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Resumo

A piscicultura é considerada atualmente uma das atividades zootécnicas de maior
potencial de crescimento, representando alternativa de diversificagdo de producao
para os agricultores do estado de Mato Grosso do Sul. Os residuos e coprodutos
provenientes do processamento do pescado podem representar uma fonte de
energia e de nutrientes, que potencialmente podem ser aproveitados para
alimentacdo animal. Uma alternativa de grande potencial é o direcionamento destes
residuos para elaboracdo de silagem, que é um produto liquefeito pela acéo
microbiana, enzimatica ou acida, no qual resulta em produto de alto valor bioldgico.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de silagem bioldgica
obtida a partir de residuos provenientes do processamento de duas espécies de
peixes: pacu (Piaractus mesopotamicus) e pintado (Pseudoplatystomacorruscans),
utilizando sete linhagens diferentes de bactérias lacticas, bem como avaliar sua
composic¢ao nutricional e microbiologica. Foi adicionado como fonte de carbono nos
experimentos melaco de cana-de-acucar nas concentracdes de 0% e 10%. Utilizou-
se bactérias produtoras de &acido latico, Lactobacillus rhamnosusNRRL B-442,
Bifidobacterium longum NRRL B-41409, Lactobacillus sakei NRRL B-1917,
Lactobacillus brevis NRRL B-4527, Pediococcus acidilactici NRRL B-14958,
Lactobacillus casei NRRL 1922 e Leuconostoc lactis NRRL 3468. Os experimentos
foram realizados em biorreatores tipo frascos Erlenmeyer a 30°C e 35°C num
periodo de cinco dias. Lactobacillus rhamnosusNRRL B-442 obteve o maior
crescimento na formulacdo F (visceras de pintado, melago, 30°C), enquanto
Lactobacillus brevis NRRL-B 4527 apresentou o maior conteddo proteico nesta
mesma, 0 que nos leva a concluir que esta formulacdo € a mais adequada para o
processo de silagem biologica nas condi¢des estudadas. Quanto ao perfil dos acidos
graxos pode-se concluir que a predominancia foi em oleico (C18:1n-9), palmitico
(C16:0) e estearico (C18:0).

Palavras-chave : silagem bioldgica, residuos, pacu, pintado.



Abstract

Fish farming is considered currently one of the zootechnical activities higher potential
for growth, representing alternative diversification of production for farmers in
MatoGrosso do Sul. The waste and byproducts from the processing of fish may
represent a source of energy and nutrients which potentially can be availed for
animal feed. An alternative is great potential is the direction of these waste for its use
in the preparation of silage, which is a liquefied product by microbial action,
enzymatic or acid, which results in product of high biological value. The aim of this
study was to evaluate the production of silage produced from biological waste from
the processing of two species of fish: pacu (Piaractus mesopotamicus) and pintado
(Pseudoplatystomacorruscans) using five different strains of lactic acid bacteria, as
well as evaluating their nutritional composition and microbiology. Carbon source was
added in the experiments as sugar cane molasses at concentrations of 0% and 10%.
We used the lactic acid producing bacteria Lactobacillus rhamnosus NRRL B-442,
Bifidobacterium longum NRRL B-41409, Lactobacillus sakei NRRL B-1917,
Lactobacillus brevis NRRL B-4527, Pediococcus acidilactici NRRL B-14958,
Lactobacillus casei NRRL 1922 and Leuconostoc lactis NRRL 3468. The
experiments were performed in Erlenmeyer flasks at 30°C and 35°C over a period of
five days. Lactobacillus rhamnosus NRRL B-442 had the highest growth in
formulation F (pintado waste, molasses, 30°C), while Lactobacillus brevis NRRL B-
4527 had the highest protein content in the same, which leads us to conclude this
formulation is the most suitable for the process of biological silage under the
conditions studied. Regarding the fatty acid profile, it can be concluded that oleic
(C18:1n-9), palmitic (C16:0) and stearic (C18:0) acids had prevailed.

Keywords : biologicalsilage, waste, pacu, pintado.
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1INTRODUCAO
1.1 Producéo de peixes mundial e no Brasil

A agricultura, pecuaria, pesca e aquicultura, sdo as principais atividades
humana responsaveis pela gestdo dos recursos naturais a nivel local e regional.
Trinta por cento das terras do planeta é utilizada para cultivos e pastagens, e setenta
por cento de toda a agua doce captada é direcionada para irrigacao para producao
de alimentos que pessoas e animais necessitam para um fornecimento alimentar
estavel. Os resultados de tal utilizacdo em larga escala de recursos da terra e da
adgua sdo cada vez mais ameacadores para o0 meio ambiente (FAO, 2013).

Devido esta vasta producdo agricola, nas ultimas décadas, o potencial
produtivo da agricultura global ultrapassou o crescimento populacional, o que resulta
em um constante, ainda que lento aumento da disponibilidade de alimentos per
capita, (FAO, 2013).

Os peixes e os produtos derivados da pesca estdo entre os produtos
alimentares mais comercializados em todo o mundo, com os volumes de comércio e
valores crescendo expressivamente a cada ano, e espera-se continuar a aumentar
(FAO, 2012). Enquanto a producdo da pesca extrativa mantém-se estavel, a
producdo aquicola continua em expansao. Aquicultura € definida como sendo um
dos setores que mais crescem em producgdo de alimentos por animais, na proxima
década, a producéo total de ambos,pesca extrativa eaquicultura ird ultrapassar o de
carne bovina, suina ou de aves, (FAO, 2012).

Mundialmente, o peixe é consumido por cerca de 3,0 bilhdes de pessoas
(FAO, 2012). Sendo assim peixes e produtos derivados da pesca representam uma
valiosa fonte de proteinas e micronutrientes essenciais para uma nutricao
equilibrada e de boa qualidade. Em 2009, os peixes representaram 16,6% do
consumo de proteina animal pela populacdo mundial e de 6,5% de toda a proteina
consumida.

No que diz respeito a producdo mundial de pescado (proveniente tanto da
pesca extrativa quanto da aquicultura) atingiu aproximadamente 146 milhdes de
toneladas em 2009. Os maiores produtores em 2009 foram a China com
aproximadamente 60,5 milhdes de toneladas, a Indonésia com 9.8 milhdes de
toneladas, a india com 7,9 milhdes de toneladas e o Peru com cerca de 7 milhdes de
toneladas, (BRASIL, 2012).
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Nos ultimos sete anos a producédo de pescado no Brasil passou de 990.272
para 1.264.764,9 toneladas (t)/anoentre 2003 e 2010 (BRASIL, 2012). A producao
de pescado do Brasil no ano de 2010 registrou um incremento de 2% em relacéo a
2009, quando foram produzidas 1.240.813 t de pescado. A pesca extrativa marinha
continuou sendo a principal fonte de produgédo de pescado nacional, sendo
responsavel por 536.455 t (42,4% do total de pescado), seguida, sucessivamente,
pela aquicultura continental 394.340 t (31,2%), pesca extrativa continental 248.911 t
(19,7%) e aquicultura marinha 85.057 t (6,7%), (BRASIL, 2012).

Esta andlise da producdo nacional de pescado esta distribuida nas cinco
regides do pais, sendo o Norte responsavel por 274.015,6 t/ano (21,6%), o Nordeste
com 410.532,1 t/ano (32,4%), o Sudeste com 185.635,9 t/ano (14,7%), a regiao Sul
com 311.700 t/ano (24,7%) e o Centro-Oeste responsavel com a menor parcela do
pais, 82.881,4 t/ano (6,6%), (BRASIL, 2012).

O estado de Mato Grosso do Sul apresenta um total de 19.600,8 t/ano da
producdo de pescado no pais, sendo que 5.077 t sdo oriundos da pesca extrativa e
14.523,8 t provenientes da aquicultura, estas duas modalidades de producao
representa 1,55% da producgé&o nacional, (BRASIL, 2012).

No Brasil dentre as espécies de agua continental o pacu representa uma
producdo dell.042 t/ano para pesca extrativa e 21.245,1 t para a producdo na
aquicultura. J4 o pintado 2.043,4 t/ano para pesca extrativa e 2.486,5 t para a
aguicultura, essas duas espécies e as modalidades juntas representam um total de

11,35% da producéo de pescado processados no pais, (BRASIL, 2012).

1.2 Pacu (Piaractus mesopotamicus)

O pacu, Piaractus mesopotamicus, € um peixe nativo de agua doce que
pertence a familia Characinidae, ocorre em rios, planicies, lagos e florestas alagadas
da bacia do Parana, Paraguai e Uruguai, na regiao central da América do Sul. Esta
espécie ndo € apenas um importante peixe para pratica de esporte, mas tambéem
uma importante espécie aquicola devido a sua alta taxa de crescimento, boa
qualidade da carne e de boa aceitacdo do consumidor (URBINATI e GONCALVES,
2005). E uma espécie representante da superordem Ostariophysi, na qual se
incluem os peixes de maior valor comercial na pesca e na piscicultura brasileiras,
(URBINATI et al., 2010).
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O pacu é um dos peixes mais estudados no Sul, Sudeste e Centro-Oeste do
Brasil, e recebe também os nomes de caranha, pacu-caranha ou pacu-guagu,
(URBINATI et al., 2010).

Entre as espécies comercialmente exploradas no Pantanal do Mato Grosso, 0
pacu € uma dos mais importantes, (URBINATI et al., 2010). Segundo Jomoriet al.
(2005), o pacu € um dos Characinidae economicamente mais importantes e
produzido no Brasil e intensificacdo dos sistemas de producdo é uma tendéncia
comum para esta espécie.

O pacu, primeiramente foi identificadocomo Colossoma mitrei.
Posteriormente, verificou-se que a mesma espécie ja havia sido descrita por
Holmberg alguns anos antes (BRITSKIet al., 2007), passando entdo a denominacgao
atual, Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887.

O pacu possui corpo oval e robusto, com dorso cinza escuro e ventre
amarelado (BRITSKIlet al., 2007). De acordo com Agostinho et al., (2004a), o pacu é
um peixe de ambientes loticos e semi-loticos cuja a agua é corrente, que desova
apos longa distancia de migracao percorrida, rio acima. Em ambientes naturais o
periodo de reproducdo do pacu, nas diferentes regides onde € produzido, vai de
outubro a marco, com o pico entre novembro e janeiro, época de temperaturas mais
altas e maior incidéncia de chuvas, (URBINATI et al.,, 2010). Entretanto sua
reproducdo em cativeiro so é realizada pela estimulacdo hormonal, permitindo que a
liberacdo dos gametas se complete, (URBINATI et al., 2010).

E uma espécie que chega a alcancar 5 kg (CATELLAet al., 1996) e entre 60 e
80 cm de comprimento (BRITSKI, et al., 2007). E um peixe onivoro, que se
alimentam, principalmente, de folhas, caules, flores, frutos e sementes, mas
havendo necessidade e oportunidade, ele se alimenta de insetos, aracnideos,
moluscos e peixes (HAHNet al., 2004; URBINATI et al., 2010).

Sendo assim devido ao seu rapido desenvolvimento, facilidade de manejo,
sua grande rusticidade e adaptacédo, o pacu é bastante utilizado para pesca extrativa
e também na aquicultura, (JOMORI et al., 2005; URBINATI e GONCALVES, 2005).

1.3 Pintado (Pseudoplatystoma corruscans)

O pintado ou surubim (Pseudoplatystoma corruscans) é uma das espécies de
peixede agua doce mais importante de alto valor na aquicultura no Brasil
(ROUBACHeEt al., 2003; MIRANDA e RIBEIRO, 1997). Ocorrem na América do Sul
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nas bacias do rio Parand e Sdo Francisco (MIRANDA e RIBEIRO, 1997) e € um
peixe piscivoro de habitos noturno (AGOSTINHO et al., 2004b).

O Pintado € uma espécie que pode atingir um tamanho médio de 152
centimetros de comprimento (AGOSTINHOet al., 2004b) e na aquicultura, sob
condicdes de exploracdo para o mercado, atinge em média 2 kg no primeiro ano de
crescimento (CAMPOS, 2010). O pintado e demais Pseudoplatystoma, sdo peixes
de couro, apresentam o corpo rolico e alongado e a cabeca achatada, bem como
trés pares de barbilhdes préoximos a boca e o primeiro raio das nadadeiras dorsal e
peitoral se constitui de um aculeo forte e pungente, (BRITSKI et al., 1988).

O periodo reprodutivo do pintado ocorre durante o verdo, induzido pelo
aumento de temperatura da agua, maior fotoperiodo, chuva e aumento do nivel dos
rios, nesta época os pintados realizam migracdes rio acima até a cabeceira dos rios
para desovarem, conhecido como piracema, nessas migra¢gfes, ocorre uma queima
de reservas energéticas e a liberacdo de horménios gonadotréficos que induzem a
maturacao final dos odcitos (vitelogénese), (CAMPOS, 2010).

J4 em ambientes de pisciculturas, ocorre o desenvolvimento das gbnadas
nessa mesma época, mas, devido a impossibilidade dos peixes migrarem rio acima,
levando a liberacdo dos hormdnios gonadotroéficos, as gbnadas ndo chegam a atingir
0 estagio final de maturacdo, permanecendo em estado de dorméncia,
impossibilitando a reproducéo natural nesses ambientes, (CAMPOS, 2010). Sendo
assim, a reproducao de pintados em cativeiros, requer a utilizacdo de protocolos
para a realizacdo da inducdo hormonal para que as fémeas cheguem a maturacao
final.

Com isso as caracteristicas de sua carne e o alto valor que esta atinge no
mercado foram fatores que despertaram o interesse de piscicultores nessas
espécies desde o inicio do desenvolvimento da atividade no Brasil, (CAMPOS,
2010).Entretanto o cultivo de pintado em larga escala, esbarrou, inicialmente na
viabilizacdo da producdo de juvenis e na auséncia de tecnologia para a engorda
dessa espécie. A partir do desenvolvimento da tecnologia de producado de juvenis e
da engorda do pintado por produtores particulares localizados no estado de Mato
Grosso do Sul durante a década de 1990, o cultivo dessa espécie entrou em fase de
franca expansao, sendo, atualmente, produzido em escala industrial em varios
estados da regidao Centro-Oeste, (CAMPOS, 2010).
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Atualmente o pintado, produzido através da aquicultura, ja € vendido em
redes de supermercados em boa parte do pais, sendo, inclusive, exportado para 0s
Estados Unidos e paises da Unido Europeia, (CAMPOS, 2010).

1.4 Pisciculturas

A piscicultura brasileira tem crescido continuamente ao longo dos anos. A
maior parte dos cultivos € feito com espécies exoticas, o que € de certa forma
surpreendente, tendo em vista a grande diversidade de espécies nativas que o Brasil
possui (cerca de trés mil espécies apenas na Bacia Amazonica), (BALDISSEROTTO
e GOMES, 2010).

A piscicultura é considerada atualmente uma das atividades zootécnicas de
maior potencial de crescimento, representando alternativa de diversificacdo de
producdo para os agricultores do estado de Mato Grosso do Sul. Entretanto, seu
desenvolvimento depende de acdes estratégicas para contornar 0s entraves
técnicos e cientificos em que esbarra sua execucao (ISHIKAWA; GONTIJO, 2013).

Na regido da Grande Dourados, composta por 12 municipios: Deodapolis,
Douradina, Dourados, Fatima do Sul, Gléria de Dourados, Itapora, Jatei, Juti, Nova
Alvorado do Sul, Rio Brilhante e Vicentina (BRASIL, 2013), também se encontra em
plena fase de expansdo da cadeia produtiva de pescado. Atualmente somente o
frigorifico Mar & Terra localizado no municipio de Itapora, atende a demanda dessa
regido. Dois outros frigorificos, Douramar Alimentos e o Frigorifico do Peixe,
localizados no municipio de Dourados, se encontram em fase de conclusao da obra,
e ambos terdo capacidade de processar 5 t por dia de peixes, (DOURADOS, 2013a;
DOURADOS, 2013b).

Devido ao aumento da producdo de peixes nas pisciculturas e
consequentemente o processamento nos frigorificos, emerge a preocupacdo na
gestdo dos residuos gerados. De acordo com Vidotti (2011), as quantidadesde
residuos variam em funcédo de alguns fatores: espécie, tipo de corte, tamanho de
cabeca, peso do peixe, sistema de criacdo, entre outros.Por exemplo, Vidotti (2011)
apontou que residuos gerados na filetagem de tilapias em relacdo ao peso de abate
podem chegar a 67%. Ou seja, mais de 50% em peso total do pescado capturado

resulta em subproduto.
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Sendo assim, a utilizacdo do residuo do processamento de peixes para
obtencdo de novos produtos deve ser realizada de forma correta possibilitando um

aumento da receita e contribuindo para preservacao ambiental.

1.5 Residuos de pescado

Os residuos podem ser classificados e/ou agrupados de diversas formas, isso
depende da sua composicdo quimica, sendo classificados em organicos e
inorganicos. No Brasil a norma da ABNT NBR-10.004 regulamenta sobre a
disposicdo dos residuos, sdo agrupados em classes | e Il, divididos conforme sua
natureza e origem.

Os residuos solidos gerados nas industrias de alimentos possuem potencial
aplicacdo na alimentacdo animal, por apresentaremuma interessante fonte proteica
gue podem ser adicionadas na formulacéo de racbes(HAMMOUMI et al., 1998). Os
subprodutos do processamento de pescado sdo excelentes matérias-primas para
preparacdo de alimentos por conter vasta fonte de energia e nutrientes (GOMEZ-
GUILLEN et al., 2002).

Sendo assim, o valor nutricional de um residuo agroindustrial ndo deve ser
somente baseado na sua composi¢cdo quimica, mas também na quantidade de
nutrientes ou energia que pode ser disponibilizado (FURUYAet al., 2000).

Umas das aplicacdes em potencial desses residuos podem ser sua utilizagao
como fonte de carbono em bioprocessos para obtencdo de produtos quimicos e de
produtos de maior valor agregado, como proteina, enzimas, acidos organicos,
aminoacidos e até mesmo metabdlitos secundérios biologicamente ativos (SOCCOL
e VANDENBERGHE, 2003; UENOJO ePASTORE, 2007).

O declinio nos estoques de espécies tradicionais de pescado de origem
marinha, associado ao aumento da demanda mundial de proteinas de origem
animal, vem contribuido com o desenvolvimento de técnicas para melhorar o
aproveitamento dos subprodutos gerados no processamento de pescados
(RUSTAD, 2003).

Os residuos gerados durante o processamento do pescado sdo
fundamentalmente sélidos, arrastados na agua de tratamento durante a manipulagéo
do pescado ou sélidos solluveis dispersos na agua de processamento (TEJADA,
1992). Sao constituidos por proteinas de funcbes e origens diferentes, lipideos,

nitrogénio nao-proteico, carboidratos, substancias minerais, assim como outros



21

compostos, mas com uma proporcao diferente de cada um deles, em fungéo de sua
origem (CONTRERAS, 1994).

Com o aproveitamento dos residuos, € possivel reduzir o custo das matérias-
primas aumentando a produtividade das industrias e minimizando problemas de
poluicio ambiental (ARVANITOYANNIS e KASSAVETI, 2007). Assim, a
necessidade de implementarsistemas para aproveitamento de subprodutos
agroindustriais € de ordem econdmica e de conservacao de energia, possibilitando
um uso mais racional dessa matéria-prima, ou ainda, o desenvolvimento de novos
produtos, que utilizem subprodutos liquidos e solidos para o preparo (OETTERER,
1994: ESPINDOLA FILHO, 1997).

Atualmente os residuos de pescados séao destinados basicamente a producéo
de farinha de peixe como fonte de proteina animal na fabricacdo de racdes ou
producdo de 6leo, mas quando ndo aproveitados devido a problemas de sanidade
do residuo, os mesmos sdo descartados em aterros sanitarios, apresentando alto
potencial para danos ambientais quando manejados de forma incorreta.Estes sao
considerados matérias-primas de baixa qualidade e quando néo utilizados, causam
problemas ao meio ambiente, trazendo prejuizos ecoldgicos, sanitarios e

econdmicos.

1.6 Silagem de residuos de peixes

A farinha de peixe é a fonte de proteina de origem animal habitualmente mais
utilizada em ragfes para peixes, no entanto, no Brasil, é produzido sazonalmente e
apresentam uma grande variabilidade na sua composi¢do, além do alto custo
(VIDOTTI et al., 2002a).

De acordo com Sales e Britz (2003), devido ao seu alto valor biolégico, perfil
de aminoacidos apropriadose conteldos adequados de acidos graxos, farinha de
peixe é considerada a principal fonte de proteina para a formulacéo e fabricacédo de
racdes para os peixes. O aumento da demanda ea escassez progressiva de farinha
de peixe no mercado internacional fez com que aumentasse o seu valor,
consequentemente surgiu a busca por fontes alternativas de proteinas, aceitavel e
digestivel para as dietas de peixes (PEREIRAeOLIVA-TELES, 2003; FAO, 2004).

Potencialmente a silagem de peixe, apresenta bom ingrediente para alimentos
aguaticos, considerado por Vidotti et al., (2002b, 2003) e Carvalho et al., (2006),
como sendo um produto de alto valor biolégico.
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Sendo assim a silagem de peixe emerge como fontes alternativas de
proteinas para substituir a farinha de peixe, € um produto liquefeito obtido a partir de
todo peixe impréprio para 0 consumo humano ou de residuos da industria de
filetagem (VIDOTTlet al., 2002a).

Residuos contendo substancias de alto valor nutricional podem ser
transformados em matérias-primas para processos secundarios quando empregado
uma tecnologia adequada (LAUFENBERG, 2003). O método para obtencdo da
silagem € simples, pratico e econbmico, nao exigindo equipamentos e
procedimentos onerosos, como 0s utilizados na producdo de farinha de peixe
(OETTERER e ARRUDA, 2005). Esta € uma técnica antiga de preservacado da
matéria organica (HAMMOUMI et al., 1998; SHIRAI et al.,, 2001), sendo muito
conveniente em termos ecologicos e financeiros (DISNEY et al., 1977; JACKSON et
al., 1984a,b; OTTATI et al., 1990; TATTERSON e WINDSOR, 1974).

A silagem de peixe oferece algumas vantagens em relagéo a farinha de peixe.
E obtido a partir de um processo simples, acessivel para producdo em pequena
escala e com baixo consumo de energia (VIDOTTI, et al.,, 2002a). Nao exige
trabalhadores altamente qualificados ou equipamentos sofisticados, é necessario um
moedor de carne, um mixer para a homogeneizacao e recipientes de plastico. Por
fim, o produto ndo atrai insetos como moscas, devido ao odor do acido e devido a
presenca de acidos podem inibir o crescimento de alguns agentes patogénicos,
como Salmonellas (VIDOTTI et al., 2002a).

Devido a silagem de peixe ser um produto liquido, é feita uma co-secagem
com sub-produtos agricolas, normalmente utilizados na alimentagdo de animais, o
que facilita a sua inclusdo na dieta de peixes (VIDOTTI et al., 2002a).

O aproveitamento dos residuos do processamento do pescado para a
elaboracdo da silagem de peixe apresenta grande vantagem por ter um produto de
alto valor biol6gico, como proteinas, enzimas, acidos organicos, aminoacidos,
metabdlitos secundarios biologicamente ativos (HONCZARYCK e MEDA, 1998;
PARIN e ZUGARRAMURDI, 1994; VIDOTTI et al, 2002b; SOCCOL e
VANDENBERGHE, 2003).

A silagem de peixepode ser definida como produto liquido ou sem-liquido,
produzido a partir do pescado inteiro ou partes dele, preservado pela adicdo de
acidos (silagem &acida), fermentacdo microbiana induzida por carboidratos (silagem
biolégica) (KOMPIANG, 1981; COSTA et al., 2002; CREXI, 2005). No processo de
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ensilagem, as proteinas sdo hidrolisadas pelas enzimas naturalmente presentes
e/ou adicionadas (silagem enzimética), processo favorecido pelo ajuste do pH,
originando produto rico em proteinas, peptideos de cadeia curta e aminoacidos livres
(STONE e HARDY, 1986; VALERIO, 1994).

As silagens fermentadas sdo produzidas pelo processo de fermentagao
anaerobica, através da adicdo de um microrganismo e uma fonte de carboidrato
para que de inicio ao processo (VIDOTTI, 2001).

O grau de hidrélise pode ser usado como critério quimico para avaliar a
gualidade da silagem de peixe (ESPE et al., 1989; ESPE e LIED, 1999). O valor
nutricional da silagem pode ser significantemente aumentado, limitando a hidrélise
das proteinas e polipeptideos em aminoacidos livres (STONE et al., 1989).

Varios autores ressaltam o alto coeficiente de digestibilidade da silagem de
peixeaplicados na alimentagcdo em experimentos com diversas espécies de peixes,
além da viabilidade econbmica ebeneficio ambiental do uso dessa fonte
(FAGBENRO, 1994; FAGBENRO e JAUNCEY, 1995a, 1995b; GODDARD e AL-
YAHYAI, 2001; VIDOTTI et al., 2002b). Isto devido ao fato da proteina ja estar
bastante hidrolisada e pela presenca de lisina e triptofano, entre outros aminoécidos
essenciais refletindo-se sobre o ganho de peso e converséo alimentar dos animais
(HALL, 1985).

Estudos do crescimento de alevinos de pacu com dietas contendo silagem co-
secas de peixes, foram realizados por Vidotti et al., (2002), e os resultados
mostraram que todas as silagens de peixe co-secas podem substituir a farinha de
peixe sem causar um impacto sobre o crescimento do pacu.

Contudo, além da silagem de peixe outrasalternativastambém sao
empregadas a fim de minimizar os impactos ambientais oriundos de residuos no
processamento de pescado, como a producdo de 6leo e a producdo de farinha de
peixe, ambas comumente utilizadas na alimentagcdo animal, como ingrediente para

formulacédo de racdes (FAO, 1986).

1.7 Bactérias Lacticas (BAL)

As bactérias lacticas constituem um grupo diversificado de microrganismos
Gram-positivos que existem dentro das plantas, carnes e produtos lacteos e que
podem produzir acido lactico como um produto da glicolise anaerdbica com alto

rendimento e alta produtividade. As condicdes de producdo Otima variam
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dependendo das cepas, uma vez que estas bactérias podem crescer no intervalo de
pH de 3,5 - 9,6 e a temperatura podendo variar de 5 a 45 °C (ABDEL-RAHMAN et
al., 2013).

Ghanbari et al., (2013) aponta que bactérias lacticas sdo capazes de crescer
mesmo em temperaturas de refrigeragdo, em baixo pH, altas concentragdes de sal,
e na presenca de aditivos como, por exemplo, &cido lactico ou &cido
acético.Entretanto Abdel-Rahman et al., (2013) relata que a baixa temperatura de
fermentacao para a producéo de acido lactico necessario pela maioria das cepas de
laboratério pode aumentar o risco de contaminagcdo e também impedir a sua
utilizacao na sacarificacao e fermentacao simultaneas (SSF).

As bactérias lacticas s&do agrupadas como homofermentativa ou
heterofermentativa de acordo com o produto final da fermentagcdo. As
homofermentativa possuem enzimas aldolase e produz como principal produto final
0 acido lactico. Em escala industrial essas bactérias homofermentativas sdo de
interesse para a producdo de acido latico. Ja4 as bactérias lacticas
heterofermentativa  produzem subprodutos além do acido lactico e,
consequentemente, o rendimento maximo de acido lactico a glicose atinge apenas
0,5 g/g ou 1,0 mol/mol (ABDEL-RAHMAN et al., 2011).

BAL heterofermentativa usa como via alternativa da pentose monofosfato,
convertendo hexoses (acucar de 6 carbonos) em pentoses (acucar de 5 carbonos)
pela enzima fosfocetolase e, no processo, produzem tanto gliceraldeido 3-fosfato
quanto fosfato de acetilo (ABDEL-RAHMAN et al.,, 2013). Cepas de BAL
heterofermentativas convertem o0s aclUcares pentoses em &cidos lacticos e
derivados, por exemplo, acido acético, atraves de vias fosfocetolase com rendimento
maximo de acido lactico de 0,6 g por grama de pentose, (ABDEL-RAHMAN et al.,
2013).

A maioria das espécies de BAL necessitam de nutrientes complexos,
incluindo aminoacidos, peptideos, nucleotideos e vitaminas, para o seu crescimento,
isso devido a essas bactérias ndo terem muita capacidade biosintética, o que
dificulta a recuperacdo de acido lactico e aumenta os custos de producdo
(HOFVENDAHL e HAHN-HAGERDAL, 2000; REDDY et al., 2008 ; Singh et al.,
2006).

Sendo assim o uso de bactérias lacticas como protecdo e conservacao de

alimentos, € uma alternativa para atender as normas de seguranca e controlar a
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deterioragcdo microbiana por alguns patégenos (GAO et al., 2010; GONG et al.,
2010; SOBRINO-LOPEZ e MARTIN-BELLOSO, 2008). Normalmente a utilizagdo
destas bactérias para estes fins sdo bem aceitas, visto que apresentam um beneficio
para estender a durabilidade de produtos em prateleiras, (GHANBARI et al., 2013).
De acordo com alguns autores as bactérias lacticas sdo amplamente utilizadas pelas
industrias de alimentos na fabricacdo de produtos fermentados e como ferramentas
para a seguranca de alimentos, (ADAMS e MITCHELL, 2002; LEROY e VUYST,
2004; MORAES et al., 2010; ROSS et al., 2002). Bactérias lacteas sao consideradas
seguras para a producdo de 4&cido lactico em escala industrial, por néo
apresentarem efeitos adversos a saude humana (ABDEL-RAHMAN et al., 2013).

Podem produzir naturalmente varias substancias com potencial
antimicrobiano, tais como acidos organicos, dioxido de carbono (CO2), peroxido de
hidrogénio (H202) (CARR et al., 2002; de MARTINIS et al.,, 2003) e algumas
linhagens sao capazes de produzir bacteriocinas (COTTER et al.,, 2005; RILEY e
WERTZ, 2002), polipeptideos com atividade antimicrobiana especifica contra um
grupo de bactérias da mesma espécie ou até mesmo para diferentes espécies (NES
e JOHNSBORG, 2004; COTTER et al., 2005).

As bacteriocinas sédo peptideos ou proteinas antimicrobianas sintetizadas nos
ribossomos das células bacterianas e liberadas no meio extracelular que
apresentam acdo bactericida ou bacteriostatica sobre  microrganismos
taxonomicamente relacionados. Além disso, podem ser utilizadas como
bioconservantes de alimentos, pois ndo promovem alteracdo na qualidade sensorial
do produto, sendo de interesse crescente para a industria de alimentos devido ao
seu potencial de utilizacdo em substituicho aos conservantes quimicos
(NASCIMENTO et al., 2008).

As bacteriocinas podem ser produzidas espontaneamente ou de forma
induzida, tem capacidade de inibir a multiplicacdo de bactérias e uma gama de
microrganismos, incluindo  principalmente  patégenos e  microrganismos
deterioradores tais como Listeriamonocytogenes, Bacilluscereus, Staphylococcus
aureus e Clostridium tyrobutyricum (GALVEZ et al., 2007).

Por sua vez, as bacteriocinas representam uma Opgao atraente para a
industria de alimentos, pois ndo alteram o sabor e o cheiro dos produtos finais (NES
e JOHNSBORG, 2004).
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Devido as caracteristicas das bactérias lacticas, pela conservagdo de
produtos finais, pela duragcdo dos produtos em prateleira e inibicdo do crescimento
de patégenos, ha um grande interesse nas industrias alimenticias em utilizar essas
bactérias, e com isso houve um grande aumento da demanda por parte dos
consumidores, (ALVAREZ-LEON et al., 2006; GONG et al., 2010; HUANG et al.,
2009; MATAMOROS et al., 2009).

Algumas bactérias lacticas como, por exemplo, Lactococcus lactis,
Lactococcusgarvieae, Lactobacillus spp.,Leuconostoc spp., pode contribuir para o
controle de Staphylococcus aureus em queijo, ndo s6 pela diminuicdo do pH, devido
a producao do acido lactico, mas também pela producéo de bacteriocinas (ARQUES
et al, 2005).

A producédo de acido lactico pode ser obtida por meio de vias de sintese
quimica ou pela via de producao fermentativa (fermentacéo de &cido lactico). Por via
de sintese quimica, uma mistura racémica de DL- acido lactico (D = &cido latico
dextrogiro ou acido lactico levégiro) é normalmente produzido. Por outro lado, as
rotas de producdo fermentativa oferecem vantagens da utilizacdo de substratos
renovaveis de baixo custo, baixas temperaturas de producdo, baixo consumo de
energia e producdo de D- ou L- &cido lactico otimamente puro quando o
microrganismo apropriado é selecionado como o produtor de acido Ilactico.
Atualmente, quase todo o acido latico produzido no mundo vem da rota de producéo
fermentativa (ABDEL-RAHMAN et al., 2011).

1.80leos e gorduras: acidos graxos

A ampla utilizacao de farinha e dleo de peixe nas racdes zootécnicas obedece
aos altos valores nutricionais e seus excelentes perfis de aminoacidos e acidos
graxos essenciais (RUBINO, 2008).

Oleos e gorduras sdo compostos de estrutura organica formados na sua
maioria pela unido de trés acidos graxos a um polialcool chamado glicerol, formando
uma estrutura conhecida como triglicerideo. Portanto, tanto os Oleos como as
gorduras sdo misturas de triglicerideos de diferentes composicbes em acidos
graxos, uma vez que séo estruturas lineares de carbono que contém hidrogénio e
OoXigénio e que se caracterizam por apresentarem uma funcdo quimica acida
chamada grupo carboxilico (COOH) em um extremo e um grupo metilo (CH3) em
outro, (MORETTO e FETT, 1998; BRANDAO et al., 2005).
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Na estrutura linear de carbonos, o nimero de duplas ligagbes, a sua posicao
na cadeia e sua isomeria afetam o ponto de fusdo, a solubilidade, seu contetdo
energético, a digestibilidade e as propriedades metabodlicas dos acidos graxos,
incluindo seus efeitos sobre as lipoproteinas do sangue (BUTOLO, 2001).

Estruturalmente, os 6leos e as gorduras sdo 0s mesmos, pois sdo formados,
na sua maioria, por triglicerideos e dependendo dos tipos de &cidos graxosque
formam esses triglicerideos, as suas caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais
serdo variaveis (BUTOLO, 2001).

Sendo assim a qualidade das gorduras € caracterizada por sua composi¢cao
de acidos graxos, e por grau de saturacdo, os quais estdo diretamente relacionados
com a digestibilidade da energia contida na fonte de gordura (BRANDAO et al.,
2005).

Os acidos graxos sao acidos carboxilicos com cadeias hidro-carbonadas de 4
a24 atomos de carbono (C4 a C24). Em alguns casos esta cadeia encontra-
secompletamente saturada (sem ligacdes duplas) e sem ramificar; outros contém
uma oumais ligacdes duplas, alguns contém anéis de trés carbonos, grupos hidroxila
ou grupos metil ramificados (SEGURA, 2012).

Em relagdo aos 4cidos graxos essenciais o 6mega-3 € um dos mais
conhecidos, sendo poliinsaturado (PolylnsaturatedFattyAcid - PUFA) ou entdo
comumente referenciados por AGPI. Podem ser extraido de vegetais, algas
marinhas e peixes. Os peixes que contém altos niveis do acido graxo Omega-3 néo
podem sintetizar os outros acidos graxos essenciais que sdo obtidos ingerindo
plantas marinhas (fitoplancton), assim como outros animais que 0s obtém ingerindo
plantas da terra, (BRANDAO et al., 2005).

Os acidos graxos dos peixes variam devido a diversos fatores como a
temperatura do meio ambiente, a idade, sexo, espécie, tipo de peixe e
principalmente em fungcédo dos perfis de acidos graxos dos componentes da cadeia
alimentar, caracteristicos do ecossistema das espécies selvagens, ou do perfil de
acidos graxos da racao nos peixes cultivados (AVERINA e KUTYREV, 2011).

Visto que a silagem biolégica apresenta um bom valor nutricional e/ou uma
melhor biodisponibilidade de seus compostos para o preparo de racdes, 0 presente
trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de silagem biolégica obtida a partir
de residuos provenientes do processamento de duas espécies de pescado: pacu

(Piaractus mesopotamicus) e pintado (Pseudoplatystoma corruscans), utilizando



28

sete linhagens diferentes de bactérias lacticas, bem como avaliar sua composicéo
nutricional, microbiolégica e caracterizacdo dos perfis dos acidos graxos dos 0leos

extraidos da silagem.

20BJETIVOS
Os objetivos do presente trabalho foram:

* Avaliar a producdo experimental de silagem biologica obtida a partir de
visceras provenientes do processamento de duas espécies de pescado: pacu
(Piaractus mesopotamicus) e pintado (Pseudoplatystoma corruscans);

» Avaliar sete linhagens diferentes de bactérias lacticas e verificar qual
apresenta melhor potencial para producao de silagem;

» Avaliar sua composigao nutricional e microbioldgica;

» Extrair e caracterizar o 6leo proveniente do processo de silagem bioldgica.

3MATERIAIS E METODOS
3.1 Matéria-prima

Para o preparo dos experimentos, a matéria-prima utilizada para a elaboracdo
das silagens foi obtida do frigorifico Mar & Terra S.A., localizado no municipio de
Itapord, MS. Foram utilizados residuos provenientes do processamento de pacu
(Piaractus mesopotamicus) e pintado (Pseudoplatystomacorruscans).No entanto,
apenas as visceras duas espécies de peixe em estudo foram utilizados para os
experimentos.

Os residuos foram transportados ao Laboratorio de Analises e Quimicas de
Alimentos localizado na Faculdade de Engenharia da Universidade Federal da
Grande Dourados. Foram acondicionados em caixas de isopor com banho de gelo
para evitar sua degradacdo. Os residuos iniciais foram peneirados para o
escoamento de agua e torcidos em panos para maior remoc¢ao de agua. Para ambos
0os procedimentos, os materiais foram esterilizados para assegurar que néao
houvesse contaminacdo por microrganismos. Apds esse processo, 0S residuos
foram moidos em moedor de carne industrial (CAF, modelo 22), homogeneizados,
acondicionados em sacos plasticos e armazenados em freezer a -18 °C. Todo o
procedimento foi realizado para ambas as visceras de cada espécie de pescado

analisado (Anexo).



29

3.2 Substrato

Foi utilizado como co-substrato na silagem biolégica, melago de cana-de-
acucar (MC), como fonte de carboidrato para induzir o crescimento das bactérias
lacticas, gentilmente cedido pela Usina SZo Fernando de Actcar e Alcool Ltda.,
localizada no municipio de Dourados, MS. Para a conservacao do melagco o mesmo
foi mantido a -18°C.

3.3 Silagembioldgica

As silagens bioldgicas foram preparadas em frasco Erlenmeyer de 500ml
cada, contendo 180g do residuo de pescado quando utilizado 20g de MC (10%) e
200g quando nao utilizado o MC (0%). Foram preparadas oito formulac¢des (A-H) sob
duas temperaturas distintas (30°C e 35°C), estas formulacdes utilizadas para as

silagens biol6gicas estéo representadas na Tabela 1.

Tabela 1. Formula¢des utilizadas nas silagens biologicas.

Composicao (g) Temperatura
Formulacdes
Vpac Vpin MC (°C)
A 200 - 0 30 -
B 180 - 20 30 -
C 200 - 0 - 35
D 180 - 20 - 35
E - 200 0 30 -
F - 180 20 30 -
G - 200 0 - 35
H - 180 20 - 35

Vpac: visceras de pacu; Vpin: visceras de pintado; MC: melago de cana-de-agucar.

Antes da inoculacdo das bactérias lacticas, os frascos foram submetidos ao
processo de pasteurizacdo a 98°C por 5 min. a fim de reduzir a carga microbiana
contida nos residuos. Para cada frasco no inicio de cada silagem, foi adicionado 6
ml de pré-cultura (Densidade Otica: DOggo = 6), de forma que a concentracéo de
inoculo no biorreator fosse 6% (v/p). ApGs o inoculo os biorreatores foram colocados
em camara incubadora para BOD (Marconi Incubadora MA 415) a 30°C e 35°C sem
agitacdo por um periodo de 5 dias.Pode-se observar as etapas do processamento

da silagem biolégica na Figura 1.
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Ao final de cada silagem, 25g de amostra foram coletadas assepticamente em
camara de fluxo laminar (FilterFlux) e submetidos para as andlises microbiologicas.
As demais amostras foram congeladas a -18°C para posteriores analises de

composi¢cado proximal e caracterizacdo dos perfis dos acidos graxos contidos nos
Oleos das silagens.
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Fonte: Roberto Araujo Bezerra.
Figura 1. Fluxograma operacional da silagem biolégica de pacu e pintado.

3.4 Microrganismos

Foram utilizadas sete diferentes linhagens bacterianas das seguintes
espécies: Lactobacillus rhamnosusNRRL B-442, Bifidobacterium longum NRRL B-
41409, Lactobacillus sakei NRRL B-1917, Lactobacillus brevis NRRL-B 4527,
Pediococcus acidilactici NRRL B-14958, Lactobacillus casei NRRL 1922 e
Leuconostoc lactis NRRL 3468 gentilmente cedidas por James Swezey, da Colecao

de Culturas ARS (NRRL), do Departamento de Agricultura dos EUA (USDA).
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Essas linhagens sdo caracterizadas por produzirem acido latico, o que
favorece no processo de silagem biolégica devido a diminuicdo do pH dos
substratos, inibindo o crescimento de bactérias dos géneros Staphylococcus,
Escherichia coli, Serratia, Enteorbacter, Citrosactu, Achromobacter e Pseudomonas,

além de conservar a silagem.

3.5 Preservacéo e preparo do inoculo

As linhagens foram recebidas na forma liofilizada, cultivadas em 100ml de
Caldo MRS (Man, Rogosa & Sharpe) até o fim da fase exponencial (reativagao).
Este meio contém (por litro): peptona, 10g; extrato de levedura, 4g; extrato de carne,
80; glicose, 20g; fosfato dipotassico, 2g; acetato de sodio trihidratado, 5g; citrato de
amonia, 2g; sulfato de magnésio heptahidratado; 0,2g, sulfato de manganés
tetrahidratado, 0,05g, sorbitano monooleato, 1g. Para o preparo do meio agar MRS
adicionou-se 15g de agar para cada litro de meio. Todos os componentes do meio
foram homogeneizados, ajustados a pH 6,7 e esterilizados em autoclave a 121°C
por 15 min.

Para o preparo dos experimentos, uma aliquotade cada bactéria latica,
cultivada no caldo MRS foi utilizada para inocular uma placa contendo agar MRS.
Apds o plagueamento, essas placas foram incubadas a 30°C por 48 h para o
crescimento das colbnias. Apos a incubacdo as placas contendo as colonias das
bactérias lacticas foram armazenadas a 8°C por um periodo de até 2 meses.

Apos o crescimento das colbnias na placa sobreagar MRS,com auxilio de
uma alca de platina foram transferidas para frascos erlenmeyer com 200 ml de caldo
MRS esterilizados. Os frascos depois de inoculados foram incubados em um
agitador orbital (200 rpm) a 30°C (Marconi Incubadora MA 415). Ao passar
aproximadamente 18 h de crescimento até atingir a densidade 6tica (DO)desejada
(DOegoo = 6),6 ml de meio cultivado (6%) foram transferidos para os frascos contendo
as visceras de peixepara a producao da silagem bioldgica.

Ao atingir a DOgpp = 6,uma aliquota de 25 ml do caldo MRS contendo as
células bacterianas, foram diluidas em Agua Peptonada Bacteriolégica e incubadas
em placas de petri, para quantificar a formacao de células de cada bactéria (UFC/q).
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3.6 Determinacdes microbioldgicas

Nas silagens foram realizadas as determinagc6es microbiologicas para bolores
e leveduras utilizando meios de cultura PDA (Potato Dextrose Agar), contagem total
de mesofilos aerdbios totais, utilizando meios de cultura PCA (Plate Count Agar) e
para bactérias lacticas, os meios de cultura MRS (Man, Rogosa & Sharpe) de acordo
com o proposto por Silvaet al., (2010).

As andlises desses microrganismos foram feitas a partir de unidades
analiticas para os ensaios gerais de quantificacdo, que compreendem a contagem
total de bolores e leveduras, mesofilos aerobios e bactérias lacteas.

Para a quantificacdo desses microrganismos foram realizadas diluicdes das
amostras de silagem em agua peptonada a 0,1% (H.Op), sendo 25g de amostra de
cada silagem para 225ml de H,Op. ApOs adicionada a amostra em agua peptonada,
foi feita a homogeneizacéo para facilitar a liberagdo dos microrganismos da amostra,
essa etapa se consistiu na primeira diluicdo (10).Foram preparados tubos de
ensaio contendo 9ml de H,Op a 0,1%. Uma aliquota de 1 ml foi transferida da
amostra homogeneizada (10™) para o primeiro tubo de ensaio, consistindo-se na
diluicdo de 102, e assim sucessivamente para as demais diluicdes até se completar
a diluicdo de 107. O esquema geral de andlise para contagem para bolores e
leveduras, mesdfilos aerdbios totais e bactérias lacteas em placas estédo descrito na
Figura 2.

O plaqueamento foi realizado nas diluicées de 10°, 10° e 107, foram feitas
em superficie (Spread Plate), no qual se consiste na transferéncia de 0,1ml do tubo
de ensaio para a placa de petri sob 0 meio de cultura, e com auxilio de uma alca de
Drigalskifoi espalhado o inoculo até que o liquido fosse absorvido pelo meio fundido
(Figura 2).

A técnica de plagueamento em superficie é considerada vantajosa sob alguns
aspectos, pois ndo expde 0s microrganismos ao calor do meio fundido, permite a
visualizacdo de caracteristicas morfologicas e diferenciais de colbnias, facilita a
transferéncia de col6nias, caso queira fazer isolamento de algum microrganismo,
permite a utilizacdo de meios que ndo podem ser fundidos depois de prontos e nao
exige gue 0s meios sejam translucidos, (SILVA et al., 2010).

Todas as placas contendo o inoculo dos microrganismos foram incubados em
BOD (Marconi Incubadora MA 415) de acordo com suas respectivas temperaturas

Otimas de crescimento e tempo (SILVAet al., 2010), respectivamente. Para bolores e
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leveduras foram incubadas por um periodo de 72 horas a 25°C, mesofilos aerdbios
totais foram incubados por um periodo de 48 horas a 35°C e para bactérias lacteas

foram incubadas também por um periodo de 48 horas a 30°C.

@iy Ty 10
Retirada de 25g
da amostra _ " Homogeneizagéo - =

Silagem Diluigdo em 225ml de ‘

Agua Peptonada - H,0p

1ml

l 102 10 104 10 10° 107

1ml

v

9ml
H,Op

Triplicata

Fonte: Roberto Araujo Bezerra.
Figura 2. Esquema geral de andlise para contagem de bolores e leveduras, mesdfilos

aerdbios totais e bactérias lacteas.

3.7 Afericéo de pH
Foram aferidos o pH das silagens na fase inicial e final do processo
fermentativo, foi utilizado potencidmetro digital (Hanna pH 21). Esse parametro

auxiliou como um indicador para avaliar a producao de acidos laticos.
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3.8 Determinacgdes quimicas (composi¢ao nutricional)

As determinac¢des da composicdo nutricional das silagens foram realizadas
com base na matéria seca, de acordo com os procedimentos da AOAC (1995). A
umidade foi determinada através do método gravimétrico em estufa a 105°C até
peso constante. O teor de proteina bruta foi determinado pelo método de micro-
Kjedahl e para determinar o teor de lipidios foi utilizado o método de Bligh Dyer.

3.9 Perfil de acidos graxos

Para a caracterizagdo de acidos graxos, extraiu-se o 6leo a partir do método
Bligh Dyer. Para a secagem dos solventes foi utilizado nitrogénio gasoso, para evitar
a oxidacao do oleo e sua possivel degradacao.

O perfil de acidos graxos foi determinado por meio de cromatografia gasosa
com espectro de massa acoplado, CG-MS, utilizando-se cromatografo Agillent,
modelo 7890A, equipado com coluna capilar HP- 5MS de 30m x 0,25mm x 0,25um e
gas hélio como gas de arraste na razao splitl:10. As analises foram realizadas com
temperatura de 180°C e taxa de aquecimento de 10°C/min até 300°C. A temperatura
do detector foi de 325°C e 300°C para o injetor, sendo a analise cromatografica
realizada em duplicata.

Para tal analise, as amostras foram transesterificadas de acordo com o
método proposto por Martins et al. (2012), utilizando HClI em metanol. Esse
procedimento de transesterificacdo consiste em reacdes organicas, onde um éster
transformado em outro através da troca do residuo alcoxila (GERIS et al., 2007).
Quando o éster original reage com um &lcool, o processo de transesterificacdo €
denominado alcodlise. Esta reacdo é reversivel e prossegue essencialmente
misturando os reagentes. Contudo, a presenca de um catalisador (acido ou base)
acelera consideravelmente esta conversdo, como também contribui para aumentar o
rendimento da mesma (GERIS et al., 2007).

Sendo assim foram pesados aproximadamente 0,009 mg de amostra de cada
Oleo e adicionados 2 ml de cloroformio. Em seguida, essa fracao lipidica contendo
cloroférmio foi submetida a secagem com nitrogénio gasoso e adicionados 500 uL
de &cido cloridrico a 5% em metanol, logo ap6s essa mistura foi incubada por um
periodo de 2 horas a 100 ° C. Depois da reacéo, 1,25 ml de agua foi adicionada a

temperatura ambiente e extraiu-se a FAME com 1,25 ml de hexano.



35

A identificacdo dos ésteres metilicos de &cidos graxos foi realizada por
comparacao do tempo de retencédo dos constituintes da amostra com uma mistura
constituida de 19 padrbes de ésteres metilicos de acidos graxos da Sigma e por
comparagao com os espectros de massa da biblioteca NISTMS Search 2.0, presente
no software do cromatografo Agilent. A quantificacdo foi efetuada em porcentagem

de area total de acidos graxos.

ARESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Pasteurizacao

Realizado o processo de pasteurizagdo pOde-se observar reducdo na carga
microbiana contida nas visceras no tempo zero, (antes da inoculacdo com bactérias
lacticas). Esse processo foi positivo para avaliar a competicido entre a espécie
inoculada e o0s microrganismos mesofilos presentes nos meios pasteurizados.
Testes de esterilizacdo dos substratos foram realizados, entretanto o produto se
liquefez perdendo a caracteristica de silagem biologica. Foram avaliados bactérias
lacticas (BAL), mesdfilos totais (MES) e fungos (FUN), respectivamente. A Figura
3apresenta o conteldo de microrganismos (bactérias lacticas e mesofilos aerdbios
totais)presentes na silagem biolégica anterior a pasteurizagdo. Nos substratos
pasteurizados nao foram encontradas unidades formadoras de colénia (UFC).

8.00E+02 -+
7.00E+02 -
6.00E+02 -
5.00E+02 -
4.00E+02 -~ Olog BAL
3.00E+02 - M log MES
2.00E+02 -

CONTAGEM (log UFC/g)

1.00E+02 -

0.00E+00 T . .
AC B,D E,G F,H

Figura 3. Contagem de microrganismos em UFC/g antes da inoculagdo sem pasteurizacéo,
correspondente a cada formulacdo: A (200 g/Vpac a 30°C), B (180 g/Vpac + 20 g/MC a
30°C), C (200 g/Vpac a 35°C), D (180 g/Vpac + 20 g/MC a 35° C), E (200 g/Vpin a 30°C), F
(180 g/Vpin + 20 g/MC a 30° C), G (200 g/Vpin a 35° C) e H (180 g/Vpin a 35°C).
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Observou-se maior concentracdo de bactérias lacticas e de mesdfilos
aerdbios totais nas visceras de pintado (E-F), predominando nas formulacdes
microrganismos mesofilos, quando comparados as bactérias lacticas. Nao houve
crescimento de fungos nas silagens com ou sem pasteurizacdo. Os mesofilos
apresentaram em média, concentracdes de 6,10x10° e 7,42x10° UFCIg,
respectivamente (Figura 1), e as bactérias lacticas nas concentracdes de 6,10x10% e
6,50x10% UFC/g.

4.2 Inoculo

A partir das silagens biolégicas de pacu e pintado previamente preparadas,
observou-se que o tempo estimado para alcancar a DOggp = 6, variou de 16-22h.
Feitas as diluicbes e incubadas, foi encontrado as seguintes valores para a
contagem de células das bactérias laticas: 7,25x10’, 4,68x10’, 1,69x10’, 8,74x10’,
4,1x10°, 6,17x10’ e 8,62x10" UFC/g paralLactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium
longum,Lactobacillus sakel, Lactobacillus brevis, Pediococcus
acidilactici,Leuconostoc lactis e Lactobacillus casei,respectivamente (Figura 4).

1.00E+08 -~
9.00E+07 -
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6.00E+07 -
5.00E+07 -
4.00E+07 - i Média
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2.00E+07 -
1.00E+07 - i
0.00E+00 - . : : : : :
Lr BI Ls Lb Pa LI Lc

Figura 4. Concentracdo do inéculoparaLr (Lactobacillus rhamnosus),Bl (Bifidobacterium
longum),Ls (Lactobacillus sakei), Lb (Lactobacillus brevis), Pa (Pediococcus acidilactici), LI
(Leuconostoc lactis) e Lc (Lactobacillus casei), (DOggo = 6).

Os valores distintos obtidos entre as espécies podem ter ocorrido em razao
de diferencas na morfologia das células, como um menor volume, que ndo puderam

ser determinadas por método espectrofotométrico, méetodo indireto de determinacéo
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da concentragao celular. Neste caso, apesar da DOgg = 6 ter sido a mesma, o0 maior
namero de células no meio liquido foi provavelmente responsével pelo maior nimero
de células detectado durante as contagens em placas.

Os resultados do presente estudo demonstraram semelhancas aos obtidos
por Borghesi (2004) em ensaios com Lactobacillus plantarum em silagem bioldgica,
0 mesmo obteve concentracéo celular de aproximadamente 10°, o que foi similar ao
encontrado neste estudo, embora com método diferente para preparacdo de seu

inoculo.

4.3 Cultivos

A Figura 5 apresenta a contagem de bactérias lacticas Lactobacillus
rhamnosus em meio MRS,enquanto a Figura 6 indica a contagem de mesoéfilos
aerdbios totais em meio PCA ap6s 5 dias de cultivo em diferentes meios

pasteurizados (A-H).
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Figura 5. Contagem de bactérias lacticas Lactobacillus rhamnosus(Lr) em meio MRS apos 5
dias de cultivo;(FA) Formulacdo A, (FB) Formulacdo B, (FC) Formulacdo C, (FD)
Formulacdo D, (FE) Formulacdo E, (FF) Formulacdo F, (FG) Formulacdo G e (FH)
Formulagao H.
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Figura 6. Contagem de microrganismos mesofilos aerdbios totais em UFC/g em meio PCA
ap6s 5 dias de cultivo com Lactobacillus rhamnosus(Lr); (FA) Formulacdo A, (FB)
Formulacdo B, (FC) Formulacdo C, (FD) Formulacdo D, (FE) Formulacdo E, (FF)
Formulacao F, (FG) Formulacéo G e (FH) Formulacdo H.

Pode-se observar que a concentracao final de L. rhamnosusfoi superior nos
meios contendo viscera de pintado a 30°C, em que o melaco influenciou no
crescimento celular. Ap6s comparar as Figuras 5 e 6, o resultado mostra que o meio
influenciou de igual maneira no crescimento de bactérias lacticas e microrganismos
mesofilos. A semelhanca no crescimento bacteriano pode ser também atribuida a
eficacia da pasteurizacdo do meio, visto que parece ndo haver crescimento
competitivo por microrganismos diferentes aos analisados neste estudo.

Este comportamento sucedeu-se de maneira geral também para os demais
microrganismos estudados. Na fermentacdo de pescados por bactérias lacticas a
multiplicacdo celular € influenciada pela quantidade e tipo de acucar utilizado.
Contudo a composicdo do material, a atividade de agua, o pH, a concentracdo de
NaCl e a temperatura também influenciam o processo (ADAMS et al., 1987).

As Figuras 7 e 8 indicam de maneira analoga 0s crescimentos de
Bifidobacterium longume de mesdfilos aerdbios totais nos meios MRS e PCA,
respectivamente.

Para B. longum observou-se que as formulacdes com visceras de pintado
apresentaram maior desempenho. Na presenc¢a de melago houve maior crescimento

independentemente da temperatura (Figuras 7 e 8). Contudo néao foi possivel
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avaliarqual a melhor temperatura, pois nao foi verificado se houve diferenca

expressiva entre os tratamentos.
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Figura 7. Contagem de bactérias lacticas Bifidobacterium longum(Bi) em meio MRS apés 5
dias de cultivo; (FA) Formulacdo A, (FB) Formulacdo B, (FC) Formulacdo C, (FD)
Formulacdo D, (FE) Formulacdo E, (FF) Formulacdo F, (FG) Formulagcdo G e (FH)
Formulacéo H.
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Figura 8. Contagem de microrganismos aerébios totais em meio PCA ap0s 5 dias de cultivo
com Bifidobacterium longum(Bi); (FA) Formulagcédo A, (FB) Formulacdo B, (FC) Formulagéo
C, (FD) Formulagéo D, (FE) Formulacao E, (FF) Formulacéo F, (FG) Formulacdo G e (FH)
Formulacéo H.
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A Figura 9 apresenta a contagem de bactérias lacticas Lactobacillus
sakeienquanto a Figura 10 indica a contagem de mesofilos aerdbios totais em
termos de UFC/g ap6és 5 dias de cultivo nas diferentes formulacdes (A-H).

Pela Figura 9 é possivel presumir que L. sakei cresce melhor também em
visceras de pintado e na presenca de melaco. Porém pela Figura 10 apenas o
melhor crescimento em visceras de pintado torna-se evidente. Observou-se que ao
comparar o crescimento de L. sakei com o de microrganismos mesofilos totais em
visceras de pintado existe pequena diferenca entre as formulacbes E e G em
relacdo as formulacdes F e H, o que poderia ser atribuida a questao da auséncia de
melaco nos dois primeiros. Isto pode favorecer o crescimento daqueles
microrganismos nao lacticos (ndo inoculados), apesar da concentracdo dos mesmos
ser bastante menor nos substratos pasteurizados (tempo zero). L. sakei é
frequentemente reportado como microrganismo predominante em processos
fermentativos (RANTSIOU et al., 2005), contudo, para os substratos carneos

estudados nédo apresentou os melhores resultados.
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Figura 9. Contagem de bactérias lacticas Lactobacillus sakei NRRL B-1917 (Ls) em meio
MRS ap6s 5 dias de cultivo; (FA) Formulagédo A, (FB) Formulagédo B, (FC) Formulacdo C,
(FD) Formulagéo D, (FE) Formulacédo E, (FF) Formulacdo F, (FG) Formulacdo G e (FH)
Formulacéo H.

CONTAGEM (UFC/g)




41

5.00E+10 -
4.50E+10 -
4.00E+10 -
3.50E+10 -
3.00E+10 -
2.50E+10 -
2.00E+10 -
1.50E+10 -
1.00E+10 -

CONTAGEM (UFC/g)

5.00E+09 -

T

L
i

|

0.00E+00 -
FA  FB  FC

-n
w)

F

m
m
ul
m
(9]
-
I

Figura 10. Contagem de microrganismos aerdbios totais em meio PCA apo6s 5 dias de
cultivo com Lactobacillus sakei(Ls); (FA) Formulacdo A, (FB) Formulacdo B, (FC)
Formulacdo C, (FD) Formulacdo D, (FE) Formulagdo E, (FF) Formulagdo F, (FG)
Formulacéo G e (FH) Formulagéo H.

A Figura 11 apresenta a contagem de bactérias lacticas Lactobacillus
brevisenquanto a Figura 12 indica a contagem de mesofilos aerdbios totais em

termos de UFC/g apés 5 dias de cultivo nas diferentes formulagfes (A-H).
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Figura 11. Contagem de bactérias lacticas Lactobacillus brevis(Lb) em meio RMS apés 5
dias de cultivo; (FA) Formulacdo A, (FB) Formulacdo B, (FC) Formulacdo C, (FD)
Formulacdo D, (FE) Formulacdo E, (FF) Formulagdo F, (FG) Formulacdo G e (FH)
Formulagéo H.
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Em cultivos com L. brevisobserva-se que o melhor crescimento continua
sendo em visceras de pintado. Entretanto este foi melhor na auséncia de melaco
(formulacdo G). Para esta bactéria a temperatura de 35°C foi a melhor para seu

crescimento.
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Figura 12. Contagem de microrganismos aerdbios totais em meio PCA apo6s 5 dias de
cultivo com Lactobacillus brevis NRRL-B 4527 (Lb); (FA) Formulacdo A, (FB) Formulagéo B,
(FC) Formulacdo C, (FD) Formulacdo D, (FE) Formulacdo E, (FF) Formulacdo F, (FG)
Formulacéo G e (FH) Formulagéo H.

As Figuras 13 e 14 indicam de maneira andloga os crescimentos de
Pediococcus acidilacticie o total de microrganismos presentes nos meios.

P. acidilactici apresentou comportamento bastante semelhante ao observado
para L. rhamnosus (Figuras 5 e 6): formulagbes & base de visceras de pintado e

melaco a 30°C favorecerem o crescimento desta bactéria.
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Figura 13. Contagem de bactérias lacticas Pediococcus acidilactici(Pa) em meio MRS apés
5 dias de cultivo; (FA) Formulacdo A, (FB) Formulacdo B, (FC) Formulacdo C, (FD)
Formulacdo D, (FE) Formulacdo E, (FF) Formulagdo F, (FG) Formulacdo G e (FH)
Formulacéo H.0

4.50E+09 -
4.00E+09 -

It

3.50E+09 -
3.00E+09 -
2.50E+09 -
2.00E+09 - M Pa
1.50E+09 -

CONTAGEM (UFC/g)

1.00E+09 -
5.00E+08 -

0.00E+00 -
FA FB FC FD FE FF FG FH

Figura 14. Contagem de microrganismos aerdbios totais em meio PCA apo6s 5 dias de
cultivo com Pediococcus acidilactici (Pa); (FA) Formulacdo A, (FB) Formulacdo B, (FC)
Formulacdo C, (FD) Formulacdo D, (FE) Formulacdo E, (FF) Formulacdo F, (FG)
Formulacéo G e (FH) Formulagéo H.

Ja as silagens realizadas contendo inoculo de Leuconostoc lactistambém
apresenta semelhanca no perfil de crescimento das bactérias laticas, visto que as
formulagbes contendo melaco verificou-se também um melhor crescimento dessa

bactéria (Figuras, 15 e 16).
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Em relagdo as bactérias laticas nessa silagem, observa que a presenca de
gordura presente nas visceras de pacu, inibiu o crescimento de Leuconostoc lactis,
mas que em visceras de pintado houve crescimento dessa bactéria.

Em meios PCA observou-se que houve crescimento microbiano nas visceras
de pacu, podendo afirmar que quando comparado com o0 meio MRS esse
crescimento ndo manteve ao observado em Leuconostoc lactis.

Nas visceras de pintado tanto em meio MRS quanto em PCA observou-se
similaridade nos perfis de crescimento desta bactéria. Com isso a presenca da
gordura contida em visceras de pacu, influenciou no metabolismo da bactéria lactica
inibindo o seu crescimento, ndo sendo favoravel o produto final da silagem bioldgica.
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Figura 15. Contagem de bactérias lacticas Leuconostoc lactis(Ll) em meio MRS apo6s 5 dias
de cultivo; (FA) Formulacéo A, (FB) Formulacéo B, (FC) Formulacéo C, (FD) Formulacéo D,
(FE) Formulacéo E, (FF) Formulacéo F, (FG) Formulacdo G e (FH) Formulagéo H.



45

1.80E+10 -
1.60E+10 - .
[
1.40E+10 - —
> —
O 1.20E+10 - [ | —
L L1 [ —
] [ ] [ h d
— 1.00E+10 - % == = =
E E4 BE @ Ba 2 =a
Q 800E+09 | &5 — S B B
e G o e e e e e
S 6.00E+09 | mmi mw o Ew Ew B me o
Q [ ] [ L 1 [ [ ] [ ] [ s
[ ] [ ] ] [ [ ] L 1 [
4.00E+09 | =m == =2 = = = = =
— N T T T B R B
200400 1 = = = = = = =
— A D S B B R B
000E+00 ____'___'___'_- : | : | : | T -_\
FA FB FC FD FE FF FG FH

Figura 16. Contagem de microrganismos mesdfilos aerdbios totais em meio PCA apds 5
dias de cultivo com Leuconostoc lactis(Ll); (FA) Formulacdo A, (FB) Formulacdo B, (FC)
Formulacdo C, (FD) Formulacdo D, (FE) Formulagdo E, (FF) Formulagdo F, (FG)
Formulacéo G e (FH) Formulagéo H.

Por ultimo foi avaliado outra bactéria latica (Lactobacillus casei), a fim de
mostrar neste presente estudo qual bactéria latica apresenta um melhor potencial
para producdo de silagem biologica, devido ao seu crescimento e
consequentemente a sua producao de acidos laticos (Figura 17 e 18).

Lactobacillus casei apresentou bom crescimento em visceras de pintado,
nao observado o0 mesmo crescimento em visceras de pacu. Ficou evidente para esta
bactéria que a presenca de gordura inibiu o seu crescimento. Pode-se observar que
o crescimento em mesofilos aerdbios totais foi semelhante ao meio para bactérias
laticas. Sendo assim, podemos afirmar que bactérias laticas crescem em meios
PCA.

Para os microrganismos mesofilos totais, a ordem de grandeza das
contagens foi semelhantes as observadas nas bactérias lacticas. Isto indica que as
bactérias lacticas forma predominantes, além de permaneceram viaveis apos 0s 5
dias de cultivo. Observou-se bom crescimento em grande parte dos meios
estudados, o que pode indicar sob as caracteristicas finais do produto obtido,
liquefeito.
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Figura 17. Contagem de bactérias lacticas Lactobacillus casei(Lc) em meio MRS apds 5
dias de cultivo; (FA) Formulacdo A, (FB) Formulacdo B, (FC) Formulacdo C, (FD)
Formulacdo D, (FE) Formulacdo E, (FF) Formulagdo F, (FG) Formulacdo G e (FH)
Formulagéo H.
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Figura 18. Contagem de microrganismos mesdfilos aerdbios totais em meio PCA apés 5
dias de cultivo com Lactobacillus casei(Lc); (FA) Formulagéo A, (FB) Formulacdo B, (FC)
Formulacdo C, (FD) Formulacdo D, (FE) Formulacdo E, (FF) Formulacdo F, (FG)
Formulacao G e (FH) Formulacéo H.

A principal caracteristica do processo de silagem, cuja intensidade variou em
funcdo da presengca ou ndo da concentracdo de melaco, foi verificada nestas
silagens. Outras caracteristicas importantes observadas foram a liquefacdo completa

do meio sélido e a formacéo intensa de bolhas devido a producéo de COs..
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Nas formula¢gBes correspondentes com visceras de pacu, embora tenha
havido menor crescimento, ndo ocorreu a formagcdo de odores, haja vista que a
gordura das visceras deste peixe conservou o produto final.

Contudo, nas formulagdes E (viscera de pintado, auséncia de melacgo, 30°C) e
G (visceras de pintado, auséncia de melaco, 35°C), obtiveram essa formacédo de
bolhas.

4.4 Composigaonutricional
Na Tabela 2 estdo representados os valores iniciais e finais (apéds 5 dias de
cultivo) da afericdo de pH na silagem bioldgica.

Tabela 2. Afericdo de pH inicial (tempo zero) e final (apds cinco dias de fermentagdo) nas
silagens biolégicas com Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium longum, Lactobacillus
sakei, Lactobacillus brevis, Pediococcus acidilactici, Leuconostoc lactis e Lactobacillus
casei.

Afericdo de pH

Bactérias laticas

F Tz Lr Bl Ls Lb Pa LI Lc

Inicial | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final

A 681 6,19 581 6,07 525 61 524 582 501 578 544 552 51 59 524
B 6,44 58 403 577 4,18 565 4,13 537 407 528 436 535 466 551 415
C 6,79 6,21 609 6,16 576 611 576 578 486 574 538 553 512 589 557
D 641 586 397 575 409 57 425 535 414 533 425 536 457 553 4,19
E 7 546 705 549 601 538 682 561 635 555 689 571 645 552 6,63
F 6,92 552 446 554 44 55 44 569 421 571 416 57 411 561 43
G 702 546 72 557 598 543 704 559 615 55 703 573 6,38 553 6,7

H 694 554 438 558 436 552 445 572 41 568 409 57 406 563 4,23

F: formulacdo; Tz: tempo zero; Lr: Lactobacillus rhamnosus; Bl: Bifidobacterium longum; Ls:
Lactobacillus sakei; Lb: Lactobacillus brevis; Pa: Pediococcus acidilactici; LI: Leuconostoc
lactis e Lc: Lactobacillus casei.

A preservacdo do material ensilado € verificada pela redugcdo do pH, que é
produzido pela acdo das bactérias lacticas com o meio formando alguns &cidos
organicos, como o acido latico. Essa reducdo previne contra a acao de
microrganismos contaminantes, além de propiciar a acdo de enzimas naturalmente

presentes nas visceras que sao responsaveis pela hidrolise proteica, (KOMPIANG,
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1981; NUNES, 1999; RIVERO e VIANA, 1996; TATTERSON e WINDSOR, 1974;
VIZCARRA-MAGANA et al., 1999; ZAHAR et al., 2002).

Independente do periodo de armazenamento da silagem, recomenda-se a
afericdo do pH nos substratos, para monitoramento do produto. No caso de uma
silagem bioldgica, € possivel verificar se a bactéria inoculada esta metabolizando os
substratos e produzindo acidos organicos, pela determinacdo do pH. Caso contrario,
se 0 pH néo estiver em declinio, mas sim aumentando, pode indicar que as células
bacterianas estdo morrendo, caracterizando assim a deterioracédo da silagem.

Quanto ao teor de umidade pode-se percebergrande diferenca quando
comparado as duas visceras. (Tabela3). Alguns autores recomendam a parcial
desidratacdo da silagem por meio da adicdo de outros produtos ou subprodutos,
como por exemplo, farelo de soja (FAGBENRO, 1994; FAGBENRO et al., 1995a;
FAGBENRO e BELLO-OLUSOJI, 1997; VIDOTTI, 2001). A mistura da silagem de
pescado com o farelo de soja vem obtendo melhores resultados em experimentos de
desempenho e digestibilidade com diversas espécies de peixes, (BORGHESIet al.,
2008).

Para Borghesi et al., (2008) a realizacdo de uma “co-secagem” da silagem,
ajuda a diminuir o teor de umidade e melhorar as possiveis limitacdes no perfil de
aminoacidos, ou seja, se o perfil de aminoacidos em uma silagem bioldgica estiver
baixo, por exemplo,o triptofano, a reposicédo pode ser pela adicdo do farelo de soja,
qgue além de ajudar na desidratacao da silagem favorece no perfil de aminoéacidos.

Assim como a utilizacdo do farelo de soja, pode ser proposta também uma
mistura com outro tipo de farelo vegetal, como o arroz, quirela de milho, farelo de
trigo, ou até mesmo farelo de residuos de frutos, desde que feito andlises da
composicao desses farelos antes da mistura.

Os valores médios para o teor de umidade nas visceras de pacu
corresponderam aproximadamente a 39%, enquanto os teores de umidade das
visceras de pintado corresponderam a 70%, ou seja, podemos afirmar que o teor de
umidade encontrada nas visceras de pintado em relacdo a de pacu corresponderam
em media 32% a mais.

Essa diferenca no teor de umidade j& era esperada, visto que a quantidade de
agua utilizada no momento do esviceramento pelo frigorifico de ambas as visceras,
eram a mesma. Entretanto no momento de obtencéo das visceras no frigorifico, as

de pintado continham uma maior quantidade de agua quando comparadas com a de
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pacu.Esse fato pode estar relacionado com o elevado teor de gordura encontrado

em visceras de pacu.

Tabela 3.Teor de umidade no tempo zero dos substratos e nas silagens bioldgicas no (Tz)
tempo zero e com (Lr) Lactobacillus rhamnosus, (BI) Bifidobacterium longum, (Ls)
Lactobacillus sakei, (Lb) Lactobacillus brevis, (Pa) Pediococcus acidilactici, (LI) Leuconostoc
lactis e (Lc) Lactobacillus casei.

Percentual (%) de Umidade

Formulacdes Tz Lr Bl Ls Lb Pa LI Lc
A 29,09 | 46,89 | 61,80 | 45,21 | 36,87 | 31,56 | 32,37 | 36,87
B 32,71 | 42,08 | 55,95 | 47,49 | 43,97 | 20,66 | 31,67 | 31,67
C 29,09 | 45,75 | 32,09 | 50,54 | 41,83 | 30,73 | 30,00 | 30,73
D 32,71 | 40,72 | 51,41 | 46,45 | 38,39 | 29,53 | 33,90 | 38,39
E 74,53 | 78,82 | 70,45 | 76,01 | 73,14 | 72,64 | 68,26 | 70,45
F 69,30 | 72,66 | 66,24 | 70,63 | 68,24 | 71,00 | 68,62 | 66,24
G 74,53 | 83,18 | 71,65 | 80,05 | 75,00 | 74,16 | 63,82 | 67,50
H 69,30 | 68,86 | 66,11 | 66,88 | 68,63 | 67,94 | 67,31 | 68,00

Neste estudo os teores de umidades obtidos em visceras de pintado nas
formulagbes F e H, foram semelhantes aos encontrados por Vazquezet al., (2011)
em visceras de peixe espada, raia e tubardo, 66%, 67% e 64% respectivamente.

Quanto ao teor proteico, alguns autores relatam que a silagem possui elevado
potencial para a utilizagdo na aquicultura, devido sua semelhanca com a matéria-
prima, fornecendo proteina de boa qualidade, alta digestibilidade e de baixo custo
(HONCZARYK; MAEDA, 1998; VIDOTTI, 2001; VIDOTTI et al., 2003). Entretanto,
segunda Sales (1995), quando as proteinas sdo expostas a lipidios peroxidados,
podem-se complexar com proteinas por meio de associacbes e/ou ligacdes de
hidrogénio, causando perda do valor nutritivo.

ATabela 4 apresenta os valores de proteina bruta (PB) das diversas silagens
de visceras de pacu e pintado. As silagens de visceras de pacu apresentaram
aproximadamente 22% de PB, enquanto a de pintado apresentou 50% de PB.

As silagens biologicas podem ser utilizadas na alimentacdo de diversos
animais. Trabalhando com suinos Sales (1995) avaliou diferentes concentracfes de
silagem de peixe na racao: 5%, 10% e 15%, e os resultados demonstraram que o
nivel ideal de complementacdo com a silagem para a obtencdo de maior valor
nutricional foram as dietas contendo 5% de silagem de peixe para 0S suinos nas

fases de crescimento e terminagao.
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Borghesi (2004) avaliou trés tipos de silagem: acida, enzimética e bioldgica.
Os maiores teores de PB foram encontrados a silagem enzimatica (54,50%), e acida
(54,25%) e por ultimo na silagem biologica (33%). Segundo o autor essa diminui¢ao
do teor proteico da silagem biolégica ocorreu devido a adicdo do melaco, a uma

diluicdo do sistema, pela incorporacdo de umidade e sélidos.

Tabela 4. Teor de proteina bruta no (Tz) tempo zero dos substratos e nas silagens
biol6gicas com (Lr) Lactobacillus rhamnosus, (Bl) Bifidobacterium longum, (Ls) Lactobacillus
sakei, (Lb) Lactobacillus brevis, (Pa) Pediococcus acidilactici, (LI) Leuconostoc lactis e (Lc)
Lactobacillus casei.

Percentual de Proteina Bruta (PB)

FormulagGes Tz Lr BI Ls Lb Pa LI Lc
A 11,93 | 25,09 | 20,39 | 21,59 | 22,51 | 19,39 | 18,60 | 19,80
B 11,91 | 20,00 | 12,95 | 17,68 | 18,19 | 20,35 | 24,86 | 22,60
C 11,93 | 24,62 | 21,69 | 27,20 | 30,06 | 29,78 | 26,96 | 30,75
D 11,91 | 23,56 | 24,05 | 20,10 | 34,07 | 38,33 | 35,26 | 25,94
E 63,32 | 54,88 | 49,92 | 62,24 | 71,00 | 63,07 | 64,01 | 52,75
F 50,86 | 40,89 | 40,98 | 43,68 | 36,84 | 57,64 | 55,25 | 49,05
G 63,32 | 39,13 | 48,66 | 63,67 | 52,46 | 63,85 | 59,25 | 55,08
H 50,86 | 44,51 | 42,78 | 33,05 | 31,00 | 33,81 | 39,35 | 45,47

Quanto ao teor lipidico foi encontrado um alto nas visceras de pacu,
chegando a uma média aproximada de 50% enquanto que nas visceras de pintado
foi encontrada uma média de 27%.

Segura (2012) descreve sobre o rendimento de 6leo que obteve nas visceras
de pacu, truta arco-iris e curimbata, 42,53%, 27,58% e 13,75%, respectivamente.

Em um estudo com silagem biolégica de Tilapia do Nilo utilizando
Lactobacillus plantarum, foi obtido valores bem abaixo do que os encontrados nas
visceras de pacu e pintado, Borghesi (2004) obteve teor lipidico de 12,25%.As
visceras representam entre 7% e 15% do peso corporal dos peixes, e estdo
compostas por até 45% de lipidios de armazenamento (6leo) (SANTOS et al., 2010).

Um fator importante sobre a deterioragdo da qualidade das silagens
armazenadas por longos periodos é o processo de oxidagao lipidica, processo pelo
qual resulta em alteracdes de sabor, cor, textura, valor nutricional e producdo de
componentes toxicos (SALES, 1995; FAO, 1997).

Na Tabela 5 a alta concentracéo de lipidios nas visceras de pacu, o0 que pode
ndo ser um produto final com alto valor nutricional e também néo ser recomendado

para utilizacdo em ragdes. Sendo assim a extracdo de 6leo, antes do processo de
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silagem poderia ser uma alternativa para reducdo do teor lipidico. Além disso,
quando comparado ao crescimento em visceras de pintado (com menor teor de

gordura), percebeu-se um menor crescimento das bactérias lacticas (Figuras 5-18).

Tabela 5. Teor de lipidios no (Tz) tempo zero dos substratos e nas silagens biol6gicas com
(Lr) Lactobacillus rhamnosus, (Bl) Bifidobacterium longum, (Ls) Lactobacillus sakei, (Lb)
Lactobacillus brevis, (Pa) Pediococcus acidilactici, (LI) Leuconostoc lactis e (Lc)
Lactobacillus casei.

Percentual (%) de Lipidios

Formulagao Tz Lr BI Ls Lb Pa LI Lc
A 49,05 | 49,97 | 51,93 | 47,96 | 49,44 | 50,59 | 50,38 | 50,96
B 49,88 | 42,98 | 47,39 | 54,84 | 46,39 | 4596 | 4592 | 46,52
C 49,05 | 58,24 | 55,30 | 49,70 | 53,06 | 54,97 | 53,36 | 54,06
D 49,88 | 51,16 | 48,83 | 56,09 | 48,47 | 49,19 | 47,90 | 47,98
E 29,06 | 33,73 | 28,90 | 27,84 | 22,91 | 21,37 | 28,05 | 27,90
F 17,69 | 26,34 | 25,00 | 26,28 | 27,58 | 18,53 | 25,41 | 23,12
G 29,06 | 37,33 | 29,87 | 28,69 | 25,18 | 22,39 | 29,22 | 30,32
H 17,69 | 29,79 | 30,71 | 32,10 | 26,36 | 30,68 | 28,15 | 29,70

Alguns autores citam que esta fracao interfere na qualidade da silagem, pois
como os acidos graxos que constituem a fracdo lipidica do pescado séo
predominantemente insaturados, estes podem oxidar facilmente, resultando em
alteragbes de sabor, cor, textura, valor nutricional, além de serem considerados
potenciais produtores de componentes toxicos (FAO, 1997; RAAeGILDBERG, 1982;
SALES, 1995). O processo oxidativo pode ser acelerado se a silagem de pescado
estiver em contato com a luz e o ar (FAO, 1997).

Nelson e Cox (2000) relatam que oxidacdo de lipidios pode causar a
formacdo de peroxidos que podem complexar as proteinas por meio de ligacdes
fisicas e covalentes. Essas ligacdes covalentes entre produtos oxidados e proteinas
podem romper as ligagbes peptidicas e desestruturar aminoacidos como o
triptofano, oxidar metionina e ligar a lisina a outros compostos tornando estes
aminoacidos indisponiveis (SALES, 1995).

Pode-se observar que a composicdo proximal variou de uma espécie de
pescado para outra e até entre a mesma espécie. Isso esta correlacionado a época
do ano, tipo de alimentagcdo, grau de maturacdo gonadal e sexo. Como a
composicdo da silagem é muito semelhante a matéria-prima, o valor nutricional da

silagem também varia, segundo os fatores citados.
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Conforme Oetterer (1999) o valor nutricional da silagem estd na elevada
digestibilidade proteica que deve ser preservada, evitando-se armazenamento
prolongado e, portanto, hidrolise excessiva.Ja Kompiang (1981) afirma que o
aumento no tempo de armazenamento diminui a eficiénciade conversao, sendo o
valor nutricional afetado negativamente. Assim como h& relacdo direta entreo
escurecimento provocado por reacdes dos lipidios e a perda do valor nutritivo. Outro
fatorimportante na deterioracdo da qualidade das silagens armazenadas por longos
periodos € o processode oxidacao lipidica, resultando em alteracdes de sabor, cor,
textura e valor nutricional, além daproducdo de componentes toxicos.

Em relagdo as proteinas expostas a lipidios peroxidados,
porcaoconsideravel desses, complexa-se com proteinas mediante associa¢des e/ou

ligacdes de hidrogéniocausando perda do valor nutritivo (SALES, 1995).

4.5 Perfil de acidos graxos

O consumo de 6leo de peixe como complemento alimentar seria uma das
principais ferramentas para equilibrar a relagdo entre acidos graxos n-3 e n-6 no
organismo. Além disso, o Oleo de peixe, para que esteja apto para o consumo deve
ser submetido a adequados processos de purificacdo (MORAIS et al., 2001).

Carrero et al. (2005), relata que a procura de fontes e técnicas potencialmente
adequadas de producdo de AGPI n-3 a partir dos produtos e subprodutos da
aguicultura € uma area de interesse que vem crescendo cada vez mais. Sendo
assim o desenvolvimento de métodos para reutilizacdo dos residuos de piscicultura
apresenta-se como uma alternativa na busca por esses 6leos, considerando o
crescente desenvolvimento que a aquicultura no Brasil.

A Tabela 6 apresenta a composicdo em acidos graxos em porcentagem
relativa ao Oleo bruto das visceras de pacu e pintado no tempo zero com
pasteurizagdo, juntamente com o somatorio de acido graxos poli-insaturados (AGPI),
monoinsaturados (AGMI) e saturados (AGS). Os acidos graxos que apresentaram
concentracfes abaixo de 1% né&o foram considerados nesse estudo. Seu somatorio
foi identificado como “outros” acidos graxos.

No entanto,foi encontrado total de 7diferentes acidos graxos no 6leo bruto de
visceras de pacu e 10 no 6leo bruto de visceras de pintado. Neste caso, devido as
amostras serem referentes ao tempo inicial (tempo zero), as formulacées A e C sdo

iguais, assimcomoBeD,EeG,eFeH.
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Nas formulacdes A e C (visceras de pacu) houve predominancia dos acidos
graxos oléico (C18:1n-9), pentadecandico (C15:0) e esteérico (C18:0), com teores
meédios de 43,25%, 28,58% e 15,32, respectivamente. Ja nas formulacbes B e D
(visceras de pacu), observou-se a predominancia de acidos graxos vacénico
(C18:1n-7), pentadecandico (C15:0) e estearico (C18:0) com teores médios de
48,09%, 27,92% e 15,11%, respectivamente.

Quando comparados com as Vvisceras de pintado,observou-se uma
quantidade maior de acidos graxos, onde nas formulacbes E e G (visceras de
pintado) houve a predominéncia nos acidos graxos vacénico (C18:1n-7), palmitico
(C16:0) e linoléico (C18:2n-6) com teores médios de 36,11%, 23,64% e 15,78%,
respectivamente. Para as formulacfes F e H, a predominancia dos acidos graxos foi
semelhante as formulacdes anteriores, sendo que 0s maiores valores foram obtidos
com vacénico (C18:1n-7), palmitico (C16:0) e estearico (C18:0), com teores médios
de 45,59%, 23,06% e 10,29%, respectivamente.

Tabela 6. Composicdo em 4cidos graxos do 6leo bruto das visceras de pacu e pintado com
as formulacdes no tempo zero e com pasteurizacao.
Tempo Zero Com Pasteurizacao

& 4 Formulacdes (%)

Acidos graxos A B C D E = G H
C14:.0 - - - - - - - -
C15:0 28,58 27,92 28,58 27,92 - - - -
C16:0 - - - - 23,65 23,06 23,65 23,06

C16:1n-7 3,58 3,29 3,58 3,29 2,28 2,79 2,28 2,79
C17:3n-3 - - - - - - - -
C18:0 15,32 15,12 15,32 15,12 10,93 10,29 10,93 10,29
C18:1n-7 2,96 - 2,96 - - - - -
C18:1n-9 43,25 48,09 43,25 48,09 36,11 45,60 36,11 45,60
C18:2n-6 1,49 1,75 1,49 1,75 15,79 4,50 15,79 4,50
C20:1n-9 2,01 1,90 2,01 1,90 1,88 2,05 1,88 2,05
C20:2n-6 - - - - - - - -
C20:3n-3 - - - - 1,32 1,46 1,32 1,46
C20:4n-6 - - - - 1,08 - 1,08 -
C20:5n-3 - - - - - 3,61 - 3,61
C22:6n-3 - - - - 2,09 - 2,09 -
Outros 2,79 1,92 2,79 1,92 4,88 6,64 4,88 6,64
AGS 43,91 43,04 43,91 43,04 34,57 33,36 34,57 33,36
AGMI 51,81 53,28 51,81 53,28 40,27 50,44 40,27 50,44
AGPI 1,49 1,75 1,49 1,75 20,27 9,57 20,27 9,57

A, B, C, D, E, F, G, H: formulacdes conforme a Tabela 1; C14:0: acido miristico; C15:0:
acido pentadecandico; C16:0: acido palmitico; C16:1n-7: acido palmitoléico; C17:3n-3: acido
heptadecatriendico; C18:0: acido estearico; C18:1n-7: &cido vacénico; C18:1n-9: &cido
oléico; C18:2n-6: &cido linoleico; C18:3n-3: &cido linolénico; C20:1n-9: acido gonddico;
C20:2n-6: &cido eicosadiendico; C20:3n-3: acido eicosatriendico; C20:4n-6: acido
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araquidénico; C20:5n-3: &cido timnodbnico; C22:6n-3: 4cido cervonico; AGMI: acido graxo
monoinsaturado; AGPI: cido graxo poli-insaturado; AGS: acido graxo saturado

A partir da composicado dos acidos graxos do tempo zero (visceras de pacu e
pintado), pode-se comparar com a composi¢cdo de acidos graxos de cada bactéria
latica utilizada nas silagens. Na obtencdo da silagem bioldgica com Lactobacillus
rhamnosus, pode-se observar mesmo comportamento nos &cidos graxos poli-
insaturados nas visceras de pacu comparado com Bifidobacterium longum, onde
houve também aumento desses acidos graxos em aproximadamente 25% (Tabela
7). Esse aumento também pode ter ocorrido pela acdo das enzimas dessaturases e
elongases ja mencionadas anteriormente.

Nas formulacdes A e C (visceras de pacu) houve predominancia nos acidos
graxos oléico (C18:1n-9), palmitico (C16:0) e estearico (C18:0) com teores meédios
de 42,53%, 22,66% e 16,5%, respectivamente. Contudo nas demais formulacdes
(tanto nas visceras de pacu quanto nas de pintado) foi observado essa ordem de
predominéancia desses acidos graxos.

Foi observado que os acidos graxos saturados e os insaturados desta silagem
com Lactobacillus rhamnosus, também foram reduzidos comparados a composicéo

do 6leo bruto de ambas as visceras.

Tabela 7.Composicdo em acidos graxos dos 6leos obtidos nas silagens bioldégicas com
Lactobacillus rhamnosus.

Lactobacillus rhamnosus

Agidas graxas Formulacdes %

A B C D E F G H
C14.0 2,29 1,83 1,69 2,12 - 1,37 - 1,40
C15:.0 - - - - - - - -
C16:0 21,37 22,35 23,95 23,48 25,60 17,53 19,98 16,94
C16:1n-7 - 4,96 4,18 5,04 2,83 4,29 4,06 4,19
C17:3n-3 - - - - - - - -
C18:0 15,32 14,61 17,68 15,72 13,38 10,74 10,61 10,39
C18:1n-7 - - - - - - - -
C18:1n-9 44,03 42,55 41,04 41,31 41,28 30,53 37,81 29,93
C18:2n-6 5,35 8,15 6,41 6,07 5,32 14,50 7,81 15,24
C20:1n-9 3,56 2,26 2,47 2,52 1,50 3,76 2,85 3,30
C20:2n-6 - - - - - - - -
C20:3n-3 - - - - - 3,13 1,71 3,55
C20:4n-6 - - - - - 1,53 1,34 2,02
C20:5n-3 - - - - - - - -
C22:6n-3 - - - - - 2,32 1,99 2,88
Outros 8,08 3,28 2,58 3,73 10,09 10,30 11,83 10,16
AGS 38,98 38,80 43,32 41,33 38,98 29,64 30,59 28,73
AGMI 47,59 49,78 47,69 48,87 45,61 38,58 44,72 37,42
AGPI 5,35 8,15 6,41 6,07 5,32 21,48 12,86 23,69
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A, B, C, D, E, F, G, H: formulacdes conforme a Tabela 1; C14:0: acido miristico; C15:0:
acido pentadecandico; C16:0: acido palmitico; C16:1n-7: acido palmitoléico; C17:3n-3: acido
heptadecatriendico; C18:0: acido estearico; C18:1n-7: &cido vacénico; C18:1n-9: &cido
oléico; C18:2n-6: &cido linoleico; C18:3n-3: &cido linolénico; C20:1n-9: acido gonddico;
C20:2n-6: acido eicosadiendico; C20:3n-3: &acido eicosatriendico; C20:4n-6: &cido
araquidénico; C20:5n-3: acido timnodbnico; C22:6n-3: acido cervbnico; AGMI: acido graxo
monoinsaturado; AGPI: acido graxo poli-insaturado; AGS: acido graxo saturado

Na silagem biologica com Bifidobacterium longum, a composicdo em acidos
graxos encontra-se na Tabela 8.Quando comparado o tempo zero com as silagens
bioldgicas ficou evidente que acidos graxos de cadeia longa ndo ocorreram nas
formulagBes com visceras de pacu.

Nas silagens com visceras de pacu utilizando Bifidobacterium longum, houve
predominancia dos acidos graxos oléico (C18:1n-9), palmitico (C16:0) e estearico
(C18:0) nas formulagdes A e C, com teores medios de 39,71%, 24,81% e 14,94%,
respectivamente. O mesmo foi observado nas formulacdes B e D, 36,38%, 21,08% e
14,36%, respectivamente. As formulacbes E, F, G e H apresentaram a mesma
meédia porcentuais de acidos graxos com B. longum.

Segura (2012) encontrou na composicdo do 6leo de pacu o acido graxo
palmitico (C16:0) sendo representado aproximadamente por 25,84% de sua
composicdo, o que é similar ao encontrado nas silagens biolégicas do presente
estudo (23,39%).

Nesse mesmo trabalho, Segura (2012) descreveu sobre o acido graxo
esteérico (C18:0) também encontrados em pacu, totalizando em média 10% da sua
composi¢cdo. Quando comparado com o valor encontrado neste estudo, verificou-se
que os mesmo foram proximos para esta silagem (14,94%).

Os acidos graxos saturados encontrados nesta silagem foram semelhantes ao
encontrado na composicdo do o6leo bruto obtido em ambas as visceras (Tabela 6).
Para os acidos graxos poli-insaturados, nas visceras de pacu houve aumento de
24% em sua composicdo quando comparado ao tempo zero devidodo aumento do
namero de insaturagcdes dos acidos graxos monoinsaturados. Contudo, ndo houve
alteracdo nas saturacdes dos acidos graxos saturados. Perini et al. (2010) relatam
em seu trabalho sobre a acdo de enzimas como as dessaturases que atuam
oxidando dois carbonos da cadeia com formacao de duplas ligagdes, o que pode ter

ocorrido neste aumento do acidos graxos poli-insaturados.
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Tabela 8.Composicdo em acidos graxos dos Oleos obtidos nas silagens bioldgicas com
Bifidobacterium longum.

Bifidobacterium longum

feldles s Formulacdes %
A B C D E F G H
C14:.0 2,44 2,10 2,21 2,08 1,48 1,44 1,34 1,67
C15:.0 - - - - - - - -
C16:0 27,25 22,27 22,37 19,89 16,82 19,23 18,70 17,89
C16:1n-7 5,57 5,14 - 5,19 - 4,70 4,58 -
C17:3n-3 - - - - - - - -
C18:0 15,08 15,13 14,80 13,58 10,22 11,49 11,52 10,94
C18:1n-7 - - - - - - - -
C18:1n-9 36,08 36,84 43,34 35,92 35,46 30,40 35,20 38,70
C18:2n-6 7,12 8,72 3,88 7,03 5,87 15,74 9,94 6,61
C20:1n-9 1,49 2,77 2,96 2,82 3,26 2,91 3,15 3,51
C20:2n-6 - - - - 1,50 - - -
C20:3n-3 - - - - - 1,70 1,19 1,86
C20:4n-6 - - - - 1,84 1,27 - 1,39
C20:5n-3 - - - - 1,26 1,25 - -
C22:6n-3 - - - - 2,86 - - 1,97
Outros 4,97 7,02 10,44 13,48 19,42 9,88 14,38 15,45
AGS 44,77 39,50 39,38 35,56 28,52 32,15 31,56 30,50
AGMI 43,14 44,75 46,30 43,93 38,72 38,00 42,93 42,22
AGPI 7,12 8,72 3,88 7,03 13,33 19,96 11,13 11,83

A, B, C, D, E, F, G, H: formulacdes conforme a Tabela 1; C14:0: acido miristico; C15:0:
acido pentadecanoico; C16:0: acido palmitico; C16:1n-7: 4cido palmitoléico; C17:3n-3: acido
heptadecatriendico; C18:0: &cido esteérico; C18:1n-7: acido vacénico; C18:1n-9: &cido
oléico; C18:2n-6: &cido linoleico; C18:3n-3: &cido linolénico; C20:1n-9: acido gonddico;
C20:2n-6: &cido eicosadiendico; C20:3n-3: acido eicosatriendico; C20:4n-6: acido
araquidénico; C20:5n-3: &cido timnodénico; C22:6n-3: 4cido cervonico; AGMI: acido graxo
monoinsaturado; AGPI: acido graxo poli-insaturado; AGS: acido graxo saturado

Silagens bioldgicas inoculadas com Lactobacillus sakei (Tabela 9), foram
semelhantes das silagens inoculadas com Lactobacillus casei (Tabela 13) na
composicao dos acidos graxos.

A mesma predominancia na composicdo dos acidos foi observada. Neste
caso, 0 que menos se representou foi 0 acido miristico (C14:0), com teor médio de
2,29% para os encontrados nas visceras de pacu e 1,31% nas visceras de pintado.
O acido miristico € um &cido saturado que comumente encontrado em noz-moscada,
manteiga e 0leo de palma. Neste caso o0 mesmo fora encontrado em visceras de

pacu e pintado.
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Tabela 9. Composicdo em acidos graxos dos 6leos obtidos nas silagens biolégicas com
Lactobacillus sakei.

Lactobacillus sakei

feldles s Formulacdes %

A B C D E F G H
C14.0 2,28 2,12 2,40 2,38 1,48 1,47 1,14 1,13
C15:0 - - - - - - - -
C16:.0 21,03 21,80 21,84 22,94 19,93 18,85 23,94 18,81
C16:1n-7 6,08 5,63 6,20 5,90 4,66 4,70 3,87 4,04
C17:3n-3 - - - - - - - -
C18:.0 13,77 15,11 15,19 15,78 12,07 11,50 13,65 11,59
C18:1n-7 - - - - - - - -
C18:1n-9 42,12 41,96 38,78 42,41 28,95 47,20 35,17 30,52
C18:2n-6 3,92 3,88 3,09 - 15,53 - 12,29 14,57
C20:1n-9 3,63 2,92 3,69 3,13 3,22 3,54 2,42 3,34
C20:2n-6 - - - - - - - -
C20:3n-3 - - - - 1,67 3,07 - 1,79
C20:4n-6 - - - - - 1,47 - 1,46
C20:5n-3 - - - - - 2,07 - -
C22:6n-3 - - - - - - - -
Outros 7,18 6,58 8,81 7,46 12,48 6,12 7,51 12,76
AGS 37,08 39,03 39,43 41,10 33,48 31,82 38,74 31,53
AGMI 51,82 50,50 48,67 51,45 36,84 55,45 41,46 37,90
AGPI 3,92 3,88 3,09 0,00 17,20 6,61 12,29 17,81

A, B, C, D, E, F, G, H: formulacdes conforme a Tabela 1; C14:0: acido miristico; C15:0:
acido pentadecanoico; C16:0: acido palmitico; C16:1n-7: 4cido palmitoléico; C17:3n-3: acido
heptadecatriendico; C18:0: &cido esteérico; C18:1n-7: acido vacénico; C18:1n-9: &cido
oléico; C18:2n-6: &cido linoleico; C18:3n-3: &cido linolénico; C20:1n-9: acido gonddico;
C20:2n-6: &cido eicosadiendico; C20:3n-3: acido eicosatriendico; C20:4n-6: acido
araquidénico; C20:5n-3: &cido timnodénico; C22:6n-3: 4cido cervonico; AGMI: acido graxo
monoinsaturado; AGPI: acido graxo poli-insaturado; AGS: acido graxo saturado

Ja na Tabela 10, esta demonstrada a composicdo dos acidos graxos
encontrados nos Oleos da silagem utilizadas com Lactobacillus brevis. Nas visceras
de pacu observou-se uma Uunica similaridade na composi¢do dos acidos graxos nas
formulacbes A e C, correspondendo ao oléico (C18:1n-9), com teor médio de
46,69%, respectivamente. Em geral os acidos graxos saturados, insaturados e poli-
insaturados permaneceram na mesma meédia de composi¢cao dos 6leos brutos das
silagens. Entretanto observou-se alteracdona formulacdo A, onde houve a
diminuicdo de aproximadamente 6,5% na composicdo do acido palmitico e um
aumento na composicdo do acido linoléico, passando de 1,91% do seu valor médio
para 46,78%.
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Tabela 10. Composicdo em &cidos graxos dos 0Oleos obtidos nas silagens bioldgicas com
Lactobacillus brevis.

Lactobacillus brevis

feldles s Formulacdes %

A B C D E F G H
C14.0 1,80 - - - 1,41 1,26 1,28 1,12
C15:0 - - - - - - - -
C16:.0 1,69 27,78 27,51 26,54 24,18 24,44 23,52 25,03
C16:1n-7 - 2,32 2,13 2,14 4,78 4,40 4,70 4,17
C17:3n-3 - - - - - - - -
C18:.0 - 20,24 21,29 20,42 12,00 11,25 11,84 -
C18:1n-7 - - - - - - - -
C18:1n-9 47,80 46,04 45,58 47,10 46,85 41,56 44,59 41,77
C18:2n-6 46,78 1,92 1,81 2,00 - 4,74 - 5,52
C20:1n-9 - - - - 2,15 2,03 2,42 1,83
C20:2n-6 - - - - - - - -
C20:3n-3 - - - - - 1,17 1,21 1,14
C20:4n-6 - - - - - - - -
C20:5n-3 - - - - - 1,37 1,36 -
C22:6n-3 - - - - - - - -
Outros 1,92 1,71 1,68 1,80 8,63 7,78 9,08 19,43
AGS 3,50 48,02 48,80 46,96 37,59 36,95 36,64 26,14
AGMI 47,80 48,35 47,71 49,24 53,79 47,99 51,71 47,76
AGPI 46,78 1,92 1,81 2,00 0,00 7,28 2,57 6,66

A, B, C, D, E, F, G, H: formulacdes conforme a Tabela 1; C14:0: acido miristico; C15:0:
acido pentadecanoico; C16:0: acido palmitico; C16:1n-7: 4cido palmitoléico; C17:3n-3: acido
heptadecatriendico; C18:0: &cido esteérico; C18:1n-7: acido vacénico; C18:1n-9: &cido
oléico; C18:2n-6: &cido linoleico; C18:3n-3: &cido linolénico; C20:1n-9: acido gonddico;
C20:2n-6: &cido eicosadiendico; C20:3n-3: acido eicosatriendico; C20:4n-6: acido
araquidénico; C20:5n-3: &cido timnodénico; C22:6n-3: 4cido cervonico; AGMI: acido graxo
monoinsaturado; AGPI: acido graxo poli-insaturado; AGS: acido graxo saturado

Em silagens inoculadas com Pediococcus acidilactici, foi observado mesmo
desempenho dos &cidos graxos, quando comparados com o0s inoculados com
Leuconostoc lactis. Apresentando assim aumento nos acidos graxos saturados, uma
diminuicdo nos monoinsaturados e em relacédo aos poli-insaturados, obteve-se valor
meédio com a composicdo encontrada no 6leo bruto das visceras (Tabela 11).

Nas visceras de pacu, foi encontrado 43,42% de éacido oléico (C18:1n-9),
28,14% de &cido palmitico (C16:0) e 14,7% de &acido estearico (C18:0). Ja nas
visceras de pintado foi encontrado 37,73% de acido oléico (C18:1n-9), 24,93% de
acido pentadecandico (C15:0) que ja difere na predominancia das encontradas em

visceras de pacu, e 11,17% de acido estearico (C15:0).



59

Tabela 11. Composicdo em 4cidos graxos dos 0Oleos obtidos nas silagens bioldgicas com
Pediococcus acidilactici.

Pediococcus acidilactici

AG Formulacdes %

A B C D E F G H
C14:0 1,63 1,45 1,54 1,16 0,96 1,19 0,91 -
C15:0 - - - - 25,34 25,02 - 24,45
C16:0 27,60 28,23 28,21 28,51 - - 25,00 -
C16:1n-7 5,99 5,28 5,58 4,35 3,83 3,88 3,39 3,82
C17:3n-3 - - - - - - - -
C18:0 14,33 14,86 14,48 15,11 11,38 10,52 11,56 11,22
C18:1n-7 - - - - - - - -
C18:1n-9 42,84 42,92 42,49 45,44 42,66 30,37 34,54 43,36
C18:2n-6 1,64 1,86 1,68 - 5,64 17,47 15,00 5,26
C20:1n-9 2,04 1,93 2,03 1,67 1,38 2,12 1,86 1,91
C20:2n-6 - - - - - - - -
C20:3n-3 - - - - - 1,16 1,07 1,19
C20:4n-6 - - - - - 1,13 - -
C20:5n-3 - - - - - 1,49 - 1,34
C22:6n-3 - - - - 1,50 - 1,13 -
Outros 3,94 3,48 4,00 3,76 7,31 5,67 5,55 7,45
AGS 43,57 44,53 44,22 44,78 37,67 36,72 37,47 35,67
AGMI 50,86 50,13 50,10 51,46 47,87 36,36 39,79 49,09
AGPI 1,64 1,86 1,68 0,00 7,14 21,25 17,19 7,79

A, B, C, D, E, F, G, H: formulacdes conforme a Tabela 1; C14:0: acido miristico; C15:0:
acido pentadecanoico; C16:0: acido palmitico; C16:1n-7: 4cido palmitoléico; C17:3n-3: acido
heptadecatriendico; C18:0: &cido esteérico; C18:1n-7: acido vacénico; C18:1n-9: &cido
oléico; C18:2n-6: &cido linoleico; C18:3n-3: &cido linolénico; C20:1n-9: acido gonddico;
C20:2n-6: &cido eicosadiendico; C20:3n-3: acido eicosatriendico; C20:4n-6: acido
araquidénico; C20:5n-3: &cido timnodénico; C22:6n-3: 4cido cervonico; AGMI: acido graxo
monoinsaturado; AGPI: acido graxo poli-insaturado; AGS: acido graxo saturado

Conforme a Tabela 12 nas silagens com Leuconostoc lactis foi observado
alteracdo na composicdo dos acidos graxos saturados tendo aumento médio de
43,5% para 46,5% aproximadamente. O que pode notar também diminuicdo nos
monoinsaturados, de 52% para 49% respectivamente.

Assim como nas demais silagens realizadas, os acidos graxos predominantes
em visceras de pacu e pintado continuaram sendo oléico (C18:1n-9), palmitico
(C16:0) e esteérico (C18:0), com teores médios maiores em visceras de pacu.

A ocorréncia de uma maior porcentagem dos mesmos acidos graxos
encontrados nas visceras de pacu sob a de pintado, pode ser explicado pelo alto
teor lipidico total encontrado nas visceras de pacu, que foi em média 50% de

gordura nessa viscera.
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Tabela 12.Composicdo em acidos graxos dos oleos obtidos nas silagens biolégicas com
Leuconostoc lactis.

Leuconostoc lactis

AG Formulacdes %

A B C D E F G H
C14.0 1,55 1,54 1,75 1,52 1,11 1,28 1,02 1,28
C15:0 - - - - - - - -
C16:.0 28,51 28,87 28,47 28,88 24,59 24,14 24,00 23,84
C16:1n-7 5,14 5,17 5,76 4,97 3,77 4,56 3,88 4,60
C17:3n-3 - - - - - - - -
C18:.0 16,07 16,08 15,86 16,08 13,66 11,65 13,96 11,40
C18:1n-7 - - - - - - - -
C18:1n-9 41,43 43,62 40,34 41,58 31,83 28,40 30,11 42,34
C18:2n-6 1,44 - 1,35 1,47 13,77 18,80 15,54 3,87
C20:1n-9 2,10 1,89 2,23 2,02 1,76 2,09 1,79 2,11
C20:2n-6 - - - - - - - -
C20:3n-3 - - - - 1,11 1,26 1,24 1,32
C20:4n-6 - - - - - 1,04 - -
C20:5n-3 - - - - 1,32 1,34 1,43 2,70
C22:6n-3 - - - - - - - -
Outros 3,76 2,83 4,25 3,49 7,08 5,44 7,02 6,52
AGS 46,14 46,48 46,08 46,48 39,36 37,07 38,98 36,53
AGMI 48,66 50,68 48,32 48,56 37,37 35,06 35,78 49,05
AGPI 1,44 0,00 1,35 1,47 16,20 22,43 18,21 7,90

A, B, C, D, E, F, G, H: formulacdes conforme a Tabela 1; C14:0: acido miristico; C15:0:
acido pentadecanoico; C16:0: acido palmitico; C16:1n-7: 4cido palmitoléico; C17:3n-3: acido
heptadecatriendico; C18:0: &cido esteérico; C18:1n-7: acido vacénico; C18:1n-9: &cido
oléico; C18:2n-6: &cido linoleico; C18:3n-3: &cido linolénico; C20:1n-9: acido gonddico;
C20:2n-6: &cido eicosadiendico; C20:3n-3: acido eicosatriendico; C20:4n-6: acido
araquidénico; C20:5n-3: &cido timnodénico; C22:6n-3: 4cido cervonico; AGMI: acido graxo
monoinsaturado; AGPI: acido graxo poli-insaturado; AGS: acido graxo saturado

Nas silagens obtidas com Lactobacillus casei (Tabelal3),praticamente néo
houve alteracdo na composi¢cdo dos &cidos graxos saturados, monoinsaturados e
nem poli-insaturados, 0 que nos submete a entender que ndo houve uma
biossintese dessa bactéria aos acidos graxos.

Verificou-se também que houve mais acidos graxos de cadeia longa do que
os de cadeia curta. Somente nas visceras de pintado foi encontrado o acido
cervonico (C22:6n-3), 1,81%  respectivamente, € umacido graxo

essencial poliinsaturado de série 6mega-3, de grande importancia para a saude.
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Tabela 13.Composicdo em acidos graxos dos oleos obtidos nas silagens biolégicas com
Lactobacillus casei.

Lactobacillus casei

feldles s Formulacdes %

A B C D E F G H
C14:0 1,11 - - - - - - -
C15:0 - - 27,81 27,38 - - - -
C16:0 27,92 25,50 - - 22,34 22,68 24,31 21,95
C16:1n-7 4,83 3,50 4,09 4,16 2,72 1,95 2,41 2,38
C17:3n-3 - - - - 1,31 - 1,10 1,58
C18:0 15,29 14,16 15,56 14,76 10,65 11,94 11,50 10,55
C18:1n-7 - - - - - - - -
C18:1n-9 43,75 50,48 45,13 46,66 44,15 42,03 38,56 38,28
C18:2n-6 1,19 2,00 1,31 1,19 9,14 13,02 13,66 13,96
C20:1n-9 2,19 1,94 2,17 2,16 1,93 1,78 1,85 1,99
C20:2n-6 - - - - - - - -
C20:3n-3 - - - - - - - -
C20:4n-6 - - - - - - - 1,29
C20:5n-3 - - - - - - - -
C22:6n-3 - - - - 1,75 1,58 1,64 2,27
Outros 3,71 2,42 3,93 3,69 6,02 5,01 4,97 5,75
AGS 44,32 39,66 43,38 42,14 32,99 34,62 35,81 32,50
AGMI 50,77 55,93 51,39 52,98 48,79 45,76 42,82 42,65
AGPI 1,19 2,00 1,31 1,19 12,20 14,60 16,40 19,10

A, B, C, D, E, F, G, H: formulacdes conforme a Tabela 1; C14:0: acido miristico; C15:0:
acido pentadecanoico; C16:0: acido palmitico; C16:1n-7: 4cido palmitoléico; C17:3n-3: acido
heptadecatriendico; C18:0: &cido esteérico; C18:1n-7: acido vacénico; C18:1n-9: &cido
oléico; C18:2n-6: &cido linoleico; C18:3n-3: &cido linolénico; C20:1n-9: acido gonddico;
C20:2n-6: &cido eicosadiendico; C20:3n-3: acido eicosatriendico; C20:4n-6: acido
araquidénico; C20:5n-3: &cido timnodénico; C22:6n-3: 4cido cervonico; AGMI: acido graxo
monoinsaturado; AGPI: acido graxo poli-insaturado; AGS: acido graxo saturado

Com isso alguns autores relatam em seus estudos sobre qual método € mais
eficaz e economicamente viavel para a extracdo dos 6leos contido nos residuos dos
peixes para a quantificacdo dos acidos graxos. Arruda (2004) aponta trés métodos
de extracdo: Centrifugacéo, Soxhlet e Bligh e Dyer, avaliando o rendimento de 6leo
juntamente com o custo financeiro na utilizacdo de solventes. Em seu estudo, pelo
método de Centrifugacdo houve um melhor rendimento, além de néo utilizar solvente
para a extracdo. O mesmo aponta que pelo método de Bligh e Dyer além de utilizar
solventes, os mesmo oferecem riscos toxicos e explosivos e que pelo método de
Soxhlet pode provocar a perda de aminoacidos pela oxidacdo e formacédo de
peréxidos.

JA Guerra e Ofa (2009) descreveram uma metodologia alternativa de
extracdo de Oleo de visceras de truta arco-iris a qual se submete a duas etapas, a

primeira pelo congelamento da matéria prima a aproximadamente -20°C (até
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alcancar a solidificacdo) e a segunda ao aquecimento com temperatura controlada
em media de 60°C.

Segundo este autor éum processo pratico, conduzido a temperaturas
inferiores as dos processos convencionais, pode ser realizado com equipamentos de
uso comum, ndo requer a utilizacdo de nenhum tipo de solvente e permite manejar

volumes menores que os requeridos a nivel industrial.

5CONCLUSOES

O mais importante para a obtencdo da silagem bioldgica com residuos de
peixe, se consiste na capacidade das cepas de bactérias lacticas, fermentaremesses
subprodutos da pesca e, capazes de produzir acidos organicos, basicamente acidos
lacticos e acidos acéticos, a fim de preservar o material ensilado e gerar ingredientes
para alimentagc&o animal. Este trabalho mostra que todas as cepas de BAL utilizadas
nas duas visceras de peixe levou a producdes de metabdlitos e os valores de pH
adequadas para a fermentacao e preservac¢ao dos materiais correspondentes.

A pasteurizacdo foi imprescindivel para manter a concentracdo da microbiota
acompanhante dos substratos o mais préximo de zero.

A totalidade de microrganismos mesofilos totais refletiu-se como o total de
bactérias lacticas inoculadas.

Visceras de pacu ndo foram adequadas para o processo de producdo de
silagem bioldgica devida sua alta concentracdo de gordura, que inibiu o crescimento
das bactérias lacticas, apesar de ter contribuido na preservagéo do produto.

Houve diferencas no metabolismo das diferentes bactérias estudadas em
termos de crescimento, adaptacdo e composicdo nutricional em relacdo aos
diferentes substratos disponibilizados e temperaturas.

Lactobacillus rhamnosusNRRL B-442 obteve o maior crescimento na
formulacdo F, enquantolLactobacillus brevis NRRL-B 4527 apresentou o0 maior
conteudo proteico em mesma formulacdo, sendo assim sdo duas bactérias com
potencial tecnolégico para a elaboracéo de silagem biologica e que a formulacédo F
demonstra ser a mais adequada para o processo de silagem biol6gica nas
condi¢bes estudadas.

Os acidos graxosoléico (C18:1n-9), palmitico (C16:0) e estearico (C18:0)
foram os que apresentaram maiores porcentuais, 40%, 23,39% e

13,78%,respectivamente.
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Quanto a metodologia para extragcdo dos Oleos das visceras de peixe,
recomenda-se fazer um teste das metodologias mais comumente utilizadas e
realizar uma caracterizacdo dos perfis de acidos graxos para cada metodologia, a
fim de se obter um melhor rendimento na extracdo e uma maior confiabilidade da
composicdo dos acidos graxos, visto que dependendo de fatores adversos 0 mesmo
pode ser degradado.

E importante notar que essas silagens s&o faciimente elaboradas e amigaveis
ao meio ambiente, uma vez que se utilizam subprodutos da aquicultura, que séo

poluentes quando descartados no lixo urbano ou enterrados em aterros sanitarios.
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ANEXOS
Anexol Procedimentos para a obtencao das visceras.

Visceras coletadas Coleta

Visceras bruta Peneiramento

Escoamento




Anexo 2 Preparo das silagens.

Formulac&o pronta Pasteurizac&o

Melaco

Pesagem
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