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RESUMO

No cultivo de peixes marinhos, altas taxas de mortalidade s&o atribuidas a problemas nutricionais,
infeccdes bacterianas, entre outros. Os microrganismos sdo de fundamental importancia na
manuten¢ao da sanidade e estabilidade nos sistemas de produgao na aquicultura. Podem ter efeitos
negativos como a transmissao de doencas e positivos através dos probidticos, que podem modificar a
associagao do peixe com a comunidade microbiolégica, otimizar o uso da alimentagdo auxiliando na
digestao, estimular o sistema imune do hospedeiro e melhorar a qualidade do efluente. O objetivo
geral desta pesquisa foi selecionar bactérias acido-laticas, através de ensaios in vitro e in vivo, bem
como verificar os efeitos da aplicagdo destas bactérias como suplemento alimentar sobre o cultivo de
juvenis do robalo-peva (Centropomus parallelus Poey), durante o desmame (transi¢cdo do alimento
vivo para dieta seca). Nao foram obtidos resultados positivos para crescimento, sobrevivéncia e
qualidade de agua. A maior resisténcia ao teste de estresse, produgdo de protease com possiveis
efeitos nutricionais e consequentemente fisiolégicos, habilidade em inibir patégenos e
consequentemente promover bem estar, indicam Lactobacilus plantarum como tratamento probidtico
em cultivo de robalo, melhorando a qualidade dos peixes, tornando-os resistentes ao cultivo,
transferéncias, repovoamentos e como uma vaélida alternativa para o uso de drogas e antibidticos na
piscicultura marinha.

Palavras chave: robalo, bactérias acido - laticas, proteases, estresse e bactérias patogénicas.



ABSTRACT

INFLUENCIA DA APLICAGAO DE BACTERIA ACIDO LATICA NA DIETA SOBRE O CULTIVO DE
JUVENIS DE ROBALO-PEVA (Centropomus parallelus Poey, 1860).

In the marine fish culture, high rates of mortality are attributed to nutritional problems, bacterial
infections, among others. The microorganisms are of fundamental importance in the maintenance of
sanity and stability in the aquaculture production systems. They can have negative effects such as
disease transmissions and positive effects through probiotics, which can modify the fish association
with the microbiologic community, optimize the use of the food helping in the digestion, stimulate the
immune system of the host and improve the quality of the effluent. The general aim of this research
was to select lactic acid bacteria through the test in vivo and in vitro as well as verify the effects of the
application of this bacteria as food supply on the juvenile fat snook (Centropomus parallelus Poey)
culture, during the weaning (transition from the living food to a dry diet). Results for the growth,
survival and water quality were not achieved. A better resistance to the stress test, protease
production with possible nutritional effects and consequently physiologic, ability of inhibiting pathogens
and consequently promoting welfare, indicates Lactobacillus plantarum as probiotic treatment in snook
culture, improving the fish quality, making them resistant to the culture, transfers, resettlement and as
a valid alternative for the use of drugs and antibiotics in the marine fish culture.

KEY WORDS: snook, weaning, protease production, infectious diseases.
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1-INTRODUGCAO

A captura e a producdo mundial de peixes em 2004 ficaram em torno de 106 milhdes de
toneladas. Na aquicultura, a piscicultura marinha produziu 18,9 milhdes de toneladas em 2005, o que
representa 39,5% do total de peixes produzidos por cultivo (FAO, 2006). O crescimento
experimentado pela aquicultura na atualidade parece decorrer da estagnacéo da captura de peixes,
sobrepesca e suprimento da crescente demanda (TACON, 2003; NATHAN et al., 2006).

Se considerarmos a extensdo da costa brasileira e seus vastos recursos, as perspectivas
para o desenvolvimento da piscicultura marinha sdo das mais promissoras. Segundo CERQUEIRA
(2004), para que a produgao seja incrementada é necessario desenvolver tecnologia apropriada para
a propagacao artificial de nossas espécies, de modo a promover a oferta de alevinos e ao mesmo

tempo desenvolver técnicas de cultivo intensivas.

No Brasil, pouca atengdo tem sido dada ao problema, ndo havendo qualquer registro de
producdo significativa de peixes marinhos, através do cultivo, em nosso pais (CERQUEIRA, 2002).
Ha em algumas regides do pais a engorda de juvenis capturados no ambiente natural e cultivados de
forma extensiva, porém de forma pouco expressiva.

No sul do Brasil, desde 1990, trabalhos vem sendo realizados no Laboratério de Piscicultura
Marinha da Universidade Federal de Santa Catarina, principalmente com a espécie Centropomus
parallelus (robalo-peva). Trata-se de uma espécie catadroma, eurihalina, podendo alcangar 5 kg. Sua
distribuicdo inclui areas tropicais e subtropicais da costa atlantica das Américas, desde os Estados
Unidos até o sul do Brasil (RIVAS, 1986).

Entre as caracteristicas que despertam o interesse na utilizagdo do robalo temos: capacidade
de suportar altas densidades de estocagem, resisténcia a ampla variagdo de parametros fisico-
quimicos da agua, possui grande valor para pescarias esportivas, tem o6timas caracteristicas
organolépticas e prego aceitavel no mercado (CHAPMAN et al., 1982; TUCKER et al., 1985; TUCKER
e JORY, 1991). A maior restricdo para a sua produ¢do em larga escala é a dificuldade de produzir
alevinos em quantidade suficiente (TEMPLE et al. 2004). Segundo TUCKER (1987), a grande
mortalidade na larvicultura do robalo (Centropomus sp.) € um dos maiores obstaculos para se obter

producédo massiva de juvenis.
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2-REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Problemas na produgéo de juvenis de peixes marinhos.

Geralmente é aceito que a dificuldade em produzir juvenis em quantidade suficiente para o
cultivo é o maior gargalo no desenvolvimento da piscicultura marinha (TUCKER, 1998; TEMPLE et
al., 2004; SANTAMARIA et al., 2004). Segundo CAHU e ZAMBONINO-INFANTE (2001) e KOVEN et
al., 2001) a nutricdo é considerada uma importante questdo na produgao de juvenis de peixes
marinhos.

Outro problema responsavel por grandes perdas no cultivo intensivo de peixes sdo as
infeccdes bacterianas, as quais sdo consideradas problemas secundarios relacionados ao estresse
pela variagdo de temperatura, manejo, qualidade de agua, parasitas, tratamento quimioterapico, entre
outros (DIXON, 1991). VERSCHUERE et al. (2000) enfatizam a necessidade de desenvolver
estratégias de controle microbiolégico na aquicultura, uma vez que o desencadeamento de doencgas é

reconhecido como um significativo limitante para a produgao.

2.2-Microbiologia na aquicultura

Os microrganismos encontrados na agua, estrutura de cultivo, ar, alimento e animais sao de
fundamental importancia na manutengédo da sanidade e estabilidade nos sistemas de produgao em
aquicultura, podendo ter efeitos positivos e negativos. Os efeitos positivos podem ser obtidos através
dos probidticos. Estes sdo definidos como um conjunto microbiolégico vivo que pode ter efeito
benéfico para o hospedeiro por modificar a associagdo deste com a comunidade microbiolégica e o
meio ambiente competindo por locais de adesao, otimizar o uso da alimentacdo auxiliando na
digestao, acentuar o valor nutricional como fonte de macro e micronutrientes, estimular o sistema
imune do hospedeiro e melhorar a qualidade do efluente (VERSCHUERE et al., 2000).

Os efeitos negativos incluem a transmissao de doengas e mortalidade em sistemas de cultivo,
através de bactérias patogénicas oportunistas, particularmente Vibrio sp. que fazem parte da
microbiota de peixes marinhos, e consumo de grandes quantidades de oxigénio (MUROGA et al.,
1987, KRAXBERGER-BEATTY et al.,, 1990; HOROWITZ e HOROWITZ, 2002; AUSTIN e ZHANG,
2006). Além disso, ha implicagbes negativas no uso de antibidticos ou desinfetantes, como tratamento
profilatico ou terapéutico, relacionadas com o aumento da resisténcia bacteriana a estes compostos,
saude humana e o meio ambiente (VINE et al., 2004; GARCIA e MASSAM, 2004; RAMIREZ et al.,
2005).

Entre os fatores que influenciam o desenvolvimento microbiolégico em sistemas de
aquicultura, encontram-se os parametros da qualidade de agua como salinidade, temperatura,
oxigénio dissolvido, quantidade e qualidade da alimentagao, além de praticas como ciclos de cultivo

descontinuo e limpeza ou desinfecgédo dos tanques.

Assim, SUGITA et al. (2002) e RAMIREZ et al. (2005) sugerem que cepas bacterianas

isoladas do intestino de juvenis da prépria espécie possuem 6timo potencial para ser utilizado como
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probidtico devido a atividade antimicrobiana, podendo prevenir infecgdes e enfermidades em
aquicultura, além de apresentar adaptabilidade muito maior as condi¢des intestinais e as condigbes

de origem.

Inumeros estudos tém demonstrado o interesse no uso de bactérias acido-laticas (BAL) e de
seus produtos metabdlicos como potenciais probiéticos em aquicultura (GATESOUPE, 1994; RINGO
e GATESOUPE, 1998; GATESOUPE, 1999) como aumentar o valor nutricional da dieta para larvas
de “turbot” Scophtalmus maximus (GATESOUPE, 1991) e aumentar o crescimento populacional em
cultivo de rotiferos (PLANAS et al., 2004). Tem sido utilizada também em desinfec¢do de nauplios de
Artemia (GATESOUPE, 2002), inibir o crescimento de bactérias do género Vibrio através de
compostos inibitérios (VASQUEZ et al., 2005), aumentar sobrevivéncia, uniformidade de tamanho e
taxa de crescimento especifico em larvas de robalo-flecha (Centropomus undecimalis), “spotted
seatrout” (Cynoscion nebulosus) e tainha (Mugil cephalus) (KENNEDY et al. 1998) e aumentar a
resposta imunolégica em truta arco-iris (NIKOSKELAINEN et al., 2003).

2.3-Nutricao

Altas mortalidades, baixas taxas de crescimento e altos custos de produgao que ocorrem na
fase larval e juvenil, durante o periodo de desmame, sdo alguns dos principais problemas no
desenvolvimento do cultivo intensivo de peixes marinhos (PLANAS e CUNHA, 1999; SANTAMARIA et
al., 2004).

Segundo CAHU e ZAMBONINO-INFANTE (2001), o desmame é conhecido como a

substituicdo do alimento vivo pelo inerte, que é realizado apds algumas semanas de larvicultura.

KOLKOVSKI e TANDLER (1995) apontam que o baixo desempenho das micro-dietas esta
relacionado a inadequada incorporacdo de nutrientes devido a uma pobre ingestao, digestdo e /ou

absorgao.

As diferengas funcionais e morfoldégicas existentes entre as espécies e durante o
desenvolvimento ontogenético, progressiva diferenciagdo e desenvolvimento dos 6rgdos e suas
funcbes até a fase adulta, podem explicar a limitacdo em aceitar e assimilar a composicao nutricional
da dieta seca (CIVERA-CERECEDO et al., 2004).

Assim, para facilitar o desenvolvimento de dietas adequadas para o cultivo de peixes
marinhos, LAZO (2000) sugere entre outros itens, avaliar dietas que estimulem a secregédo de

enzimas digestodrias e a utilizagéo de probidticos que aumentem a eficiéncia da digestibilidade.

2.4-Enzimas digestorias

A digestao dos nutrientes ocorre no trato gastrointestinal e é realizada por diferentes classes
de enzimas estomacais, pancreaticas e intestinais, além da absor¢cdo dos nutrientes por células
intestinais. A atividade de protease acida € mais concentrada no estdmago, ocorrendo devido a
ativagcdo, em meio acido, do pepsinogénio em pepsina. As células exdcrinas do pancreas sintetizam e

secretam no intestino um grande nuimero de enzimas digestorias (glicosidases, lipases e proteases)
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na forma inativa de zimogénios. Estas proteases atuam também em pH alcalino apés serem ativadas
por tripsina, que é ativada através da enteroquinase, enzima secretada por células intestinais. Estas
enzimas encontradas no trato gastrointestinal sdo muitas vezes complementares e levam a total
digestao dos nutrientes da dieta permitindo sua absorgéo (ZAMBONINO-INFANTE e CAHU, 2001).

As enzimas digestorias, proteoliticas, amiloliticas e celuloliticas, além de produzidas em
varios o6rgaos digestoérios também podem ter origem no alimento vivo ou nas bactérias que compdem
a microbiota do peixe e variaram em quantidade e qualidade conforme a espécie bacteriana (LAZO,
2000; SAHA et al. (2006)

A atividade de enzimas digestérias e consequente utilizacdo do alimento pode ser melhorado
através da suplementacao de bactérias, inclusive acido-latica, a dieta (DE SCHRIJVER e OLLEVIER,
2000; WANG e XU, 2006)
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3-OBJETIVOS
3.1-Objetivo geral
Verificar se a utilizagdo de probidticos pode ter efeitos positivos no cultivo de juvenis de

robalo-peva (Centropomus parallelus POEY).

3.2-Objetivos especificos

Verificar o efeito da aplicagdo de cultura de bactéria latica na ragdo sobre a colonizagéo e a
inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas no trato digestério de juvenis do robalo-peva.

Verificar a influéncia do potencial probidtico sobre o crescimento, a sobrevivéncia, atividade
de proteases digestdrias e resisténcia ao estresse de juvenis do robalo-peva.

Esta dissertagao foi dividida em dois artigos redigidos conforme normas das revistas.

O artigo intitulado Selegdo de bactérias probidticas para utilizacdo em cultivo de juvenis
de robalo-peva (Centropomus parallelus) sera submetido ao Boletim do Instituto de Pesca - SP.

O artigo intitulado Influéncia da aplicagdao de probiético no crescimento, sobrevivéncia,
atividade de proteases digestorias e resisténcia ao estresse em juvenis de robalo peva

Centropomus parallelus Poey, 1860 sera submetido a revista Aquaculture — Elsevier, Amsterdam.
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SELEGCAO DE BACTERIAS COM POTENCAL PROBIOTICO PARA UTILIZAGAO EM
CULTIVO DE JUVENIS DE ROBALO-PEVA (Centropomus parallelus Poey, 1860)

RESUMO

Infeccdes bacterianas, particularmente Vibrio spp, sdo responsaveis por grandes mortalidades no
cultivo intensivo de peixes. Geralmente estas sdo consideradas problemas secundarios relacionados
ao estresse causado durante o cultivo. Um método que esta sendo aceito na industria da aquicultura
€ a utilizagdo de bactéria probidtica para controlar eventuais patégenos, além de outros efeitos
fisiologicos favoraveis ao hospedeiro. O objetivo deste estudo foi isolar e selecionar bactérias acido-
laticas para serem utilizadas como probidtico em cultivo de robalo, avaliando a capacidade de
colonizar o trato digestério dos peixes e inibir possiveis patégenos in vitro e in vivo, tempo de
permanéncia na dieta e sinais clinicos de patogenicidade. Foram selecionadas trés cepas distintas,
das quais duas apresentaram inibicdo de patégenos in vitro. A cepa que apresentou melhor
desempenho (Lactococcus spp.) foi utilizada nos ensaios in vivo, utilizando Lactobacillus plantarum
como comparativo. Os resultados demonstram capacidade de inibir bactérias vibrionaceas, boa
colonizagao e praticidade de aplicagao através da dieta, permanecendo viaveis durante um més sob
refrigeragdo. A utilizacdo de probidticos € uma alternativa na prevengao de problemas gerados pela
intensificagdo da produgdo de qualquer espécie de organismo aquatico, e o isolamento de cepas
probidticas dos proprios animais e do meio em que estao, pode ajudar na solugao dos problemas
gerados no cultivo intensivo e repovoamento de organismos aquaticos.
PALAVRAS CHAVE: Vibrio spp, bactérias acido laticas, probiético.

SELECTION OF POTENTIAL PROBIOTIC BACTERIA TO USE IN FAT SNOOK
(Centropomus parallelus Poey, 1860) FRIES CULTURE

ABSTRACT

Bacterial infections, Vibrio spp. particularity, are responsible for high rate of mortality in intensive fish
culture. These are usually considered secondary problems related to stress caused during the culture.
A method which has been accepted in the aquaculture industry is the use of probiotic bacteria to
control eventual pathogens besides others physiologic effects to the host. The aim of this study was
isolate and select lactic acid bacteria to be used as probiotic in snook culture, evaluating the capacity
to colonize the digestive treats of the fish and inhibit possible pathogens in vitro and in vivo, remaining
time on the diet and clinical signals of patogenicity. Three distinct strains were selected from which two
showed pathogen inhibition in vitro. The kind which that showed the best performance (Lactcoccus
spp.) was utilized in the in vivo test, in comparison with Lactobacillus plantarum. The results
demonstrate capacity to inhibit Vibrio bacteria, good colonization and practicality in the application
through the diet, remaining viable during a month under refrigeration. The probiotic utilization is an
alternative in preventing the problems generated by the production intensification of any aquatic
organism, and the isolation of probiotic strain of the animals themselves and of the environment they
are, can help in the solution of the problems generated in the intensive culture and resettlement of
aquatic organisms.

KEY WORDS: Vibrio spp, lactic acid bacteria, probiotic
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INTRODUGAO

Os Centropomideos sdo de interesse recreativo e valioso para as pescarias comerciais e
esportivas, sendo utilizados em repovoamentos e em cultivos experimentais (CHAPMAN et al., 1982;
TUCKER, 1987; KENNEDY et al., 1998, BRENNAN et al., 2006).

A maior restricdo para a piscicultura em larga escala e estavel é a dificuldade em produzir
juvenis em quantidade suficiente para o cultivo (HJELM et al., 2004), inclusive de robalo
(Centropomus parallelus) onde (TEMPLE et al., 2004). Segundo TUCKER (1987), a grande
mortalidade na larvicultura do robalo (Centropomus sp.) € um dos maiores obstaculos para se obter
producdo massiva de juvenis.

Parte destas perdas no cultivo intensivo de peixes marinhos sao devido a infecgbes
bacterianas que sdo consideradas problemas secundarios relacionados ao estresse como variagao
de temperatura, manejo, qualidade de agua, parasitas, tratamento quimioterapico, entre outros
(DIXON, 1991). Segundo MUROGA et al. (1987) e BARTLEY et al., 2006, as bactérias patogénicas
oportunistas, particularmente Vibrio spp., fazem parte da microbiota de peixes marinhos e sao
agentes causadores de doencgas e mortalidade maci¢ca em sistemas de cultivo ou em espécies nativas
no habitat natural através de repovoamentos. Como o Vibrio harveyi em robalo (KRAXBERGER-
BEATTY et al.,1990) e em demais organismos aquaticos marinhos (AUSTIN e ZHANG, 2006).

Quando antibiéticos ou desinfetantes séo utilizados como tratamento profilatico ou terapéutico
para eliminar colénias de bactérias de um determinado local, as patogénicas que sado altamente
competitivas, vao recompor a maior parte da populagao de bactérias apds a aplicagao do produto
(MAEDA, et al., 1997). Séo capazes também de sobreviver em resposta ao antibidtico por carregarem
genes de resisténcia ou pelo emprego de dosagens inadequadas. Além disso, ha implicacbes
negativas relacionadas com a saude humana e o meio ambiente (VINE et al, 2004; GARCIA e
MASSAM, 2004).

Métodos preventivos de manejo como quarentena, procedimentos de diagndstico e
tratamento, adogao de praticas responsaveis de manejo que minimizem a exposigdo dos organismos
a agentes causadores de doengas ou estressores, bem como certificagdo de que os peixes estejam
livres de infecgbes virais, bacteriana ou de parasitas minimizam a perda de peixes por doengas € com
minimo impacto para outras espécies do local (BLANKENSHIP e LEBER, 1995; KENNEDY et al.,
1998; BARTLEY et al., 2006). Além de reduzir o uso de antibiéticos, uma reconhecida ameacga as
areas costeiras que pode causar severos danos ecologicos, como controle de doencas em
aquicultura. (GILDBERG et al., 1997).

Um método que esta sendo aceito na industria da aquicultura é a utilizagdo de bactéria
probidtica para controlar eventuais patégenos (GOMEZ-GIL et al., 2000; OLAFSEN, 2001), além de
outros efeitos fisiolégicos favoraveis ao hospedeiro (FULLER, 1992).

Segundo GATESOUPE (1999), probidtico é todo microorganismo vivo que suplementado via
alimentacao, gera beneficios ao hospedeiro regulando seu balango microbiano intestinal.

Inumeros estudos tém demonstrado o interesse no uso de bactérias acido laticas (BAL) como

potenciais probioticos em aquicultura. GATESOUPE (1991) conseguiu melhorar o valor nutricional da



17

dieta para larvas de “turbot” (Scophtalmus maximus), GILDBERG et al. (1997) obteve um aumento na
resisténcia a doencas em bacalhau “Atlantic cod” (Gadus morhua) e KENNEDY et al. (1998)
aumentaram a sobrevivéncia, uniformidade de tamanho e taxa de crescimento especifico em larvas
de robalo flecha (Centropomus undecimalis), “spotted seatrout” (Cynoscion nebulosus) e tainha (Mugil
cephalus). VAZQUEZ et al. (2005) controlou a microbiota patogénica em peixes e CARNEVALI et al.
(2006) obteve um aumento no bem estar e crescimento de juvenis do robalo europeu (Dicentrarchus
labrax).

Diversos autores tém demonstrado que bactérias acido-laticas fazem parte da microbiota do
trato digestério de peixes (RINGO e GATESOUPE, 1998), sendo possivel manter uma grande
populagéo ou colonizagao através da ingestdo regular junto com a alimentagao. A utlizagdo de BAL
na forma de tratamento pode ser importante para obter peixes saudaveis e com qualidade.
Entretanto, outros estudos apontam a patogenicidade de BAL do género Lactococcus em muitas
espécies de peixes, como uma emergente doenga que causa importantes perdas econémicas na
aquicultura de agua doce e marinha (RINGO e GATESOUPE, 1998; VENDRELL et al., 2006).

Segundo SUGITA et al. (2002) e VINE et al. (2004) ¢é essencial conhecer a origem
bacteriana, sendo preferivel o uso de linhagens isoladas do préprio hospedeiro, por apresentarem
maior seguranca (ndo patogénicas) e habilidade em sobreviver no trato gastrointestinal (resisténcia a
sais biliares, baixos pHs e proteases).

Usualmente, testes de antagonismo frente a patégenos in vitro, baseados na producéo de
compostos inibitérios ou na competicdo por nutrientes, sao utilizados para selecionar potenciais
bactérias probioticas (GILDBERG et al., 1995; HUYS et al., 2001; VINE et al., 20043; VAZQUEZ et
al., 2005). Outros critérios utilizados para selecionar cepas sdo os testes in vivo, que sao
considerados um dos mais importantes, por demonstrar os efeitos no hospedeiro como na eliminagao
ou inibicdo de linhagens patogénicas, adesdo ao muco intestinal e consequente colonizacao,
produgdo de compostos benéficos, verificagdo da patogenicidade do potencial probiotico, analise
custo beneficio, além de permanecer estavel sob condicdes de armazenamento e estocagem
(GOMEZ-GIL et al., 2000; HUYS et al., 2001; VINE et al., 2004; BALCAZAR et al., 2006).

O objetivo deste estudo foi isolar e selecionar BAL, através de métodos in vitro e in vivo, para
serem utilizadas como probiético em cultivo de robalo.

MATERIAIS E METODOS
Material biolégico e isolamento

Juvenis saudaveis de robalo (12,33 + 0,8 g, n=6) provenientes do Laboratério de Piscicultura
Marinha (LAPMAR) da Universidade Federal de Santa Catarina foram submetidos ao jejum de 24 h,
para esvaziamento gastrointestinal, antes de serem sacrificados por choque térmico (resfriamento em
mistura de gelo e agua).

O isolamento das BAL foi realizado através da adaptacdo dos métodos descritos por
MUROGA et al. (1987) e RAMIREZ et al. (2005) com a imers&o dos juvenis de robalo em solucédo de
formol 10%, para remover bactérias aderidas a superficie sem afetar as bactérias internas, sendo
posteriormente enxaguados com solucao salina estéril (32 %o).
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Os exemplares foram dissecados assepticamente sendo o trato gastrointestinal removido
rapidamente e enxaguado com solugao salina estéril (32 %o0). Cada amostra foi homogeneizada com a
mesma solugao estéril (1:1; peso /volume) e plaqueada em diluigbes sucessivas (1:10) em Agar MRS
(Difco) com 2 % de NaCl e 0,5 % de azul de anilina como indicador. As placas foram incubadas por
48 h. a 30 °C em estufa para posterior classificagao das colbnias viaveis
Selegao de bactérias probiéticas

As cepas foram selecionadas e classificadas de acordo com a morfologia das colbnias
viaveis, pelo método de coloragcao de Gram, teste de antagonismo frente a patégenos e crescimento
in vitro. A cepa que apresentou melhor desempenho foi avaliada quanto a patogenicidade,
colonizagéo e inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas in vivo em juvenis de robalo - peva.
Ensaios in vitro
Antagonismo frente a patégenos

Neste teste qualitativo foi utilizada a técnica de halo de difusdo para verificar a atividade
antibacteriana das BAL frente a patdgenos. Este método é utilizado para averiguar o potencial
antimicrobiano in vitro das candidatas probiéticas (HJELM et al., 2004). Segundo VASEEHARAN e
RAMASAMY (2003) atividade antibacteriana é definida como a zona inibitéria de crescimento formada
ao redor do disco. Foi considerada formagéo de halo de inibigao distancias superiores a 5 mm.

Cada cepa isolada de BAL foi incubada em 10 mL. de meio MRS liquido a 30 °C por 48 h. em
agitagdo continua. Posteriormente foi realizado o plaqueamento, por semeadura total em placas de
Petri, com inéculo de 1 x 10’ UFC /mL, e incubado por 48 h. a 30 °C. Das placas foram retirados
pequenos discos do meio MRS com as colénias de BAL e sobrepostas na superficie do meio Agar
TSA (Difco) recém plaqueados com Vibrio harveyi (2343 ATCC) e alginolyticus (2068 ATCC),
indentificados molecularmente. As placas contendo estes meios com as culturas bacterianas foram
incubadas por 24 h. a 30 °C. A avaliagao foi registrada pela presencga ou auséncia do halo de inibigdo
ao redor dos discos de Agar segundo VINE et al. (2004 a)

Crescimento in vitro

Foi quantificado o numero total de colbnias viaveis das BAL crescidas em meio liquido MRS
durante 48 h. a 30 °C, para viabilizar a produgéo de grandes quantidades de probiodtico em um menor
intervalo de tempo (MADIGAN et al., 2004). Os in6culos foram semeados em Agar MRS através de
diluicbes seriadas conforme a metodologia acima descrita durante 48 h. a 30 ‘C e o resultado foi
expresso em UFC /mL.

Ensaios in vivo

Juvenis de robalo-peva (Centropomus parallelus) (11,3 £+ 1,7 g) foram distribuidos em 9
tanques cilindricos de 100 L. na proporgao de 15 peixes por tanque, com temperatura controlada
através de termostatos, aeragdo, fluxo continuo de agua e fotoperiodo de 12 h. Os valores de pH e
amoénia total foram verificados semanalmente através de pHmetro digital e kit colorimétrico (Tetra test
— Germany), respectivamente. Os tanques eram sifonados diariamente apos a ultima alimentagéo.

Os peixes foram aclimatados por 10 dias e submetidos a trés tratamentos em triplicata por um

periodo de 30 dias. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (09 h. e 16 h.) até saciedade
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aparente com ragao comercial seca sem presenga de BAL no controle e suplementadas, nos demais
tratamentos, com cultura de Lactococcus spp. (isolado do trato digestdrio de robalo) ou Lactobacillus
plantarum (CPQBA-007-07), com grande capacidade em inibir o crescimento in vitro de V. harveyi
(VIEIRA et al., 2006).

Preparo da dieta

A dieta comercial extrusada, 50 % de proteina bruta e 7 % de lipidio, foi suplementada
através da aspersado das culturas bacterianas (1 x 108 UFC/mL) crescidas previamente em meio
liquido. A dieta controle foi aspergida com o0 mesmo meio liquido sem adi¢cdo de bactérias. As dietas
foram mantidas em estufa a 30 "C por 48 h. para o crescimento bacteriano e secagem da ragéo. E
posteriormente conservadas sob refrigeragdo a 4 °C durante o periodo experimental. Foram
realizados plaqueamentos em meios solidos para verificagcdo das coldnias viaveis na ragao, no inicio
e ao final do experimento.

Ensaio de patogenicidade

Durante e ao final do periodo experimental foram verificadas diariamente a ocorréncia de
mortalidade ou de sinais clinicos como letargia, anorexia, natagédo erratica, exoftalmia, hemorragia na
regido ocular, bucal e nadadeiras e ao final do experimento quanto a ocorréncia de hemorragia nos
orgaos internos. Estes sinais clinicos segundo VENDRELL et al. (2006) sao tipicos de Lactococosis
em peixes marinhos ou de agua doce ou de Lactobacillus spp. em peixes (RINGO and GATESOUPE,
1998).

Avaliagado das BAL no trato digestério de juvenis

Amostragens de 3 juvenis por tanque foram realizadas, no inicio e ao final do periodo
experimental e apos 24 h. de jejum para esvaziamento intestinal, com a finalidade de verificar a
colonizagdo das BAL, fornecida através de ragdo, bactérias patogénicas (Vibrio spp.) e sua
consequente inibicdo no trato digestorio.

Os tratos gastro-intestinais foram macerados e plaqueados conforme metodologia descrita
anteriormente em meio MRS com 2 % de NaCl e azul de anilina, para BAL, ou em placas com meio
TCBS (Difco), para Vibrio sp., e incubadas a 30°C por 24 h. para posterior contagem de coldnias
totais viaveis em placas, expressa como UFC /g de trato.

Anidlise estatistica

A analise estatistica foi realizada através do software STATISTICA. Os dados foram
submetidos ao teste de Bartlett de homogeneidade de varidncias. Apés, foi realizada Analise de
Variancia (ANOVA) com nivel de significancia a 5 % e as diferencas de médias detectadas através do
teste de Tukey. Os dados foram transformados em log10 (x+1) antes de serem analisados. Os
resultados estdo apresentados como média + desvio padréo (DP).

RESULTADOS
Isolamento e seleg¢éo in vitro

Foram isoladas 3 colbnias distintas de BAL com coloragdo e morfologia apresentados na

Tabela 1.
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Tabela 1. Identificagéo, coloragdo Gram, morfologia e formacéo de halos de inibigdo frente a Vibrio Harvey e V. alginolyticus
das cepas de BAL isoladas do trato gastrointestinal de robalo-peva.

Halo de inibigao Halo de inibigao

Cepa Coloracdo Gram Morfologia o . . .
Vibrio harvey  Vibrio alginolyticus

1 + Cocos (pares) + +
+ Cocos + +
+ Bastonete - -

No ensaio de antagonismo frente a patégenos in vitro, duas das trés cepas isoladas do trato
digestério de juvenis de robalo apresentaram halo de inibi¢do frente as duas bactérias patogénicas

avaliadas (Vibrio harveyi e Vibrio alginolyticus) conforme Tabela 1 e Figura 1.

Figura 1. Imagem do halo de inibigao frente a Vibrio harvey * e Vibrio alginolyticus ** das trés cepas isoladas do trato
gastrointestinal de C. paralellus. Foi considerada formagéo de halo de inibi¢cdo distancias superiores a 5 mm.

A contagem total de crescimento em meio solido MRS durante 48 h a 30 "C das cepas 1 e 2
que apresentaram atividade antibacteriana, foi de 2 x 10" e 3x 10* UFC/g, respectivamente.

Os resultados obtidos pela cepa 1 no ensaio de antagonismo e o crescimento total final em
meio solido MRS mais rapido em comparagdo as demais, indicam esta cepa como potencial
probidtico. Pois além de inibir potenciais patégenos, facilitam a produgdo em larga escala do produto
para uso em cultivos comerciais.

Selecéo in vivo

No ensaio de selecao in vivo, as avaliagdes microbioldgicas realizadas no trato digestério dos
juvenis no inicio do experimento ndo apresentaram colonizagdo de BAL, entretanto a contagem total
de bactérias do tipo Vibrio spp. ficou em 1 x 107 + 9 x 10° UFC/g (média + DP).

As contagens totais de colbénias de Lactococcus spp. e Lactobacillus plantarum nas diferentes
dietas durante o armazenamento por 30 dias a 4 °C foram reduzidas em 3 % e 4 %, respectivamente.
O numero de coldnias viaveis de BAL nas dietas ao final do experimento foi de 3 x10° UFC/g para
Lactococcus spp.e 4 x1 0®UFC /g para Lactobacillus plantarum.

Os tratamentos onde as bactérias laticas foram adicionadas a dieta ndo apresentaram
mortalidade ou sinais de patogenicidade tipicos de BAL (doengas causadas por Lactobacillus spp. ou
Lactococcus spp.).

A colonizagao de BAL ao trato digestério do robalo e sua habilidade antagonistica frente as
bactérias vibrionaceas estdo demonstradas na Figura 2. Os tratamentos suplementados com as
bactérias probidticas ndo diferiram estatisticamente na colonizagdo final do trato digestoério. Ja o

controle, que ndo foi alimentado com racdo suplementada com as bactérias, ndo apresentou
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colonizagdo de BAL, diferindo estatisticamente dos tratamentos que receberam BAL. Este mesmo
controle apresentou contagens superiores de bactérias patogénicas do tipo Vibrio spp. sendo estas

superior aos tratamentos que receberam ragéo suplementada com as bactérias isoladas.
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2 . : :
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2 30
g
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Controle Lactococcus spp. Lactobacillus
plantarum
Tratamento
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Figura 2. Colonizagao de BAL e vibrionaceas no trato digestério dos juvenis de robalo — peva alimentados com a dieta controle
e as suplementadas com Lactococcus spp. e Lactobacillus plantarum ao final do periodo experimental. Resultados
apresentados como média + DP. As letras diferentes representam diferenca estatistica significativa (p <0,05) entre os
tratamentos.

Os parametros fisico-quimicos de qualidade de agua entre os tratamentos n&o diferiram
estatisticamente. A temperatura foi de 26 + 0,5 °C, fluxo continuo de agua de10 L. /h., salinidade de

32 %o, pH entre 7,8 e 8,1 e amonia total inferiores a 0,25 mg/L.

DISCUSSAO

Na escolha dos probidticos, a capacidade de adesdao e consequente colonizagdo das
bactérias no trato gastrointestinal e a habilidade em inibir ou reduzir a colonizagédo de vibrionaceas é
uma importante propriedade (CHABRILLON et al., 2005).

O isolamento e selegdo de BAL foram devidos a reconhecida capacidade destas bactérias em
colonizar e inibir ou reduzir a incidéncia de bactérias do tipo Vibrio sp. em diversas espécies de
peixes marinhos, inclusive de robalo-flecha (Centropomus undecimalis) (GATESOUPE, 1994;
KENNEDY et al., 1998; CARNEVALI et al., 2004; RENGPIPAT et al., 2008).

E reconhecido que as bactérias &cido-laticas ndo sdo numericamente dominantes na
microbiota gastrointestinal de peixes sob condi¢des normais (RINGO e GATESOUPE, 1998). Porém,
GILDBERG et al. (1997) mostraram que a colonizagdo de BAL no trato digestério pode ser
aumentada, chegando a aproximadamente 70 % da microbiota usando dietas experimentais.
Resultados também obtidos neste trabalho, possibilitando colonizagbes acima de 50 % da microbiota
no trato digestério de cada cepa utilizada.

A coloniza¢ao de BAL no trato gastrointestinal, obtida neste ensaio, foi semelhante entre os
tratamentos que foram alimentados com as dietas suplementadas, indiferente da origem bacteriana. A

maior colonizacdo de bactérias vibriondceas no trato gastrointestinal dos peixes no tratamento
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controle pode ser atribuida a auséncia de BAL e segundo RINGO e BIRKBECK (1999) a tendéncia de
bactérias, Gram-negativas, dos géneros Vibrio em dominar a microbiota de peixes marinhos.

No presente trabalho, o crescimento de bactérias do tipo Vibrio spp. foi reduzido por bactérias
nao patogénicas Lactococcus spp. e Lactobacillus plantarum no ensaio in vitro e in vivo. Indicando
que ambas as linhagens podem exercer um possivel controle antimicrobiano, no estabelecimento de
bactérias potencialmente patogénicas, no trato digestério de juvenis de robalo-peva.

Os resultados obtidos no teste de viabilidade da ragdo permitem a estocagem da ragao, apos
adicao do probidtico, por um periodo de no minimo 30 dias. Resultado também obtido por GILDBERG
et al. (1995) e (1997) utilizando BAL. Demonstrando a praticidade do uso de BAL, que segundo
FULLER (1989), é enfatizado pela viabilidade destes microorganismos por um periodo de tempo em
condi¢des de estocagem de alimentos.

A utilizacdo de bactérias acido-laticas como probidtico € uma alternativa na prevengao de
problemas gerados pela intensificagdo da produgdo de qualquer espécie de organismo aquatico. E o
isolamento de cepas probidticas a partir dos proprios animais ou do meio em que estédo, pode ajudar
na solugéo dos problemas gerados no cultivo intensivo e repovoamento de organismos aquaticos.
CONSIDERAGOES FINAIS

Em futuros experimentos com BAL em robalo sugerem-se testes de infecgdo experimental
para verificar a sobrevivéncia e parametros imunoldgicos, avaliagdo de atividade enzimatica das
bactérias selecionadas com possiveis efeitos nutricionais, melhor época de aplicagdo de acordo com
desenvolvimento ontogenético, diferentes vias de aplicagdo como inoculagdo em alimento vivo e teste
em escala comercial para verificar a viabilidade de utilizagdo em produgao.
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Influéncia da aplicagao de probiético no crescimento, sobrevivéncia, atividade de proteases
digestorias e resisténcia ao estresse em juvenis de robalo peva Centropomus parallelus Poey,
1860

Resumo

O efeito da aplicagdo de bactéria acido latica durante o desmame de juvenis de robalo-peva
(Centropomus parallelus) sobre o crescimento, sobrevivéncia, atividade proteolitica e resisténcia ao
estresse foram verificados neste ensaio. Individuos com 56 dias apds a eclosdo foram submetidos a
trés tratamentos sendo um cotrole, alimentados exclusivamente com meta nauplios de Artemia
durante todo periodo experimental, dois tratamentos de desmame (substituicdo gradual do alimento
vivo pela dieta seca) sendo um deles com adicdo de Lactobacillus plantarum na dieta. Apos 14 dias
de co-alimentacdo, o experimento continuou por mais 15 dias com fornecimento exclusivo de dieta
seca nos tratamentos de desmame. A agua foi renovada com um fluxo de 2,5 L. /h. e os parametros
fisico-quimicos de qualidade de agua como temperatura, oxigénio dissolvido, salinidade, pH e amoénia
toéxica foram mensurados periodicamente sem diferenca estatistica entre os tratamentos. O
crescimento em peso e comprimento, sobrevivéncia e atividade de protease digestéria acida nao
diferiram estatisticamente durante o periodo experimental, entre os tratamentos. A atividade de
protease alcalina e sobrevivéncia ao teste de estresse diferiram estatisticamente (p <0,05) entre os
tratamentos ao final do periodo experimental. A maior resisténcia ao teste de estresse, produgéo de
protease com possiveis efeitos nutricionais e consecutivamente fisiolégicos, habilidade em inibir
patdgenos e consequentemente promover bem estar, indicam L. plantarum como tratamento
probiético em cultivo de robalo, melhorando a qualidade dos peixes tornando préprios ao cultivo,
transferéncias, repovoamentos e como uma valida alternativa para o uso de drogas e antibiodticos na
piscicultura marinha.

Palavras chave: robalo, Lactobacillus plantarum, protease e teste de estresse.

1-Introducéao

O robalo-peva Centropomus parallelus € uma espécie com distribuicdo entre areas tropical e
subtropical da costa atlantica das Américas, desde o sudeste dos Estados Unidos até o sul do Brasil.
Trata-se de animais catadromos, eurihalinos, podendo alcancar 5 Kg, com alto valor de mercado,
importante em pescarias esportivas e com um grande potencial para o cultivo em tanques de agua
doce ou salgada, cercados ou raceways. (Rivas, 1986; Tucker, 1987; FAO, 2008).

Cerqueira et al. (1995), Alvaréz-Lajonchere et al. (2002, 2004), Temple et al. (2004) e Alves Jr
et al. (2006) apresentaram e discutiram aspectos relacionados a larvicultura, desmame e produgao
massiva de juvenis do robalo-peva (Centropomus parallelus) no sul do Brasil.

A maior restricdo para a produgéo em larga escala é a dificuldade em produzir juvenis em
quantidade suficiente para o cultivo desta espécie (Tucker, 1998; Temple et al., 2004). As altas
mortalidades e baixas taxas de crescimento larval e juvenil durante o periodo de desmame, por

problema nutricional, sdo alguns dos mais notaveis problemas no desenvolvimento do cultivo
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intensivo de peixes marinhos (Planas e Cunha, 1999; Cahu e Zambonino-Infante, 2001; Koven et al.,
2001; Santamaria et al., 2004).

Segundo Kolkovski e Tandler (1995), o baixo desempenho das micro-dietas esta relacionado
a inadequada incorporagao de nutrientes devido a uma pobre ingestéo, digestdo e /ou absorgéo. Esta
limitacdo em aceitar e assimilar todos nutrientes da dieta seca pode ser explicado pelo
desenvolvimento ontogenético, que consiste em uma progressiva diferenciagao durante a etapa larval
até completar o desenvolvimento dos 6rgaos e fungdes na fase juvenil e adulta (Civera - Cerecedo et
al., 2004).

Assim, para facilitar o desenvolvimento de dietas adequadas, Lazo (2000) sugere entre outros
itens, avaliar dietas que estimulem a secregédo de enzimas digestorias e a utilizagdo de probidticos
que aumentem a eficiéncia da digestibilidade.

Entre os ingredientes das dietas, a proteina tem grande importdncia por ser o maior
constituinte organico no tecido dos peixes, constituindo aproximadamente 65 - 75% do peso seco.
Além disso, a proteina consumida € hidrolisada para obtencéo de peptideos e aminoacidos que serao
absorvidos no trato intestinal e distribuidos através da corrente sanguinea para os 6rgéos e tecidos.
Estes irdo sintetizar novas proteinas para crescimento, producdo de enzimas, metabolismo,
neurotransmissores e funcionamento do sistema imunoldgico (Beisel, 1982; Halver e Hardy 2002).

Os microrganismos encontrados na agua, estrutura de cultivo, ar, alimento e animais sdo de
fundamental importancia na manutengao da sanidade e estabilidade nos sistemas de produgado na
aquicultura. Podem também ter efeitos negativos como a transmissdo de doengas por bactérias
patogénicas. Através dos probiodticos pode-se obter resultados positivos, como modificar a
comunidade microbiolégica competindo por locais de adesdo, otimizar o uso da alimentacado
auxiliando na digestdo, acentuar o valor nutricional, estimular o sistema imune do hospedeiro e
melhorar a qualidade do efluente (Verschuere et al., 2000, Horowitz e Horowitz, 2002).

Inumeros estudos tém demonstrado o interesse no uso de bactérias laticas (BAL) e de seus
produtos metabdlicos como potenciais probidticos em aquicultura (Gatesoupe, 1994; Ringo e
Gatesoupe, 1998; Gatesoupe, 1999). Efeitos positivos como aumentar sobrevivéncia, uniformidade
de tamanho e taxa de crescimento especifico em larvas de robalo flecha (Centropomus undecimalis),
“spotted seatrout” (Cynoscion nebulosus) e tainha (Mugil cephalus) (Kennedy et al., 1998), inibir o
crescimento de bactérias do tipo Vibrio através de compostos inibitérios (Vasquez et al., 2005) e
producéo de enzimas digestorias, proteoliticas, amiloliticas e celuloliticas (Saha et al., 2006). Villamil
et al. (2002), Panigrahi et al. (2004) e Taoka et al. (2006) através da aplicagdo de BAL obtiveram
melhora no sistema imune, tolerancia ao estresse e patdogenos em “turbot” (Scophthalmus maximus),
truta arco iris (Oncorhynchus mykiss) e linguado (Paralichthys olivaceus). Varela et al. (2007)
obtiveram juvenis de pargo (Sparus aurata) com melhor crescimento e parametros metabdlicos,
entretanto sem melhora nos parametros imunolégicos.

O objetivo deste estudo foi verificar a influéncia da suplementagéo de bactéria acido latica a
dieta como probidético durante o desmame sobre a sobrevivéncia, crescimento, atividade de proteases

digestodrias e resisténcia ao estresse em juvenis do robalo-peva (Centropomus parallelus Poey).
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2-Materiais e Métodos

2.1-Local de estudo

Parte deste estudo foi realizado nas dependéncias do Laboratério de Piscicultura Marinha
(LAPMAR) /CCA /UFSC; os ensaios das atividades enzimaticas foram realizadas no Laboratério de
Enzimologia Aplicada a Nutricdo do Departamento de Bioquimica /CCB /UFSC e os ensaios

microbioldgicos, no setor de microbiologia do Laboratério de Camardes Marinhos /CCA /UFSC.

2.2-Material bioldgico e delineamento experimental

Juvenis com idade de 53 dias apds a eclosao (78 + 0,18 mg e 19,96 + 1,71 mm) provenientes
de desovas com reprodutores do plantel do LAPMAR foram estocados na densidade de 5 juvenis /L.
e mantidos por 3 dias antes do inicio do experimento. O protocolo de manejo ambiental e a
programacao da alimentacdo durante a larvicultura seguiram as técnicas descritas por Alvarez-
Lajonchere et al. (2004) com modificagdes, tendo o inicio do desmame aos 56 dias apods eclosao.

Os juvenis foram submetidos a trés tratamentos (Artemia, dieta e dieta com BAL) com 5
réplicas e mantidos por um periodo experimental de 30 dias. Foram determinados o crescimento em
peso (mg), comprimento total (mm) e atividades de proteases digestérias alcalina e acida. A analise
de sobrevivéncia foi feita ao final do periodo experimental e posteriormente realizado o teste de
estresse hipersalino.

As unidades experimentais eram compostas por tanques retangulares pretos com volume util
de 30 L.. Estes eram equipados com aeragéo, aquecedores submersos com temperatura controlada
através de termostato, agua renovada com um fluxo de 2,5 L. /h. e fotoperiodo de 12 h. mantido com
l&mpadas fluorescentes. Os parametros de qualidade de agua foram mensurados semanalmente. As

sobras de alimento e fezes eram sifonados diariamente apds a ultima alimentagéo.

2.3-Alimentacéao

2.3.1- Protocolo alimentar

O controle foi alimentado com aumento gradual (37-50 /mL) de meta-nauplios de Artemia
franciscana (Great Salt Lake- EUA) enriquecidos com DHA Selco ® (INVE-Bélgica). Os tratamentos
de desmame tinham co-alimentacdo de meta-nauplios de Artemia enriquecidos (37 /mL.) e ragao
comercial micro encapsulada (1-2 g /dia) no primeiro periodo e posterior fornecimento exclusivo das
respectivas dietas (3 g /dia) (Figua 1). As dietas secas (200-400 um) diferiam entre os tratamentos
devido a adicao de Lactobacillus plantarum a segunda dieta (57,8 % de proteina bruta e 13,2 % de
lipidios para dieta e 57,9 % de proteina bruta e 12,7 % de lipidios para dieta suplementada com BAL).

A alimentagéao foi fornecida manualmente, quatro vezes ao dia (09, 12, 14 e 17 h.), durante o
periodo de co-alimentagéo e trés vezes ao dia (10,14 e 17 h) no periodo seguinte.

2.3.2-Preparo da dieta

A dieta com BAL foi enriquecida através da asperséo da cultura de Lactobacillus plantarum
(CPQBA - 007 - 07) na concentracao de 1 x 108 UFC /mL., crescida previamente em meio liquido em

agitagao continua por “shaker” a 30 “C por 48 h.. A dieta seca do outro tratamento foi aspergida com
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0 mesmo meio liquido sem adigao de bactérias. As dietas foram mantidas em estufa a 30 “C por 48 h.
para o crescimento bacteriano e secagem das dietas. Apds foram conservadas sob refrigeragéo a 4
°C durante o periodo experimental. Foram realizados plagueamentos em meios soélidos para

verificagdo das col6nias viaveis na ragao, no inicio e ao final do experimento.

Figura 1. Protocolo alimentar dos tratamentos durante o experimento.

Controle

Dieta

Dieta com BAL

Periodo (dia) 56 70 86
4 alimentagoes /dia 3 alimentagdes /dia
— — —
Artemia Co-alimentagao Dieta seca

2.4-Coleta de amostras

Os exemplares amostrados (com 56, 71, e 86 dias) foram sacrificados por choque térmico
(resfriamento em mistura de gelo e agua), enxugados, pesados e medidos o comprimento total.

Para a avaliagdo microbioldgica os juvenis foram imediatamente processados, enquanto que
para a quantificagdo das atividades enzimaticas, os exemplares amostrados foram armazenados a -

20 °C até o momento da determinacgéao.

2.5-Avaliagdo microbioldgica

A confirmagdo da colonizagdo da BAL, fornecida através da dieta foi realizada no inicio e ao
final do experimento, no trato digestdrio dos juvenis, segundo adaptagdes dos métodos de descrito
por Muroga et al. (1987) e Ramirez et al. (2005). A regido ventral dos peixes, com a retirada da
cabega, regido dorsal e cauda, foi homogeneizada com solugéo salina estéril (1:1; p /v), submetidas a
trés diluicdes sucessivas (1:10) em Agar MRS (Difco) com 2 % de NaCl e azul de anilina (0,5 %)
como indicador. As placas foram incubadas por 48 h. a 30 °C em estufa. Foram amostrados 5 juvenis
por tratamento no inicio e ao final do experimento.

Para a viabilidade bacteriana na dieta, esta foi macerada (1:5, p /v) em solugao salina estéril,
plaqueada e incubada conforme descrito acima.

2.6-Avaliagao enzimatica

As atividades de enzimas digestorias, protease alcalina e acida totais, foram quantificadas no
sobrenadante do homogenato do sistema digestério de robalos e no sobrenadante da cultura de L.
plantarum. Para a obtengdo dos homogenatos os peixes ( 5 peixes /tanque) foram dissecados, sobre
0 gelo, com a retirada da cabega, regido dorsal e cauda. A parte restante, regiao ventral com trato
digestério, foi homogeneizada com agua destilada gelada (na proporgédo de 1:6 (tecido /volume) nas

amostras dos dias 56 e 71 e 1:7 (tecido /volume) no dia 86), utilizando um homogeneizador van Potter
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por 2,5 min. O homogenato foi centrifugado a 27.167 g por 15 min. a 3 °C, obtendo-se o extrato
enzimatico do trato digestério, que serviu para a quantificagdo das atividades proteoliticas e de
proteina soluvel. A determinagdo da concentragdo de proteina soluvel foi feita através do método de
Bradford (1976), usando albumina de soro bovino (Sigma Chemical Co. St. Louis, USA) como padréo.
Foi determinada, também, a atividade de protease extracelular bacteriana e de proteina soltvel no
sobrenadante, obtido pela centrifugagéo da cultura bacteriana crescida por 48 h. Esta centrifugagao
foi feita nas mesmas condi¢des acima descritas.

A atividade de protease alcalina total foi determinada pela hidrélise da Azocaseina (Sigma, St.
Louis, Mo USA) pelo método descrito por Garcia Carrefio et al. (1997) a 25 ‘C. Para a determinagéo
dos produtos desta atividade, o sistema de incubagdo, apds cessada a reagao, foi mantido por 15
min. a 4 °C e centrifugado a 11.000 g por 5 min. A absorbancia, a 366 nm, do sobrenadante foi
determinada em espectrofotometro (FEMTO, mod. 660). A atividade de protease alcalina total foi
expressa em atividade especifica da diferenga na absorbancia entre o teste e um controle, por min.,
por mL, por mg de proteina no extrato enzimatico ou no sobrenadante da cultura bacetriana ( A
abs.3e6 nm / Min/ mL /mg proteina).

A atividade de protease &cida foi determinada através da hidrdlise de hemoglobina bovina
(Sigma, St. Louis, USA) pelo método descrito por Anson (1938) com pequenas modificagdes
conforme descrito por Vega-Orellana et al. (2006). Os produtos da hidrélise acida, soluveis ao acido
tricloacético (TCA), presentes no sistema de incubagao (25 °C) foram determinados pelo reagente
Folin (FLUKA Biochemika, Switzerland), a 660 nm, através de uma curva padrao de tirosina (Merck
S.A., Darmstadt, Germany). A atividade foi expressa como pmol de tirosina, por min., por mL, por mg
de proteina do homogenato ou do sobrenadante da cultura bacteriana (atividade especifica).

As atividades proteoliticas extracelulares bacterianas foram realizadas no sobrenadante da

cultura bacteriana, seguindo as mesmas metodologias acima descritas.

2.7-Teste de estresse

Foi realizado em alta salinidade, para avaliar a qualidade fisiologica dos juvenis, ap6s o final
do periodo experimental (87 dias), segundo adaptagdo das metodologias descritas por Dhert et al.
(1992) e Kjorsvik et al. (2003). Em cada tratamento, 30 peixes por tanque (87 dias), em ftriplicata,
foram mantidos nas respectivas unidades experimentais contendo aproximadamente 2,5 L. de agua
marinha (32 % e 24 °C). Apds terem ficado por 24 h. em jejum, os animais foram expostos a
salinidade de 75 %o, adicionando em cada tanque 100 mL. de solugéo hipersalina (NaCl dissolvido em
agua marinha). A salinidade foi verificada com refratbmetro. A mortalidade foi verificada a cada 10
min. e quantificada apés o periodo de 1 h. Os juvenis foram considerados mortos apds a perda da

mobilidade, equilibrio, coloragéo e resposta de fuga a estimulo (simples toque na cauda).

2.8-Andlise estatistica
Foi realizada através do software STATISTICA. Os dados foram submetidos ao teste de

Bartlett de homogeneidade de variancias. Apds, foi realizada Analise de Variancia (ANOVA repeated
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measures) com nivel de significancia a 5 %. As diferengcas de médias foram detectadas através do
teste de Tukey. Os dados de sobrevivéncia, crescimento em peso e comprimento foram
transformados em log10 (x+1) antes de serem analisados. Os resultados estdo apresentados como
média + desvio padréo (DP).

3- Resultados

Ao final do experimento foi observada colonizagdo de L. plantarum no trato digestoério dos
peixes alimentados com a dieta suplementada com o caldo bacteriano. O outro tratamento de
desmame, dieta sem adigcdo de BAL, bem como no controle alimentado com Artemia ndo houve
colonizagéo desta bactéria (Tabela 1).

Os tratamentos ndo apresentaram diferenga estatistica (p >0,05) para os parametros de
comprimento total e percentual de sobrevivéncia, demonstrados na Tabela 1, e crescimento em peso
(Figura 2).

Tabela 1- Resultados de comprimento total final, sobrevivéncia e colonizagao de BAL nos juvenis de C. paralellus alimentados
com Artemia, dieta e dieta suplementada com BAL ao final do experimento.

Parametros Artemia Dieta Dieta + BAL
Comp. total (mm) 30,08 + 1,67° 30,88 + 1,677 30,80 + 0,717
Sobrevivéncia (%) 94,8 2,17 96,0 + 3,37 99,8 +0,2°
Colonizagio de BAL (UFC /g) 0® 0° 4x10°°

Valores apresentados como média + DP de cinco réplicas. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa
entre os tratamentos (p <0,05). Comprimento inicial foi de 19,96 + 1,71 mm.
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=== Artemia o+ Desmame == Desmame+BAL

Figura 2. Crescimento em peso umido dos juvenis de C. paralellus alimentados com Artemia, dieta e dieta suplementada com
BAL ao longo do periodo experimental. Valores apresentados como média + DP de cinco réplicas e com a mesma letra ndo
sédo significativamente diferentes (p >0,05).

Foi observada diferenca estatistica significativa (p <0,05) entre o tratamento suplementado
com BAL comparado com os demais ao final do teste de estresse, conforme Figura 3. As primeiras
mortalidades no controle e desmame sem BAL aconteceram aos 10 min. de exposi¢ao, enquanto que

para o tratamento que recebeu BAL na dieta aconteceu somente apds 50 min. do teste.
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Figura 3. Sobrevivéncia dos juvenis de robalo - peva alimentados com Artemia, dieta e dieta suplementada com BAL
submetidos ao teste de estresse hipersalino apds periodo de exposigcao de 10 a 50 minutos. Valores apresentados como média
+ DP de trés réplicas com letras diferentes séo estatisticamente diferentes (p <0,05).

As atividades de protease extracelular alcalina e acida secretadas por L. plantarum foram de
1170 mU /mg de proteina e 3,8 U /mg de proteina, respectivamente.

Foram observadas diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos para atividade
proteolitica alcalina no homogenato do trato digestoério dos juvenis no ultimo dia de amostragem (Fig.
4). Os juvenis que receberam racao suplementada com BAL apresentaram um aumento de atividade
no ultimo dia de amostragem quando comparado aos demais. Diferenga que nao foi verificada entre

os tratamentos para a atividade de protease acida (Fig. 5) e nos primeiros dias de coleta.
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Figura 4. Atividade de protease alcalina no homogenato do trato digestério dos juvenis de robalo — peva alimentados com
Artemia, dieta e dieta suplementada com BAL durante o periodo experimental. Dados apresentados como média + DP em
triplicata de cinco repicas com letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05).
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Figura 5. Atividade de protease acida no homogenato do trato digestorio dos juvenis de robalo — peva alimentados com
Artemia, dieta e dieta suplementada com BAL durante o periodo experimental. Dados apresentados como média + DP em
triplicata de cinco réplicas com letras iguaisndo séo significativamente diferentes (p >0,05).

Os parametros de qualidade de agua entre os tratamentos nado apresentaram diferenga
estatistica. A temperatura foi de 24,4 + 0,8 °C, salinidade de 32 %0 e a intensidade luminosa mantida
em 950 LUX. Os valores de pH permaneceram entre 7,6 e 7,9, oxigénio dissolvido foi de 5,3 a 5,7 mg

/L e ambnia toxica nao foi detectada.

4-Discussao

Neste ensaio foi utilizado BAL devido a capacidade destas bactérias em colonizar o trato
digestério, sendo possivel manter uma grande populagcéo ou colonizagdo através da ingestéo regular
junto com a alimentacao para utilizar na forma de tratamento, que pode ser importante para obter
peixes saudaveis e com qualidade (Ringo e Gatesoupe, 1998).

A colonizagdo e manutengéo de L. plantarum no trato digestoério obtidos neste experimento,
também foram obtidas em ensaio prévio com juvenis da mesma espécie com consequente inibicdo de
bactérias, Gram-negativas, do tipo Vibrio spp. (dados nao publicados).

Nao foi verificado diferenga significativa no crescimento em peso, comprimento total e
sobrevivéncia entre o controle e os tratamentos de desmame, indiferente da presencga bacteriana. Em
experimentos de desmame com C. parallelus Honczaryk e Cerqueira (1994) obtiveram resultados
similares, entretanto Alves Jr. et al. (2005) verificaram maior ganho de peso e taxa de crescimento
especifico nos tratamentos de desmame quando comparados ao controle. Os resultados para
crescimento e sobrevivéncia adicionando BAL & dieta seca ndo sédo conclusivos, Gildeberg et al.
(1995) e Hidalgo et al. (2006) ndo obtiveram melhores resultados em juvenis de salm&o do Atlantico e
“dentex” (Dentex dentex), Rengpipat et al. (2008) mostraram efeito benéfico para crescimento e
sobrevivéncia em juvenis de robalo-asiatico (Lates calcarifer).

Na aquicultura, dados biométricos sdo usualmente utilizados para quantificar o sucesso da
producgdo. Entretanto, o crescimento animal € um processo lento, que requer longos periodos para se

obter diferengas no tamanho dos peixes, além de nao ser garantia de uma 6tima condicao fisiolégica
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do peixe. Assim, a aplicagdo de um teste de estresse, realizado com um pequeno grupo de peixes,
serve para testar a capacidade de resisténcia e pode ser considerado um bom critério para o estagio
fisiologico da populacao de peixes. (Dhert, 1992).

As BAL podem ter efeitos benéficos sobre fung¢des biolégicas e sistema imune, que além de
conferir resisténcia a doencas podem ter um positivo efeito na aquicultura, reduzindo os efeitos
imunosupressivos do estresse que ocorrem em situagbes de cultivo (Barton e lwama, 1991;
Thompson et al., 1993; Perdigon et al., 2001). Aplicando probiético em robalo-europeu (Dicentrarchus
labrax), Carnevali et al. (2004) e (2006) obtiveram maior sobrevivéncia e bem estar, por promover
qualidade a microbiota do trato digestério e maior crescimento com juvenis mais saudaveis,
auxiliando na competéncia imune e tolerancia ao estresse.

Os resultados obtidos no teste de estresse mostram que a aplicagcédo de L. plantarum deixou
0s peixes mais resistentes, indicando possivelmente uma melhor condi¢ao fisiolégica e imunolégica,
bem estar, por promover qualidade a microflora do trato, e peixes mais saudaveis.

Poucos estudos relatam aumento na atividade de enzimas digestorias em peixes através da
adicdo de Bacillus sp. a dieta. Em experimento com carpa comum (Cyprinus carpio), Wang e Xu
(2006) obtiveram melhora na atividade de enzimas digestérias. Entretanto Bairagi et al. (2002), Saha
et al. (2006) e Bhaskar et al. (2007) isolaram bactérias do trato digestério de peixes capazes de
produzir enzimas digestérias extracelular como proteases, lipases, carbohidrases (amilase e celulase)
e fosfatases. Giraud et al. (1993) relatam excepcional capacidade de Lactobacillus plantarum (cepa
A6) em produzir amilase extracelular e conseqientemente quebrar moléculas de amido levando a
uma consideravel aquisicao destas moléculas.

Neste ensaio a aplicagédo de L. plantarum como probidtico resultou em uma maior atividade
de protease alcalina nos juvenis, podendo auxiliar no processo de digestdo protéica. Este aumento
verificado na atividade enzimatica pode ser devido a capacidade desta bactéria em produzir enzimas
digestdrias extracelular, conforme resultados apresentados, ou devido a melhor condi¢ao fisiolégica
resultante da agdo da BAL.

A capacidade de colonizar e conseqlientemente promover bem estar, aumentar a resisténcia
ao teste de estresse, produgcédo de protease com possiveis efeitos nutricionais e consecutivamente
fisiolégicos, indicam L. plantarum como tratamento probiético em cultivo de robalo, melhorando a
qualidade dos peixes deixando-os mais saudaveis, resistentes ao cultivo, transferéncias e

repovoamentos.
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6-CONCLUSOES GERAIS

A capacidade de colonizar o trato digestério e inibir o crescimento de bactérias patogénicas
do tipo Vibrio, em ensaios in vitro e in vivo, pode promover o bem estar dos peixes, reduzir
mortalidades causadas por bactérias patogénicas e o uso de drogas e antibidticos na piscicultura
marinha.

O aumento na resisténcia ao teste de estresse, producdo de protease com possiveis efeitos
nutricionais e melhora na condicao fisiolédgica indicam Lactobacillus plantarum como tratamento
probiético em cultivo de robalo, melhorando a qualidade dos peixes deixando-os mais saudaveis,
resistentes ao cultivo, transferéncias, manejo, além de reduzir a transferéncia de patdgenos a peixes

selvagens.



38

7-CONSIDERACOES FINAIS

Em futuros experimentos com BAL em robalo sugere-se um maior periodo experimental com
ensaio de digestibilidade dos nutrientes e acompanhamento do desenvolvimento ontogenético,
através de enzimologia e histologia.

Outros testes como infecgdo experimental, tempo de permanéncia no trato, melhor época de
aplicagdo de acordo com desenvolvimento ontogenético, diferentes vias de aplicagdo como
inoculagdao em alimento vivo e teste em escala comercial pode ser util no desenvolvimento da

piscicultura marinha.
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