do programaORIGIN 8.5 ou
submetidas a andlise de regresséo no progexcel2013.
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5. RESULTADOS

5.1 Identificacdo molecular das linhagens de BAL analise filogenética

A Tabela 3 mostra o resultado da identificacdo mdé das seis linhagens de BAL
avaliadas nesse estudo. A linhagem Lact06, quandiisada pelo genBNAr 16$ alinhou
com as espéciesctobacillus farcimini® L. futsaiicom identidade de 99% e cdamcrustorum
e L. nantensiszom 98 e 97 %, respectivamente. Resultados sentethioram obtidos através
do alinhamento do genpoA, com percentuais de identidade mais baixos coespécied..
farciminis, L. nantensi® L. crustorum respectivamente 98%, 95% e 94%, e 100% de

identidade com a espédiefutsaii

Tabela 3 — Identificacdo das linhagens de bact&imss inferida a partir do alinhamento das
sequencias dos gen@slAr 16SrpoA e pheScom sequéncias de bactérias laticas depositadas
no NCBI (National Center for Biotechnology Informatjon

Tamanho da NUmero de

Linhagem Gene Identidade parcial a
Sequéncia Acesso
RNAr Lactobacillus farciminisL. futgau L. 1520 £305310
16S crustorumou L. nantensis
Lacto6 L. farciminis L. futsaii L. crustorunmou
oA i Vo 746 KT245157
. hantensis
RNAr L. plantarum L. pentosusu L. 1520 F305311
Lact07 16S paraplantarum
rpoA L. plantarumou L. pentosus 677 KT245158
pheS L. plantarum 393 KT245162
RNAr L. plantarum L. pentosusu L. 1446 FJ05312
Lactos 16S paraplantarum
rpoA L. plantarumou L. pentosus 771 KT245159
pheS L. plantarum 378 KT245163
RNAr L. plantarum L. pentosusu L. 1516 FJ05313
L acto9 16S paraplantarum
rpoA L. plantarumou L. pentosus 792 KT245160
pheS L. plantarum 392 KT245164
RNAr Pediococcus acidilacticu P.
Lactll 16S pentosaceus 1538 FJ05315
pheS P. acidilactici 391 KT245165
RNAr L. plantarum Il_ pentosusulL. 1519 FJ05318
Lactld 16S paraplantarum
rpoA L. plantarumou L. paraplantarum 785 KT245161
pheS L. plantarum 391 KT245166

Fonte: Autor

As linhagens Lact07, Lact08, Lact09 e Lactl4 aliahmcom sequéncias de
plantarum, L. pentosus L. paraplantarumcom 99 % de identidade para o gé&ieAr 16S
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Para o gengpoA, Lact07, Lact08 e Lact09 alinharam apenas toplantarume L. pentosus
com 99% e 98% de identidade, respectivamente, etmliact14 alinhou corh. plantarume

L. paraplantarumcom 99% e 98% de identidade, respectivamenta.d3aas linhagens o gene
pheSfoi discriminante, ja que Lact07, Lact08, LactO9Q a&ctl4 alinharam apenas cdm
plantarumcom 100% de identidade.

Lactll foi a Unica linhagem que ndo apresentowelagydo com as espécies do
grupoLactobacillus Para o genBNAr 16Sssa linhagem alinhou com 99% de identidade com
as linhagens deediococcus acidilactia P. pentosaceuslais uma vez, o gengheSfoi mais
discriminante, demonstrando alinhamento apenas oom. acidilactici com 99% de
identidade.

O sequenciamento dos genes permitiu a construcaandwes filogenéticas
mostrando 0s possiveis agrupamentos para as sepiédas BALs estudadas neste trabalho.
A Figura 4ilustra a arvore filogenética construida a parirséquéncias do geRNAr 16$
onde é possivel observar a formagdo de 9 agrupameidtintos formados a partir de 50
sequéncias de espécies dos génksmtobacilluse Pediococcuguntamente com o grupo
externo sendo representado por uma sequénciasdeerichia coli Pode-se observar que
Lact07, Lact08, Lact09 e Lactl4 formam um gran@de@lcom as sequéncias das espécies
plantarum L. pentosugL. paraplantarumParalelamente, a Lact06 é alocada juntamente com
L. futsaii Apesar de estarem em clados diferentes, as sggséios isolados citados fazem
parte de um mesmo agrupamento, chamado grugmantarum Enquanto isso, a Lact 11
agrupa-se isoladamente com sequéncida. deidilactici

Continuando com as andlises filogenéticas, foittofta a arvore para o gernpoA
(Figura 5), sendo encontrado 11 agrupamentosia@artl sequéncias de espécies dos géneros
que compde as BAL, mais o grupo externo formadoupas sequéncia descherichia coli
Para este gene, ndo foi possivel obter resultaalasgplact1l, pois ndo foi possivel ajustar os
protocolos para amplificacdo deste gene. Destaagdzact07, Lact08, Lact09 e Lact14 formam
um clado apenas com sequéncias das espéciesplantarum Mais uma vez, a Lact06 é
alocada em um clado isolado juntamente torutsaii Diferente do que ocorre com a arvore
formada pelo genBNAr 16S os clados formados pelas linhagens acima des¢aitam parte
de dois agrupamentos diferentes.

A Figura 6 encerra as analises filogenéticas carvare construida para o gene
pheS ondeforam encontrados 11 agrupamentos a partir de §9éseias de espécies dos
géneros que compde as BAL, juntamente com um geMf@no representado pela sequéncia

de Escherichia coliPara o gene dahe$ nao foi possivel obter resultados para a Laqioi,
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0s protocolos testados nao foram capazes de proracusaplificacdo deste gene. Similar ao
gue acontece na Figura 5, as Lact07, Lact08, LaetD&ct14 formam um clado apenas com
sequéncias das espécied.dplantarume os clados formados pelas linhagens acima descrit
e as sequéncias tidutsaiifazem parte de dois agrupamentos diferentes. Laaskim como

na arvore dRNAr 16$forma um agrupamento caf acidilactici
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Figura 4 - Arvore filogenética construida a padtralinhamento multiplo das sequéncias do
gene codificador para RNAr 16Sdas 6 linhagens de BAL. As relagcbes entre as se@s
foram estabelecidas com o algoritmeighbor-joiningcom base na distancia Euclidiana entre
as mesmas. A estabilidade dos dados foi inferida peste debootstrap com 1.000

reamostragens. Os valoreshmtstrapsdo encontrados nos nos.
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Figura 5- Arvore filogenética construida a partir do alinhateemdultiplo das sequéncias do
generpoAde 6 linhagens de BAL. As relacOes entre as setpgforamestabelecidas com o
algoritmoneighbor-joiningcom base na distancia Euclidiana entre as meshestabilidade
dos dados foi inferida pelo testelsmtstrapcom 1.000 reamostragens. Os val@@isootstrap

sdo encontrados nos nos.
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Figura 6 - Arvore filogenética construida a pattiralinhamento multiplo das sequéncias do
genepheSde 6 linhagens de BAL. As relagbes entre as setpgforam estabelecidas com o
algoritmoneighbor-joiningcom base na distancia Euclidiana entre as mesmestaBilidade
dos dados foi inferida pelo testela@otstrapcom 1.000 reamostragens. Os valores de
bootstrapsdo encontrados nos nos.
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5.2 Caracterizacao e identificagdo bioquimica dagnhagens de BAL

A Tabela 4 mostra os resultados da tipagem bio@aindas linhagens de
lactobacilos. Lact07, Lact08, Lact09 e Lactl4d forashentificadas comolLactobacillus
plantarum e a Lactll comdPediococcus acidilacticiLactO6 mostrou perfil bioquimico
diferente das espécies listadas pelo kit API50 évBrieux, ndo podendo ser identificada
pelos testes bioquimicos.

Tabela 4 — Perfil bioquimico das linhagens de BAtedminado através do kit comercial API50
da BioMérieux evidenciando as semelhancas e difaseentre elas.
APITSeOSgHL Lact0O6 Lact0O7 Lact08 Lact09 Lactll Lactl4d
Meio API (controle) - - - - - -
Glicerol - - - - - -
Eritriol - - - - - -
D-arabinose - - - -
L-arabinose - + + +
D-ribose - + + +
D-xilose - - - -
L-xilose - - - - - -
D-adonitol - - - - - -
Metil-B-D-xilopiranosido -
D-galactose + +
D-glucose + +
+ +
+ +

D-frutose
D-manose
L-sorbose - - - - - -
L-ramnose - - - - + -
Dulcitol - - - - - -
Inositol -
D-manitol -
D-sorbitol -
Metil-a-D-manopiranosido -
Metil-a-D-glucopiranosido -
N-acetilglucosamina +
Amigdalina +
Arbutina +
Esculina (citrato de ferro) +
Salicina +
D-celobiose +
D-maltose +
D-lactose +
D-melibiose -
D-sacarose +
D-trealose
Inulina - - - - - -
D-melezitose - + + + - +
D-rafinose - + + + - +
Amido - - - - - -

+ 4+t ++ 4+t
+ 4+t +++
1
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Glicogénio - - - -
Xilitol - - - - - -
Gentiobiose + - - - + -
D-turanose - + + + -

D-lixose - - - -
D-tagatose + - - -
D-fucose - - - -
L-fucose - - -
D-arabitol - - - -
L-arabitol - - - -
Gluconato de Potéassio + - - - - -
2-cetogluconato de Potassio - - - - -
5-cetogluconato de Potassio - - - - -

Fonte: Autor

5.3 Crescimento de linhagens de BAL em meio MRS mifidado

Inicialmente, as seis linhagens de BAL foram adalfaquanto a capacidade de
utilizar a sacarose em meio MRS modificado paraymo acido latico. Durante o tempo de
crescimento, a producéo de biomassa, consumo deosac¢ producédo de acido latico e pH
foram avaliados.

Os resultados quanto & biomassa, expressos ermb@ué® de massa seca a partir
de curvas de calibracdo para cada uma das linhégensa 7), estdo mostrados na Figura 8
As seis linhagens apresentaram semelhancas quanperil de crescimento. Todas elas
iniciaram a faséog com aproximadamente 4 h e entraram em fase eséizia partir de 18 h
de crescimento. Apds entrarem em flgp Lactll apresentou maior producdo de biomassa,
variando de 0,08 g:t.no inicio da fase log até 7,65 + 0,09 §4o final da mesma. A segunda
maior produtora de biomassa foi Lact09 com resaffatk 0,05 a 7,28 + 0,53 ¢-Lseguida de
Lact0O8 com producdes de 0,07 e 6,98 + 0,24'gpara o inicio e final do crescimento,
respectivamente. Lact07 e Lact14 foram estatisecaensimilares, com producdes variando de
0,17 a 5,59 + 0,38 gte 0,17 a 6,06 + 0,56 gl respectivamente. A linhagem com menor
producdo de biomassa foi Lact06, com 0,06 no irdc®52 + 0,05 g.tno final da faséog,

aproximadamente metade da biomassa produzidageiaas linhagens.
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Figura 7 — Representacao gréafica das curvas papades mensuracdo da biomassa secas (g.L
1 a partir dos dados de absorbancia obtidos dueanteva de crescimento das linhagens de
Lact06 (A), Lact07 (B), Lact08 (C), Lact09 (D), ltat (E), Lactl4 (F).
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Figura 8 — Curvas de crescimento das linhagens Ale iBferidas a partir da medida de
biomassa seca (gl

g |{—o— Lact 06
1--0- Lact 07
74---A---Lact 08
1--<- Lact 09
6+--<o-- Lact 11
1< Lact 14

Massa seca (g.L™")

Fonte: Autor

Os dados do consumo de sacarose estdo represensaéiagura 9. Até 10 h de
cultivo todas as linhagens mostraram comportamesgogelhantes de consumo do substrato.
A partir de 12 h de crescimento é possivel percdiferencas significativas no consumo de
sacarose. Apds 14 h observa-se que Lact09 cons@iserapidamente a sacarose, restando
apenas 2,76 + 0,17 gL Lactll e Lact08 foram estatisticamente similarestando 5,14 +
0,59 g.I'*e 5,02 + 0,04 g.t. Lact07 e Lact1l4 apresentaram consumos finaisistgtamente
similares de 4,48 + 0,60 gle 4,78 + 0,12 g, respectivamente. A linhagem que menos
consumiu sacarose foi Lact06, restando no meialiiera aproximadamente 10,34 + 0,15g.L

1 do acgtcar.
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Figura 9 - Perfil do consumo de sacarose tydo longo do crescimento das culturas de BAL.
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Fonte: Autor

Na Figura 10 estao representados os dados da pwdegcido latico. A partir de
4 h é possivel observar o inicio da producédo d#odético e com 6 h percebem-se pequenas
diferencas na producéo entre as linhagens e, ar gt 8 h, elas se diferenciam
significativamente. As linhagens mais produtoraarfoLactO7 e Lact14, com producdes finais
de 19,14 + 0,43 g:Le 18,41 + 0,44 g1, respectivamente. Em seguida Lactl1 e Lact08, com
17,41 + 0,13 g.t%, Lact09 com 15,93 + 0,78 gllde &cido latico e Lact06 com apenas 10,36 +
0,21 g.L'%.
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Figura 10 - Perfil da producéo de acido latico .40 longo do crescimento das culturas de
BAL.
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Fonte: Autor

Os dados referentes ao pH sdo mostrados na Figuratd 4 h ndo ha variacao
significativa no pH do meio de todas as culturas.edtanto, entre 6 a 10 h observa-se um
padrdo similar ao da producao de acido latico, taot07 e Lactl4 apresentando os valores
mais baixos de pH, seguidas das demais linhagep&s A2 h até o final da curva de
crescimento, Lact06 se distingue das demais, cdor da& pH igual a 4,11, enquanto nas

demais culturas o pH final atinge 3,8.
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Figura 11 - Perfil dos valores de pH obtidos ag@todo crescimento das culturas de BAL.
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5.4 Célculo do rendimento e parametros cinéticos dirmentacéo latica em meio MRS

modificado

Para realizar os calculos dos parametros de renttineecinéticos (Tabela 5) foram
utilizados os dados representados nos graficosomealsa (Figura 8), consumo de sacarose
(Figura 9) e producéo de acido latico (Figura POproducdo maxima de célula £%), de
produto (Rax) e produtividade referem-se aos parametros deimemtb, enquanto que a
velocidade especifica de crescimentmaf), a conversdo de células em produteX)Y
conversdo de substrato em célulay§), conversdo de substrato em produte,dYe taxa de
conversao, referem-se aos parametros de conversao.

Quanto a producdo maxima de célulasafX se observa que as linhagens com
maior producdo foram a Lact14 com 6,75%.eguida pela Lact07 e Lact11 com producéo de
aproximadamente, 6,38 gtLSimilarmente, para a producdo maxima de acidwoléPnsy as
linhagens com os melhores desempenhos foram a7d,ac#®tll e Lactl4, com Lactll
produzindo 20,24 g:t e Lact14 e Lact07, 19,95 gle 19,14 g.I%, respectivamente. O mesmo
aconteceu com a produtividade onde as Lact07, Laetlacl4 foram comparativamente

melhores. Neste caso, Lact07 exibiu uma taxa dgupixddade de 0,87 g:tht, enquanto que
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Lactl4 e Lactll apresentaram produtividade de 6,843 g.t*h?, respectivamente. Com
relacdo a taxa de converséo, a linhagem que ms¢hdestacou foi Lact09 com 87,6%. Vale
ressaltar que dentre todos as linhagens, LactOésapmiou os piores resultados para 0s

parametros de rendimento.

Tabela 5 - Parametros cinéticos e de rendimentolealos para avaliacado da producgéo de acido
latico por linhagens de bactérias laticas (BAL}igablas em meio de MRS sintético contendo
sacarose (20 gh como fonte de carbonqumax representa a velocidade especifica de
crescimento;Xmax representa a producdo maxima de célulax 8 produto maximo; ¥x a
conversdo de célula em produtgysya conversdo de substrato em célulapg & conversao

de substrato em produto.

Linhagens de BAL

Parametros Lact0O6 Lact0O7 Lact0O8 Lact09 Lactll Lactld
tmax (M%) 0,07 0,07 0,08 0,07 0,08 0,07
Xmax (g.L2) 2,91 6,38 5,91 6,15 6,38 6,75
Pmax (9.L7) 10,93 19,14 18,94 16,99 20,24 19,95
Yex (9.9 3,32 2,25 2,12 2,60 1,99 2,37
Yxs (9.9 0,36 0,51 0,59 0,43 0,66 0,47
Yeis(g9.9%) 1,20 1,15 1,26 1,12 1,31 1,13
Converséo (%) 51,85 79,8 77,6 87,6 78,9 78,5

Produtividade (g.th?) 0,45 0,87 0,78 0,71 0,84 0,83
Fonte: Autor

Quanto aos parametros cinéticos (Tabela 5), ossdatitidos expressam uma
inversdo na ordem dos resultados, pois a LactO6 apteriormente, ndo apresentava 0s
melhores resultados de rendimento, neste momengsapa os melhores dados para os
parametros de conversdo. Assim, a Lact06 é a lethagpm as melhores taxas de converséo
de célula em produto g¥%) e de conversao de substrato em célulasfom valores de 3,3 e
0,36 g.¢", respectivamente. Por outro lado, a Lact11 quarfa das linhagens que apresentou
as melhores respostas para os dados de rendirpesgyindo os piores resultados copxY
de 1,99 g.g e Yws com valor de 0,66 gig Em relacdo ao s que trata da conversdo de
substrato em produto a Lactl1 volta a apresentaretisores resultados, seguido por Lact08 e
Lact06.

Os gréficos de velocidade especifica do crescimealidar, formacédo de acido
latico e consumo de sacarose estdo mostrados neaHRig A partir da andlise dessas curvas
conclui-se que a producado de 4cido latico esté&casinao crescimento celular, confirmando

tratar-se de um produto do metabolismo primaribataéria.
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Figura 12 — Velocidade especifica do crescimentidare(m), da producéo de acido latice)(
e do consumo de sacarose)(para linhagens Lact06 (A), Lact07 (B), Lact08,(C)ct09 (D),
Lactll (E) e Lactl4 (F) cultivadas em meio MRS eandb sacarose como fonte de carbono.
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5.5 Modelos matematicos para fermentacao latica

No intuito de analisar qual o modelo que melhocdes a influéncia do substrato
durante a producéo de &cido latico, avaliaram-seamelos propostos por Monod, Andrews e
Levenspiel.

A Figura 13 representa os resultados para o matkelblonod, que descreve a
concentracdo de substrato limitante presente no fagnentativo. Pode-se perceber, através
de analises de regressao, que o modelo se adegooads dados experimentais para todas as
linhagens analisadas, ou seja, os dados tedrie@ditgs pela equacdo de Monod foram
similares aos resultados obtidos experimentalmélae analises de regresséo, as diferencas de
confiabilidade entre os modelos experimentais Bde® ndo ultrapassaram a margem de 5%.
Particularmente, o modelo conseguiu representaisfaariamente, principalmente, o
crescimento celular de todas as linhagens estud@dasico resultado destoante foi referente
ao consumo de substrato para a Lact06, porque dssdexperimentais apresentaram
confiabilidade de 84%.

Os parametros teoricos obtidos para 0 modelo deoM@&stdo apresentados na
Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.e podem ser comparados aos valores
experimentais (Tabela 5). Os valores teéricos pardpx sdo bastante proximos aos
encontrados para cada uma das linhagens de BAIS, yalores d@max e Yxis sdo diferentes
dos experimentais. Contudo, ao analisar a Figuradta-se que o ajuste do modelo aos dados

experimentais mostra-se aceitavel para todas as BAL
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1y, (e) Concentracdo de acido latico (g)Le de acordo com o Modelo de Monod pada (
Biomassa, (-. . -) Concentracdo de sacarose €pEngentracdo de acido latico para as curvas
de crescimento conduzidas com as linhagens La&t)a 4ct07 (B), Lac08 (C), Lact09 (D),

Lactll (E) e Lactl4 (F).
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Tabela 6 — Parametros cinéticos obtidos para o lmode Monod a partir dos dados
experimentais do cultivo de linhagens de BAL emaiRS contendo sacarose como fonte de
carbonoumax representa a velocidade especifica de crescimigt@presenta a constante de
Monod; Yxis a conversdo de substrato em célulax ¥ conversdo de célula em produto.

Linhagens de BAL
Lact0O6 Lact0O7 Lact08 Lact09 Lactll Lactl4d
tmax () 0,16 0,12 0,12 0,10 0,12 0,12
Ks(g.LY) 16,7 5,24 6,76 3,63 6,34 6,31
Yxs (9.9%) 3,27 2,08 1,68 2,16 1,58 2,21
Yex (9.9%) 3,34 2,14 2,08 2,42 1,86 2,17

Parametros

Fonte: Autor

Para avaliar inibicdes causadas pelo substrai@outise o Modelo de Andrews
que, além de considerar o efeito do substrato dimet, também descreve a ocorréncia de
inibicdo pelo substrato. Os resultados para o neodielAndrews sdo mostrados na Figura 14.
Observa-se que 0 modelo se ajustou bem aos perd@edumo de substrato, producéo de acido
latico e crescimento celular para quase todasibadiens estudadas, com excecdo da Lact06.
Portanto, analisando-se os parametros cinéticasatizlo de Andrews (Tabela 7) observa-se
que o valor obtido para o parametro de Knaior que o de i€ isso leva a confirmar que néao

h& inibicdo pelo substrato.

Tabela 7- Valores dos parametros cinéticos obfidog o modelo de Andrewsnax representa

a velocidade especifica de crescimetorepresenta a constante de Monodétéa constante

de inibicdo pelo substratox) a conversao de substrato em célukax ¥ converséo de célula
em produto.

Linhagens
Lact6 Lact7 Lact8 Lact9 Lactll Lactl4
tmax (M%) 3,24 5,34 4,77 31,84 27,47 26,43
Ks(g.LY) 451,88 451,84 451,84 2386,56 2386,61 2386,63
Ki (g.L}) 1,47 0,43 0,53 0,05 0,08 0,09
Yxs (9.9%) 3,27 2,08 1,68 2,15 1,58 2,21
Yeix (9.9%) 3,33 2,14 2,08 2,42 1,85 2,17
Fonte: Autor

Parametros

Para avaliar se ocorre inibicdo pelo produto, adilise a equacao proposta por
Levenspiel. Este modelo usa uma equacdo mateng&ieaica para descrever o crescimento
celular contendo um termo de inibi¢cao pelo prodalém de levar em consideracédo o efeito do
substrato limitante (¥, apresentado pela equacdo de Monod. A Figurgddsenta o ajuste
do modelo de Levenspiel aos dados experimentaosijpara as linhagens de BAL estudadas.
De todos os modelos testados, o de Levenspiel fgqu® menos representou os dados
experimentais, a partir de analise dos graficos edressao linear.
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Figura 15 - Dados experimentais & Biomassa (g.1!); (A) Concentracdo de sacarose {(g.L
1y, (e) Concentracéo de &cido latico (g)Le de acordo com o Modelo de Levenspiel para (-)
Biomassa, (-. . -) Concentracéo de sacarose €pEngentracdo de acido latico para as curvas
de crescimento conduzidas com as linhagens Lact8)067 (B), 08 (C), 09 (D), 11 (E) e 14

(F).
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Todos os modelos estudados anteriormente podeuntilsemdos para descrever a
cinética fermentativa do processo, contudo, alguodelos mostraram-se mais adequados que
outros. Para fazer uma discriminacéo entre os rasaa&héticos estudados, faz-se necessaria a
aplicacao de um estudo estatistico aplicado amadielo em particular.

O desempenho dos modelos foi observado utilizardmisste do desvio residual
padrédo (Residual standard desviation — RSD). Paeaogmodelo apresente consisténcia, 0s
valores de RSD (%) calculados para cada variavghrdoesso tem que apresentar valores
abaixo de 10 %. As Tabela 8, Tabela 9 e Tabela d€iram os valores de RSD (%) obtidos
para os modelos de Monod, Andrews e Levenspigleativamente.

Tabela 8 — Desvio padrao residual (RSD) utilizad@praracterizar a qualidade da predi¢céo do
modelo de Monod. As variaveis de saida sao repiadanpor biomassa seca (X), concentracao
de &cido latico (P) e concentracao de sacarose (S).

N " RSD (%)

Variaveis de Saida 67 2t7 Lact8 Lact9 Lact1l Lact 14
X 21 17 05 05 16 13
P 43 38 24 25 2,2 3,6
s 42 36 35 33 6,9 4.9

Fonte: Autor

Os modelos de Monod e Andrews (Tabela 8 e Ta®ek@presentaram valores

aceitaveis de RSD para todas as variaveis do mo@ss todas as linhagens.

Tabela 9 - Desvio padrao residual (RSD) utilizadapcaracterizar a qualidade da predi¢cao do
modelo de Andrews. As varidveis de saida sdo reptadas por biomassa seca (X),
concentracdo de acido latico (P) e concentrac@ackrose (S).

— - RSD (%)

Variaveis de SaICI°‘Lact6 Lact 7 Lact8 Lact9 Lactl1ll Lact14
X 2,1 1,4 0,8 1,1 1.4 1,1
P 4.3 3,8 2,5 2,7 2,2 3,6
S 4.2 3,4 3,7 41 7,1 4.8

Fonte: Autor

O modelo de Levenspiel ndo apresenta bom resuttad®SD para o produto e
substrato quando testado com os dados obtidospdract06 e Lactll e para o produto para a
Lact08, pois apresentou valores acima do permitjde,deve ser no maximo de 10 %. Logo,

o modelo de Levenspiel foi descartado do estudo.
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Tabela 10 - Desvio padréo residual (RSD) utilizpdoa caracterizar a qualidade da predicao
do modelo de Levenspiel. As variaveis de saidarspresentadas por biomassa seca (X),
concentracdo de acido latico (P) e concentrac@&ackrose (S).

. " RSD (%)

Variaveis de Saida 67 2t7 Lact8 Lact9 Lact1l Lact 14
X 131 68 113 89 179 9,5
P 64 58 56 49 9,1 7.9
s 144 34 92 81 11,8 2.9

Fonte: Autor

5.6 Fermentacdo semissolida de cabecas de camarao

A fermentagdo com as cabecas de camaréo foi f@masacarose como fonte de
carbono. Foram testadas as linhagens isoladas teBéalizadas aliquotas nos tempos de 1,
8, 24, 32 e 48 h. As analises realizadas nesteriexgr@o foram o consumo de sacarose,
producao de acido latico, pH e a contagem de \8avei

A Figura 16 apresenta os resultados quanto ao wungle sacarose. As seis
linhagens testadas apresentam semelhancas quap&fi@e crescimento. Como pode ser
observado, todas elas iniciam o experimento cooxapadamente 100 gide sacarose. Apos
8 h de fermentacéo, é possivel perceber que abd,dcact07, Lact08 e Lact09 apresentam
consumo de sacarose semelhante variando entre'2ecglg.l2, enquanto que as Lactll e
Lactl4 neste mesmo periodo tiveram consumo entrg.lt6 e 20 g.It. Apos 24 h de
experimento, o perfil de consumo do agucar demamséigumas alteracdes. Neste momento,
as Lact07, Lact08 e Lact11 consumiram entre 56 @452 g.L %, sendo as linhagens com menor
consumo, posteriormente, as Lact06 e Lact09 coml66e 65 g.I* e, finalmente, a Lact14
com 77 g.2, sendo a linhagem com maior consumo de sacaroster®rmente, com 32 h, o
perfil muda mais uma vez, no qual as Lact08, LaetQfctl1 ficam agrupadas com consumos
em torno de 73 gt a 70 g.I', enquanto que as Lact06, Lact07 e Lactl4 com,
aproximadamente, 80 a 79 g.LFinalmente, com 48 h de experimento todas asdjehs
apresentam consumos estatisticamente iguais caresam torno de 94 gia 91 g.L!, ou

seja, praticamente toda a fonte de carbono hadtacsinsumida.
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Figura 16 - Perfil do consumo de sacarose tgdo longo da fermentacdo das cabecas de
camardo utilizando os isolados de BAL.
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Fonte: Autor

Os resultados para a producédo de acido latico esg@@ssos na Figura 17. No
tempo de 1 h foi constatada a presenca de acidmdss as fermentacdes, no entanto, com
valores reduzidos e muito proximos entre todosatarnentos. Os dados iniciais de acido latico
variaram entre 7,2 gte 3,8 g.l!. Com 8 h de fermentacéo, € possivel observar maior
producao pelas linhagens Lact06, Lact07 e Lact®$pmo que de forma sutil com valores entre
16,4 g.l''e 12,2 g.}, enquanto que as Lact08, Lact09 e Lactll apresemtealores entre
10,2 g.I'*e 8,3 g.LX. Este comportamento é repetido com 24 h de feagéot no qual o grupo
com as Lact06, Lact07 e Lactl4 produziram entr8 @4, e 74,4 g.t2, enquanto as demais
perfazem entre 66,7 giLe 60,3 g.tX. No entanto, com 32 h é possivel observar, mais
claramente, as diferencas entre as linhagens estsidassim o grupo de BALs que mais
sintetiza &cidgermanece o mesmo, porém com diferencas estadistitee si, tdo logo as
Lact07, Lact06 e Lactl4 tem produzido 100,97%3.85,8 g.I* e 90 g.L%, respectivamente.
Dentre o grupo de linhagens que estavam elabommdoenor quantidade, a Lact 8 apresenta
o melhor resultado, com 79,8 ¢f,Lenquanto que as Lacts09 e Lact11 apresentaramesale
66,5 g.I'! e 62,6 g.[!, respectivamente. Finalmente, com 48 h é possivsérvar que as
maiores produtoras de acido latico durante a fetagéo com cabecas de camardo utilizando a

sacarose como fonte de carbono sdo as Lacts06 t87Laom 108,2 v e 102,6 g'L
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respectivamente, seguidos das Lact14 e Lact09 &@nglle 88,1 g.L, respectivamente e,
por ultimo, as Lact08 e Lactll com 82,3°4d.74 g.L, respectivamente.

Figura 17 - Perfil da producéo de acido latico {y.80 longo da fermentacéo das cabecas de
camarao utilizando os isolados de BAL.
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Fonte: Autor

A Figura 18 resume os dados obtidos com as analieegH durante toda a
fermentacdo dos residuos do camardo. Todos omuatas testados iniciaram a fermentacéo
com pH muito semelhantes variando entre 7,6 e @s3eemesmo comportamento foi repetido
com 8 h de experimento, inclusive com valores deiquiais. No entanto, a partir de 24 h
iniciou-se um comportamento que perdurou até ¢ ia@xperimento. Com 24 h os valores de
pH apresentaram decréscimo chegando entre 5,1eeadl@ct06, com pH de 4,5, surgiu como
a linhagem que apresentam os menores valores denaHte todo o experimento. Ao final da
fermentacdo, a Lact06 apresentam pH de 4,3, ermaamtemais linhagens todas apresentaram
pH de 4,5.
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Figura 18 - Perfil dos valores de pH obtidos a@épda fermentacéo das cabecas de camarao
utilizando os isolados de BAL.

8,0
—=— | 6
7,54 L7
' —A— | 8
—v— L9
7.0 ——L11
—<—L14
6,5
T 604
o
5,5
5,0
4,5
4,0 . T ' T ' T ' T
0 12 24 36 48

Tempo (h)
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A contagem de viaveis dos isolados durante a felagéao esta representada na
Figura 19. Ao analisar os dados € possivel peraglemao ha diferencas estatisticas entre
nenhuma das linhagens dentro de cada tempo estidia@mtanto, é perceptivel que ao longo
dos tempos as culturas foram capazes de cres@artdw fermentacdo. As culturas iniciaram
0 processo fermentativo com populagdes de aproximadte 1 UFC.mL* e com 24h é
possivel perceber um aumento significativo na pag@d para a ordem de®10FC.mL? e
finalizando com contagens de aproximadamenteUBC.mL2.
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Figura 19 — Contagem de viaveis (UFCYnem escala logaritimca dos isolados de BAL

durante a fermentacéo das cabecas de camaraandins isolados de BAL.
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Fonte: Autor
5.7 Desempenho do consorcio de BAL na fermentacdagicabecas de camarao

Apoés a realizagdo da fermentacdo com as cabecasrdedo utilizando os isolados
de BALs as linhagens capazes de produzir as maguastidades de &cido latico foram
identificadas. A partir disso, foi possivel morgdgumas combinacdes entre os isolados a fim
de confeccionar um consaorcio bacteriano capaz agugir mais acido latico aproveitando os
possiveis efeitos sinérgicos entre as linhagens. é&ses experimentos, mais uma vez, foram
realizadas fermentacdes com cabecas de camaidandd a sacarose como fonte de carbono
e, ao final, foram analisados o consumo de sacaraseroducado de acido latico. No entanto,
para esse experimento intervalos de tempo maisscapos 24 h de fermentacdo, com tempos
de 24, 26, 28, 30, 32 e 48 h foram escolhidos.ddsdarcios analisados foram entre as Lact06
e Lact07 (L67), LactO6 e Lactl4 (L614) e LactO6¢tD& e Lactld (L6714) e a Lact06 foi
utilizado como controle, tendo em vista que essa fsolado com os melhores resultados na
producao de acido latico.

O consumo de sacarose durante a fermentacdo deércims estd expresso na
Figura 20. A partir de 24 h é possivel observar @wensorcio L614 é o conjunto que mais
consome acucar até 32 h, com taxas de 58;2 0,8 g.L'!; 62,8 g.I'*; 70,3 g.[l' e 71,2 g.L
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! respectivamente. A partir de 32 h € o momentadoifodos os grupos estudados apresentam
consumos semelhantes. Paralelamente, os demai®rdoss em 24 h apresentam-se
semelhantes, mas no decorrer dos tempos passanmopwntos de diferencas e semelhancas.
Com 32 h o consumo de todos 0s consorcios estudisiddes, aproximadamente, 71 ¢.LAo

final do experimento, no tempo de 48 h, os consufm@ss entre 0s grupos estudados
permaneceram entre 84,6 g.€ 82,1 g.t%

Figura 20 - Perfil do consumo de sacarose{pdos consorcios testes ao longo da fermentacéo
das cabecas de camaréao utilizando os consorcios.
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Fonte: Autor

A Figura 21 contém os dados obtidos para a sineseido latico dos consércios
testados. Em 24 h se observam separacdo bem olagaas melhores produtoras de acido,
iniciando com o isolado da Lact06 que perfaz 44,8 geguido por L67 com 42,7 ¢}1 L6714
com 40 g.I* e, finalmente, com a L614 com producéo de 23,4.gNo decorrer dos tempos,
se observam que o isolado da Lact06 permanecem aonathor produtora de acido latico até
o tempo de 32 h. Paralelamente, no mesmo perigdmrsorcios passaram a sintetizar mais
acido e alguns, como a L67 e L614 chegaram a seaiga Lact 6 no tempo de 32 h com
fornecimento de, aproximadamente, 80g.ale ressaltar, que a L614 em 24 h era o grupo
gue menos sintetizavaais produto, no entanto, entre os tempos de Zdleapresentam um

aumento na ordem de 240 % na sua sintese. Porami&b de fermentacao ficam claro que
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0 consorcio L614 se tornou a melhor produtora éodmm sintese final de 99 gt seguidos
pela Lact06 e o consoércio L67 com 87,54, finalmente, com o grupo L6714 com 72,6 g.L
1 Mais uma vez, € importante ressaltar o incremeatoonfeccéo de acido latico do consoércio
L614 que entre 24 e 48 h apresentou aumento déosdsentre 32 e 48 h de 125%.

Figura 21 - Perfil da producdo de éacido latico #).ldos consorcios testes ao longo da
fermentacéo das cabecgas de camaréo utilizandmeéroms.
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5.8 Preparo das racOes de alevinos de tilapia

O liquor € um produto com caracteristicas liquidetpsas de cor avermelhada que

€ obtido apos a fermentacao das cabecas de ca(régém 22).
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Figura 22— Aspecto geral do liquor obtido ap6s a fermentag@ocdbecas de camarao.

Fonte: Autor

O seu alto teor de umidade de, aproximadamente, @¥ere as racdes testes
variados valores de umidade, mas que ndo foi cdpaalterar a quantidade dos macros
nutrientes, quando estimados com base na matédaAssim, nas trés racdes experimentais e
na racao controle, é possivel perceber que o amiddade obteve os valores com maior
variagao ficando progressivamente com 7,5; 12 83 8le 23,29%, respectivamente. Enquanto
isso, 0os demais nutrientes obtiveram uma variagé&mom como a proteina bruta entre 54,99 e
55,71%, o extrato etéreo entre 4,40 e 5,10% e érraahineral entre 14,38 e 14,86% (Tabela
11).

Tabela 11 - Composicao bromatoldgica do liquorserdedes experimentais expressas em base
seca.

Valor (%) nas racdes experimentais
Liquor T0 T15 T30 T45
Umidade 80,56+0,15 7,5+0,01 12,68+0,0B9,78+0,04 23,29+0,04
Proteina Bruta 59,25+0,554,99+0,56 55,34+0,53 55,71+0,49 55,24+0,48
Extrato Etéreo 9,00+0,04 4,40+0,07 4,97+0,06 5010%# 4,77+0,06
Matéria Mineral 19,59+0,01 14,64+0,0114,88+0,01 14,38+0,01 14,86+0,01
Fonte: Autor

Nutriente

A adicao do liquor as racdes conferiu odor seméthaa de camarédo e uma cor
mais intensa, advinda dos pigmentos carotenoidpecto que pode ser desejavel a alimentacao
de peixes, seja para conferir propriedades deabtlidiade e/ou palatabildiade a racdo ou,

possivelmente, para incorporar cor & pele/escafoasmisculos dos peixes. A medida que ha
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0 aumento das inclusdes de liquor as racbes gachescteristicas granulométricas mais

grossas e ha o aumento na intensidade da cor, demonstra a Figura 23.

Figura 23 - Ragdo comercial em p6 apés adicaod@, 15 (B); 30 (C); e 45 (D) % de liquor
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Fonte: autor

5.9 Parametros limnoldgicos

A temperatura, oxigénio dissolvido, pH e a salidelda agua dos aquarios foram
constantes ao longo de todo o experimento, ina@dusam alteracbes significativas quando
observado os dados referentes entre os horariogaraatos pela manha e pela tarde. Além
disso, conforme pode ser observado na Tabela 12e @s tratamentos as variaveis,
temperatura, oxigénio dissolvido e salinidade tambéado apresentaram diferencas
significativas. O pH foi a Unica variavel fisicoigquca entre os tratamentos que apresentou
diferencas estatisticas, no qual o tratamento alenff 0) obteve o pH mais alto e o tratamento
gue recebeu rac¢do com incluséo de 30 % (T30) cualop mais baixo, porém as diferencas

entre os tratamentos foram muito sutis.
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Tabela 12 - Valores médios e os desvios padraocgsarariaveis fisico-quimicas determinadas
nos periodos da manha e tarde, em aquarios essocadopos-larvas de tilapia do Nilo, na
fase de masculinizacéo e alimentadas com racoéesnctndiferentes niveis de liquor. Letras
iguais dentre os diferentes tratamentos significasnltados estatisticamente iguais (p>0,05),
como comprovado pelo teste de analise de varifAbl®VA) com pos-teste de Tukey.

Tratamentos
TO T15 T30 T45
Temperatura (°C) 27,36+0,46 27,41+0,47 27,48+0,49 27,48+0,47

Oxigénio dissolvido (mg.t) 6,40+0,48 6,40+0,45 6,45+0,45 6,44+0,45
pH 8,17+0,17 8,14+0,16* 8,12+0,19 8,14+0,18"
Salinidade 0,25+0,038 0,2+0,03 0,25+0,03 0,25+0,03

Fonte: Autor

Variaveis

Conforme pode ser observado na Tabela 13, o nittogénoniacal total (NAT) ja
se encontrava presente na agua de cultivo antestatzagem das PLs, porém em concentracdes
baixas. As concentracdes de NAT atingiram niveliméxcom 13 dias de experimento e
voltaram a diminuir no final do cultivo, apds a#tebes no método de manejo referente a
limpeza da agua dos aquérios. Os dados indicam&pubouve diferenca significativa entre os
tratamentos e que todos eles contribuiram semelmamte com a elevacao e, posteriormente,

com o decréscimo dos niveis de NAT.
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Tabela 13 Valores médios e os desvios padrdo de nitrogénaneaoal total, nitrito, nitrato e
ortofosfato, determinados na agua dos aquarioscats com poés-larvas de tilapia do Nilo,
na fase de masculinizacdo e alimentadas com ragéesndo diferentes niveis de liquor. Letras
iguais dentre odiferentes tratamentos significam resultados asizdmente iguaigp>0,05),
como comprovado pelo teste de analise de varifAbl®VA) com pos-teste déukey.

Variaveis Tratamentos Periodo de cultivo (dias)
14 28
TO 0,15+0,029 2,33+0,65 1,12+0,49
Nitrogénio amoniacal T15 0,15+0,029 2,57+0,28 0,82+0,59
total - NAT - (mg.L?) T30 0,15+0,029 2,39+0,76 1,17+0,73
T45 0,15+0,029 2,09+0,2F 0,15+0,24
TO 0,00 0,01+0,00 3,38+2,8
Nitrito - NO2 (mg.L T15 0,00 0,00 5,03+3,86
h T30 0,00 0,01+0,08 2,03+1,0P
T45 0,00 0,03+0,02 3,15+2,35%
TO 0,00 0,47+0,08 12,17+3,15
Nitrato — NQ (mg.L T15 0,00 0,71+0,22 35,65+27,40
h T30 0,00 0,53+0,09 25,80+24,32
T45 0,00 0,48+0,06 40,17+19,26
TO 0,00 76,23+26,083 118,17+25,12
Ortofosfato (mg.t) T15 0,00 45,45+35,30 150,16+47,33
' T30 0,00 52,45+37,27 174,39+29,64
T45 0,00 77,35+24,48 174,58+52,48

Fonte: Autor

O nitrito, nitrato e ortofosfato (Tabela 13) nadagam presentes na agua dos
aquarios no inicio do experimento, mas aumentaraadatjvamente, atingindo valores

maximos no final do periodo experimental.
5.10 Desempenho zootécnico dos alevinos de Tilapia

A taxa de sobrevivéncia ao longo dos dias de aulffabela 14) ndo apresentou
diferencas significativas entre tratamentos (p>0,05

As pés-larvas de tilapia do Nilo, durante a fasendsculinizacéo e se alimentando
com racéo contendo niveis crescentes de ligu@ceram continuamente, do inicio ao final do
periodo experimental e de forma mais acentuadayta do 14° dia do experimento, o que
resultou em curvas de crescimento (Figura 24) septadas por uma regressao de segundo
grau, com Rde 0,97 a 0,99. Assim, os peixes com peso médimlime 12,13 + 0,68 mg,
atingiram ao final de 28 dias de cultivo, peso roéhitre 304,6 para o TO, 344,57 para o T15,
334,85 para 0 T30 e 281,3 mg para o T45. As dil@®m®ntre tratamentos comecaram a ser
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observadas a partir da segunda semana de cuhliioando peso mais elevado para as PLs
alimentadas com ragéo contendo 15 e 30 % de irchls@quor.

Tabela 14 Taxa de sobrevivéncia (%) das pos-larvas de tildpidilo alimentadas com racdes
contendo diferentes niveis de inclusdo de ligumamte a fase de masculinizacdo. Letras iguais
dentre odliferentes tratamentos significam resultados esigdimente iguai§>0,05), como
comprovado pelo teste de andlise de variancia (ANQ}m pos-teste d€ukey.

Sobrevivéncia (%)

Tratamentos
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
T0 82,44 74,44 71,78 65,78
T15 92,44 84,89 82,44 77,27
T30 84,44 74,1% 71,1F 70,22
T45 91,1% 84,67 79,56 73,33

Fonte: Autor

Figura 24- Peso corporal médio (mg) de pds-larvas de tilapi&litb alimentadas, durante a

fase de masculinizacdo, com ra¢des contendo diésr@iveis de inclusédo de liquor.
40000 7 TOy=0,5445x2-5,5831x + 22,381 R* = 0,9782

T15y=0,5833x%-5,0629x + 20,055R* =0,99
350,00

T30y =0,5714x%-5,0781x + 20,468 R* =0,99

- 2. . 2
300,00 T45y=0,4827x“-4,6526x+ 20,67 R* =0,9791 /

TO

250,00
Ti5

T30

¢ > H o

200,00 -
T45

Peso Corporal (mg)

Polinédmio (TO)
150,00
~~~~~~~~~ Polindmio (T15)
— — Polinémio (T30)
100,00
= « + Polinédmio (T45)

50,00 4

0,00

Dias de cultivo

Fonte: Autor

O ganho em peso diario das PLs (Tabela 15), tanfibiétnescente e mais elevado
a cada periodo observado. Diferencas acentuades teatamentos foram observadas na
segunda e terceira semana de cultivo (p>0,05).aDfesina, na primeira e ultima semana

experimental, o ganho em peso foi semelhante émati@mentos, vindo as PLs a ganhar em
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média de 2,30 a 26,08 mg por dia, respectivaméuae.14 e 21 dias as PLS do T15 e T30

ganharam mais peso que submetidos aos tratameh®3 45.

Tabela 15 Ganho em peso corporal (mg:8jalas pos-larvas de tilapia do Nilo alimentadas
com racdes contendo diferentes niveis de inclusd@dor durante a fase de masculinizagéo.
Letras iguais dentre adiferentes tratamentos significam resultados esigdimente iguais
(p>0,05), como comprovado pelo teste de analisead@ncia (ANOVA) com pos-teste de
Tukey.

Ganho de peso (mg.did)

Tratamentos 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
TO 2,41+1,18 3,77+2,08 9,29+4,09 26,32+10,12
T15 2,34+1,08 5,42+1,90 12,25+4,98 27,50+11,77
T30 2,27+1,18 4,98+1,97 12,11+4,88 26,70+10,41
T45 2,19+1,18 4,02+1,88 8,08+3,98 23,78+7,84

Fonte: Autor

Através das analises de regressao (Figura 25)sotados citados no paragrafo
anterior ficam ainda mais claros e mais represgn&atO ganho de peso entre os tratamentos
foi descrito através de uma regresséo polinomiaegeindo grau com?Rle aproximadamente
0,99 para os tratamentos. O desenho gréafico daasdos tratamentos T15 e T30 demonstram

as diferencas significativas em relagéo ao confrflea segunda e terceira semana.

Figura 25 - Ganho em peso corporal (mgilidas pds-larvas de tilapia do Nilo alimentadas
com racOes contendo diferentes niveis de inclusdmdor durante a fase de masculinizacéo.

30,00 4
TOy=0,08x%- 1,6949x+ 10,719R*= 0,9926

T15y=0,0621x2-0,9973x + 6,5106 R* =0,9971
25,00 7130y = 0,0606x2-0,972x + 6,2544 R* = 0,9987

_ T45y = 0,0707x%- 1,4922x + 9,6358 R* =0,9847 E/ ,’
'.-ﬂ g/ - ® T0
= 20,00 4
- m TS
E
[} A T30
§ 15,00
¢ T45
)
v ~
° Polindmio (TO)
< 10,00 - -
s |\ Il e Polindmio (T15)
= = Polinédmio (T30)
5,00 1 n
= + + Polindmio (T45)
o,oo R R RRRRRRRREEEEEEEEEIE——
0 7 14 21 28

Dias de cultivo

Fonte: Autor
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A biomassa (Tabela 16), assim como para o pesge@lto em peso, aumentou de
forma continua do inicio para o final do periodpexxmental e diferencgas significativas foram
registradas entre tratamentos (p>0,05), soment@hakas de cultivo. Assim, aos 21 dias a

biomassa para os peixes do T15 foi maior quandgacada aos peixes do TO.

Tabela 16 - Biomassa (mg) das poés-larvas de tidpidilo alimentadas com ragdes contendo
diferentes niveis de incluséo de liquor durantesa tle masculinizacdo. Letras iguais dentre os
diferentes tratamentos significam resultados asizdimente iguais(p>0,05), como
comprovado pelo teste de andlise de variancia (ANm pos-teste dEukey.

Biomassa (mg)

Tratamento 0 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias Gan:lti)a(:m 28
TO 2,43+0,012 5,28 +0,172 9,31+262 19,41+5,202 45,03+12,62 42,60+12,032
T15 2,40+0,14% 5,90+0,422 12,67+200 27,87+2,19 60,42+15,502 58,02 +15,372
T30 2,49+0,28 5,82+0,912 11,304+2,94 25,03+3,982 56,30+7,512 53,81+7,362
T45 2,38+0,09 5,64+0,822 10,58+1,25 20,24+3,37 46,25+7,332 43,87+7,30

Fonte: Autor

Mais uma vez, as analises de regressdo (Figurarel6jcam os resultados
demonstrados na Tabela 16. A biomassa entre @snieatos foi descrita através de uma
regressdo polinomial de segundo grau cofrd® 0,98 para os tratamentos. O grafico dos

tratamentos T15 e T30 demonstram diferencas stgtifies em relacéo ao controle a partir de
21 dias de cultivo.

Figura 26 - Biomassa (mg) das pos-larvas de tildpi&lilo alimentadas com ragfes contendo

diferentes niveis de incluséo de liquor durantsa fle masculinizacéo.

7 1
9 TOy =0,0752x%-0,6872x+ 3,7984 R* = 0,9826

T15y =0,0969x%-0,7423x+ 3,7546R* =0,9911
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T45y = 0,0732x%-0,5878x + 3,7243R* =0,9819 V4
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T15
T30

¢ > H o

T45

Biomassa (mg)

Polindmio (TO)
--------- Polinédmio (T15)
= == Polindmio (T30)

= .« Polindmio (T45)

Dias de cultivo

Fonte: Autor
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A taxa de crescimento especifico (Tabela 17) aptesdiferencas significativas
entre os tratamentos (p>0,05), a depender do pededbservacdo. Desta forma, na primeira
e Ultima semana a TCE foi semelhante entre tratermeNa segunda semana as PLs do T15 e

T30 apresentaram maior TCE que as do TO e nan@i@inana, maior que do T45.

Tabela 17 - Taxa de crescimento especifico (%)aselgrvas de tilapia do Nilo alimentadas
com rag@es contendo diferentes niveis de inclusdmdor durante a fase de masculinizagéo.
Letras iguais dentre adiferentes tratamentos significam resultados esigdimente iguais
(p>0,05), como comprovado pelo teste de analisead@ncia (ANOVA) com pos-teste de
Tukey.

Taxa de Crescimento Especifico (%)
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
TO 11,97+3,25 9,39+3,96 11,06+2,68" 13,44+4 42
T15 12,01+3,09 12,39+3,8% 11,72+2,8% 11,62+4,34
T30 11,24+3,71 11,82+3,68 12,05+2,96 11,77+3,66
T45 11,56+2,38 10,30+2,13" 10,00+1,94 13,06+2,33
Fonte: Autor

Tratamento

O crescimento corporal médio (Figura 27) demorwiaas Pls de tilapia do Nilo
cresceram continuamente, do inicio ao final doggerexperimental, no entanto de forma mais
acentuada, a partir da segunda semana de expeasiraeute resultou nas curvas de crescimento
corporal representadas por uma regressao de poimiu, com Rentre 0,95 a 0,97. Assim,
0S peixes com peso medio inicial de 9,99 £ 0,06 atiggiram ao final de 28 dias de cultivo,
tamanho corporal entre 25,99 mg para o TO, 26,8pango T15, 27,02 mg para o T30 e 25,02
mg para o0 T45. As diferencgas entre tratamentos caram a ser observadas a partir da segunda
semana de cultivo e continuam até o final dos 28 de cultivo, indicando tamanho mais

elevado para as PLs alimentadas com as racfesdorit® e 30 % de incluséo de liquor.
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Figura 27- Crescimento corporal médio (mm) de poés-larvas ldeiéi do Nilo alimentadas,

durante a fase de masculinizagdo, com ra¢gfes amtbferentes niveis de inclusdo de liquor.
30 1
TOy=0,5637x+ 8,6695R* = 0,9555

T15y=0,6059x+8,7423R* = 0,9717
25 T30y =0,6192x+8,5917R*=0,9723 P
T45y=0,5318x + 8,8763 R* = 0,9666
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Fonte: Autor

O ganho em comprimento diario das PLs (Tabeladi&réscente e mais elevado
a cada semana. Diferencas acentuadas entre tratesfaam observadas na segunda e terceira
semanas de cultivo (p>0,05). Desta forma, nas des@nanas experimentais, o0 ganho em

crescimento foi semelhante entre os tratamentos.

Tabela 18 - Ganho em comprimento corporal (mmt)daas pos-larvas de tilapia do Nilo
alimentadas com racdes contendo diferentes niweimausdo de liquor durante a fase de
masculinizacdo. Letras iguais dentre dgerentes tratamentos significam resultados
estatisticamente iguai§p>0,05), como comprovado pelo teste de analisevaténcia
(ANOVA) com pos-teste déukey.

Ganho de comprimento (mm.dia")

Tratamentos 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
TO 0,31+0,08 0,42+0,13 0,64+0,16° 0,92+0,4%
T15 0,28+0,02 0,60+0,08 0,67+0,16 0,86+0,17
T30 0,30+0,03 0,58+0,09 0,72+0,08 0,85+0,07
T45 0,31+0,19 0,46+0,08 0,57+0,08 0,83+0,04

Fonte: Autor

Através das analises de regressao (Figura 28pésipel observar que o ganho em
comprimento entre os tratamentos foi descrito poea vegressao polinomial de segundo grau
com R de médio de 0,99 para os tratamentos. Apesareaaslisancas numéricas entre 0s
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tratamentos os graficos sugerem que os animaig@iados com as ragbes TO, 15 e 30 tendem
a estabilizar o crescimento, enquanto os animdrgdog com as ragdes controle e T45 ainda

apresenta crescimento exponencial positivo.

Figura 28 - Ganho em comprimento corporal (mmididas pos-larvas de tilapia do Nilo
alimentadas com rac¢des contendo diferentes niweimausdo de liquor durante a fase de
masculinizacao.
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(¥,
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- « « POliNOmMio (T45)

v / 1&
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Fonte: Autor

A conversao alimentar (Figura 29) foi semelhanteeeinatamentos, com valor de
1,06 no T30; 1,12 no TO e T15 e 1,14 no T45.
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Figura 29- Conversao alimentar de pos-larvas de tilapia do Miimentadas com racbes
contendo diferentes niveis de inclusdo de liquoate a fase de masculinizagdo. Letras iguais
dentre odiferentes tratamentos significam resultados asiedimente iguai§p>0,05), como
comprovado pelo teste de andlise de variancia (ANm pos-teste d€ukey.
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Fonte: Autor

A Figura 30 compara os dados referentes a selexsiBlds por tamanho realizado
ao final dos 28 dias experimentais. Os tratamefittds e 30 foram 0s Unicos com PLs
selecionadas com tamanho entre 13 e 23 mm cone D,B4 % de individuos, respectivamente.
A maior parcela das PLs ficou retida no selecionamon tamanho entre 7 e 13 mm. Os
tratamentos TO, T15 e T30 apresentaram as maiopdgrdes com 58,17; 59,18 e 56,22 %,
respectivamente. Os individuos selecionados endr@ smim apresentaram a menor parcela de
PLs entre os tratamentos. Enquanto isso, o T43ratamento com a maior quantidade de
tilapias selecionados com tamanho inferior a 4 mepresentando cerca de 38,56 % de todos

os individuos.
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Figura 30 — Distribuicdo da porcentagem (%) delpdss de acordo com o tamanho (mm)
apos a separacdo das mesmas em seletores.

T0 T30
T15 T45

W 23>x>13
| 13>x>7
w 7>x>4

W x<4

Fonte: Autor
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6. DISCUSSAO

Os primeiros trabalhos sobre a bioconversdo delueside crustaceos, como
camardes, caranguejos, lagostas e lagostins tiviafaim na década de 70 (CARROAD; TOM,
1978). Nos ultimos anos, numerosos artigos téndadtualternativas viaveis para aproveitar
todos os subprodutos presentes nestes residuoss Esbalhos tém focado em novos
processos, como fermentacdes com culturas badsriarstas, fermentacfes sucessivas, ou
ainda, fermentacdes seguidas de processamentosgsibrandos. Além disso, tém trabalhado
na descoberta de linhagens de BALs que tenham uimdesempenho na desmineralizacao
(DM) e desproteinizacao (DP) com menor tempo dedatacdo. Resumidamente, Gortari e
Hours (2013) sintetizam as diversas linhagens de BArocessos fermentativos usados na

bioconverséo dos residuos de crustaceos em geitjndosana (Tabela 19).
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Tabela 19 — Resumo das principais técnicas e ng@nismos usados na bioconversao de
residuos de crustaceos em quitina, assim comaspsativos perfis de desproteinizacéo (DP)

e desmineralizacao (DM).

. . . . DP DM A
Microrganismo Tipo de residuo %) (%) Referéncia
Auto fermentacao (microflora ~ Rao; Mufioz; Stevens,
intestinal)L. plantarumb541 Camardo 819 907 2000
L. pentosugi023 Lagostim  ~ g15 9091  Bautistetal, 2001
(Procambatrus clark)i
L. pentosugl023 e tratamento . . .
com 0.5 M HCl e 0,25 M NaOH Lagostim P. clarkii) 99,4 98,2 Bautistat al., 2001
L. plantarum Camara%lé't)ope”aeus 89,4 825  Ciratal, 2002
. Camaréol(itopenaeus Cira; Huerta; Shirai,
Lactobacillusspp. B2 sp.) 87,6 85,0 2002
BAL e enzimas proteoliticas Casca de lagostim Healy; Green; Healy,
. (Nephrops 52,6 97,2
selecionadas . 2003
norvegicuy
L . Beaney; Lizardi-
L. sallyarlus Ent(_er_ococ_:c_us. Casca de Iggostmh\l( 493 682 Mendoza: Healy,
faeciume P. acidilactici norvegicug 2005
L. plantarum541 Camaréo 85,7 89,2 Rao; Stevens, 2005
Co-fermentacaol( paracasei Casca de caranguejo
subsptioleransKCTC-3074 e (Chionoecetes 52,6 97,2 Jungt al, 2006
Serratiamarcescen§S-3) japonicug
Fermentacgfes sucessivas ( Casca de carangueio
paracaseiKCTC-3074 €S. . rangue] 68,9 943 Junet al, 2007
(C. japonicu}
marcescengS-3)
P. acidilactici CFR2182 Cascade camardo g7 9 755 ghaskast al, 2007
(Penaeus monoddn
. . o Sini; Santhosh;
Bacillus subtilis Casca de camaréao 85,0 72,0 Mathew, 2007
Co-fermentacéao de culturas ~ . o
isoladas de carne moida ecasei Casca de camarab ( 98,0 92,0 Xu; Gallert; Winter,
monodoi 2008
MRS1
Lactobacillus sp. Cabegas de camarao 92,0 78,6 Carvalho, 2010
(L. vannamei
Lépez-Cervantes;
Lactobacillus spprobiotico Camaréao 81,8 95,6Adan-Bante; Sanchez-
Machado, 2010
Probidtico natural (leite coalhado) CamardoR. 89,0 69,0 Prameektal, 2010
monodoi
L. plantarum Camaraol@. 940 92,0 Pacheacst al, 2011
vanname
Fermentacdo em escala Camaraol(.
laboratorialL. acidophilusSw1 vanname 922 992 Duaet al, 2012
L. plantarum1058 Casca de camarao 450 54,0 Khoraaml, 2012
Consorcio de.. futsaiielL. Cabecas de camarao 848 886 Atual trabalho

plantarum

(L. vannamei

Fonte: (GORTARI; HOURS, 2013) com modificacdes dtoa
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O trabalho de Gortari e Hours (2013) cita inUmenbigjos importantes, mas ainda
podemos complementé-lo com o trabalho desenvopad&arvalho (2010). Este trabalho teve
como objetivo demonstrar a viabilidade técnicanariceira da extracdo de quitina, proteinas e
pigmentos de residuos de camardo por fermentagficalaEm especifico, trabalhou no
isolamento, selecdo e identificagcdo molecular dealjens de BALS; testou protocolos de
fermentacdo; avaliou a recuperacao de quitinagfiras e pigmentos de residuos de camarao;
procedeu a caracterizacdo da quitina obtida pardetacao lactica; produziu e caracterizou a
quitosana obtida a partir da quitina. Em resumesadrabalho foram isolados e identificadas
quinze linhagens de BALSs de diversas fontes amdtierfPosteriormente, o desempenho destas
linhagens foi testado para a fermentacao dos residiel camardo através da producgéo de &cido
latico, teores de DP e DM, e ainda foi avaliadofeit@ da concentracdo de sacarose no
desempenho das linhagens a fim de determinar @&otracao ideal para a fermentacéo latica.
Ao final, foi observado que uma linhagem ldectobacillussp. demonstrava maior potencial
em relacdo as demais com teor de DP de 92 % e DR8,6e%. Carvalho (2010) determinou
que a melhor condicdo fermentativa ocorria com l@e¥sacarose por 48 h para obter uma
quitina praticamente livre de contaminantes org@ie inorganicos e, posteriormente,
quitosana com rendimentos em torno de 62 % e lgrawwde contaminag&o por minerais. Vale
ressaltar que nesse estudo, Carvalho (2010) ohsguw® ao final do processo fermentativo
houve liberacdo de uma porc¢éo liquida avermelhiadeem proteinas (10,3 %), lipideos (8,2
%) e minerais e carotenoides (2,7 %), como a astizmea portanto, com grande potencial de
aplicacao, principalmente em racfes animais difenties.

O presente trabalho foi desenvolvido a partir ddslgens e resultados obtidos por
Carvalho (2010). Assim, das quinzes BALs testadass foram escolhidas como as mais
promissoras e testadas para a formacao de um cansapaz de realizar a fermentacdo das
cabecas de camardo. No entanto, o foco desteticab@b € a obtencao de quitina ou quitosana,
mas de explorar o potencial biotecnolégico da pwtigfuida rica em proteinas, carbonato de
calcio, gorduras e carotenoides na confec¢do desanimais.

Inicialmente, foi necessario complementar a ideatdo molecular das linhagens
de BALs testadas por Carvalho (2010) uma vez qdersificacdo de algumas linhagens nao
chegou em nivel de espécie. Isso ocorreu, pois Embeequenciamento do geRBIAr 16S
seja 0 método mais utilizado para a identificag@battérias, sabe-se, também, que a resolucao
taxondmica deste gene muitas vezes nao é sufigpanagdentificar com precisdo em nivel de
espécie, e isto ocorre, principalmente, com astpehs de BAL (CACHAT; PRIEST, 2005).

Para contornar este problema ha a necessidade die genes de manutencéosekeeping
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tais como a subunidadeda fenilalanina-tRNA sintetasph{eS e a subunidade da RNA
polimeraserpoA) (NASERet al, 2007; NGUYENet al, 2013).

A partir da andlise dos resultados de sequencianuzs geneRNAr 16$ pheSe
rpoA € possivel constatar o quanto é complexo readizdentificacdo de BAL, pois mesmo
utilizando trés genes diferentes ndo foi possiwrhear as linhagens estudadas com total
seguranca. Para complementar os resultados males ft@am ultilizados ensaios bioquimicos
que testam a capacidade das bactérias em fernadguias tipos de carboidratos e sdo aceitos
como ferramentas auxiliares para corroborar e/oopéementar os resultados moleculares na
identificacdo de microrganismos, principalmente,caso de BALs (SCHEIRLINCEket al,
2009; CHAOet al, 2012).

Sendo assim, as analises moleculares sugerirara aet06 poderia pertencer as
espécied.. farciminisou L. futsaii. De acordo com Chaet al (2012), as espéciés futsaiie
L. farciminispodem ser diferenciadas, através do ensaios Ibidecps, devido a fermentacéo
dos carboidratos metil-D-glucopiranosido, maltose e tagatode. farciminis apresenta
resultados positivos para os trés. Enquanto lsstutsaii apresenta resultados negativo para
metil-a-D-glucopiranosido e variavel, dependente da liehagoara a fermentacéo de tagatose
e maltose, podendo apresentar resultados positivoegativos. A LactO6 apresentou resultado
negativo para meti-D-glucopiranosido corroborando com os indicios nd@dos pelas
técnicas de biologia molecular que indicavam medorelagdo com esta espécie, portanto pode
ser considerada corretamente comdutsaii Além disso, Chaet al. (2012) descreveram
algumas caracteristicas culturais que sdo semeklhast da LactO6 aqui estudada, como as
células em forma de bastdo, ocorrendo isoladamemte,pares ou em cadeias curtas
compreendendo trés ou quatro células. Esses mangrgos sao gram positivos, sem
motilidade, ndo produtores de esporos, anaerébiogltativos e catalase negativos. Apos
crescimento anaerobio a 30 °C ou 37 °C por 48 dokimias em agar MRS séo de cor bege,
com a superficie de suave para aspero, com boirdataces ou pouco irregulares e cerca de 2
a 3 mm de didmetro. O &cido latico pode ser praftuai partir de galactosB-glucose, D-
frutose, D-manose, N-acetilglucosamina, amigdalarautina, esculina, salicina, celobiose,
lactose, sacarose, trealose e gentiobiose. O aéil@ produzido a partir de glicerol, eritritol,
D- ou L-arabinose, D-ribose, D- ou L-xilose, D-adoh metil-3-D-xilopiranosido, L-sorbose,
L-ramnose, dulcitol, inositol, D-manitol, D-sorhitanetil-a-D-manopiranosido, metit-D-
glucopiranosido, melibiose, inulina, melezitosdin@se, amido, glicogénio, xilitol, turanose,
D-lixose, D- ou L-fucose, ou D- ou L-arabitol, gluato de potassio, ou 2- ou 5- cetogluconato

de potéssio. A partir de maltose e tagatose a pémdde acido é dependente da linhagem.
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A classificacdo desta espécie é muito recenteeeéestprimeiro trabalho que faz
relato da ocorréncia dessa espécie no Ocidentde@ais relatos foram em trabalhos realizados
na China (CHACet al, 2012; GUet al, 2013). Ao realizar uma busca N&BI os relatos
quanto aos depdsitos de sequéncias génicas oucpsopard.. futsaii também, séo citados
apenas os trabalhos de Cle@l (2012) e de Get al (2013). As diferencas na distribuicéo
geografica entre os relatos para a espiécfatsaii deve estar muito mais relacionada com a
recente nova classificacdo desta espécie do queacespecificidade desta linhagem em
participar da fermentacdo da mostarda em TaiwasinAsaso seja realizado um estudo de
revisdo das sequéncias ldactobacillusnéo classificadas ou pertencentes ao subgrupo de
plantarum L. farciminis muito provavelmente, haveria outras ocorréncas lp. futsaiiem
diferentes localidades.

Em relacdo as demais linhagens, mais uma vezsokagos para o geiNAr 16S
sozinhos nao foram conclusivos, pois as sequédasad.act07, Lact 08, Lact 09 e Lactl4
alinham com as espéciks plantarum L. pentosus e L. paraplantarueno mesmo se repete
com os dados de filogenia. Com as sequéncias dorgeA a duvida é reduzida para duas
espéciesl.. plantarumou L. pentosugpara as Lact07, Lact08 e LactO%.eplantarumou L.
paraplantarumpara a Lactl4. Porém os dados de filogenia jA detram uma grande
correlacdo conL. plantarume isso se repete com a filogenia do gpheSque é o mais
conclusivo na identificacdo destas linhagens, psissequéncias alinham apenas dom
plantarumcom cobertura e identidade de 100%. Corroborandoaidentificacdo molecular,
os dados obtidos com a fermentacao de carboidtatabém, indicam que as Lact07, Lact08,
Lact09 e Lactl4 sejam da espécigplantarum Chagnaudckt al. (2001) atestam que os testes
de fermentac&o de carboidratos é capaz de discemif9 % de confianca a identificacdo de
linhagens dé&.. plantarum Eles apresentam resultados positivos para L+awabj D-ribose, D-
galactose, D-glucose, D-frutose, D-manose, D-mhnidesorbitol, N-acetilglucosamina,
amigdalina, arbutina, esculina, salicina, D-celebjoD-maltose, D-lactose, D-melibiose, D-
sacarose, D-tralose, D-melezitose, D-rafinose arBrbse.

Sobre a espécik. plantarumé interessante salientar que ela € uma linhagem
versatil, podendo ser encontrada em uma grandedeale de nichos ambientais incluindo leite,
carne e em muitas fermentacdes vegetais, e saatiidimente importantes. Inclusive, &
considerado um microrganismo de qualidade alimetgaido a grande documentacgéo do seu
uso seguro em alimentos fermentados. Estas linedgana capacidade de absorver e utilizar
diversos acucares e peptideos, sendo capaz dezsindemaioria dos aminoacidos. Além disso,

a grande diversidade de proteinas de superficersugid.. plantarumtem o potencial de se
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associar com muitas superficies diferentes podemdecer em diversos substratos e a
capacidade de se adaptar a véarias condi¢cdes déef®E VRIES et al, 2006; GIRAFFA,
CHANISHVILI; WIDYASTUTI, 2010; GUIDONEgEet al, 2014).

Vale ressaltar que, na arvore filogenética parareBNAr 16Sos agrupamentos
das Lact07, Lact08, Lact09, Lactl4 e LactO6 seirmaigp de um mesmo ramo ancestral que
posteriormente formam dois clados diferentes. tgt@logia é relatada por Baaleal (2002),
Canchayaet al (2006) e De Vuyst e Vancanneyt (2007) que tratarmaspéciels. plantarume
L. futsaii como pertencentes a um mesmo grupo. Por outrq Roibe Tsakalidou (2009)
descrevem que as espédiefarciminis L. nantensi®L. futsaiiformam uma subdivisdo dentro
do grupoL. plantarum Paralelamente, as &rvores filogenéticas paraecnssgpoA e pheS
indicam relacdes bem menos correlatas entre asiesmiel. plantarume L. futsaii Chaoet
al. (2012) e Nguyeret al (2013), com relacdo aos genpsA e pheS também sugerem a
divisdo entre os dois grupos, formando o grupd.dplantarumcomposto pelas espécies
plantarum L. paraplantarume L. pentosuse o grupo doL. farciminis tendo como
representantes as espédiefarciminis L. nantensisL. futsaiieL. crustorum

Para a Lactl1 néao foi possivel obter resultados p@enepoA, sendo as analises
realizadas apenas para os geRB#r 16Se pheS O alinhamento para as sequénciaRNér
16Sindicaram semelhancas com as espéieacidilactici e P. pentosaceysntretanto a
filogenia ja indica uma maior correlacdo c&macidilactici Trabalhando com as sequéncias
do gengpheSnao resta duvida da identificacdo da Lactll, psia alinha cor®. acidilactici
com 99 % de cobertura e identidade. De Bruwgitrad. (2008) atesta que quanto a habilidade em
fermentar carboidratos é possivel diferenciar g@a@ssP. acidilactici e P. pentosaceus
observando a fermentagcéo de maltose, pois outrbgideatos como arabinose, lactose e xilose
a fermentacao pode variar entre algumas linhadeiaentificacao positiva parfd. acidilactici
ocorre com a nao fermentacdo de maltose, enquaetB.pentosaceusd capaz de fermentar
este carboidrato. Assim, mais uma vez, este testpiimico complementou a identificacédo
desta linhagem de BAL, pois a Lactll nao foi cap@fermentar maltose, sendo considerado
umP. acidilactici A lact 11 realiza a hidrolise de L-arabinose jlipse, D-xilose, D-galactose,
D-glucose, D-frutose, D-manose, L-ramnose, N-ggletibsamina, arbutina, esculina, salicina,
D-celobiose, D-sacarose, D-trealose, D-sacaroseedlese, gentiobiose, D-tagatose. Vale
ressaltar que nem todas as linhagenB.decidilacticisdo capazes de fermentar sacarose, mas
é relatada esta habilidade para algumas linhagekhg,(1995).

Sendo assim, as técnicas empregadas neste trdbedho capazes de identificar

com precisao as seis linhagens aqui estudadasredas do trabalho de Carvalho (2010). No
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entanto, é importante salientar que, para as Lact@t08 e Lactl4 houve uma
complementacao dos resultados, tendo em vista qulassificacdo apresentada para estas
linhagens por Carvalho (2010) foi aldectobacillusspp. Entretanto, para as demais linhagens
estudadas houve uma reclassificacédo, pois o tralghCarvalho (2010) nomeia as Lact07,
Lact09 e Lactll, comdVeissella paramesenteroidels. farciminis e Lactobacillus sp
respectivamente, enquanto que aqui os classificaceosoL. plantarum L. plantarume P.
acidilactici, respectivamente. Essa reclassificacdo ocorreldes diferencas metodoldgicas
entre os dois trabalhos, pois Carvalho (2010)zatiéipenas o geNA 16S com sequéncias
peguenas com cerca de apenas 550 pb, enquanteeofer&abalho utilizou os geriRBIA 16$
com sequéncias superiores a 1500 pb, outros doissgeheSe rpoA) e, ainda, testes
bioquimicos que tornam estes resultados mais csinokie confiaveis.

Apoés procedermos com a classificacdo das linhagengstudo foi interessante
conhecé-los fisiologicamente, pois, nos Uultimos sanas preocupacfes com o0 uso de
microrganismos na confecgdo de produtos comerciaémealiosos vém crescendo. Isto €
principalmente atribuido as necessidades globase€gia e os problemas ambientais, que tém
estimulado os pesquisadores em todo o mundo pseadaver meios para a producéo através
de métodos mais seguros para 0 meio ambiente. d® &tico é um dos produtos mais
importantes e que tem atraido grande atencdo, aleasd suas aplicacbes difundidas,
principalmente em alimentos, produtos quimicosmeéios e industrias farmacéuticas. Além
disso, ele tem um grande potencial para a produEopolimeros biodegradaveis e
biocompativeis. A producéo de acido latico podeceaseguida por meio de sintese quimica
ou por vias fermentativas. No entanto, as rotgsrdéucao fermentativas oferecem vantagens
devido a utilizagdo de substratos baratos e remisdvaixas temperaturas de producao e baixo
consumo de energia. Atualmente, quase todo o d&im produzido no mundo € obtido
através de fermentacdo (ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SOMOTO, 2011). De acordo
com o que foi apresentado, é importante ressaltaragdemanda por acido latico tem sido
estimada em um crescimento anual de 5 a 8 %. Caneraundial anual de producéo de &cido
latico atingiu a marca de 259 mil toneladas no @012 e esta previsto para chegar a 367
mil toneladas até 2017 (ABDEL-RAHMAN, TASHIRO; SOMDTO, 2013; MARTINEZet
al., 2013).

A eficiéncia dos processos de fermentacéo de &tido depende, principalmente,
da linhagem produtora de &cido latico, do substtattermentacdo e dos modos operacionais.
Este acido pode ser produzido a partir de vanmstde materiais renovaveis, juntamente com

uma grande variedade de espécies microbianas,indolubactérias, fungos, leveduras,
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microalgas e cianobactérias. A selecdo da linhagdengrande importancia, especialmente em
termos da alta capacidade de producdo. Além disstba preocupacdo importante na
fermentacdo do acido latico € o de reduzir ososusbm as materias primas e melhorar a
eficacia da producdo. Acucares puros e culturasealiares foram parcialmente substituidos
por carboidratos ndo alimentares na industria uhedetacéo nos ultimos anos. O uso de varias
matérias primas de baixo custo tem sido amplamaméstigada. Outras alternativas usadas
para reduzir os gastos na producao de acido f@manelhorado a producao, produtividade e
o rendimento da fermentacdo destes acidos organfdB®EL-RAHMAN, TASHIRO,
SONOMOTO, 2011; TALUKDER, DAS, WU, 2012; ABDEL-RAHAN, TASHIRO,
SONOMOTO, 2013).

Segundo Abdel-Rahman, Tashiro e Sonomoto (201BAasconstituem um grupo
diversificado de microrganismos que podem prodaido latico como um produto da glicélise
anaer6bia com elevado rendimento e produtividade.céndicbes de crescimento Otimas
variam, dependendo das linhagens, uma vez quelestsias podem crescer no intervalo de
pH de 3,5 a 10 e temperaturas de 5 °C a 45 °Qutdlas utilizadas neste trabalho crescem em
pH variando de 4-7 e a 37 °C. Além disso, cita gsidBALs sdo agrupadas como homo ou
heterofermentativas com base no produto final dadatacdo. As homofermentativas sao as
linhagens capazes de sintetizar acido latico comoncipal produto final e que estas sao as
linhagens de maior interesse para a producao de Bico em escala comercial, assim como
as BALs utilizadas neste trabalho. Ademais, as BAE®s considerados seguras para a
manufatura industrial de acidos organicos, poisuéma longa histéria de producéo em escala
industrial, sem efeitos adversos a saude dos cadstes ou trabalhadores.

De acordo com o que foi postulado nos paragrafasriares, a analise dos
resultados obtidos aqui com outros trabalhos erato$ na literatura foram importantes para
identificar se as linhagens aqui estudadas sa@eake serem aproveitadas para a producéo
de acido latico em escala industrial. Assim, adisaraos dados da curva de crescimento pode-
se observar que os resultados aqui obtidos forgrariswes ao de outros trabalhos. Aguirre-
Ezkauriatzeet al (2010) trabalharam com uma linhagenlLdeaseique precisou de até 10 h
para entrar em faseg, enquanto as linhagens de BALs aqui estudadassitram de apenas
4 h. Além disso, Oliveir@t al (2009) trataram de resultados obtidos para adfetagdo de
melaco através de uma outra linhagemLdeasei Ao final de 48 h de fermentacdo eles
obtiveram uma producdo de aproximadamente 40,65 dd_acido latico, que sdo dados
numericamente superiores aqueles produzidos pdr1igcl4 e 7, que foram as melhores

produtoras de &cido latico com 20,24 4.119,95 g.t' e 19,14 g.t%, respectivamente. No



102

entanto, proporcionalmente, todas as linhagensesudadas apresentaram melhor producgao
do que a linhagem de caseido trabalho de Oliveirat al (2009), pois o0 consumo de agucar
no presente trabalho foi cerca de quatro vezesonf@o consumo apontado paracaseique
necessitou consumir 62,38 ¢.de aclcar. Ademais as linhagens aqui estudadassitczam

de apenas 24 h. A quantidade média de biomassiaqgi#las BALs aqui testadas foi de 6,13
g.L%, enquanto que pata caseifoi 40 g.L. Portanto, os dados de pH e produtividade entre
os dois trabalhos foram equivalentes com valores 3¢ g/L'h! e 0,85 g/t*h?,
respectivamente. Outros trabalhos como o de Guildetal (2009), também, reforcam a idéia
de que as BALs aqui testadas sédo linhagens cordgpotencial para a aplicagdes industriais,
pois foi obtido uma producéo de 15,5 g.tle acido em 96 h em meio contendo 100'gde
acucares iniciais.

Os dados referentes as velocidades especificasredeimento celular pg),
producéo de &cido laticpd) e o consumo de substrate)(ocorrem simultaneamente ao longo
da fermentacao. Portanto, podemos afirmar que @sIBALs testadas neste estudo apresentam
metabolismo primario. Este tipo de metabolismocielza a sintese de produto diretamente
com a producdo de células e o seu crescimentan asguantidade de acido latico aumenta
com o aumento na concentracdo de biomassa. Estddipnetabolismo € muito comum nas
fermentacdes de etanol e de acidos orgéanicos (PIRBIE2011).

Paralelamente, foram realizadas analises com ngefedanatematicas para tentar
prever possiveis situacdes de inibicdo ou ndo tei@orescimento das culturas de BALs. De
maneira que, o primeiro modelo testado foi 0 de ddlbgue descreve o processo fermentativo
sem qualquer inibicdo. Quanto a este modelo, adtae®s graficos indicam que ha um bom
ajuste deste modelo. No entanto, os valores tebdos parametros cinéticos para o modelo de
Monod néo sao totalmente iguais aos valores expeatais. Apesar disso, osI& 0 parametro
na equacao de Monod que representa o valor damoac&o de nutriente limitante em que a
taxa de crescimento especifico é metade do valainmoa Este valor é muitas vezes bastante
pequeno para muitos processo aerébios. No entastealores ideais dos parametros de K
obtidos aqui foram elevados e estes valores sasistentes com os resultados obtidos por
outros trabalhos para o processo de fermentac&odia ou microaerdfila (FU; MATHEWS,
1999). Corroborando com o que esta sendo discuiglesultados de RSD, também, indicam
gue o modelo de Monod se adequa a cinética quiesicalada. Segundo Clerenal (1991)
para que o modelo apresente consisténcia, os salerBRSD calculados para cada variavel do
processo deve apresentar valores abaixo de 10%liZaimdo, os resultados para esta

modelagem podem ser atribuidos ao fato de que @lmao@ Monod somente se aplica para
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casos em que ndo ha presenca de inibidores denteess no meio de cultura. Contudo,
observa-se que o modelo conseguiu representafagatismente todas as variaveis em todas
as linhagens estudadas.

Posteriormente, foi analisado o modelo de Andravespggediz inibicdes atraves da
concentracdo do substrato. Para este modelo, esdaltar que as andlises graficas e de RSD
indicariam um possivel ajuste deste modelo aostaesis experimentais obtidos para as
linhagens de BALs estudadas. No entanto, os vatterds s&o muito superiores ao de&por
definicdo, o valor de Kcorresponde a concentracdo de substrato limitpraiedo a velocidade
de crescimento especifica é igual a metade do alen & o parametro de; iKorresponde a
concentracdo de substrato em que se inicia a #ulpelo mesmo. Neste caso, néo faz sentido
que o valor de Kseja menor que KLogo, estes parametros ndo tem significado fisico
consequentemente, 0 modelo ndo é capaz de remesetinética fermentativa do processo
(PINHEIRO, 2011).

Finalizando a analise das modelagens matematea&stgsdou o0 modelo proposto
por Levenspiel que considera inibicbes atravésom@entracdo do produto sintetizado pelos
microrganismos. Tratando-se desse modelo é pogsvatber através da analise grafica e de
RSD que este modelo também n&o se adequa a cidétitermentacdo da sacarose para a
producdo de acido latico em meio liquido. Este érasultado muito interessante, pois as
culturas iniciadoras modernas tém sido desenvavédpartir da pratica de se reter pequenas
aliquotas a partir de produtos fermentados comssocele um dia anterior, chamados
usualmente de “pés de cuba” e as utilizar comaoulo inicial para uma nova fermentacao.
No caso de BAL, esta prética so é possivel se ast@gens ndo sofrerem inibicdo na presenca
do acido latico sendo capazes de sobreviver aistapérie que outras linhagens ndo séo
capazes. Além disso, esta pratica € mais vantajosalacado aos metodos que sempre utilizam
novos iniciadores, pois as linhagens ativadas t@oesensibilizadas ao meio fermentativo e
assim apresentam respostas mais rapidas, com ontuma produtividade (PARENTE;
COGAN, 2004).

Embora a fermentacédo liquida em batelada seja @dmémais amplamente
utilizado na producéo de acido latico, esta mesyfra som a baixa produtividade devido aos
longos tempos de fermentacdo e baixas concentraghelsres. Além disso, as possiveis
inibicdes pelo substrato e/ou pelo produto tamb&m considerados os principais gargalos
desse modo de fermentacdo (ABDEL-RAHMAN; TASHIROOMNBOMOTO, 2013).
Procurando alternativas, as BALs tém sido testpdes producao de acido latico a partir de

uma grande variedade de carboidratos, no entaamaido, as biomassas lignocelulésicas e os
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residuos agroindustriais e alimentares tém gansiagiee. A fermentacéo direta de amido tem
sido utilizados para a producdo de &cido laticaémoainda € necessario um melhor
aperfeicoamento dessa antes que seja comercialmawé A biomassa lignoceluldsica € uma
outra fonte abundante de carboidratos que tendatizdstante interesse para a producéo de
acido latico. O uso desse tipo de material ajudasaperar muitos problemas ambientais e ndo
causaria problemas alimentares, mas a fermentagdoateriais lignocelulésicos apresenta
algumas dificuldades devido a presenca da celujaseé um polimero resistente e a sua
degradacédo requer pré-tratamentos fisico-quimictmi eeacbes enzimaticas. Outras
alternativas tém sido a utilizagdo de alguns tig@sesiduos organicos, pois assim poderiam
ser reaproveitados e gerar, posteriormente, predidm alto valor agregado. Alguns destes
produtos que tém sido utilizados sdo os residuobag@aco da cana de acucar, bagaco de
mandioca, alguns tipos de lodo e os descartesrdaicaltura, como cabecas, cascas e caudas,
por exemplo (GRAMINHA et al, 2008; LITCHFIELD, 2009; ABDEL-RAHMAN,
TASHIRO; SONOMOTO, 2013).

Comercialmente, as linhagens de BALs tém sidoqadaimente Uteis devido a sua
alta tolerancia aos acidos organicos. Por outro,ladmaioria das espécies de BAL exige
nutrientes complexos, incluindo aminoacidos, pegi$d nucleotideos e vitaminas para o seu
crescimento, pois muito meios de cultura comercia@ apresentam tais recursos
biossintéticos, o que muitas vezes dificulta a pgdo e recuperacao de acido latico e aumenta
os custos de producéo (LITCHFIELD, 2009; ABDEL-RAKAN, TASHIRO; SONOMOTO,
2013).

Osresiduos de camardo surgem como uma fonte ricenplega em nutrientes,
constituidos de proteinas, célcio, pigmentos eliligi que contém uma elevada concentragédo
de acidos graxos poliinsaturados, capaz de supdemandas nutricionais dos microganismos
(SANCHEZ-CAMARGOet al,, 2011).

As seis linhagens de BAL utilizadas neste trab&dham testadas isoladamente na
fermentacdo das cabecas de camardo. Os experinferdas conduzidos com quantidades
fixas de 5% (v/m) de in6culo e 10% (m/m) de sacrrs 48 h. Esta condicao foi determinada
em trabalhos anteriores realizados pelo nosso ARVALHO, 2010) e se assemelha as
condicOes testadas por Shieaial (2001). Em seu trabalho, Shiedial (2001) citaram que a
concentracao inicial de sacarose, o nivel de imoew tempo de fermentacdo apresentam um
efeito significativo sobre a producédo de acidoctatilurante a fermentacdo de residuos de
camardo. Os niveis de in0culo s6 aumentam a prodleacido latico quando a concentracao

de acucares e de tempo aumentam. No entanto, ém@ecurtos de fermentacao de 24 ou 48
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h os niveis de indculo ndo afetam a producéo aaEintretanto, quando a concentragdo de
acucar € superior a 10% (m/m) € observada umadiadaténcia prolongada devido a uma
diminuicdo na atividade de agua do sistema. Asgriégipais fontes de variacao do teor de
atividade de agua sao a evaporacao provocada yelendo do calor metabdlico, o consumo
de 4gua devido a hidrélise dos polissacarideosia pgpduzida através do metabolismo dos
carboidratos (DORTAet al, 1994; GERVAIS; MOLIN, 2003). Isto ndo é desejaymis
aumenta as chances de uma possivel putrefac&agaks na qualidade do odor e na coloracéo
do fermentado e que sdo mais acentuadas quandeeis de inOculo sdo baixos, devido a
populacdo de BAL competirem com 0s microrganismdsaiones do camardo pelo acucar
metabolizadvel (SHIRAEt al, 2001).

Ao analisar as linhagens de BAL durante a fermétaas cabecas de camaréo é
possivel perceber que o comportamento entre asgams € bem semelhante, sendo as
diferencas, basicamente, em relagdo as concergradedécido latico produzidas e de agucar
consumido. Todas elas passam por uma fase de tagfwaque dura as primeiras 8 h.
Posteriormente, concomitante com o aumento na péaadde acido latico, ha a reducéo nas
concentracdes de sacarose, diminuicdo do pH e @aamarcontagem de viaveis e esta fase é
acentuada até 32 h de fermentacdo. Apds isso, Eetindo de equilibrio que vai até o final
do experimento com 48 h. Vale ressaltar, que adbagtumal.. futsaiie os Unicos relatos do
uso desta linhagem na fermentacdo de cabecas agedmaocorreu no trabalho de Carvalho
(2010) que originou o presente estudo, enquantoliast07, Lact08, Lact09 e Lactl4 sao
linhagens dé.. plantarume Lact11 € unk. acidilactici

Sabe-se que os estudos relativos ao tratamentiglmolde residuos de crustaceos
sao dificeis de comparar, pois eles diferem quardagem dos residuos, tipo de tratamento
(fermentacéo ou de hidrdlise enzimatica, em congidim®u ndo com um tratamento quimico),
e as condicdes de fermentacéo (pre-tratamentoesddduos, entradas adicionais, pH inicial,
temperatura, tipo e concentragéo de suplemenips,etconcentracdo de fontes de carbono e
nitrogénio, tamanho do in6culo etc). Diferentesipsetros avaliados e algumas caracteristicas
importantes, tais como produtividade, qualidadiediguimicas e propriedades da quitina e
liquor obtidos nem sempre sao relatados. Além diesexoesqueleto dos crustaceos sao
constituidos principalmente por uma matriz feita glétina firmemente associada com
proteinas, lipidos, minerais e pigmentos e a qdadé de cada componente pode variar
amplamente entre as espécies e também de forragesyecifica como uma funcao de tempo,
a idade, o sexo, a parte do corpo, origem geogradicde outras condicdes ambientais. Em

todos os casos, 0os autores concordam em relac&anéesgens econdbmicas e ambientais
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demonstradas para o tratamento biolégico de residaocrustaceos (GORTARI; HOURS,
2013).

Mesmo sabendo das dificuldades em comparar ososstlgbcritos na literatura
podemos destacar o trabalho de Packéab (2011) que utiliza uma linhagem deplantarum
para realizar a fermentacéo dos residuos do camasfcesenta resultados similares ao deste
trabalho, porém com um tempo de fermentagcdo cexdaséd vezes superior. Pachextoal
(2011) citam que inicialmente o pH mostrou uma dungdo durante as primeiras 96 h de
fermentacdo chegando a valores de aproximadam@nadie se manteve constante até as 144
h finais do experimento. A producéo de acido latrastrou um aumento gradual, atingindo o
estado de equilibrio entre 72 e 96 h. A quantificage col6nias mostrou um aumento dé 10
para 18 UFC.mL* apds 48 h. Sachindet al (2007) também utilizaram uma linhagemlde
plantarumna fermentacéo de cabecas de camarao e atingivara atimos de reducéo do pH,
producéo de acido latico de 20% de sacaro$d)JEC.mL?* com 70 h de fermentacdo. Bhaskar
et al (2007) trataram de resultados obtidos com unma¢giam dé°. acidilacticique necessitou
de um in6culo de 5% (v/m), que continha cerca ddJHC.mL?, juntamente com 15% (m/m)
de acucar e um tempo de fermentacdo de 72 h pagr @ condicdo 6tima de fermentacéo
para que ocorresse uma reducdo do pH inicial dp&@2 4,3. O presente estudo apresentou
resultados melhores em relacdo aos citados, pogegaiu a mesma redugado nos valores de
pH com in6culo inicial de FOUFC.mL? finalizando com uma contagem de'40FC.mL?,
uma quantidade de acucar 50 e 30% inferiores absltros de Sachindet al (2007) e
Bhaskaret al (2007), respectivamente, no tempo de 48 h cohlmlaagens Lact 7, 8, 9 e 14
que sad.. plantarume Lact 11 que é ut. acidilactici Ressalte-se que ndo houve a producdo
de &cido acético, indicando que essas linhagen8Ale sdo homofermentativas. Esta
caracteristica também foi relatada por Shataal (2001) que explicaram que as bactérias
laticas promovem uma mudanca no padrao da fern@ntée heterofermentativas, quando as
linhagens autoctones do residuo produzem outrodoscalém do acido latico, para
homofermentativas e que € mais efeiciente, inotsdiv que a acidificacdo dos residuos com
fontes externas de acidos organicos. Além distatarque a contagem de heterotroéficos totais
e fortemente afetadas na presenca de acido latiwuzido pelas BAL e que esta inibicao
perdura enquanto ocorrer a producédo de acido |&sta atividade inibidora € superior a baixos
valores de pH, pois a difusdo do acido atravésrsasbranas celulares ocorre mais facilmente
causando a interrup¢ao de alguns processos meab(BHIRAlet al, 2001).

Os custos primarios associados com a producéo ide &itico incluem os

substratos a serem fermentados, as fontes de canlgeessarios para o crescimento celular,
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além dos gastos com o processo de recuperacapueifieacdo apds a producdo. De maneira
que, para esta finalidade, uma linhagem para aigé&mindustrial de acido latico deve produzir
mais do que 100 g:t.de &cido latico com alto rendimento e produtivelgdi TCHFIELD,
2009; ABDEL-RAHMAN, TASHIRO; SONOMOTO, 2013). A parda Figura 17 é possivel
perceber que as linhagens LactO6 e LactO7 apresemtaa producédo ao final de 48 h de
experimento superiores a 100 g.He &cido latico, paralelamente a Lactl4 nido atesmie
perfil, mas produz aproximadamente 90 belpoderia ser outra linhagem candidata a producgéo
industrial de &cido latico. Estes resultados s&alaies aos encontrados no trabalho de
Carvalho (2010), porém no seu estudo estes pérf@am atingidos com 96 h de fermentacéo.

Analisando diversos trabalhos é perceptivel querarganismos diferentes
apresentam caracteristicas diferentes, de forma@odnd uma linhagem que apresente bons
resultados para todos os parametros a serem alwaigaessa forma, o uso de linhagens mistas
em fermentacdes pode fornecer combinacgfes Uteiardmhos metabdlicos para a utilizagdo
de substratos complexos e, consequientemente, podammz de aumentar a producado de acido
latico (NANCIB; NANCIB; BOUDRANT, 2009; CUI; LI; WA\, 2011; ABDEL-RAHMAN,
TASHIRO; SONOMOTO, 2013; LIt al, 2014).

Entédo, as linhagens que mais produziram &cidool@tlicante a fermentacédo das
cabecas de camardo foram selecionadas para compadrcios e testa-los, mais uma vez,
quanto a capacidade de fermentar cabecas de cama@msequentemente, quanto a produgao
de &cido latico. Aléem da producéo de acido os pend® cinéticos e de rendimento também
foram levados em consideracdo na escolha das énkgmara compor os consorcios. LactO6
apresentou os melhores parametros cinéticos e Ta&ctlactl4 os melhores parametros de
rendimento. Lact06 foi utilizada isoladamente dteas experimentos como controle positivo,
pois este foi a linhagem com maior producéo deoddtico semelhantemente ao que ocorreu
no trabalho de Carvalho (2010), tdo logo os comg®@nalisados devem apresentar resultados
melhores que a linhagem Hefutsaii Além disso, a quantidade de pontos experimeatdis
os tempos de 24 e 48 h foram aumentados com dairdai analisar a possibilidade de até
mesmo reduzir o tempo de fermentacao.

De um modo geral, o comportamento dos consorciosntkl a fermentacéo foi
similar ao dos isolados, com uma fase de aclimatde& h e, posteriormente, com 0 aumento
na producdo de &cido latico e a reducdo nas caacées de sacarose sendo acentuada até 32
h de fermentacdo. Vale salientar, que o aumentgpdots experimentais entre 24 e 32 h
facilitou a observacao do final da fdeg. A partir de 28 h os consorcios passam a produzir

acido latico quase na mesma quantidade de LactiBne32h os consércios Lact06 e Lact07;
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e Lact06 e Lactl4 ja se assemelham a Lact06 nagiiodle &cido latico com valores préximos
de 80 g.[. Neste momento a fermentacdo poderia ser cespagiseatando altos niveis de
producdo. Este fato para a industria seria mutressante, pois seria possivel reduzir ainda
mais o tempo de fermentacdo. No entanto, ao fiaal48h o consorcio LactO6 e Lactl4, ou
seja,L. futsaii e L. plantarumfoi capaz de produzir cerca de 15% mais acidodao que a
linhagem isolada de. futsaii

Johnet al (2007) trabalharam com culturas mistad.deaseie L. delbrueckiina
fermentacdo de bagaco de mandioca durante 2 semaolaservaram que a cultura mista
poderia efetivamente substituir culturas isoladasapaumentar a taxa de produgcdo e o
rendimento da producdo de acido latico. Eles enamrh a maior producdo de &cido latico
com 78 g.L* utilizando um indculo superior a 10FC.mL* do consoércio de BAL. Quanto a
experimentos que usam cabecas de camarao commasubstmentativo ha o trabalho de Duan
et al (2011) que utilizam um consorcio formado par acidophilus L. bulgaricus e
Streptococcus thermophilusles relatam que a fermentacdo dos residuoswigrda com as 3
espécies simbiodticas de BAL melhorou notavelmemiméducéo de acido latico, promovendo
a remocao de minerais e proteinas e que as preraieracdes no processo de fermentacéo
ocorreram nas primeiras 48 h. No entanto, a praddedacido latico ocorreu até 120 h de
experimento. No presente estudo, foi encontrado pnoducdo de 100 gide &cido latico,
em um periodo de 48 h e com um inéculo inicial pl@ximadamente f0JFC.mL?.

Os residuos do processamento do camardo marintemdoutriturados e
adicionados a um inoculo bacteriano, preferenciatenprodutor de algum acido organico, e
sacarose ou outras fontes de carbono, passa p@racesso fermentativo que promove a
desproteinizacdo dos tecidos e a desmineralizag&itina (GHORBEL-BELLAAJet al,
2013). Desse procedimento resultam dois subprodutossolido chamado de quitina que
corresponde a aproximadamente 15 % (m/m) do residcial fermentado e um liquido que
corresponde a 85 % (m/m) e que recebe o nome war Iéy hidrolisado proteico (SHIR Ak
al., 2001; RAO; STEVENS, 2005; CARVALHO 2010). O laqué um produto com
caracteristicas liquido-pastosas de cor avermelfadaindicam uma grande quantidade de
astaxantina, com cheiro e sabor de camarao e usclesuniforme (RAO; STEVENS, 2005;
COSTA, 2007; BUENO-SOLANGt al, 2009). Além disso, o liquor é constituido enngea
parte de lipidios e de proteinas hidrolisadas prievees das cabec¢as do camarao devido a agdo
de proteases enddgenas e provenientes dos miasimgen(SHIRAIlet al, 2001; PACHECO
et al, 2011).



109

Para este estudo foi realizada a fermentacdo deasitile camardo da espdcie
vannamea partir de um consorcio bacteriano formado galhagend.. futsaiieL. plantarum
utilizando sacarose como fonte de carbono e comxéarde 48 h. Ao final da fermentacéo se
obteve uma perfil de desproteinizacdo (DP) e denoesalizacdo (DM) de 84,8 e 88,6 %,
respectivamente (Tabela 19). Rao, Mufioz e Ste\@d@0jutilizaram &cido acético e acido
citrico no inicio da fermentacao para baixar o piEial, com o objetivo de acelerar o processo
de desproteinizacdo de residuos de camardo. Ad fioa experimento conseguiu
respectivamente 75 % e 86 % de DP e DM, respectimtanBautistat al. (2001) conseguiram
94 % de DP e 81,5 % de DM. Esse mesmo grupo deiisasgres em um segundo experimento,
utilizaram células imobilizadas dle pentosugl023 e soro como fonte de carbono, conseguindo
81,5 % de DP e 90,1 % de DM dos residuos de carear@odias de fermentacéo. Nos trabalhos
de Cira, Huerta e Shirai (2002), a fermentacaorecadurante 6 dias e rendeu 85 % de DP e
87,6 % de DM. Healy, Green e Healy, (2003), apd=3 de fermentacdo, conseguiram apenas
52,6 % de DP, mas um alto percentual de DM, 97,3i#, Santhosh e Mathew (2007), apés
15 dias, conseguiram 85 % de DP e 72 % de DM. duay (2007) estudando a producéo de
quitina com sucessivas fermentacdes, apdés 12 dmsfedmentacdo, conseguiram
respectivamente 68,9 e 94,3 % de DP e DM. Packea (2011) obtiveram resultados
superiores ao do presente trabalho com perfis de DA de 94 e 92 %, no entanto trabalharam
com fermentacao biologica seguida de tratamentomsigos suaves com HCIl e NaOH. Outro
trabalho que também obteve melhores resultados diei Duaret al (2012) com valores de
92,2 e 99,2 % de DP e DM, respectivamente, comertagdes utilizanda. acidophilus
porém com duracgdo de 5 dias. Carvalho (2010) ol&2¥ede DP, mas apenas 78,6 % de DM.
Em comparag&o com os trabalhos supracitados, wisadss obtidos neste estudo, ressaltam o
potencial do consorcio de futasaiie L. plantarumpara recuperacéo e limpeza da quitina
presente no exoesqueleto dos crustaceos, assim eorfwwmacdo de um liquor rico
nutricionalmente, usando 10 % de sacarose come fitmtcarbono e em apenas 48 h de uma
fermentacdo simples, sem passos quimicos préviospasieriores, ou ainda, etapas
fermentativas subsequentes.

O liquor resultante continha aproximadamente 5%2%e proteina bruta e 19,59
% de matéria mineral, valores proximos aos descrit literatura. Algumas diferencas nos
teores nutricionais sao facilmente explicadas fieragdes na espécie do camardo estudado,
nas linhagens utilizadas, na fonte de carbono daailevido alteracées no procedimento de
fermentacdo. Robeet al. (2014) encontraram valores para proteina brutaerais de 64,5 e

11,1 %, respectivamente. Em seu trabalho usarararéasda mesma espécie aqui descrita,
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porém utilizaram proteases originadas Reillus Bueno-Solancet al. (2009) obtiveram
resultados de 49,1 % para proteina bruta e 11,ar#mpatéria mineral, mas utilizando outra
espécie de camaraBdndalopsis dispare indculo comercial, com fermentacéo de 36 hye g
justificaria o baixo teor de proteina extraidarabalho de Carvalho (2010) apresenta resultados
mais discretos quando comparado com outros trabaltms apresenta apenas 10,3 % de
proteinas e 2,7 % de matéria mineral. Paralelam&ate e Stevens (2005) obtiveram liquor
com 69,2 % de proteina bruta utilizando uma linhadeL. plantarume tracaram um paralelo
entre os valores encontrados para o hidrolisadoencontrados em carne, leite em po e ovos
que somado aos minerais, sabor e cor, consideranaanoOtima op¢cdo como suplemento
alimentar para humanos e animais. Rao e StevefiS)2@monstraram que a composicao de
aminoacidos encontrada no liquor apresenta tod@nirsoacidos essenciais necessarios ao
desenvolvimento da tilapia do Nilo descritos poruya et al (2010) e ainda apresenta
guantidades de aminodacidos superiores ao da fadimipgixe que € o principal ingrediente de
origem animal na composicao de racdes para peixes.

O liguor apresenta niveis de lipidios similaresl@amutros ingredientes de origem
animal, como a farinha de peixe (FURU¥Aal, 2010). Os lipideos presentes no liquor podem
trazer beneficios para aos peixes, uma vez quiuEsdo camardo apresentam acidos graxos
poli-insaturados importantes, tais como dmega 3oei€ auxiliam nos processos metabdlicos,
melhora a converséo alimentar, aumenta a propatgéccidos graxos nos filés e figados e
aumenta o teor de proteina nos filés (GOMES, 2Q@STA et al, 2009). Desta forma, a
suplementacao da forma sintética do acido linol€i8o2n-6), presente naturalmente em carne
de ruminantes e produtos lacteos em ragfes, podediezida ou eliminada se utilizado este
subproduto do processamento dos residuos de ca(fR&éy STEVENS, 2005; FURUY At
al., 2010).

E interessante ressaltar que animais aquaticasamds, que possuem alimentacio
basicamente de origem industrializada, e que ami@a®ebaixo consumo de alimentos naturais
apresentam diferencas significativas na sua comm@osie carotenoides. Por exemplo, se pode
citar o trabalho de Madhet al. (2008) que relata quRenaeus monodaelvagens apresentam
composicdo de proteinas, quitina, acidos graxosriotes aoP. monodoncultivados.
Entretanto, ao analisar os dados para carotenoidasnardo selvagem apresenta o dobro da
concentracdo de carotenoides da espécie cultivBdsa diferencas estdo relacionadas
diretamente com as fontes alimentares que cadaogammal tem a disposicdo. A
suplementacao de carotenoides na racdo é necgsa@ique 0S animais possam se aproveitar

dos beneficios antioxidantes destes carotenosarRoyto liquor se destaca por fornecer
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também os carotenoides necessarios a nutricdasi&ceos e salmonideos (HANDAY ABt
al., 2008; GHORBEL-BELLAAX t al, 2012).

Apesar do habito onivoro, as racdes comerciaia pkpia possuem elevados
teores de proteina. Em funcao disso, a farinhatke pem sido utilizada como fonte padrdo de
proteina dessas racdes, em funcdo do elevado tequrateina com bom balanco de
aminoacidos, sendo também alimento palatavel cantglades adequadas de energia, acidos
graxos essenciais, minerais e vitaminas. No entantduncao do elevado custo da farinha de
peixe no mercado brasileiro de aproximadamente R8.Kg!, as farinhas de carne e de
visceras tém sido usadas para substituir parcigbamente a farinha de peixe em racdes
comerciais, porém com proteinas de qualidade muacs inferiores. Com tudo que foi exposto
anteriormente, o liquor resultante da fermentagiediduos da cabeca de camardo apresenta
potencial para ser uma nova fonte de origem arisada na substituicdo parcial, total ou ainda
como complemento a farinha de peixe nas raglOesrc@see com preco mais baixo de
aproximadamente R$ 1,00.KdPIMENTA, FREATO; OLIVEIRA, 2008; FURUY Aet al,
2010).

Para testar o valor do liguor como complementoagies, ele foi incorporado na
dieta para alevinos de tilapia durante a fase derséo sexual. A reversao sexual foi aplicada
em PLs com peso médio de 12 mg e tamanho médiari(Para que a reversdo seja efetiva é
sugerido que a ragdo seja ministrada com 60 mg etié t@stosterona.ky Alguns autores
sugerem que durante a refeicdo os peixes deveatireentados até serem saciados, no entanto
utilizamos 6 refei¢cdes diarias respeitando a téireeatar de 25 % na primeira semana e de 20
% nas semanas posteriores. Além disso, duranteotegperimento foi observado atentamente
0 consumo e a atividade dos peixes, evitando exeessbra de ra¢cao o que pode comprometer
a qualidade de agua (KUBITZA, 2008).

Quanto a preparacao das racdes, foi usada umacag@scial doada pela empresa
NUTRECO, especifica para a fase de reversdo seRuaante o preparo foram realizadas
inclusdes de liquor nas propor¢des de 15, 30 e d%3%80s secas, as racdes foram moidas.
Depois de finalizada as inclusdes de liquor foraita$ as inclusdes do horménio. Apos o
preparo com o hormdnio, mais uma vez, as racoesnf@ecas e moidas. A moagem €
necessdria para se obter particulas de tamanhirded,5 mm, pois as ra¢gdes para PLs estdo
sujeitas a maiores perdas de nutrientes por digdolna 4gua, principalmente os minerais, as
vitaminas hidrossolaveis, proteinas e aminoacigosd. De maneira que, para minimizar essas
perdas é preciso que as racdes apresentem baflidtade, reduzindo o contato das particulas

com a agua e assim as perdas de nutrientes palugiis (KUBITZA, 2008). Quando
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comparadas ao controle, as racdes testes apreseffiiatuabilidade visualmente pior a medida
que as inclusdes de liquor aumentavam. Quando aesarapenas 0s experimentos, T15
apresentou a melhor flutuabilidade, sendo a rag@&opgrmaneceu na superficie da agua por
mais tempo, T30 apresentou tempo intermediarioseoldior resultado, pois ao ser oferecida
a racéo afundava quase que instantaneamente. &lt@nibservando o manejo alimentar foi
possivel perceber que a ragdo era rapidamenteroaiespelos peixes e ndo havia rejeicdo em
nenhum dos tratamentos. As diferencas na flutakloié podem ser atribuidas as desigualdades
no teor de umidade das racoes.

Com o inicio do experimento foi importante reali@aanonitoramento das variaveis
limnoldgicas fisico-quimicas de temperatura, oxigélissolvido, pH e salinidade e os valores
registrados para estas variaveis estdo dentro @mmendado para criacdo de peixes e do
preconizado pela resolucéo n° 357 do CONAMA de mdes;2005 (AMBIENTE., 2005), para
aguas classe 2, ou seja, dguas destinadas a anaicdial e/ou intensiva.

As tilpias séo peixes tropicais que apresentarfodontérmico entre 27 a 32°C,
pois temperaturas acima de 32°C e abaixo de 27%iGzeen o0 apetite e o crescimento. Vale
ressaltar, que 0 manuseio e o transporte sob baixgeeraturas, abaixo de 22°C, por exemplo,
pode resultar em grande mortalidade. Além dissotesnperaturas abaixo de 20°C o apetite
fica extremamente reduzido e aumenta os riscoeel®ds e, ainda, abaixo de 14°C geralmente
sao letais para as tilapias (MACIEL, 2006; KUBITZX)08).

Quanto aos teores de oxigénio dissolvido, é retate alevinos de tilapia do Nilo
podem sobreviver em condicbes anoxicas (sem oxig&uor até 6 horas sem registros
significativos de mortalidade. Apesar desta haad&lem sobreviver algumas horas sob anoxia,
tilapias frequentemente expostas a baixas concéesade oxigénio dissolvido ficam mais
susceptiveis as doencas e apresentam desempentmdoedQuando a concentracdo de
oxigénio dissolvido atinge de 3,5 a 3 mi§a tilapia do Nilo comeca a reduzir sua atividade e
portanto, o consumo de oxigénio. Este parece semeganismo regulador do consumo de
oxigénio, compensando assim a reducdo do oxigémi@dgua. A concentracdo critica de
oxigénio para as tilapias esta entre 0,7 a 1,6 mgResumidamente, as concentracbes de
oxigénio ndo devem ser inferiores a 4y.L* para 0 bom crescimento e integridade
imunoldgica dos peixes (KUBITZA, 2008; SA, 2012).

O pH da agua no cultivo de tilapias deve ser mardittre 6 a 9, pois abaixo de 4,5
e acima de 10,5 a mortalidade € significativa. @oaaxposta ao pH baixo, as tilapias
apresentam sinais de asfixia, com movimentos ofzeslacelerados e boquejamento na

superficie. Além disso, 0 corpo e as branquiassaptam excesso de muco. Peixes mortos
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permanecem com a boca aberta e apresentam osaltamos, semelhantes aos sinais de morte
por falta de oxigénio. Acidez excessiva causa atwmansecrecao de muco, irritacdo e inchaco
nas branquias, culminando com a destruicdo doddx@hquial. Além disso, valores elevados
de pH podem potencializar os problemas com toxdeamaonia e aumentar a susceptibilidade
dos peixes as doencas (KUBITZA, 2008; SA, 2012).

A tilapia-do-Nilo é uma espécie que pode ser athatea a agua salgada e que se
reproduz normalmente em salinidades de até 15.ném, a reproducdo ndo ocorre a 30,
quando a agua é considerada salgada. A tolerasaima@ade aumenta com a idade e tamanho
do peixe, no entanto, a tilapia-do-Nilo apresemtiadtolerancia até os 40 a 45 dias de vida e
a tolerancia maxima a salinidade parece ser atingmim alevinos maiores que 5 cm
(KUBITZA, 2008)

Além dos parametros fisico-quimicos, foi importarngnbém, o monitoramento
das varidveis quimicas: nitrogénio amoniacal (NATMjirito (NOy), nitrato (NQ) e
ortofosfato. O NAT € proveniente da propria excoedds peixes e da decomposi¢cédo do
material organico na agua, a amonia esta presardgua sob as formas de ion amoéniaNH
(forma pouco téxica) ou de amonia Nfforma toxica). Para saber quanto da amonia éstal
na forma toxica (Nk) € preciso medir o pH da agua, pois quanto maioo oH, maior sera a
porcentagem de amdnia toxica na amonia total. Aemnacdo de amonia ndo ionizada ¢NH
de 0,20 mg.t* deve servir como alerta no cultivo de tilapiassmMe sem observar mortalidade
diretamente atribuida a toxidez por amonia, a égaoslos peixes a niveis subletais de amoénia
afeta a 0 crescimento, a conversdo alimentareaatatia a0 manuseio e transporte e a saude
dos peixes (KUBITZA, 2008). Os niveis criticos d&T\ aliado ao pH alcalino e a temperatura
na faixa de 27 °C, levou a necessidade de sifamagoarios duas vezes ao dia, a partir da
segunda semana experimental, 0 que resultou naugébd desse composto na agua. Essa
reducdo pode também ter sido favorecida pela ce@wede amdnia em nitrito (NQ e/ou
nitrato (NQ&’), uma vez que houve elevacdo desses dois compgpsi@delos a reducdo do
NAT. Vinatea-Arana (1997) destacaram que a amOmaambientes com pH entre 7 e 8 e
temperaturas entre 25 e 35 °C e bons niveis démwrige rapidamente oxidada em nitrato pela
acdo de bactérias e estas caracteristicas foraervadas em todos os aquarios. Pereira e
Mercante (2005) salientam que o cuidado com asawed temperatura e pH sao
imprescindiveis, uma vez que a elevacado destasetecam aumento na proporgcdo de amonia
nao ionizada (NB), forma toxica responsavel por bloquear a transégéo de energia em ATP,

impedir o crescimento dos peixes e formacao dejras.
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Para os compostos nitrogenados as alteracdes dampuser atribuidas a incluséo
de liquor a racdo uma vez que a racao controlesapi@va resultados similares, mas para o
ortofosfato os valores aumentaram com o aumentoctiesédo de liquor a racdo, até o nivel de
30%. As concentracfes de compostos nitrogenadosfatds, certamente sao um reflexo do
alto teor de proteina bruta usado para alimentaPlas de tilapia durante a fase de
masculinizacdo, e também do baixo nivel de trocigte.

Segundo Urbinati e Carneiro (2004), as concenteggde nitrato e nitrito
recomendadas para garantir melhores condicfegside gas peixes em criacao intensiva deve
ser menor qué,0 e0,1 mg.L:, respectivamente. S4 (2012) relata que concemsadd nitrito
acima de 0,3 mgilsado consideradas perigosas para animais aquaklcdstza (2003)
considera que o limite de tolerancia do nitratapaeixes é de 5,0 mg.LApesar dos valores
limites encontrados na literatura serem bastantrgkientes, € possivel dizer que, no presente
estudo, as concentracées de nitrito e nitrato nosiepos 14 dias de experimento
permaneceram dentro do recomendado para os p@xas, final do periodo de cultivo as
concentracdes atingiram valores muito acima domecalado.

Para o fosforo, que nos ecossistemas aquaticanadidrma de fosfato, sendo o
ortofosfato 0 mais comum e a principal forma uitla pelos vegetais (SIPAUBA-TAVARES,
1995), é possivel inferir que as concentracdestragias no presente estudo ao final do periodo
experimental foram 0,11 a 0,17 mgelLestiveram dentro dos limites recomendados pod Boy
(1997), que determina valores limitrofes entreeDQ13 mg.L.

Ao analisar a taxa de sobrevivéncia se observaque o inicio do experimento e
o final da primeira semana ocorreu a maior taxendealidade dentro de todo o experimento
chegando ao valor médio de 12,75 % entre os trati@sieA literatura descreve que quando a
mortalidade dos alevinos ocorre durante o transpertcontinua por 3 a 4 dias, isto,
invariavelmente, € resultado de problemas duranteoducéo e/ou o transporte. Algumas
causas para este comportamento sdo a restricdengimou ma nutricdo dos alevinos,
problemas de qualidade de 4gua, manuseio groskerate a despesca e a classificagcéo, alta
infestacdo de parasitas, jejum antes do transpuite adequado, estresse no transporte
(descuidos com o oxigénio, carga excessiva de ralsyitemperatura elevada na agua de
transporte). Todas estas condicbes adversas agartrilcom a mortalidade logo apds o
transporte. Assim, podemos atribuir a baixa taxasa@evivéncia na primeira semana de
experimento com problemas relacionados, principalejeao estresse durante o transporte.
(KUBITZA, 2008).
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A mortalidade também pode estar associada a prablera qualidade da agua
destinadas ao cultivo (KUBITZA, 2008). No entarqaanto as variaveis limnolégicas fisico-
quimicas (temperatura, oxigénio dissolvido, pH kn&kade), podemos afirmar que, como
discutido anteriormente, estes fatores ndo contebupara a mortalidade dos peixes, tendo
em vista que nos aquarios de todos os tratamerstoslores obtidos estavam dentro da
normalidade para o cultivo de alevinos de tilapPiarém, a segunda maior taxa de mortalidade
ocorreu entre a primeira e a segunda semana can w&dio de 8,25% e que poderia ser
explicado facilmente devido as elevadas taxas d€ &lAfinal da segunda semana. A terceira
semana de cultivo apresentou os melhores resujtedimsuma baixa taxa de mortalidade, de
apenas 3,25%. Esse resultado pode ser atribuidodangas no manejo qaepartir desta
semana passou a ter renovacao de agua duas verks, poque contribuiu para a reducao nos
niveis de NAT. Paralelamente, observou-se um dse@mento nos niveis de mortalidade na
guarta semana com 4,5% que pode ser explicado @umento nos niveis de nitrito, nitrato e
organofosfato.

Vale ressaltar, que ao final do experimento ostnantos com inclusao de liquor
obtiveram uma taxa de sobrevivéncia média supadaontrole. Isto é ainda mais favoravel e
muito importante do ponto de vista do setor praduiijue nessa fase do ciclo de vida da tilapia,
espera por melhorar a taxa de sobrevivéncia. Bssemento pode ter relagédo com a qualidade
no valor de alguns elementos nutricionais advimdboquor e, ainda, a respostas imunoldgicas
promovidas pelo liquor. A esse respeito Cedtal (2009) relatam que a inclusdo de alguns
constituintes do exoesqueleto de crustaceos, pessena racdo pode atuar como
imunoestimulante e auxiliam na protecao contra @gdmacterianos.

Comparando com dados encontrados na literaturanpmxi®bservar que Costa
(2007) alcangcou uma taxa de sobrevivéncia de 98%glavinos de tilapia alimentados com
silagem acida de camardo branco. Lefahl (2010) alimentando juvenis de tilapia apos a
reversao com hidrolisado proteico de camarao, temddgtiveram sobrevivéncia de 100 % em
todos os tratamentos. Lima (2010) registrou sobésdia de 77,40 e 76,89 %, quando
alimentou PLs de tilapia na fase de reversdo seggoial racdes com e sem vitamina C. Assim,
podemos concluir que a baixa taxa média de solewvia de 71,63 % com 28 dias de
experimento, inclusive do tratamento controle cd&@¥8 %, podem satribuidas aos fatores
aqui discutidos, como a qualidade da agua e atthnmasqualidade genética da linhagem de
peixes utilizado nos experimentos e nao a condigéesliares as racdes testadas.

Kubitza (2007) cita que uma nutricdo adequada s di@ reversao sexual deve gerar

PLs com um peso médio final de pelo m&r240 mgno caso de PLs oriundas de matrizes bem
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nutridas. Ogesultados obtidos neste trabalho apresentam piesis médios superiores ao
sugeridos por Kubitza (2007). Os melhores trataoseftram os T15 e T30 que apresentaram
valores de peso meédio de aproximadamente 350 eng30@espectivamente e estes valores
foram superiores aos encontrados no grupo corgnatetratamento T45 que apresentaram 300
e 280mg de peso meédio, respectivamente. Esses resultefieem os dados obtidos para
ganho de peso que foi progressivo em todo o expeatompara todos os tratamentos, porém
com os melhores resultados sendo obtidos pelassagin 15 e 30 % de inclusédo de liquor na
segunda e terceira semana. Ao final dos 28 diasesadtados para o ganho em peso séo
similares entre todos os tratamentos, mas o acdmolatido ao longo do experimento somado
ao peso médio sugerem os tratamentos T15 e T30 osmmelhores. Seguindo o mesmo
raciocinio, os valores de biomassa, também forgmergures para os tratamentos T15 e T30,
pois a unido de bons resultados quanto a taxaleseéncia e para ganho de peso refletem
os dados obtidos para a biomassa. Reforcando witadkss apresentados para o peso médio
final, o crescimento corporal médio € outro parémgue avalia o desenvolvimento das PLs,
no qual é possivel observar que a partir da segsgrdana as PLs alimentadas com as racfes
T15 e T30 apresentaram crescimento mais acentuadodgq comparado com 0S outros
tratamentos e que é confirmado com os dados obpidas ganho em comprimento diario.
Analisando conjuntamente os dados de crescimenthont®m o ganho em comprimento
percebe-se 0 mesmo comportamento para peso mgdithe em peso, no qual os tratamentos
T15 e T30 apresentam melhores resultados parasoim@ento médio na segunda e terceira
semana, enquanto que o ganho em comprimento dadbnexperimento € similar entre os
tratamentos, mas o acumulado em todo o experintamwnstram que os tratamentos T15 e
T30 apresentam os melhores resultados. Além dissaalores de crescimento corporal médio
aqui encontrados sdo aproximadamente 30% superagesncontrados no trabalho de
Leonhardt (1997). A analise do ganho em comprimdi#no sugergjue os tratamentos T15 e
T30 estdo proximos de atingir um platd de crescimearpdreo, pois rapidamente atingem o pico
méximo de ganho em comprimento, enquanto os deratasnentos ainda apresentam crescimento
exponencial progressivo. Mais um fato relevantei@ @ densidade populacional utilizada neste
trabalho néo influenciou no crescimento final dagrais, tdo logo, os ganhos em peso e em
comprimento estéo relacionados diretamente corag@®s fornecidas a estes animais (MACIEL,
2006).

Os melhores resultados de TCE no experimento poskmustificados pela
qualidade do hidrolisado proteico utilizado a patt fermentacdo semissolida de residuos de

camarao realizada para a obtencéo do liquor, jdagaen incluidas quantidades maiores nas
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racbes (15 e 30%). Ledt al (2010) verificaram que niveis mais altos de is&tu de
hidrolisado proteico de residuos de camaréo (3 eré contribuiram para o crescimento de
juvenis de tilapia.

O indice de conversdo alimentar é calculado didioise a quantidade total de
racao fornecida pelo ganho de peso dos peixesantortquanto menor os valores para a
conversdo alimentar melhor sera o ganho de pesoucoanmenor quantidade de ragédo. A
correta determinacéo da CA e do tempo de cultium@amental para avaliar a relacao de custo
e beneficio das ragdes comerciais disponiveis.rBigefatores afetam a converséo alimentar
dos peixes, como a qualidade do alimento; idadumanho dos peixes; sexo e reproducao;
disponibilidade e capacidade de aproveitamento laheato natural; qualidade da agua;
densidade de estocagem; temperatura da agua elaeaiarracoamento (KUBITZA, 2008). A
conversao alimentar apresentou em todos os tratameralores bem favoraveis, com
resultados comparaveis aos registrados por Ta2689§, quando estudou o efeito de aditivos
(Ergosan®, betacaroteno ou vitamina C) em racOes tpapia, na fase de reversao sexual e
registrou conversado alimentar entre 1,25 e 0,8émAdiisso, Kubitza (2007) sugere que PLs
alimentadas com racfes constituidas com faixa eno tde 55 % de proteina bruta deve
apresentar conversao alimentar de aproximadametteslestes dados também séo similares
aos encontrados no presente trabalho.

Os resultados obtidos durante a selecdo dos pejasto ao tamanho séao
complementares aos encontrados para o crescimenuoral médio, pois € possivel observar
gue os tratamentos TO, T15 e T30 apresentam gderfielecéo similares, no entanto, as racdes
T15 e T30 séo os unicos com individuos selecionadaralha entre 13 e 23 mm. Além disso,
o tratamento T45 é o que apresenta a populacaam@mPLs selecionadas pela malha de 4
mm. O fato mais interessante de ser observado fiar selecdo € a heterogeneidade das
populacdes independente do tratamento utilizadsiceasta diretamente relacionado com a
heterogeneidade inicial da PLs o que justifica emmtas resultados alguns valores elevados de
desvios padrbes. Apesar desta dificuldade, aindao&sivel observar diferencgas significativas

entre os tratamentos em todos 0s experimentos.
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7. CONCLUSOES

As analises dos resultados desse estudo provarara gonsorcio formado pelas
estirpes selecionadas de bactérias laticas LactD&ct 4, identificadas como espécies de
Lactobacillus futsaie L. plantarum pode ser usado para acelerar a reciclagem diriossie
cabeca de camarao rendendo como derivados quitimeliguor rico em proteinas, pigmentos
e minerais. A inclusdo desse liquor na proporcaaté80% na racao de pds-larvas de tilapias
proporcionou ganhos em peso, comprimento, crestorespecifico e sobrevivéncia durante a
fase de masculinizagéo do animal.

Portanto, a reciclagem de residuos de camardoepmehtacdo latica usando o

consorcio Lac06+Lact14 pode trazer beneficios emacds e ambientais para a aquicultura.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista os resultados obtidos nos experosetd alimentacdo das PLs de
tilapia, novos estudos s&o necessarios para testas niveis de inclusdo, assim como testar o
uso do liquoim natura sem sofrer o processo de pasteurizacdo e asaliargossiveis efeitos
probiéticos das ragbes com o hidrolisado protei@® chbecas de camardo. Sugerimos que
sejam realizados estudos com niveis de incluséas es#ieitos e com tempo mais prolongado
para se verificar mais efetivamente as diferengadesempenho zootécnico entre as racdes
analisadas. Além disso, ensaios de prova, no qu&lls sdo submetidas a algum tipo de
estresse, falta de oxigénio ou doencas, por exemppmsteriormente, sdo alimentadas com as
racOes testes para observar se a alimentacdo & dapdiminuir os efeitos causados pelas
provas. O liquor, também, pode ser usado em ngusna aplicacdo para reforcar os diversos
efeitos biologicos que este hidrolisado proteicdepapresentar. E importante ressaltar que
através dos processos e tecnologias desenvolhadés estudo foi gerado um consadrcio pronto
para ser aplicado em fazendas de cultivo de can@aréescala piloto e que o montante de
liquor gerado pode ser aplicado na alimentacad_dieRilapia. Também € importante realizar
estudos de desenvolvimento dos equipamentos pabdizér o escalonamento e a produgao

dos produtos em maior escala.
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