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RESUMO GERAL

Residuos sdo fontes diretas de biomoléculas, as quais podem ser obtidas durante a
alimentacdo, ou em processos fermentativos por meio do metabolismo de
microrganismos capazes de produzir compostos exdgenos como, por exemplo, a partir da
fermentacdo em estado sélido (FES). Assim, a pesquisa teve como objetivo o
desenvolvimento de produtos e a obtencdo de biomoléculas e compostos bioativos a partir
do residuo de laranja submetidos ou ndo a FES e precipitagdo com sulfato de amdnio
(PSA). O fragmento de casca de laranja (frit) foi submetido aos processos FES e
precipitacdo de proteinas. A precipitacdo das biomoléculas proteicas do produto
fermentado foi realizada utilizando o método de salting-out com sulfato de aménio a 60%
(PSA60). Quatro métodos de processamento foram testados: FB (frit bruto) submetido a
PSA (FB + PSAG60), FB submetido a FES (FB + FES), e FB bruto submetido a FES e
PAS (FB + FES + PSA60). Apos o desenvolvimento, os produtos foram aplicados em
dietas de tilapia-do-Nilo. Para isso, foram utilizados 330 tilapias com cerca de 89,6 + 1,39
de peso inicial distribuidos aleatoriamente em 15 aquéarios com capacidade de 500L em
densidade de 22 peixes/aquario alimentados durante 34 dias com as dietas experimentais.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos, dieta basal sem suplementacdo do FB, dieta basal com suplementacdo do
FB, dieta basal com suplementacdo do FB + FES, dieta basal com suplementacéo do FB
+ PSAG0 e dieta basal com suplementacdo de FB + FES + PSAGO, e trés repeticdes. Ao
término do periodo de alimentacao foram avaliados os indices de desempenho produtivo.
Em seguida um grupo de peixe foi submetido ao desafio por transporte durante 4h e o
outro grupo submetido a infeccdo por Aeromonas hydrophila durante 14 dias. Os
parametros avaliados foram: perfil hematoldgico, resposta imune e, capacidade
antioxidante antes e ap0s os desafios por transporte e infeccdo por A. hydrophila. No
momento antes e ap0os o desafio bacteriano foi realizada a expressdo dos genes TNF-a e
IL-1pB. Os dados foram submetidos a andlise de variancia, ao nivel de 5% de significancia.
Em caso de diferencas significativas foi realizado o teste de Tukey (P < 0,05). A utilizacdo
da FES somada a PSA contribuiu para a obtencdo de produtos com efeitos promissores,

melhorando a digestibilidade dos nutrientes da racdo e a salde das tilapias.

Palavras-chave: Aditivo funcional; fragmento de casca de laranja; nutricdo e saude;

Oreochromis niloticus; sustentabilidade.



ABSTRACT

Agro-industrial byproducts serve as sources of bioactive molecules that can be optimized
by using biotechnological processes, such as solid-state fermentation (SSF). SSF is a
feasible microbial fermentation process that can be applied to organic substrates in
absence of free water. The products obtained from SSF exhibit higher concentrations of
bioactive molecules in comparison to raw agro-industrial byproducts. This study aimed
to develop potential aquafeed additives when submitting or not orange-peel fragment
(OPF) to SSF using Aspergillus niger. Four methods were used to develop the potential
aquafeeds: OPF lyophilization, OPF lyophilization with partial purification, SSF of OPF,
SSF of OPF with partial purification. Briefly, after SSF, the products were submitted to
Iyophilization during 48h and partial purification by fractioning following the salting-out
method using ammonium sulfate at 60% saturation. The same purification protocol was
applied in the lyophilized OPF. Two different groups of male Nile tilapia, one with 150
fish (130.7g + 48.7) was randomly distributed in 10, 250 L-aquarium (15 fish /tank) for
digestibility trial, and the other group comprised of 330 male Nile tilapia (89.6g + 1.3Q)
being randomly distributed in 15, 500-L aquarium (22 fish/tank) for a feeding trial to
evaluate the health parameters. Both groups were fed diets supplemented by the following
products using OPF as subtract: OPF, OPF + PAS60, SSF + OPF, and SSF + OPF +
PAS60 with two and three replicates/tank, respectively. The diets were formulated
containing 30 % crude protein and 18 MJ kg™ crude energy. The nutritional digestibility
for dry matter, crude protein, crude energy, crude lipid and ash was determined after 18
days of feeding and the growth performance was evaluated after 34 days. Two groups of
fish from the feeding trial were subjected to transport induced stress (T1S) and bacterial
challenge (BC - Aeromonas hydrophila). The health parameters evaluated, before and
after stress were: hematological profile, non-specific immune activity, antioxidant
capacity, and gene expression. The results (P < 0.05) showed that OPF + PAS60, SSF +
OPF + PAS60 improved the digestibility, non-specific immune responses, antioxidant

capacity, and gene expression when subjected to stress conditions.

Keywords: Functional additive; nutrition and health; orange peel fragment; Oreochromis

niloticus; sustainability.
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Considerac0es Iniciais

A presente tese esta estruturada em quatro capitulos, no Capitulo | foi redigido a
Revisdo de Literatura na qual trata-se de uma breve abordagem sobre a utilizacdo de
técnicas de bioprocessos e o desenvolvimento de produtos a partir de residuo
agroindustrial, e seus possiveis efeitos na nutricdo e salude de peixes. A necessidade por
fontes promissoras no controle e prevencao de doencas na producgéo de peixes suscitou o
interesse do desenvolvimento e da busca por aditivos naturais de baixo custo,
sustentaveis, de facil aquisicdo e elaboracdo, sendo o uso de residuos vegetais alternativa
viavel, que por sua vez, contribuem para o desenvolvimento sustentavel da producéo
aquicola e da agroindustria. Mecanismos de acao benéfica tém sido propostos para estes
aditivos, os quais podem favorecer a absorcdo e digestdo dos nutrientes, modulagéo
imunologica e acdo antioxidante. Dentre os aditivos alternativos apresenta-se o fragmento
de casca de laranja, residuo oriundo do processamento do suco de laranja, o qual tem sido
investigado quanto a sua composicao, caracterizacdo e aplicacdo em diferentes linhas de
pesquisas. Em seguida, sdo apresentados os Capitulo Il e 111 que foram redigidos de
acordo com as normas do periodico Aquaculture. No Capitulo Il, o residuo (frit)
adquirido ap6s o processamento do suco da laranja foi submetido a técnicas de
bioprocessos, e teve por objetivo a obtencdo de aditivos funcionais a ser aplicado em
dietas para peixes. Ja no Capitulo 111 apds obtencdo dos produtos desenvolvidos no
estudo anterior, os aditivos foram utilizados em dietas para juvenis de tilapia-do-Nilo, e
teve por objetivo a avaliacdo dos efeitos no crescimento, utilizacdo dos nutrientes e na
satde. Por fim, no Capitulo IV sdo apresentadas as implicacdes geradas a partir da
utilizagcdo dos residuos, desenvolvimento dos produtos, aplicacdo e impacto na cadeia da

agroindustria e da aquicultura mundial.
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2. Revisdo de Literatura

2.1 Estresse e desafios da piscicultura intensiva

No sistema de produc&o intensivo o estresse € fator inerente, caracterizado como a
condicdo em que a homeostase € ameacada ou perturbada em decorréncia da acdo de
agentes estressores (Wedemeyer e McLeay, 1981), os quais s&o classificados em agentes
fisicos (praticas de manejo, transporte, classificacdo por tamanho, altas densidades),
quimicos (oscilagdes de pH e temperatura, baixa saturacdo do oxigénio, presenca de
substancias toxicas) e de origem biologica (presenga de patogenos) (Barton e Iwama,
1991).

A acdo desses agentes estressores interfere na saude, bem-estar e desempenho
produtivo dos peixes, tendo como consequéncias perdas econdmicas que gera em torno
84 milhGes de ddlares por ano (Tavares-Dias e Martins, 2017). A resposta ao estresse é
iniciada e controlada por dois sistemas hormonais, 0s quais levam a liberacdo de
catecolaminas (como adrenalina e noradrenalina e seu precursor dopamina) e de
corticosteroides (principalmente cortisol). Juntos regulam os fatores secundarios de
resposta ao estresse que alteram a distribuicdo dos recursos necessarios, como fontes de
energia e oxigénio, para areas vitais do corpo, além de comprometer o equilibrio
hidromineral e sistema imunoldgico. O estresse pode ser caracterizado de acordo com as
respostas fisiologicas do animal, apresentando-se como resposta primaria, secundaria e
terciaria (Pickering, 1981) (Figura 1).

A resposta primaria é caracterizada por meio da percepc¢édo do agente estressor pelo
sistema nervoso central, e envolve a inducdo de resposta neuroenddcrina em cascata na

qual inclui a sintese e secre¢do de catecolaminas e corticosteroides. As catecolaminas,
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por sua vez sao liberadas e metabolizadas imediatamente apds a ocorréncia do agente
estressante. Esta rdpida liberacdo ocorre devido ao fato das células cromafins serem
estimuladas por fibras ganglionares simpaticas. Devido a essa particularidade da curva de
liberacdo das catecolaminas, o parametro mais utilizado para avaliar a resposta ao estresse
é o cortisol (Wedemeyer, 1969). A cascata neuroenddcrina envolve neuropeptideos
conhecidos como fatores liberadores de corticotrofinas (CRFs), 0s quais s&o
transportados a partir do hipotalamo para a hipéfise e estimulam a producédo e secrecao
do hormbnio adrenocorticotréfico (ACTH), mediada pelo horménio melanécito
estimulante (aMSH). Este hormonio, ¢ liberado na corrente sanguinea e chega as células
inter-renais, na qual estimula a producdo de hormonios corticosteroides. Os niveis
plasmaticos de ACTH podem se elevar rapidamente ap0s a exposicdo a um estressor,
assim os niveis de cortisol se elevam. Estas interacdes entre hipotalamo e a liberagédo de
ACTH e de cortisol sdo reguladas pelo eixo hipotalamico-hipofisario-inter-renal.

A reacdo secundaria ao estresse, inclui respostas cardiovasculares e respiratdrias
que aumentam a distribuicdo de oxigénio, bem como os substratos de energia que sdo
liberados na circulacéo, também como resultado da resposta ao estresse. Outras alteracoes
fisiologicas que ocorrem sdo disfuncdo hidromineral, pois a adrenalina altera os padroes
de fluxo sanguineo branquial e a permeabilidade branquial, os quais favorecem a agua
que flui em seu gradiente osmotico, para dentro ou para fora do peixe, o qual depende da
salinidade ambiental. A reacdo terciaria é caracterizada pelo comprometimento do
crescimento, alteracdes de comportamento e aumento da susceptibilidade a doencas. E
neste estagio que as reais perdas na producdo de peixes sdo observadas (Wedemeyer,
1969).

As consequéncias das reagOes terciarias ao estresse, podem ser notadas no

metabolismo e crescimento dos peixes. Na resposta a estressores cronicos ocorre
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acentuada queda no crescimento e menor ganho de peso, isto ocorre devido ao aporte
energético da alimentacdo e das reservas corporais serem mobilizadas pelas alteracdes
fisioldgicas provocadas pela resposta ao estresse. Além disso, existe 0 custo energético
associado a manutencdo da homeostase. As calorias utilizadas na resposta ao estresse,
representam uma porcao do balango energético total, que fica indisponivel para as funcdes
como crescimento e reproducdo. Em peixes 0 aumento do cortisol plasmético pode ter
efeitos deletérios na reproducdo, tais como: supressdo da concentracdo dos andrégenos,
testosterona e 11-cetotesterona circulantes em machos, alteracdo na quantidade e
qualidade dos gametas, reducdo das gonadas tanto masculinas quanto femininas e,

diminuicdo os sitios de ligacdo para estradiol.
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Figura 1. Resposta primaria, secundaria e terciaria dos peixes durante o estresse. Schreck

e Tort (2016).

As respostas fisiologicas ligadas ao estresse se baseiam principalmente na maneira

pela qual o animal é submetido a esse estimulo, ou seja, 0s agentes estressores sdo
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responsaveis pelo agravamento do estresse. Dentre 0s agentes estressores encontrados
na piscicultura, o transporte e a infecgdo por bactérias patogénicas podem resultar
em problemas graves para a producdo, uma vez que, estdo diretamente

relacionadas a problemas de manejo realizadas de forma erronea.
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