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RESUMO

Uma cepa de bactéria amilolitica potencialmente probiotica foi isolada
do intestino do jundia (Rhamdia quelen), visando melhorar a
digestibilidade de carboidratos em peixes. Duas de 31 cepas isoladas do
intestino anterior foram consideradas amiloliticas e a que produziu
maior halo pela secrecdo da amilase, foi a escolhida. A cepa foi
caracterizada fenotipicamente e analisada para determinagdo da sua
tolerancia frente a bile e pH, além da analise quantitativa da atividade
enzimatica da amilase. A candidata probiodtica, identificada como
Aeromonas veronii, mostrou a capacidade de sobreviver a diversos
niveis de pH e sais biliares, além de secretar um interessante perfil
enzimatico. A utilizagdo da bactéria amilolitica A. veronii como
suplemento probiotico na dieta foi analisada com relagdo ao
crescimento, digestibilidade de nutrientes e histologia do jundid, peixe
onivoro, com intestino curto. No ensaio de digestibilidade, os peixes
(425,6 + 159,94 g) foram alimentados em triplicata com dieta
suplementada ou ndo com 107 unidades formadoras de colonia (UFC)
de A. veronii por g-1 de dieta, por 79 dias. Foi utilizado o marcador
inerte 6xido de itrio nas dietas experimentais, as fezes foram coletadas
por sedimentacdo e os intestinos coletados para analise histologica. O
coeficiente de digestibilidade aparente e nutriente digestivel para fibra
alimentar total foram maiores (P < 0,05) nos peixes que receberam a
dieta controle, mas ndo houve efeito na digestibilidade do amido. Nao
foram observadas alteragdes histologicas intestinais significativas com a
suplementacdo da bactéria probidtica. O crescimento dos peixes foi
avaliado em outro ensaio, onde os peixes (26,19 0,32 g) foram
alimentados com as mesmas dietas do ensaio de digestibilidade, por 45
dias. O peso final e ganho em peso foram maiores nos peixes
alimentados com a dieta controle, sem probiotico. Apesar da
suplementacdo dietética com a bactéria amilolitica ndo melhorar a
digestibilidade do amido na dieta, ha indicios que a A. veronii degrade o
amido e este fique mais disponivel para o jundia aproveita-lo, porém,
talvez esta espécie de peixe ndo consiga utilizar de forma eficiente o
carboidrato disponibilizado pela bactéria.

Palavras-chave: Aquicultura, probidtico, carboidrato, Aeromonas
veronii, jundia






ABSTRACT

A strain of a potential probiotic amylolytic bacterium was isolated from
the gut of jundid catfish (Rhamdia quelen) aiming at improving
carbohydrate digestibility in fish. Two of 31 strains isolated from the
foregut were considered amylolytic and the strain selected was the one
which presented the higher halo provided by the amylase secretion. The
strain was phenotypically characterized and analysed to determine bile
and pH tolerance as well extracellular quantitative amylase activity. The
probiotic candidate, identified as Aeromonas veronii, showed the ability
to survive a range of pH and bile salt conditions and secreted an
interesting enzymatic profile. The use of A. veronii as a dietary probiotic
supplement was analysed for growth, nutrient digestibility and histology
of jundia catfish. In the digestibility trial, fish (425.6 £ 159.94 g) were
fed in triplicate with diets supplemented or not with 109 colony-forming
units (CFU) of A. veronii per 100 g-1 on a diet, for 79 days. Feces were
collected by sedimentation and the foreguts collected for histological
analysis. The apparent digestibility coefficient and digestible nutrient of
total dietary fiber were higher (P < 0.05) in fish fed the control diet, but
there was no effect on starch digestibility. No significant changes were
observed in intestinal histology with dietary bacterial probiotic
supplementation. Fish growth was evaluated in another trial, where fish
(26.19 + 0.32 g) were fed the same diets used on the digestibility trial,
for 45 days. The final weight and weight gain were higher in fish fed the
control diet without probiotic supplementation. Although dietary
supplementation with the amylolytic bacteria does not improve the
digestibility of starch in the diet, there are indications that A. veronii
degrade starch making it more available to the fish. However, maybe
jundia cannot efficiently use the carbohydrate provided by bacterium
degradation.

Keywords: Aquaculture, probiotic, carbohydrate, Aeromonas veronii,
jundia catfish
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CAPITULO I - INTRODUCAO GERAL

A aquicultura estd se desenvolvendo rapidamente e continua
sendo o setor de produgdo alimentar de origem animal que cresce com
maior rapidez (FAO, 2015). Fatores que impulsionam este crescimento
estdo cada dia mais relacionados a nutricdo e alimentacdo das espécies
com interesse comercial, ja que sdo essenciais para alcancar a eficiéncia
da produgdo. Por meio de numerosas pesquisas, cada dia mais
conhecimentos sdo adquiridos para se atender as exigéncias nutricionais
das espécies-alvo, mas ainda ha muito o que se buscar, principalmente
com relagdo a fontes alternativas de alimentos que possam substituir,
sobretudo a farinha de peixe das dietas, que proporcionem a redugdo nos
custos da producdo, preservando a sustentabilidade financeira, além de
focar na diminuigdo do impacto ambiental ocasionado pelo setor
(CASTILLO; GATLIN, 2015; NATIONAL RESEARCH COUNCIL
OF THE NATIONAL ACADEMIES, 2011; SINGH; BALANGE;
GHUGHUSKAR, 2006). Estas fontes de alimento alternativas podem
ser de variadas origens e tipos, como vegetais, subprodutos do
processamento animal e microrganismos (CAMACHO-RODRIGUEZ et
al., 2013; KIESSLING; ASKBRANDT, 1993; KUHN et al., 2009;
OLIVA-TELES; GONCALVES, 2001; SLAWSKI et al., 2013; WANG
etal., 2013; YUN et al., 2014).

Alimentacio na aquicultura

Os custos com a produgdo aquicola podem ser reduzidos pela
eficiente formulagdo de dietas para a espécie-alvo da producido
(GANGULY et al., 2013). Os peixes apresentam exigéncias nutricionais
variadas e uma capacidade de utilizar fontes alimentares disponiveis
igualmente variada, ditadas principalmente pelo habito alimentar da
espécie. Para a maioria das espécies produzidas, ainda é utilizada na
formulagdo das dietas a farinha de peixe em grandes quantidades, sendo
esta a principal fonte de proteina nos alimentos para aquicultura, cuja
inclusdo podem variar entre 20 e 60% das dietas (GLENCROSS;
BOOTH; ALLAN, 2007; WATANABE, 2002). Porém, com as drasticas
diminui¢des dos estoques pesqueiros, a disponibilidade da farinha de
peixe esta comprometida tornando este, um dos ingredientes mais caros
da dieta (GATLIN et al., 2007) e limitante para o desenvolvimento de
um setor aquicola sustentavel.
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Carboidrato na nutricio de peixes

Os carboidratos sdo compostos organicos constituidos de
carbono (C), hidrogénio (H) e oxigénio (O), sendo os compostos mais
abundantes na natureza, com origem primaria no processo de
fotossintese, quando a energia luminosa da radiacdo solar ¢ incorporada
as ligagdes quimicas da molécula de glicose (MELO, 2004).

Os carboidratos s3o classificados, pelo grupo funcional, em
aldoses (presenca do grupo funcional aldeido) e cetoses (presenga do
grupo funcional cetona), sendo classificadas pelo numero de carbonos
em sua estrutura, mas também pela sua localizag¢do no alimento (Tabela
1), sendo esta ultima classificagdo de maior interesse para a area de
nutri¢do (SILVA et al., 2014).

A agroindustria disponibiliza grande quantidades de produtos e
subprodutos a base de ingredientes de origem vegetal, ricos em
carboidratos. Esta alta disponibilidade acaba interferindo positivamente
nos seus custos, deixando-os bastante acessiveis e consequentemente
imprimindo um grande potencial de utilizagdo destes insumos nas dietas
para espécies aquicolas.

Dentro os carboidratos, alguns se destacam pela sua qualidade
como fonte de energia ou pela sua disponibilidade, como ¢ o caso do
milho (Zea mays), um dos mais importantes cereais produzidos no
mundo. No Brasil, ¢ bastante utilizado como fonte energética na
alimentacdo animal, inclusive para a formulagdo de dietas para peixes.
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Tabela 1 Classificagdo dos carboidratos pela presenca nos alimentos.
Classificacdo Tipo
1. Livres ou ndo associados @  A. Lactose do leite
estrutura celular do alimento ~ B. Frutose do mel
C. Trealose da hemolinfa (sangue dos insetos)

2. Intracelulares ou dentro da  A. Soluveis — dissolvidos no citosol celular
célula B. Polissacarideos de reserva
a.Amido (vegetal)
1. Amilose, a1-4 polimero de glicose
2. Amilopectina, a1-4 e o 1-6 polimero de
glicose
b.Glicogénio (animal) al-4 e a 1-6 polimero
de glicose
c.Frutanos
1. Levana, f2-6 polimero de frutose (bactérias)
2. Inulina, $2-1 polimero de frutose (planta
Asteraceae)
3. Parede celular A. Celulose, f1-4 polimero de glicose
B. Hemicelulose, f1-4 polimero de xilose
C. Pectina, a1-4 acido galacturénico
D. Gomas, 1-4 e B1-3 polimero de varios

agucares
E. Lignina, polimero de fenilpropanoide (ndo ¢é
carboidrato)

3. Quitina - f1-4 polimero de  A. Exoesqueleto

N-acetilglicosamina B. Parede celular

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2014).

O amido e os polissacarideos nio amilaceos (PNAs) sdo
componentes dos carboidratos que perfazem a maioria dos ingredientes
vegetais utilizados para a produgdo de alimentos na aquicultura
(STONE; ALLAN; ANDERSON, 2003). O amido ¢ um dos polimeros
mais abundantes na natureza, sendo uma substincia de reserva para a
maioria das plantas superiores, além de fonte de energia alimentar para
muitos organismos (VIEILLE; ZEIKUS; VIEILLE, 2001). Os
polissacarideos podem ser divididos em amido - que sdo homopolimeros
de glicose com ligagdes a-glucosidicas (a-glucanos) lineares (amilose)
ou ramificados (amilopectinas) - e polissacarideos ndo-amilaceos (ASP,
1996). A proporgdo de amilose e amilopectina costuma variar de 20-
30% e 70-80%, respectivamente (GALLANT et al., 1992). Além dos
compostos polissacarideos ndo amilaceos, os amidos também contém
fibras (KRAUGERUD et al., 2007) e fatores antinutricionais que
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influenciam negativamente a palatabilidade e valor nutricional
(TRIPATHI; MISHRA, 2007), também afetando diretamente a
digestibilidade da dieta (DREW; BORGESON; THIESSEN, 2007).

Embora nio existam exigéncias de carboidratos em dietas para
peixes (NRC, 2011), sua inclusdo em niveis adequados pode assegurar
melhor eficiéncia na utilizagdo de outros nutrientes (WILSON, 1994),
com efeitos positivos sobre o crescimento e digestibilidade (HUNG et
al., 2003; LI et al., 2013; WATANABE, 2002). Entretanto, o contrario
também pode ocorrer, caso a inclusdo de carboidratos na deita seja
realizada em quantidades inadequadas, prejudicando nutricionalmente o
organismo, seu metabolismo, sua satde, além do seu crescimento
(ERFANULLAH; JAFRI, 1998).

No ambiente aquatico as fontes de carboidratos sdo escassas em
comparacdo ao ambiente terrestre; por este motivo, houve a adaptacio
dos sistemas digestorios e metabdlicos dos peixes para utilizacdo da
proteina e lipidio como fonte energética (WALTON; COWEY, 1982). A
caracteristica que, aparentemente, mais influi na habilidade do peixe em
utilizar o carboidrato, de forma geral, ¢ o habito alimentar da espécie,
sendo que os onivoros e herbivoros o fazem de forma melhor,
provavelmente pelas diferencas funcionais e anatdmicas do trato
digestorio e orgdos associados, do que aquelas espécies carnivoras,
menos aptas (KROGDAHL; HEMRE; MOMMSEN, 2005;
RODRIGUES et al., 2012). Também ha diferenciagdo de utilizagdo de
carboidratos entre espécies de aguas temperadas e tropicais, sendo as de
aguas tropicais mais adaptadas (WILSON, 1994). Espécies como a
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) e a carpa comum (Cyprinus
carpio) conseguem utilizar de forma mais eficiente os carboidratos
(entre 30 e 50% de inclusdo na dieta), diferentemente das espécies
carnivoras (HEMRE; MOMMSEN; KROGDAHL, 2002; WILSON,
1994).

A digestibilidade do amido em peixes pode ser afetada pela
origem vegetal, estado fisico do amido (se houve tratamento
térmico/gelatinizacdo, complexidade molecular e peso molecular) e
niveis da sua inclusdo na dieta (STONE; ALLAN; ANDERSON, 2003;
WILSON, 1994), porém o que ditard a eficiéncia da digestibilidade
sobre todos esses fatores, serd a atividade das enzimas digestivas
endogenas dos peixes (STONE; ALLAN; ANDERSON, 2003) ou das
enzimas exogenas, das bactérias associadas ao intestino dos mesmos.

A habilidade para a utilizacdo dos alimentos depende da
capacidade fisiologica de digerir ¢ da transformacdo dos nutrientes
ingeridos (FURNE et al., 2008). A digestdo de carboidratos em peixes ¢é
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iniciada no estdmago, intestino e cecos piloricos (nas espécies que 0s
apresentam), com a hidrolise extracelular dos carboidratos mais
complexos e por outras carboidrases que atuam na borda da membrana
do intestino anterior (RUST, 2002). As atividades das carboidrases sdo
influenciadas por fatores que interferem na capacidade de digerir os
carboidratos da dieta, como a temperatura, estacdo do ano, idade
(KUZ’MINA, 1996), além da frequéncia alimentar (UGOLEV;
KUZ’MINA, 1994). Dentre todas as enzimas, a mais importante na
digestdo dos carboidratos ¢ a a-amilase, que hidrolisa as ligagdes a-1,4
(LOVELL, 1988) e esta localizada em todo o trato gastrointestinal de
varias espécies de peixes (KROGDAHL et al., 2005). A a-1,4 amilase
pancredtica atua de forma aleatoria no interior da cadeia, reduzindo o
peso molecular do amido e disponibilizando maltose (dissacarideo com
duas glicoses unidas por uma ligagdo a-1,4), maltotriose (trissacarideo
de glicoses unidas por ligagdes a-1,4) e dextrinas (glicoses unidas por
ligagdes a-1,4 a-1,6). O processo continua e as enzimas da borda em
escova (maltase, que quebra a maltose e a a-dextrinase que atua na
ligagdo o-1,6 da dextrina), quebram os oligossacarideos e liberam
glicose livre para ser absorvida (SILVA et al., 2014). Logo em seguida a
ingestdo do carboidrato, o nivel de glicose sanguinea em peixes aumenta
rapidamente e assim permanece por um periodo extenso de tempo
(horas) (GOUVEIA; DAVIES, 2004; PANSERAT et al., 2001). O
aumento de glicose livre pode influenciar na produgdo da amilase pelo
tecido pancreatico ou estimular a liberagdo de insulina pelo pancreas,
que estimulara a producdo de amilase (JOBLING, 1994). O aumento na
inclusdo de carboidratos na dieta induziu o aumento da atividade da
amilase em peixes como o pintado Pseudoplatystoma coruscans
(LUNDSTEDT; MELO; MORAES, 2004), larvas de robalo europeu
Dicentrarchus labrax (CAHU; INFANTE, 1994; PERES et al., 1996),
pos-larvas de linguado Solea senegalensis (RIBEIRO; CAHU; DINIS,
2002) e juvenis do jundia (Rhamdia quelen) (MELO, 2004).

O processo de gelatinizagdo ocorre com o tratamento do amido
no processamento da dieta, pela combinagcdo de alta pressdo, alta
temperatura ¢ umidade que atuam nas pontes de hidrogénio, entre as
cadeias polissacaridicas, ligadas a estrutura do granulo (BARRON et al.,
2001; CHENG; HARDY, 2003). Este processo destrdéi a estrutura
granular do amido, dissolvendo e despolimerizando  suas
macromoléculas (BARRON et al., 2001), deixando-o mais digestivel
pelos organismos (GARCIA-ALONSO et al., 1999). Grande parte das
espécies de peixes € beneficiada com o processo de gelatinizagdo do
amido pelo aumento na digestibilidade aparente do amido e/ou da
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energia (KROGDAHL; HEMRE; MOMMSEN, 2005; WILSON, 1994)
, independente do habito alimentar da espécie como ¢ o caso do robalo
europeu (PERES; OLIVA-TELES, 2002), truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) (BERGOT; BREQUE, 1983; KIM; KAUSHIK, 1992), dourada
(Sparus aurata) (VENOU et al., 2003), salmido do Atlantico (Salmo
salar) (KRAUGERUD et al., 2007), perca prateada (Bidyanus bidyanus)
(STONE; ALLAN; ANDERSON, 2003) e esturjao siberiano (Acipenser
baeri) (KAUSHIK et al., 1989).

O jundia

O jundid (Siluriformes, Heptapteridae), espécie alvo deste
estudo, vem sobressaindo dentre as espécies cultivadas no sul do Brasil,
Argentina e Uruguai pela facilidade de manejo e reproducdo, boa
eficiéncia alimentar, sabor apreciado e auséncia de espinhos
intramusculares (FRACALOSSI; ZANIBONI FILHO; MEURER,
2002). Porém, o habito alimentar desta espécie ¢ controverso na
literatura. Segundo Kramer e Bryant (1995), o jundia deve ser
classificado como espécie onivora, pois os autores levaram em
consideragdo os itens presentes no trato digestorio do peixe selvagem.
Outro estudo, realizado por Garcia de Marco (1995), de modo diferente,
o classificou como espécie carnivora, baseando-se pela morfologia do
organismo, que apresenta reduzido coeficiente intestinal.

Alguns estudos realizados pela equipe do Laboratério de
Nutrigdo de Espécies Aquicolas (LABNUTRI/UFSC) ja sugerem a
baixa eficiéncia do jundid na utilizacdo do carboidrato da dieta em
relacdo a outros onivoros (GOMINHO-ROSA et al., 2015; MORO et al.,
2010; OLIVEIRA-FILHO; FRACALOSSI, 2006; RODRIGUES et al.,
2012) e, recentemente, Gominho-Rosa (2012) determinou como
propor¢do ideal de fonte de energia ndo-proteica na dieta para juvenis,
as quantidades de 60 e 120 g kg-1 de amido, pois em maiores inclusdes,
houve sobrecarga metabolica por excesso de carboidratos, prejudicando
a saude dos peixes. O estudo de Gominho-Rosa (2012) também mostrou
que a variacdo na digestibilidade do amido pelo jundia ocorre como
resposta adaptativa as fontes de amido pela variacdo na atividade da
maltase e ndo da amilase.

Bactérias probidticas
O termo probiotico denota “a favor da vida” e deriva do latim e

do grego respectivamente, sendo que “pro” significa “em favor de” e
“biotikos” significa “vida”. Desde 1965, seu conceito vem sendo
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moldado de acordo com os novos resultados encontrados pelas pesquisas
cientificas que utilizam estes microrganismos benéficos. Acredita-se que
a primeira defini¢do de probioticos foi dada por Lilly e Stillwell (1965),
que avaliaram os probiodticos como sendo “substincias secretadas por
protozoarios que  estimulariam o crescimento de  outros
microrganismos”. A redefini¢do do conceito de probioticos foi dada por
Parker (1974) como sendo “suplementos alimentares, inclusive
microrganismos, que quando acrescentados aos alimentos e ragdes
alterariam o equilibrio da microbiota intestinal dos animais”. Fuller
(1989) aprimorou a defini¢do dizendo que os probidticos sdo “bactérias
vivas que suplementadas aos alimentos favorecem o equilibrio da
microbiota intestinal de um hospedeiro, com efeitos benéficos”.

Somente apds anos, conhecendo-se melhor as diferencas que
existem entre as espécies aquaticas e terrestres com relagao as interagdes
da microbiota intestinal e o ambiente circundante, ¢ que o conceito de
probidticos foi estendido para o campo da aquicultura, quando
Gatesoupe (1999) alterou a definicdo de probidticos como sendo
“células microbianas que, quando administradas a animais, colonizam o
trato gastrintestinal e permanecem vidveis, melhorando sua saude”.
Porém, ainda mais recentemente, Verschuere et al., (2000) definiram
com maior amplitude o conceito de probioticos, contemplando, de
melhor forma, as possibilidades de atuacdo destes microrganismos
definindo-os como “suplementos microbianos vivos que tém efeito
benéfico ao hospedeiro, por meio da modificacdo da comunidade
microbiana associada ao hospedeiro ou ao ambiente de -cultivo,
proporcionando melhor utilizagdo do alimento ou melhorando seu valor
nutricional, melhorando a resposta imunoldgica do hospedeiro a doengas
ou melhorando a qualidade da agua de criagdo”. Apesar do relativo
pouco tempo e da abrangéncia da ultima defini¢do sobre os probidticos
para a aquicultura, a mesma apresenta uma grande defasagem sobre os
conhecimentos mais recentes, j4 que ha varios trabalhos que
demonstram o beneficio da utilizacdo de células inativadas de bactérias
ao hospedeiro (IRTANTO; AUSTIN, 2003; RODRIGUEZ-ESTRADA et
al., 2013; SONG et al., 2006; TAOKA et al., 2006), ao contrario do que
foi delimitado por Vershuere e colaboradores, que caracterizaram como
probidticos somente os “suplementos microbianos vivos”. Os termos
“probiontes” ou “bactérias benéficas” também sdo sindnimos utilizados
para bactérias probidticas.
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Possiveis modos de agdo atribuidos aos probioticos:

I. Antagonismo frente a patégenos, por meio da produgdo de
compostos inibitérios e competigdo por nutrientes (RING@;
VADSTEIN, 1998; GRAM,; et al., 1999; VERSCHUERE et al., 2000).

II. Habilidade das células em produzir metabdlitos (como
vitaminas) e enzimas, melhorando os processos digestivos e a
disponibilizacdo de nutrientes (BUTS et al., 1999; EL-HAROUN;
GODA; KABIR CHOWDHURY, 2006; LARA-FLORES et al., 2003).

ITI. Habilidade de adesdo e colonizagdo (LARA-FLORES, 2011).

IV. Melhorias do sistema imune (ASHRAF; SHAH, 2014) .

V. Melhoria da qualidade da 4gua (VERSHUERE et al, 2000).

Bactérias probioticas utilizadas na aquicultura

A utilizagdo das bactérias probidticas na aquicultura, deve
considerar a importante ¢ intrinseca relacdo que os organismos aquaticos
tém com o seu ambiente direto, em comparagdo com 0s Organismos
terrestres (KESARCODI-WATSON et al., 2008). As bactérias Gram-
negativas anaerObias facultativas sdo as dominantes nos tratos
digestorios de peixes e bivalves, mas a microbiota intestinal dos
organismos aquaticos pode sofrer alteracdes de forma rapida, promeio
da entrada de microrganismos transportados pela agua ou pelo alimento
(GATESOUPE, 1999). Esta ¢, possivelmente, a razdo pela qual os
probidticos que sdo utilizados no ambiente aquatico devem ser isolados
do proprio ambiente aquatico (CHAUCHEYRAS-DURAND;
DURAND, 2010) ou do proprio trato gastrointestinal do organismo. O
probidtico ideal deve ter habilidade para colonizar, se estabilizar e se
multiplicar no trato gastrointestinal do hospedeiro. Porém, os
probioticos comerciais utilizados na aquicultura, na sua maioria, ndo sio
originados de peixes, mesmo que exista consenso cientifico de que ha
uma maior capacidade de competicdo intestinal por aquelas bactérias
isoladas da flora autdctone do hospedeiro (NAYAK, 2010).

Embora os probioticos para humanos e animais terrestres sejam
predominantemente bactérias acido-laticas, muitos outros géneros,
Bacillus  spp., inclusive bactérias Gram-negativas (4eromonas,
Alteromonas, Photorhodobacterium, Pseudomonas ¢ espécies de
Vibrios) vem sendo avaliadas como probidticos para organismos
aquaticos (GATESOUPE, 1999; KESARCODI-WATSON et al., 2008;
MERRIFIELD et al., 2010; NAYAK, 2010; VINE; LEUKES; KAISER,
2006; WANG; LI; LIN, 2008), podendo ser empregados em ovos de
peixes e larvas, peixes juvenis e adultos, crustaceos, moluscos bivalves
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e, também, no alimento vivo como Artémia, rotiferos ou algas
unicelulares (VERSCHUERE et al., 2000).

Enzimas enddgenas e exdgenas

Atualmente, pesquisas no campo da biotecnologia, voltadas as
bactérias probidticas, contribuiram para a intensificagdo dos sistemas de
produgdo aquicola. Porém, com estes estudos em voga, viu-se que, além
de produzirem efeitos inibitorios diretos contra bactérias patogénicas,
causadoras de doengas na aquicultura (BALCAZAR et al., 2006), as
bactérias probiodticas também exercem outras formas importantes de
beneficio ao hospedeiro, como nos processos digestivos e nutricionais
de animais aquaticos (RING@; STROM; TABACHEK, 1995), por meio
da produgdo de enzimas (BAGHERI et al., 2008; BOMBA et al., 2002;
PANIGRAHI et al., 2004; WACHE et al., 2006; YANBO; ZIRONG,
2006), vitaminas, aminoacidos essenciais e atividades
microbianas no trato digestorio (DALL; MORIARTY, 1983).

O trato digestorio dos peixes marinhos e de agua doce possui
microflora tipica, que pode ser dividida em autdctone (microflora
padrao) e aléctone (RINGO; BIRKBECK, 1999). Essas bactérias
gastrointestinais realizam parte da decomposi¢do dos nutrientes e
fornecem a seu hospedeiro substincias metabolicamente ativas como
enzimas, aminoacidos e vitaminas (SUGITA; KAWASAKI; DEGUCHI,
1997).

A digestdo dos alimentos ¢ dependente de trés fatores
principais: (1) o tipo de alimento ingerido e seu grau de suscetibilidade
frente as enzimas digestivas, (2) a atividade das enzimas digestivas e (3)
o periodo de tempo de exposicdo do alimento a agdo das enzimas
digestivas, sendo cada um desses fatores afetado por ampla gama de
fatores secundarios (RAY; GHOSH; RING@, 2012).

As enzimas digestivas sdo um dos mais importantes fatores que
influenciam a eficiéncia da utilizacdo do alimento nos peixes ¢ a
caracterizacdo dessas enzimas ditam a capacidade digestiva do peixe em
hidrolisar carboidratos, proteinas e lipidios dos alimentos ingeridos
(LEMIEUX; BLIER; DUTIL, 1999). Entretanto, o conhecimento sobre
as enzimas extracelulares produzidas pelas bactérias intestinais e sua
significancia bioquimica ainda ¢ limitado (BAIRAGI et al., 2002; KAR;
GHOSH, 2008).

A relagdo das enzimas digestivas com o0s microrganismos
presentes no trato gastrointestinal dos organismos aquaticos tem
importante papel no processo digestivo pelo aumento da atividade
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enzimatica total do intestino (ZIAEI-NEJAD et al., 2006) e estimulo da
producdo de enzimas endogenas (OCHOA-SOLANO; OLMOS-SOTO,
2006; WANG, 2007), o que ocasiona o aumento da digestibilidade do
alimento.

Um importante efeito da utilizagdo de probidticos, que ainda
ndo € muito estudado, mas demonstra importante potencial para a
aquicultura, é a melhora da eficiéncia alimentar e, consequente, melhora
do crescimento de organismos aquaticos pela suplementagdo dessas
bactérias benéficas na dieta (GATESOUPE, 2002; LARA-FLORES et
al., 2003).

O probidtico, apds transitar através do estbmago, adere-se ao
intestino do hospedeiro, utiliza grande quantidade de carboidratos para o
seu crescimento e produz enzimas digestivas importantes como a
amilases, proteases e lipases, que aumentam a digestibilidade da matéria
organica, podendo determinar melhor crescimento do hospedeiro,
prevenindo problemas intestinais e produzindo e/ou estimulando a pré-
digestdo de compostos secundarios de fontes de proteinas vegetais (EL-
HAROUN; GODA; KABIR CHOWDHURY, 2006; LARA-FLORES et
al., 2003).

Efeitos da suplementacio de probidticos na dieta sobre as atividades

de enzimas digestivas

Ja foi demonstrado em animais terrestres que os probidticos
influenciam os processos digestivos pelo aumento da populacdo de
microrganismos benéficos, aumentando assim as atividades enzimaticas
microbianas e atividades enzimaticas digestivas na membrana borda em
escova (BUTS et al, 1999), sendo o resultado, melhora da
digestibilidade dos nutrientes e melhora da utilizacdo do alimento
oferecido ao animal (BOMBA et al., 2002).

Resultados similares foram relatados em espécies aquicolas,
como a carpa comum (YANBO; ZIRONG, 2006), a truta arco-iris
(BAGHERI et al., 2008; PANIGRAHI et al., 2004; WACHE et al.,
20006) e tilapia-do-Nilo (LARA-FLORES et al., 2003). A utilizagdo de
probidticos suplementados a dietas para organismos aquaticos €
promissora quando melhora a eficiéncia alimentar desses animais e foi
este o resultado encontrado no estudo de Saenz de Rodrigafiez et al.
(2009), sugerindo que a capacidade absortiva da membrana borda em
escova e, possivelmente, a subsequente utilizagdo nutritiva do alimento
sejam mais eficientes no linguado (Solea senegalensis) alimentado com
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dieta suplementada com probidticos do que em peixes alimentados com
a dieta sem o probiodtico.

Viérios autores propdem como explicacdo que os probidticos (I)
estimulam as atividades especificas e totais das enzimas digestivas
(BUTS et al., 1999); e (II) produzem ativamente enzimas relevantes,
tais como amilases, proteases e lipases (EL-HAROUN; GODA; KABIR
CHOWDHURY, 2006; SCHRIJVER; OLLEVIER, 2000). Assim, os
probioticos devem melhorar todo o processo digestivo aumentando a
digestibilidade da racdo e, desse modo, a utilizagdo dos nutrientes

No estudo realizado por Douillet e Langdon (1993) com ostras
(Cassostrea gigas) axénicas (sem microrganismos), alimentadas com
dieta monoalgal (também axénica) e inoculada com varias bactérias
marinhas, uma cepa de Alteromonas sp. mostrou efeitos benéficos no
crescimento e sobrevivéncia das larvas de ostra. O modo de acdo
sugerido pelos autores foi o de fornecimento nutricional por meio da
fixacdo de nitrogénio, ja que a dieta monoalgal poderia ser insuficiente
como fonte deste nutriente para as ostras no estagio larval, ou pelo
auxilio na digestdo das microalgas ingeridas pelas enzimas
extracelulares bacterianas.

Yanbo e Zirong (2006) utilizaram Bacillus spp. e bactérias
fotossintéticas suplementadas a dieta da carpa comum e observaram
melhora na atividade de enzimas digestivas, melhor desempenho de
crescimento e eficiéncia alimentar nestes tratamentos em relacdo as
carpas alimentadas com racdo controle, sugerindo que a adigdo de
probidticos pode inclusive reduzir o custo de producdo. Em termos
praticos, isto significa que a utilizagdo de probiodticos pode diminuir a
quantidade de ragdo necessaria para o crescimento do animal, o que
pode resultar em vantajosa reducdo de custos, ja que a alimentagdo ¢é
justamente a parte mais onerosa do cultivo. Outro autor também
encontrou resultados similares para a carpa indiana (GHOSH et al.,
2003).

Mohapatra et al. (2012) utilizaram diferentes tratamentos com e
sem probioticos (Bacillus subtillis, Lactococcus lactis e Saccharomyces
cerevisiae), suplementados a dieta basal em diversas combinagdes para
larvas de carpa indiana (Labeo rohita). As larvas que apresentaram
melhor resultado em crescimento, taxa de retengdo proteica, eficiéncia
de retencdo de nutrientes, digestibilidade e a mais baixa taxa de
conversdo alimentar foram aquelas alimentadas com dieta suplementada
com todos os microrganismos, indicando que a combinacdo de varios
probidticos propiciam um melhor desempenho de crescimento e
utilizagdo dos nutrientes. Este estudo também testou os efeitos da
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utilizagdo de microrganismos inativados por calor, mas o resultado foi
ineficaz na melhora do crescimento, utilizagdo de nutrientes e atividade
das enzimas digestivas. A ineficiéncia do probiotico inativado levou os
autores a concluir que a maior atividade das enzimas digestivas
(protease e lipase), encontrada nas dietas suplementadas com
probioticos, é originada do estimulo dos proprios probiontes ou da
producdo de enzimas exogenas, as quais podem ter melhorado a
digestibilidade dos nutrientes, o que conduziu ao melhor desempenho
das larvas.

Viu-se até agora que os processos digestivos dos organismos
aquaticos podem ser afetados de maneira benéfica pela utilizagdo dos
probioticos suplementados as dietas desses animais. Alguns autores
atribuem diretamente ao probidtico o efeito de melhora da
digestibilidade dos nutrientes ingeridos pelo hospedeiro através da
secrecdo de enzimas exogenas. Entretanto, outros autores, cujos estudos
serdo abordados na sequéncia desta revisdo, sugerem um modo de agdo
divergente do que a secrecdo direta de enzimas digestivas pelos proprios
microrganismos, onde os microrganismos benéficos estimulariam de
alguma forma uma maior secre¢do de enzimas digestivas pelos proprios
hospedeiros, potencializando assim a digestdo e a captacdo dos
nutrientes ingeridos.

Sun et al. (2011) utilizaram o probiotico Psychrobacter sp.
suplementado a dieta e observaram um aumento da atividade das
enzimas protease ¢ amilase intestinais em garoupas (Epinephelus
coioides). Entretanto, os autores realizaram estudos que demonstraram
que a bactéria Psychrobacter sp. ndo secretou, sob condigdes in vitro,
nenhuma protease, amilase ou lipase, fato interessante que indica
fortemente que as enzimas exodgenas produzidas pelo probionte no
intestino sdo insignificantes e que o aumento da atividade das enzimas
deve ser totalmente atribuida a indug¢do que o probiodtico faz ao seu
hospedeiro, evento que ocorreu nos peixes alimentados com a dieta
suplementada no estudo. Assim, o aumento observado da atividade das
enzimas digestivas nas dietas suplementadas com probidticos pode ter
levado a uma melhora geral do processo digestivo, aumentando a
digestibilidade do alimento e acarretando numa melhor utilizagdo dos
nutrientes da dieta (SUN et al., 2011).

Wang (2007) em estudo com o camardo branco do Pacifico
(Litopenaeus vannamei) argumenta que ndo foi possivel distinguir entre
as atividades vinculadas as enzimas sintetizadas pelo camardo e aquelas
vinculadas as enzimas sintetizadas pelos probidticos. Este autor sugere
que as enzimas exogenas produzidas pelos probidticos representam
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apenas uma pequena contribui¢do a atividade de enzima total do
intestino e que a presenga dos probidticos estimularia mais intensamente
a producdo de enzimas enddgenas pelo proprio camarao.

De forma geral, como apontado por varios autores, o que se
sabe € que as enzimas digestivas (amilases, proteases e lipases) podem
ser incrementadas pela administragdo de probidticos na dieta (GOMEZ;
SHEN, 2008; WANG, 2007; ZIAEI-NEJAD et al., 2006).

Lara-Flores et al. (2010) avaliaram os efeitos de dois tipos de
probidticos, um mix de duas bactérias (Streptococcus faecium e
Lactobacillus acidophilus) e uma levedura (Saccharomyces cerevisiae),
no desempenho de crescimento e atividade das enzimas intestinais em
larvas de tilapia do Nilo. Os resultados observados foram uma alta
atividade de fosfatase alcalina na tildpia quando os probiodticos eram
administrados a dieta, refletindo um possivel desenvolvimento das
membranas borda em escova dos enterdcitos que pode ser estimulada
pelos probidticos (CUVIER-PERES; KESTEMONT, 2001).

As atividades das enzimas da borda em escova sdo relatadas
como indicadoras da intensidade de absor¢do de nutrientes pelos
enterocitos dos peixes (GAWLICKA et al., 2000). A fosfatase alcalina
¢ concentrada em tecidos contendo bordas em escova, portanto ela esta
presente no mesmo local onde as enzimas digestivas sdo secretadas,
permitindo a absor¢do de pequenas particulas, a medida que elas sdo
produzidas (TENGJAROENKUL et al., 2000). A atividade da fosfatase
alcalina também foi relatada como sendo indicadora da absor¢do de
carboidrato e lipidio (CALHAU et al., 2000; GERMAN et al., 2004).

Saenz de Rodrigafiez et al. (2009) realizaram um estudo com o
linguado Senegalés sendo a dieta suplementada com as bactérias
probioticas liofilizadas da familia Alteromonadaceae Pdp13 e Pdpl1. O
maior crescimento foi registrado nos peixes alimentados com dieta
suplementada com Pdp13. O efeito da suplementagdo dos probidticos no
intestino foi avaliado de trés formas: (a) avaliagdo da atividade de duas
enzimas especificas intestinais localizadas na membrana borda em
escova, a leucina aminopeptidase (LA) e fosfatase alcalina (FA); (b)
analise das estruturas das células intestinais e (c) monitoramento da
microbiota do intestino. Essas enzimas sido indicadores de maturacdo do
enterocitos e diferenciagdo, por meio do desenvolvimento ontogenético
de peixes marinhos (CAHU; INFANTE, 1995), além de serem
relacionadas com o estado nutricional do animal, onde suas atividades
refletem uma digestdo e/ou absor¢do adequadas de alimento. O aumento
da presenca de FA no intestino dos linguados alimentados com dieta
suplementada com Pdpl3 pode indicar uma maior funcionalidade dos
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enterocitos em comparacdo ao grupo controle. Resultados similares
foram relatados para a tilapia nildtica por El-Haroun et al. (2006) e para
o robalo europeu (Dicentrarchus labrax) por Carnevali et al. (2006).

Outro grupo de autores (GARCIA DE LA BANDA et al., 2010)
realizou estudo com a mesma espécie de linguado (Solea senegalensis) e
as bactérias probioticas Pdp13 (S. baltica) e Pdpl1 (S. putrefaciens) do
estudo antecessor, realizado por Saénz de Rodrigafiez et al. (2009).
Porém, resultados diversos foram encontrados, possivelmente pelas
temperaturas distintas em que cada experimento foi conduzido, sendo o
estudo mais antigo realizado a 21 °C e o mais novo a 16,6 °C
ocasionando resultado geral inferior aos peixes controle e aqueles
alimentados com dieta suplementada com Pdpl3. No estudo realizado
com menor temperatura, as células probioticas liofilizadas tiveram sua
capacidade de produzir ou estimular enzimas digestivas afetada, sendo o
resultado ainda pior com a bactéria probidtica Pdpl3. A eficacia da
aplicagdo dos probioticos depende de fatores como, a combinagdo das
espécies, nivel de aplicagdes, frequéncia de aplicagdes e condigdes
ambientais (ZHOU; WANG; LI, 2009) e por isso, talvez, seja complexo
avaliar diretamente os diferentes estudos utilizando probidticos
(GOMEZ-GIL; ROQUE; TURNBULL, 2000).
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia da suplementagdo dietética de bactéria
probidtica amilolitica no desempenho e utilizagdo do carboidrato pelo
jundia (Rhamdia quelen).

Objetivos Especificos

Isolar, avaliar in vitro e identificar, a partir do intestino do
jundia, a cepa bacteriana amilolitica com potencial efeito probidtico.

Avaliar possivel patogenicidade das cepa(s) amilolitica(s)
isoladas ao jundia, por meio de sinais classicos.

Avaliar a composi¢ao bromatoldgica e analise do amido total da
dieta experimental apds suplementacao da cepa probidtica.

Avaliar a digestibilidade do amido, fibras, proteina e matéria
seca da dieta suplementada com a cepa probidtica para o jundia.

Avaliar a atividade da enzima digestiva amilase da cepa
probidtica.

Avaliar o desempenho zootécnico do jundid alimentado com dieta
suplementada com a cepa probiotica

Para atingir os objetivos propostos optou-se por dividir a
presente tese em dois capitulos e/ou artigos, a saber:

Capitulo II — Aeromonas veronii como potencial probiodtico para
Rhamdia quelen.

Capitulo IIT — Suplementagdo de bactéria probidtica amilolitica
na dieta do jundia (Rhamdia quelen): efeito no crescimento, histologia
intestinal e utiliza¢do de nutrientes.

Os artigos cientificos que se seguem foram redigidos conforme
as normas para submissdo no perioédico Letters in Applied Microbiology
e Aquaculture Nutrition, respectivamente.
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CAPITULO II

Artigo 1

Aeromonas veronii como potencial probidtico para Rhamdia quelen.

(Preparado para submissdo ao periodico Letter in Applied Microbiology)
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Aeromonas veronii como potencial probidtico para Rhamdia quelen

Poletto, Tatiana Vieiral*, Vieira, Cleide Rosana Werneckz, Silva, Carlos Peres’
¢ Fracalossi, Débora Machado'

! Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Departamento de Aquicultura, Florianopolis, SC, Brasil.
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Importincia e impacto do estudo: Este estudo fornece dados
interessantes relacionados a futura utilizagdo de bactérias probidticas
amiloliticas, como a Aeromonas veronii, em dietas formuladas com maior
conteudo em carboidratos. Nossos resultados demonstraram o potencial da
cepa isolada A. veronii para melhorar o processo de digestdo do jundia, por
meio do fornecimento de enzimas exdgenas. Tal utilizagdo das bactérias
probidticas representa forma interessante para reduzir custos e diminuir a
dependéncia de ingredientes de origem animal, reforcando a
sustentabilidade da aquicultura.

Resumo

Este estudo objetivou isolar uma cepa de bactéria amilolitica
potencialmente probidtica do intestino do jundia (Rhamdia quelen),
visando melhorar a digestibilidade de carboidratos em peixes. Duas de
31 cepas isoladas do intestino anterior do jundia cresceram em agar SA,
sendo consideradas, portanto, amiloliticas. A cepa que apresentou o
maior potencial amilolitico, baseado no tamanho do halo formado pela
secre¢do de amilase, foi a escolhida. A cepa foi posteriormente
caracterizada fenotipicamente e analisada para determinagdo da sua
tolerancia frente a bile e pH, além da analise quantitativa da atividade
enzimatica da amilase. A candidata probiodtica, identificada como
Aeromonas veronii, mostrou capacidade de sobreviver ao estresse de
diversos niveis de pH e sais biliares, além de secretar interessante perfil
enzimatico. Os resultados demonstraram o potencial da 4. veronii para
melhorar o processo de digestdo do jundia fornecendo enzimas exogenas
para a degradacdo e absor¢@o dos nutrientes.

Palavras-chave: enzimas, probioticos, aquicultura, microbiologia
intestinal, peixe (vivo)
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Introduciao

A produgdo de ragdes para a aquicultura continua dependente de
ingredientes caros, ricos em proteinas para atender as exigéncias
nutricionais dos peixes (Glencross et al. 2007; Tacon e Metian 2008).
As exigéncias nutricionais e a capacidade de utilizar diversos
ingredientes variam de acordo com a fisiologia e morfologia intestinal
dos peixes (Glencross; Booth; Allan, 2007; Krogdahl; Hemre;
Mommsen, 2005), dificultando assim a busca por ingredientes
alternativos, com menor custo.

O carboidrato ¢ um macronutriente interessante que pode ser
incluido em dietas formuladas como fonte de energia ndo proteica,
representando maneira eficaz de diminuir custos e contribuir para o
efeito poupador de proteina (Hemre ef al. 2002; Gatlin III 2010). No
entanto, ndo ha indicios de exigéncia dietética especifica de carboidratos
para peixes (NRC 2011), além do que, peixes ndo utilizam de forma
eficiente os carboidratos dietéticos, como os animais terrestres o fazem.

O jundia Rhamdia quelen (Quoy e Gaimard 1824) é uma
espécie de peixe amplamente distribuida e de interesse para a
aquicultura principalmente no sul do Brasil, Uruguai e Argentina. Esta
espécie ¢ modelo para o estudo da utilizagdo do carboidrato dietético,
pois apesar do seu habito alimentar onivoro, exibe intestino curto, o que
dificulta a utilizacdo de carboidratos (Moro et al. 2010; Oliveira Filho;
Fracalossi, 2006; Rodrigues et al., 2012) em comparagdo com outros
onivoros tipicos como a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
(Krogdahl; Hemre; Mommsen, 2005; Rodrigues et al. 2012).

As enzimas digestivas sdo a chave para promover a melhor
eficiéncia alimentar nos peixes. A caracterizagdo destas enzimas revela a
capacidade digestiva para hidrolisar carboidratos, proteinas e lipidios na
dieta consumida (Lemieux; Blier; Dutil, 1999).

As bactérias probiodticas atuam diretamente nos processos
digestivos e nutricionais de animais aquaticos (Ringe; Strom; Tabachek,
1995), através da producdo de enzimas (Yanbo e Zirong 2006). Existe
grande potencial para pesquisas ligadas a utilizagdo destas bactérias
produtoras de enzimas relacionadas com o aumento da efici€ncia
alimentar e, consequentemente, maior crescimento do hospedeiro
(Gatesoupe, 2002; Lara-Flores et al. 2003). Portanto, o objetivo deste
estudo foi o isolamento de uma bactéria amilolitica potencialmente
probidtica de uma espécie de peixe de agua doce, o jundia (R. quelen),
para melhorar sua digestibilidade frente a utilizagdo do carboidrato.
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Materiais e métodos

Isolamento

Para esvaziar o trato gastrointestinal, 10 jundids fémeas foram
deixados em jejum por 48 h (95,45 + 6,66 g) antes da dissecagdo (Ray et
al. 2010). Todos os peixes foram sacrificados por sec¢do da medula
espinhal e tiveram seus intestinos anteriores removidos assepticamente.
Em seguida, os intestinos foram cortados em partes e lavados trés vezes,
utilizando uma seringa com solucao refrigerada de cloreto de sodio 0,9%
estéril. Os intestinos anteriores foram homogeneizados na solugdo
refrigerada de NaCl 0-9% (Das e Tripathi 1991) em almofariz
esterilizado. O manejo dos peixes seguiu o protocolo PP0081S5,
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Santa Catarina (CEUA, UFSC).

Detec¢do de bactérias produtoras de amilase

O homogeneizado intestinal foi utilizado apds 10 diluigdes
decimais em série. Aliquotas das diluigdes foram distribuidas em
triplicata (100 uL) em meio de cultivo agar triptona de soja (TSA) para
caracterizar a contagem viavel total de bactérias aerdbias autoctones. As
placas foram incubadas a 32 °C por 24 h e as coldnias selecionadas
foram purificadas por estrias de esgotamento (Ray et al. 2010),
transferidas para dgar de amido (SA) (Bairagi et al. 2002) e incubadas a
32 °C por 24 h. As cepas que cresceram nessas condigdes foram
consideradas amiloliticas (Mondal et al. 2008).

Determinagdo de possiveis efeitos prejudiciais causados pelas cepas
selecionadas ao hospedeiro

Para verificar possiveis efeitos prejudiciais causados pelas cepas
isoladas ao hospedeiro, 36 juvenis de jundid (28,4 + 5,0 g) foram
estocados em cada um de trés aquarios de 50 L: dois aquarios continham
os peixes que seriam alimentados com as cepas candidatas a probiotico e
outro, aqueles a serem alimentados com a dieta controle. Foi realizada
troca diaria de agua (70%), fornecida aeragdo continua e mantida
temperatura constante (28 °C) por 120 h.

As duas cepas candidatas a probidtico foram cultivadas em
meio de caldo triptona de soja (TSB) em incubadora orbital a 32 °C
durante a noite. Apods a incubagdo, as células foram centrifugadas (5 000
2, 5 min) e lavadas duas vezes em solug@o salina estéril e ressuspensas
na mesma solugdo. Dilui¢des seriadas e plaqueamentos foram utilizados
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para verificar a relagdo entre a densidade otica no comprimento de onda
de 600 nm (DOgoy) € o nimero de unidades formadoras de colonia
(UFC) por mililitro. A absorbancia a 600 nm foi ajustada para 0,60 +
0,05 para padronizar o nimero de bactérias (109 CFU mL'l).

Todos os peixes foram inoculados intraperitonealmente com 0,1
mL de solugdo salina contendo 10° CFU ml"' da respectiva cepa
selecionada, exceto para o grupo controle, que foi inoculado apenas com
solucdo salina. Durante o experimento, o comportamento dos peixes foi
monitorado e apds 120 h, todos os peixes foram sacrificados conforme
descrito acima e seus 6rgdos foram examinados para verificar quaisquer
evidéncias de enfermidades. Para certificar sobre a presenga das
respectivas cepas isoladas nos tratamentos, foram coletados swabs da
cavidade peritoneal e dos rins de todos os peixes, os quais foram
inoculados em TSA e incubados a 32 °C por 24 h.

Caracterizagdo fenotipica

As cepas candidatas a probiodtico foram cultivadas em TSA a 32
°C por 24 h e as seguintes caracteristicas foram testadas: reacdo de
Gram confirmada pelo método KOH, forma e motilidade (microscopio
de contraste de fase), atividade de citocromo-oxidase, teste de catalase
(H20,, 3% v/v) e teste de oxidagdo/fermentacdo (O/F) da glicose.

Ensaio qualitativo da amilase

As cepas isoladas foram inoculadas em placas de agar SA e
incubadas a 32 °C por 24 h. Apos este periodo, a solugdo do iodo de
Lugol [(w/v) 1% de iodo em iodeto de potassio 2%] foi derramada sobre
as placas. A atividade enzimatica extracelular da amilase foi detectada
como uma zona clara (halo) ao redor das coldnias, sendo seu didmetro
medido com paquimetro. A cepa candidata a probiotico, que apresentou
o maior halo em torno de suas colonias, foi a selecionada para os
proximos ensaios.

Identifica¢do molecular

Para extrair o DNA, a cepa selecionada foi cultivada em TSB a
32 °C por 24 h. O DNA gendmico bacteriano foi isolado usando o Kit
DNeasy® Tissue (QIAGEN, CA, USA). Sequéncias do gene 16S rDNA
foram amplificadas utilizando primers universais do rDNA bacteriano

8F (5'-AGAGTTTGATCCTTGGCTCAG-3"), 519R (5'-
GTATTACCGCGGCTGCTG-3"), 519F (5-
CAGCAGCCGCGGTAATAC-3") e 1492R (5'-

GCYTACCTTGTTACGACTT-3"). A amplificagdio por PCR foi
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realizada em um termociclador (2720, Applied Biosystems). A ciclagem
utilizada foi de desnaturagdo inicial de 4 min a 95 °C, seguido de 35
ciclos de 30 s 295 °C,45sa50°C eal mina 72 °C, com uma etapa da
extensdo final de 10 min a 72 °C. O DNA extraido (5 pL) foi utilizado
para a amplificagdo em um volume total de 50 pL, contendo 1,25 U de
AmpliTaq LD DNA polimerase (Applied Biosystems, CA, USA).

Apbs a purificagdo, os produtos PCR foram diretamente
sequenciados pelo método de sequenciamento Sanger através do
analisador genético ABI PRISM 350, utilizando-se o kit de
sequenciamento ABI BigDye Terminator v3-1 (Applied Biosystems).

A sequéncia de DNA obtida foi comparada com o banco de
dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) usando
o programa BLAST. Uma andlise filogenética foi realizada utilizando o
software MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) v4.0.

Ensaio quantitativo da amilase

A cepa candidata a probiotico selecionada foi cultivada em 25
mL em meio TSB overnight a 32 °C. Uma aliquota de 0,5 mL da
cultura liquida produzida foi posteriormente inoculada em um frasco
com meio de cultivo "caldo" SA, consistindo do meio agar SA sem a
adi¢do do agar (Bairagi et al. 2002; Mondal er al. 2008; Ray et al.
2010). O frasco da cultura foi incubado a 32 °C por 24 h. As células
foram entdo descartadas apos centrifugagdo (10 000 g, 10 min, 4 °C) e o
sobrenadante, utilizado como extrato enzimatico, foi dividido em
aliquotas, disposto em tubos de Eppendorf de 15 mL e armazenado a -80
° C até ser analisado.

A atividade da amilase foi determinada pelo método do acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Noelting ¢ Bernfeld 1948). A mistura da
reacdo consistiu em 25 pl. de uma solu¢do de amido 1% (p/v) como
substrato, 25 pL de tampdo Tris-HCI [50 mmol, pH 8,5] e 50 puL da
amostra de extrato enzimatico. A mistura de reacdo foi diluida em agua
destilada e a absorbancia lida a 550 nm utilizando-se leitor de
microplacas (Tecan 200 infinito). Este método baseia-se na estimativa
de aglicar redutores utilizando a maltose como padrdo. A atividade
enzimatica quantitativa foi expressa em unidades (U). Uma unidade da
amilase foi definida como a quantidade de enzima mL™" capaz de liberar
1 pg de agtcar redutor por minuto. A determinagdo de proteina total foi
realizada segundo Bradford (1976), utilizando-se a albumina bovina
sérica como padrdo. A atividade especifica foi definida em termos de
unidades da atividade enzimatica por mg de proteina total.
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Caracteriza¢do enzimatica

A caracterizagdo enzimatica da cepa potencialmente probidtica
foi realizada utilizando o sistema APl ZYM (bioMérieux, Marcy
L'Etoile, Franca), de acordo com as instrugdes do fabricante.

Tolerdncia frente a diferentes pH e bile

A candidata a probidtico selecionada foi cultivada
anteriormente em meio TSB durante a noite a 32 °C. A absorbancia
(Agoo nm) foi ajustada como 0,25 + 0,05 para padronizar a concentragido
bacteriana (106 a 10’ UFC mL'l). Aliquotas da suspensdo bacteriana
foram centrifugadas (5 000 g, 10 min) e ressuspendidas em tampao
fosfato salino (PBS) estéril, que foi ajustado para os niveis de pH (2,0,
3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ¢ 9,0) usando 1% HCI ou NaOH. As amostras
foram entdo incubadas durante 2 h a 32 °C. Apds o periodo de
incubagdo, a DOgq foi lida e as amostras foram diluidas serialmente em
PBS estéril para verificar as contagens vidveis em placas de TSA.

Ja a tolerancia frente as duas concentra¢cdes de bile foi
determinada utilizando uma suspensao inicial (106 a 10" UFC ml'l) da
cepa selecionada crescida no meio TSB. Aliquotas da suspensdo
bacteriana foram centrifugadas (5 000 g, 10 min) e em seguida
ressuspendidas em PBS estéril com 0, 0,15 ou 0,3% (p/v) bile bovina.
As amostras foram posteriormente incubadas durante 2, 4 e 8§ h a 32 °C.
Apos cada periodo de incubagdo, a densidade optica foi medida em
espectrofotometro Génesis 10S (Thermo Scientific, MA, EUA) em 600
nm e as amostras foram diluidas serialmente em PBS estéril para
verificar as contagens viaveis através da contagem em placa de TSA.

Todos os experimentos in vitro foram executados em triplicata.

Resultados e discussao

Das 31 cepas isoladas em agar triptona de soja (TSA) a partir do
intestino anterior de jundias apenas duas cresceram (6,4% do total) em
agar amido (a4gar SA) e, portanto, foram consideradas amiloliticas. Néo
foi observada nenhuma mortalidade, evidéncias de quaisquer efeitos
prejudiciais ou sinais de doencas ocasionadas por qualquer uma das
cepas selecionadas (designadas como M2 e E7 até a identificacdo
correta) nos juvenis de jundia, apos o desafio com a A. veronii inoculada
intraperitonealmente nos peixes testados. A cepa M2 foi caracterizada
como bactéria Gram-negativa, moével, forma de bastonetes, ndo
fermentadora da glicose, catalase e oxidase positiva. Ja a cepa isolada
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E7, foi caracterizada como bastonetes Gram-negativa, movel,
fermentadora da glicose, catalase e oxidase positivas.

A intensidade de produgdo de enzimas extracelulares
amiloliticas pelas duas cepas isoladas anteriormente foi avaliada por
meio de ensaio qualitativo, sendo que a formagdo de halo expressa pela
cepa E7 alcangcou 4 mm, comparada com o halo de 0,5 mm pela cepa
M2. Considerando este resultado, apenas a cepa E7 foi mantida, por
apresentar o melhor resultado qualitativo relacionado a produgdo de
enzimas amiloliticas. Com base na analise de sequéncias do gene 16S
rDNA, a cepa E7 selecionada foi identificada como Aeromonas veronii,
com homologia de 99%.

Talvez o critério mais importante para a selecdo de um
potencial probidtico seja a capacidade da bactéria de colonizar o
intestino do hospedeiro (Merrifield et al. 2010; Nayak 2010). Portanto, o
isolamento da cepa a partir do trato gastrointestinal do hospedeiro ¢é
adequado para selecionar um probionte, ja que considera a adaptagdo
que permite sua fixacdo aos tecidos intestinais (Carnevali et al. 2004).
Este procedimento ndo restringe o potencial de um probionte ao de uma
cepa transitéria (O’Sullivan 2001), apesar de que uma cepa transitoria
também pode influenciar positivamente o hospedeiro (Isolauri e
Ouwehand 2004).

A cepa candidata a probiotico isolada neste estudo
provavelmente pertence a microbiota autoctone, ja que nenhum dos dois
procedimentos anteriores realizados para garantir a remocdo das
bactérias aloctones prejudicaram a capacidade da cepa em permanecer
aderida ao intestino jundia. Um estudo identificou a elevada habilidade
da A. veronii quando em contato com o intestino da carpa sob condigdo
de alimentagdo ou jejum, o qual resultou em representatividade
bacteriana da 4. veronii de 50% em ambos os grupos, em contraste com
outros isolados (Namba et al. 2007). Esta evidéncia corrobora a hipotese
da colonizagdo do intestino do jundia pela A. veronii no presente estudo.

O género Aeromonas é amplamente descrito como patdgeno
emergente em organismos aquaticos e seres humanos (Janda e Abbott
2010), mas ainda ha um elo perdido entre este gene virulento e uma
determinada espécie ou origem. Esta situagcdo se torna mais evidente
quando espécie é capaz de apresentar varios fatores de viruléncia sem
mostrar potencial de viruléncia definitivo (Martino et al. 2014). A
utilizagdo de uma bactéria, pertencente a este género excepcionalmente
diversificado, como probidtico pode ter efeitos positivos, ja que cepas
probidticas competem de forma eficaz com outras bactérias. E
importante notar que seria altamente desejavel obter cepas probioticas



44

da mesma espécie das patogénicas que procuram por nutrientes e espacgo
para se fixar no intestino do hospedeiro (Gram e Ringe 2005). No
presente estudo, A. veronii ndo apresentou qualquer efeito nocivo ao
jundia, propiciando a base para uma relagdo mutualista (Ray et al.
2012). Além disso, a alta variabilidade nucleotidica apresentada (Alperi
et al. 2010a; Alperi ef al. 2010b) e a falta de consenso estabelecida sobre
a patogenicidade do género Aeromonas em humanos (Janda e Abbott
2010) deixa lacunas a serem preenchidas, permitindo o uso de tais cepas
como possivel probiontes.

Neste estudo, A. veronii apresentou atividade da enzima amilase
de 28,57 U ml'", sendo a atividade especifica 3,57 U mg'l. Além disso, o
perfil enzimatico da candidata a probidtico foi determinado usando o
sistema API ZYM (Tabela 2). O sistema APl ZYM ¢é um ensaio semi-
quantitativo para a analise de 19 enzimas hidroliticas, sendo destas, oito
carboidrases. No entanto, dentre as carboidrases, apenas N-acetil-p-
glicosaminidase apresentou atividade positiva para A. veromnii no
presente estudo. Todas as outras carboidrases apresentaram atividade
negativa, incluindo o-glicosidase, o que diminui a variedade de
carboidratos suscetiveis que permitiriam completa degradagdo por esta
enzima exogena para utilizar na alimentagdo da aquicultura, ja que a a-
glicosidase é apta a hidrolisar muitos carboidratos, tais como a a-D-
glicosideos  (p-nitrofenil-a-D-glicosideo e  metil-a-D-glicosideo),
oligossacarideos  (maltodextrina) e  polissacarideos  (amilose,
amilopectina e glicogénio) (Sun e Henson 1990). Por outro lado, o
proprio hospedeiro pode secretar a enzima o-glicosidase evitando,
assim, a limitagdo imposta pela 4. veronii. Esta hipotese ¢ suportada
pelo fato de que a digestdo do jundia melhora pela inclusdo na dieta de
ingredientes de fontes vegetais com niveis mais elevados de maltose, em
vez de amido (Gominho-Rosa et al. 2015). Além disso, o promissor
efeito sinérgico da combinagdo entre a-glicosidase e a-amilase resultou
na hidrolise de granulo de amido, que foi de 8 a 11 vezes maior que a
soma da hidrélise alcangada por duas enzimas utilizadas separadamente
(Sun e Henson 1990).
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Tabela 2 Perfil enzimatico (API ZYM test) da candidata a probidtico
Aeromonas veronii

Teste bioquimico A. veronii

Fosfatase alcalina -

Esterase (C4)

Esterase lipase (C8) +
Lipase (C4) -
Leucine arilamidase +

Valina arilamidase -
Cistina arilamidase -
Tripsina -
o -quimotripsina +
Fosfatase acida +
Naftol-AS-BI-fosfohidrolase +
o -Galactosidase -
B -Galactosidase -
B -Glucuronidase -
o -Glucosidase -
B -Glucosidase -
N-acetil-b-glucosaminidase +
o -Manosidase -

o -Fucosidase -

No presente estudo, a cepa selecionada apresentou alta
tolerancia a condigdes acidas (Fig. 1). A resisténcia da cepa isolada foi
observada apds exposi¢do ao meio acidificado, exceto para o pH 2. No
entanto, a maior tolerancia da 4. veronii ocorreu entre os valores de pH
5e9. A tolerancia da A. veronii na presenga de sais biliares também foi
analisada e os resultados mostraram que ela foi capaz de sobreviver em
ambas as concentragdes testadas (0,15 e 0,3%) (Fig. 2). Os resultados
deste estudo mostraram que A. veronii apresenta tolerancia a pH e sais
biliares, iniciando pela exposi¢do a um pH de 3 e em todas as
concentragdes testadas de sais biliares (0,15% - 0,3%).

Apesar da importancia atribuida a sobrevivéncia gastrica as
cepas probidticas, estudos mostram que € possivel alcangar a viabilidade
de cepas acido-sensitivas no estdmago através da inducdo da elevagdo
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do pH pela adicdo de alimentos (Conway et al. 1987) ou por meio da
oferta de mecanismos de protegdo fisica para os microrganismos (Huang
e Adams 2004).

Neste contexto, um critério essencial para a selecdo de
probidticos, além da tolerancia a sais biliares (O'Sullivan 2001; Balcazar
et al. 2008), deve ser a capacidade de tolerar um pH alcalino (Huang e
Adams 2004), perto de 8,5 que ocorre na regido posterior do piloro
(Deguara et al. 2003), assim permitindo a sobrevivéncia do probionte e a
colonizagdo do intestino delgado. De acordo com este cenario, o
presente estudo mostrou resultados promissores, ja que a A. veronii
tolerou niveis de pH variando de neutro at¢ pH 9, que foi o nivel
maximo testado neste estudo.

7,5

7,0

i

6,5

Log,q CFU g

6,0

HH

5,5

5,0

pH

Figura 1. Tolerancia da Aeromonas veronii a diferentes niveis de pH apds 2 h
de incubagdo em TSB. Resultados estdo expressos em Log;,, CFU g'1 da
sobrevivéncia da bactéria em diferentes pHs (médias + SE).
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Figura 2. Tolerancia da Aeromonas veronii a sais biliares apos 2 h ((J), 4 h (*)
¢ 8 h (W) de incubagdo em TSB. Resultados estdo expressos em Log;, CFU g'1
da sobrevivéncia da bactéria em diferentes concentragdes de bile (médias + SE).

Concluindo, os resultados deste estudo demonstraram o
potencial da cepa isolada A. veronii para melhorar o processo de
digestdo do jundia, fornecendo enzimas exogenas para a degradacdo e
absorc¢do dos nutrientes. A bactéria isolada do trato intestinal do jundia
foi capaz de produzir enzimas que sdo comumente usadas no processo
de digestdo, incluindo fosfatase, lipase, esterase, peptidase e carboidrase.
Outra caracteristica favoravel da 4. veronii € sua capacidade de
sobreviver a pressdo exercida por diferentes niveis de pH e sais biliares.
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Resumo

Peixes onivoros ndo utilizam bem o carboidrato da dieta, quando
comparados com outros onivoros terrestres como o frango e o suino. A
utilizagdo da bactéria amilolitica Aeromonas veronii como suplemento
probidtico na dieta foi analisada com relagdo ao crescimento,
digestibilidade de nutrientes e histologia do intestino do jundia
(Rhamdia quelen), peixe onivoro, com intestino curto. No ensaio de
digestibilidade, os peixes (425,6 £ 159,94 g) foram alimentados em
triplicata com dieta suplementada ou ndo com 10° unidades formadoras
de colonia (UFC) de A. veronii por 100 g'1 de dieta, por 79 dias. Foi
utilizado o marcador inerte 6xido de itrio nas dietas experimentais,
sendo que as fezes foram coletadas por sedimentacdo e os intestinos
coletados para andlise histologica. O coeficiente de digestibilidade
aparente e nutriente digestivel para fibra alimentar total foram maiores
(P < 0,05) nos peixes que receberam a dieta controle, mas ndo houve
efeito na digestibilidade do amido. Nao foram observadas alteracdes
histologicas intestinais significativas com a suplementa¢do da bactéria
probidtica. O crescimento dos peixes foi avaliado em outro ensaio,
sendo que os peixes (26,19 + 0,32 g) foram alimentados com as mesmas
dietas do ensaio de digestibilidade, por 45 dias. O peso final e ganho em
peso foram maiores nos peixes alimentados com a dieta controle, sem
probiotico. Apesar da suplementagdo dietética com a bactéria amilolitica
ndo melhorar a digestibilidade do amido na dieta, hé indicios de que a A.
veronii degrade o amido e este fique mais disponivel para o jundia
aproveita-lo, porém, esta espécie de peixe ndo consegue utilizar de
forma eficiente este carboidrato disponibilizado pela bactéria.

Palavras-chave: carboidrato, amilose, A. veronii, aeromonas,
digestibilidade, desempenho zootécnico, jundia.
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Introduciao

Os peixes, ao contrario dos animais terrestres utilizam,
geralmente, os carboidratos com menor habilidade. Esta eficiéncia varia
entre as espécies onivoras, mais aptas, provavelmente pela diferengas
funcionais e anatomicas do trato digestorio e orgdos associados, em
relagcdo as espécies carnivoras, menos aptas (KROGDAHL; HEMRE;
MOMMSEN, 2005; RODRIGUES et al., 2012).

Peixes ndo apresentam exigéncia nutricional para carboidratos
(NRC, 2011), mas sua inclusdo na dieta, pode diminuir seu custo,
considerando-se que os sub-produtos de grdos, ricos em carboidratos,
sdo fontes de energia ndo-proteica altamente disponiveis para
alimentacdo animal. Caso a energia ndo-proteica seja insuficiente na
dieta, ocorrera a utilizacdo da proteina como fonte de energia para fins
de crescimento (WILSON, 1994), o que aumenta o custo da dieta e pode
deteriorar a qualidade da agua pelo incremento na excre¢do de produtos
nitrogenados. A introduc¢do de niveis apropriados de fontes de energia
ndo-proteica determinam a eficiéncia da utilizagdo da proteina
disponibilizada pela dieta (STEFFENS, 1981). Por outro lado, quando
carboidratos sdo adicionados a dieta em quantidade excessiva, podem
resultar em sobrecarga metabdlica (GOMINHO-ROSA et al., 2015;
HEMRE; MOMMSEN; KROGDAHL, 2002; MORO et al., 2010).

O jundia, Rhamdia quelen (Siluriformes, Heptapteridae), ¢ um
bagre neotropical de interesse para a aquicultura, principalmente no Sul
do Brasil, Argentina e Uruguai pelas suas qualidades zootécnicas,
aceitagdo no mercado consumidor e satisfatorias taxas de crescimento,
inclusive durante o inverno, mais rigoroso no sul do Brasil. Ainda que o
jundia seja classificado como onivoro a partir da analise do conteudo
estomacal de exemplares selvagens (KRAMER; BRYANT, 1995),
estudos realizados em nosso laboratorio indicam que a espécie possui
limitada capacidade de aproveitamento de ingredientes energéticos ricos
em amido (GOMINHO-ROSA et al., 2015; MORO et al., 2010;
OLIVEIRA-FILHO; FRACALOSSI, 2006; RODRIGUES et al., 2012),
principalmente quando comparado a eficiéncia de utilizagdo de onivoros
tipicos como a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (GOMINHO-
ROSA et al, 2015; KROGDAHL; HEMRE; MOMMSEN, 2005;
OLIVEIRA-FILHO; FRACALOSSI, 2006; RODRIGUES et al., 2012).
A morfologia do trato digestério do jundid, que apresenta intestino
relativamente curto e falta de cecos pildricos, sugere que a dieta desta
espécie poderia ser formulada com ingredientes mais concentrados
nutricionalmente, mas também revela o potencial do jundia como
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modelo para o estudo da utilizagdo de carboidratos disponibilizados pela
dieta.

A grande maioria dos estudos que selecionam potenciais
microrganismos probidticos, focam na sanidade. Porém um importante
efeito da utilizagdo dos probidticos, que ainda ndo é extensivamente
estudado, mas demonstra importante potencial para a aquicultura, é a
melhora da eficiéncia alimentar e do crescimento de organismos
aquaticos dada pela suplementacdo desses microrganismos benéficos
(CARNEVALI et al., 2006; GATESOUPE, 2002; LARA-FLORES et
al., 2003; LOBO et al., 2014). As enzimas digestivas sdo um dos mais
importantes fatores a influenciar a eficiéncia da utilizacdo do alimento
nos peixes e a caracterizacdo dessas enzimas ditam a capacidade
digestiva do peixe em hidrolisar carboidratos, proteinas e lipidios dos
alimentos  ingeridos (LEMIEUX; BLIER; DUTIL, 1999).
Adicionalmente, a relacdio das enzimas digestivas com o0s
microrganismos presentes no trato gastrointestinal dos organismos
aquaticos tem um importante papel no processo digestivo pelo aumento
da atividade da enzima total do intestino (ZIAEI-NEJAD et al., 2006) e
estimulo da produgdo de enzimas endogenas (OCHOA-SOLANO;
OLMOS-SOTO, 2006; WANG, 2007), o que ocasiona o aumento da
digestibilidade do alimento. Entretanto, o conhecimento sobre as
enzimas extracelulares produzidas pelas bactérias intestinais e sua
significancia bioquimica ainda ¢ limitado (BAIRAGI et al., 2002).

Em estudo prévio (capitulo II desta tese), a bactéria Aeromonas
veronii foi isolada do intestino de jundids e selecionada pelo seu
potencial amilolitico. O presente estudo foi planejado para avaliar o
efeito desta bactéria, quando suplementada na dieta, na digestibilidade
do amido e outros nutrientes, desempenho zootécnico e histologia
intestinal do jundia.

Materiais e métodos

Dieta experimental

A dieta experimental (Tabela 3) foi formulada para atender as
exigéncias proteica, energética e de lisina, definidas para o jundiad
(MEYER; FRACALOSSI, 2004; MONTES-GIRAO; FRACALOSSI,
2006). Para os demais nutrientes, a dieta visou atender as exigéncias
nutricionais estabelecidas para o também onivoro bagre do canal,
Ictalurus punctatus (WEBSTER; LIM, 2002).
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Tabela 3 Composicdo percentual e proximal da dieta experimental (base seca).

Ingredientes gke'
Milho 330,0
Concentrado proteico de soja 320,0
Farinha de visceras de aves 171,0
Farinha de residuo de salmio 71,5
Oleo de figado de bacalhau® 17,0
Oleo de soja 15,0
Premix vitaminico-mineral® 20,0
Premix macromineral® 55,0
Butilhidroxitolueno (BHT)d 0,3
Oxido de itrio® 1,0

Composigio proximal, g kg™

Matéria seca 918,1
Proteina bruta 416,2
Energia bruta’ 17,3
Extrato etéreo 86,55
Cinzas 129,65
Fibra bruta 139,8
Amido® 195,5
Oxido de ftrio 0,08

* Delaware Ltda. (Porto Alegre, RS, Brasil).

b premix micro mineral vitaminico: Nutron Alimentos (Toledo, PR, Brasil),
composicdo kg™ de produto: 4cido fdlico 250 mg, acido pantoténico 5.000 mg,
antioxidante 0,6 g, biotina 125 mg, cobalto 25 mg, cobre 2.000 mg, colina 75.000
mg, ferro 13.820 mg, iodo 100 mg, manganés 3.750 mg, niacina 5000 mg, selénio
75 mg, vitamina (vit.) A 1.000.000 UI, vit. B; 1250 mg, vit. By, 3.750 mg, vit. B,
2.500 mg, vit. B¢ 1.785 mg, vit. C 42.000 mg, vit. D3 500.000 UL, vit. E 20.000 UI,
vit. K 35.000 mg, zinco 17.500 mg.

¢ Composigo kg™': fosfato bicalcico 130 g, cloreto de potassio 120 g, cloreto de
sodio 130 g, sulfato de magnésio 620 g.

4 Rhoster Ltda. (Sdo Paulo, SP, Brasil).

€99,99% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). Omitido no preparo da dieta
experimental para o ensaio de crescimento.

fEnergia bruta (em kJ g)

€ Método enzimatico (MCCLEARY; GIBSON; MUGFORD, 1997)

Os ingredientes foram moidos (500 pum) e a mistura
homogeneizada em misturador em “Y”, sendo posterirormente
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adicionados os Oleos e a agua a 25% do peso seco. A mistura foi
extrusada a 99-120 °C, em extrusora de rosca simples, com matriz de 4
mm, ¢ seca em estufa de recirculagdo forgada de ar (55 °C) por 12 h.
Posteriormente, a dieta foi acondicionada em sacos plasticos e
armazenadas a -20 °C até a utilizagdo.

Bactéria probidtica e suplementagdo do indculo a dieta

A Dbactéria amilolitica Aeromonas veronii foi isolada do
intestino do jundid e confirmada como potencialmente probidtica
previamente (capitulo II desta tese). A. veronii foi mantida em agar
triptona de soja (TSA; Himedia, Mumbai, india) a 32 °C por 24 h, sendo
posteriormente inoculada em caldo triptona de soja (TSB; Himedia) e
incubada sob agitacdo em agitador orbital a 32 °C overnight. Apos
incubagdo, as células foram centrifugadas a 5000 g por 5 min, lavadas
duas vezes em solugdo salina estéril (0,85% de NaCl) e ressuspendidas
no mesmo diluente. Placas de dilui¢do foram utilizadas para verificar a
relagdo entre DOggo € unidades formadoras de colonias (UFC) por mL.
A dieta foi aspergida numa propor¢ao de 100 mL para cada 1000 g de
dieta, utilizando uma dilui¢do do indculo em solugdo salina estéril para
obtengdo de concentragdo final de 10° UFC para 100 g de alimento. No
caso do tratamento controle, a ragdo foi aspergida apenas com 100 mL
de solugdo salina estéril pura. A dieta controle e a dieta teste (contendo a
bactéria), apos aspergidas com as respectivas solugdes, foram embaladas
em saco plastico e imediatamente mantidas a 4 °C por no maximo sete
dias, quando o procedimento era refeito, da mesma forma, para todos os
ensaios.

Ensaio de digestibilidade

Foram determinados os coeficientes de digestibilidade aparente
(CDAs) de proteina, energia bruta, matéria seca, amido e fibras da dieta
para o jundid, suplementada ou ndo com a bactéria potencialmente
probidtica 4. veromii, em um delineamento inteiramente casualizado
realizado em triplicata.

Seis grupos de cinco jundias com 425,6 + 159,94 foram
estocados aleatoriamente, distribuidos em seis tanques cilindrico-
conicos de 200 L em sistema fechado de circulagdo de agua, com
aeracdo constante e temperatura controlada (25,56 + 0,8 °C). Durante o
periodo experimental, a biomassa inicial por tanque foi de 2,1 kg. Antes
da coleta de fezes, os peixes foram aclimatados as condi¢Oes
experimentais e a dieta experimental, a qual foi fornecida duas vezes ao
dia (as 7:00 e 18:00 h) até saciedade aparente. Apds a aclimatagdo, os
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peixes foram alimentados com a dieta experimental suplementada ou
ndo com a bactéria probiotica durante 79 dias. Uma hora apds a primeira
alimentacdo diaria, as paredes internas dos tanques eram limpas e cerca
de 70% do volume de agua renovado, a fim de evitar contamina¢do nas
fezes. As fezes eram coletadas a cada 4 h, entre 09:00 ¢ 17:00 h, em
tubos plasticos de 50 mL, acoplados na parte inferior dos tanques e
imersos em isopor com gelo para reduzir a atividade microbiana. Apds
cada coleta, os tubos eram centrifugados a 1150 g durante 5 min, o
sobrenadante descartado e as fezes, secas em estufa a 50 °C e
armazenadas a -20 °C para posteriores analises.

Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDAs) foram
determinados pela seguinte equacdo (Cho & Slinger1979):

‘ % marcador dieta % nutriente fezes
CDA (%) =100- [100.1'0, — ——— X -

Yomarcador fezes = Y% nutriente dieta

Analises histologicas

O manejo dos peixes seguiu o protocolo PP00815, aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Santa Catarina (CEUA, UFSC).

Ao final do ensaio de digestibilidade, todos os peixes foram
sacrificados com superdose do anestésico Eugenol® (Biodindmica
Quimica e Farmacéutica Ltda., Ibipord, PR, Brasil) para coleta de
amostras de intestino para analise histologica. Os peixes foram
dissecados, os intestinos cortados em pedagos de aproximadamente 0,5
cm e foram diretamente fixados em formol tamponado (fosfato 0,1 M,
pH 7,2), durante 48 h. Em seguida, as amostras foram lavadas em agua
corrente durante 2 h e mantidas em alcool 70% para conservagdo. Para a
inclusdo em parafina (60 °C), o material foi desidratado em sequéncia
etandlica crescente, utilizando-se o xilol como liquido intermediario.
Posteriormente, os blocos foram cortados em um microtomo Leica RM
2025 e foram realizados cortes transversais de 5 um de espessura dos
intestinos. Os cortes foram estirados em um banho-maria termostatico a
52 °C e recolhidos em laminas para miscroscopia (Martoja & Martoja-
Pierson 1970). Os cortes foram desparafinados, hidratados (Martoja &
Martoja-Pierson 1970) e corados pela técnica tricrdmica de Papanicolau.
As laminas histologicas foram fotodocumentadas em lupa (Zeiss, Stemi
2000C) e microscopio (Olympus, CX31), equipados com camara
fotografica digital.
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Ensaio de Desempenho

O desempenho de juvenis de jundia foi avaliado apods
alimentacdo com a dieta experimental extrusada, contendo ou ndo a
suplementacdo da bactéria amilolitica probiodtica A. veronii, em um
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repetigoes.

No preparo da dieta experimental para este ensaio, foi omitido o
oxido de itrio.

Grupos de 15 juvenis de jundid (26,19 = 0,32 g) foram
aclimatados por quinze dias as condigdes experimentais em oito tanques
retangulares de polietileno de 40 L, incluidos em sistema fechado de
circulagdo de agua, com aeracdo constante e temperatura controlada
(26,19 = 0,32 °C).

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (09:00 h e 16:00
h) até a saciedade aparente com a dieta experimental. Apds a adaptacao,
os peixes foram alimentados com a dieta experimental, suplementada ou
ndo com a bactéria A. veronii, durante 45 dias. O consumo alimentar foi
registrado diariamente para cada unidade experimental, pesando-se o
respectivo saco da dieta no inicio e final do dia.

Durante o periodo experimental, as varidveis indicadoras da
qualidade de agua foram registradas, resultando em: pH = 7,09 = 0,18,
oxigénio dissolvido = 6,34 + 0,23 mg L'l, salinidade = 1,97 £ 0,04 g L
e amonia total <0,15 mg L', permanecendo dentro dos limites
adequados de conforto para o jundid. A troca de agua, nas unidades
experimentais, foi ajustada para 0,6 L min™".

Foram realizadas biometrias quinzenais, apds jejum de 24 h,
para a avaliagdo do crescimento dos peixes. Foi determinada, no inicio e
final do ensaio, a composigdo centesimal corporal dos peixes e os dados
utilizados para o calculo das taxas de retencdo proteica e energética,
utilizando-se amostras de dez peixes no inicio do ensaio e trés peixes
por unidade experimental ao final do ensaio. Ao final do experimento,
os animais foram sacrificados com superdose do anestésico Eugenol®
para coleta das amostras de composigdo corporal.

Foram calculados ganho em peso, consumo diario de alimento e
taxa de retencdo energética conforme Borba et al. (2006). A taxa de
crescimento especifico foi calculada de acordo com Rodrigues et al.
(2012) e a eficiéncia alimentar foi calculada por GP x I', onde: GP ¢é o
ganho em peso médio (g), dado pela diferenga entre peso médio final e
inicial (g), e I; € o consumo total de alimento (peso seco, g).
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Analises quimicas comum a ambos 0s ensaios

A dieta e a composi¢do corporal dos peixes foram analisadas
segundo os procedimentos da AOAC (1999). O teor de 6xido de itrio
nas dietas e fezes foi determinado pelo método de espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado ICP- MS (OTTERA et al.,
2003). A energia bruta foi obtida mediante combustdo em bomba
calorimétrica adiabatica.

As concentragdes de amido total (método AOAC 996.11) e
fibra alimentar total (método AOAC 985.29) foram analisadas na dieta e
fezes pelo método enzimatico (MCCLEARY; GIBSON; MUGFORD,
1997) e através do kit Total Dietary Fiber (Megazyme Int. Ireland Ltd.,
Wicklow, Irlanda) respetivamente.

Andlises Estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas através do teste t-
student para amostras independentes, bem como foram validados os
pressupostos associados a utilizagdo do mesmo. O pressuposto da
normalidade das distribui¢cdes foi avaliado através do teste de Shapiro-
Wilk e dos valores de assimetria e curtose. O pressuposto de
homocedasticidade das variaveis foi validado pelo teste de Levene ou
pela Anova Robusta (teste de Welch), no caso da homogeneidade das
variancias ndo se verificar. O nivel de significancia adotado foi de 5% e
as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software IBM
SPSS Statistics 20.

Resultados

Digestibilidade

Nao houve efeito da suplementagdo dietética com a bactéria
amilolitica sobre os CDAs (Tabela 4), com excecdo do CDA resultante
de fibra alimentar total. Os CDAs da proteina ficaram acima de 90%, da
energia bruta, acima de 83%, da matéria seca, acima de 77%. Os CDAs
do amido foram semelhantes entre os tratamentos e proximos a 98%.
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Tabela 4 Coeficiente de digestibilidade aparente, nutrientes e energia
digestiveis da dieta contendo ou ndao a suplementagdo da bactéria
amilolitica probidtica A. veronii. Valores expressos como média + erro
padrao da média.
Dieta Teste t-student
Controle Suplementada t p

Coeficiente de digestibilidade aparente (%)

Proteina 90,1+0,38 90,6+0,47 -0,71 0,528
Energia 84,1+1,25 83,4+0,04 Teste de Welch
Matéria seca 78,2+0,63 77,6+0,59 1,06 0,367
Amido 97,8+0,50 97,9+1,27 Teste de Welch
Fibra alimentar 10,06+0,29 0,8+2,78 3,75 0,006*
total

Nutriente ou energia digestivel (g ou kJ)

Proteina 375,2+1,60 377,2+1,95 -0,73 0,518
Energia 14,5+0,88 14,0+0,67 Teste de Welch
Matéria seca 717,94+4,09 733,77+24,28 3 0,649
Amido 19,124+0,70 19,15+0,70 -0,575 0,606
Fibra alimentar 1.06+£0,06* 0,08+0,2* 3,74 0,006*
total
Teste de Welch Estatistica F Graus de Graus de p
(assimptdtica) Liberdade 1  Liberdade
CDA da energia® 0,638 1 1,001 0,571
Amido® 0,233 1 1,004 0,719
Energia® 12,703 1 1,001 0,174

*Indica diferenga significativa.
‘Resultados do teste de Welch para CDA da energia, amido e energia.

Analises histologicas

Nao foram observadas alteragdes histologicas com sinais
patologicos nos intestinos dos peixes alimentados com dieta controle ou
dieta suplementada com a bactéria 4. veronii (Figura 3). Todos os
peixes, independente da dieta, apresentaram camada muscular com
dimensdes normais e vilosidades com altura e espessura normais. A
lamina prépria, adjacente & camada muscular e que forma a vilosidade
digitiforme, também apresentou dimensdes normais, ndo apresentando
infiltrado linfocitario nem neutrofilos, que poderiam estar relacionados a
inflamag¢do (KOLOUCH, 1939; PAGE; GOOD, 1958). Além disso, o
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numero de células caliciformes e a presenga de borda em escova sdo
caracteristicas tipicas de um intestino saudavel.

A1

B1

Figura 3. Imagem panoramica da por¢ao e B1) e detalhe de corte
transversal da por¢do mediano-distal do intestino de jundia (Ramdia quelen)
(A2 e B2). Dieta controle (A) e dieta suplementada com bactéria (B). Camada
muscular (m), vilosidades (v), lamina propria (Ip), células caliciformes (cabeca
de seta), borda em escova (seta). Coloragdo: Papanicolau. Barras: 1 mm
(panoramica) e 25 p (detalhe).

T

Desempenho e composigdo corporal

A suplementacdo com a bactéria probidtica reduziu
significativamente o ganho em peso e o peso final dos peixes (Tabela 5).
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Tabela 5 Variaveis de desempenho de juvenis de jundia alimentados com
dieta contendo ou ndo suplementa¢do com a bactéria amilolitica probiodtica
Aeromonas veronii, durante 45 dias. Valores expressos como média + erro
padrao da média.

Dieta Teste t-student
Parametro Controle  Suplementada t P
Peso final, g 52,6242,10 49,67+1,61 2,03 0,045%*
Ganho em peso , g dia™ 0,60+0,07 0,43+0,03 3,76 0,020*
Taxa de crescimento 1,73+0,10 1,55+0,06 1,52 0,180

especifico, % dia™
Consumo alimentar, % peso  1,99+0,07 1,96 £0,05 0,42 0,696
corporal dia™

Taxa de retengdo proteica, % 33,46+1,97 33,06+1,38 0,16 0,877

Eficiéncia alimentar, % 75,90+£5,35  65,52+2,77 1,72 0,160
*Indica diferenga significativa.

A composicdo corporal dos peixes (Tabela 6) ndo foi afetada
pela suplementacdo com a bactéria amilolitica.

Tabela 6 Composigdo corporal (na matéria imida) de juvenis de jundia,
alimentados com dieta contendo ou ndo a suplementacdo com a bactéria
amilolitica probidtica Aeromonas veronii, durante 45 dias. Valores
expressos como média + erro padrdo da média.

Fragdo ou indice Dieta Teste t-student
(%) Controle  Suplementada t p
Proteina bruta 16,27+£0,36 16,32 +£0,40 0,99 1,926
Extrato etéreo 7,27+0,59 5,94 +£0,48 ,76 1,154
Cinzas 2,93 £0,16  3,14+0,06 1,24 1,282
Umidade 73,62 £0,68 74,90 +0,29 1,74 1,156

*Indica diferenga significativa.

Discussao

A suplementacdo da bactéria probidtica na dieta ndo favoreceu
o aumento da digestibilidade do amido e outros nutrientes, nem o
crescimento do jundia. Entretanto, a suplementagdo dietaria de A.
veronii diminuiu o CDA da fibra alimentar total de forma significativa,
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afetando também a fibra alimentar total digestivel (Tabela 4) nos peixes
alimentados com dieta suplementada. A microbiota intestinal do jundia
compreende bactérias celuloliticas (Pedrotti et al., 2013) e os resultados
apresentados no ensaio de digestibilidade demonstram a possibilidade da
A. veronii ter excluido parte dessas bactérias celuloliticas e/ou
amiloliticas que estavam presentes no trato gastrointestinal do jundia
para efetuar a colonizagdo desse espaco. Esta ¢ a razdo pela qual a
capacidade de aderéncia a mucosa ¢ considerada um importante critério
para selecdo de probidticos, devido a competi¢do entre as bactérias para
aderirem a mucosa do organismo hospedeiro (VINE; LEUKES;
KAISER, 2006; VINE et al.,, 2004). Em um estudo em que foram
testadas 707 cepas de bactérias aerdbicas, os autores identificaram que a
maioria das bactérias que apresentaram a caracteristica de alta aderéncia
a mucosa intestinal, nas carpas testadas, pertenciam ao género
Aeromonas (NAMBA; MANO; HIROSE, 2007), sendo A. veronii a
representante que mostrou o maior potencial para a aderéncia a mucosa,
dentre todas cepas avaliadas.

Estudos anteriores realizados no Laboratério de Nutrigdo de
Espécies Aquicolas (LABNUTRI), relacionados com inclusdo de
carboidratos na dieta para jundia, registraram valores de CDA para
milho de 55,3% a 59,1% para energia e de 50,3% a 57,2% para matéria
seca (GOMINHO-ROSA et al, 2015, OLIVEIRA-FILHO;
FRACALOSSI, 2006; RODRIGUES et al.,, 2012), inferiores aos
registrados no presente estudo. Salienta-se que aqui a dieta sofreu
processo de extrusdo, diferente do processo de peletizagdo, empregado
nos outros estudos, que pode ter resultado na melhora dos valores de
digestibilidade para energia e para matéria seca em mais de 20%. A
extrusdo da dieta emprega alta pressdo, umidade e temperatura a
mistura, proporcionando a gelatinizacdo do amido e favorecendo a
exteriorizacdo dos nutrientes contidos no interior das células vegetais ao
processo enzimatico da digestio (DREW; BORGESON; THIESSEN,
2007). Outras espécies de peixes também se beneficiam do processo de
gelatinizacdo do amido através da extrusdo, como o robalo europeu
(Dicentrarchus labrax) (PERES; OLIVA-TELES, 2002) e a dourada
(Sparus aurata) (VENOU et al., 2003).

As analises histologicas demonstraram que as poucas diferencas
verificadas nos intestinos dos peixes estudados estdo dentro da
normalidade e se devem, em parte, a dificuldade de se obter a mesma
exata por¢do dos intestinos entre os peixes alimentados com as
diferentes dietas, no processo de microtomia (Fig. 3).
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A fracdo do alimento conhecida como polissacarideos nio
amilaceos (PNAs) ¢ resistente a hidrolise enzimatica intestinal, com
completa ou parcial fermentagdo microbiana no intestino (AACC -
AMERICAN ASSOCIATION OF CEREAL CHEMISTS, 2001) e
representa uma parte significativa do milho e do concentrado proteico
de soja, ingredientes utilizados na dieta experimental, portanto, ndo
podendo ser desconsiderada. Em animais monogastricos terrestres, ha
indicios de que a inser¢@o de niveis moderados de fibras insoliveis na
dieta incrementam a fermentacdo da fibra, ocasionada pela microbiota
intestinal competente, gerando acidos graxos de cadeia curta, acetato,
propionato e butirato, que favorecem a saude da mucosa colonica (ASP,
1996).

Pelo fato da microbiota normal do jundid possuir bactérias
celuloliticas (PEDROTTI et al., 2013), acreditamos que ocorra a
presenca de bactérias que fermentem as fibras da dieta nos intestinos dos
peixes que receberam a dieta controle, ao contrario do que ocorreu nos
intestinos dos peixes tratados com a dieta suplementada, onde essas
bactérias fermentadoras podem ter sido parcialmente eliminadas pela
presenca da A. veronii. Esta parcial exclusdo, poderia acarretar numa
baixa fermentacdo dos PNAs, determinando excesso de fibras, que
influenciaria negativamente o CDA de fibras totais (0,8%) nos peixes
alimentados com a dieta suplementada com a bactéria probiotica,
quando comparado aquele apresentado pelos peixes alimentados com a
dieta controle (10,06%).

No ensaio de desempenho zootécnico, a suplementacdo da A.
veronii ndo afetou os resultados de conversdo, eficiéncia ou consumo
alimentar; porém, o peso final e o ganho em peso (Tabela 5) foram
significativamente maiores nos peixes que receberam a dieta controle.
Este aumento no ganho em peso foi inesperado, considerando que a
eficiéncia alimentar e digestibilidade dos nutrientes (exceto pelo
resultado da fibra total), foram similares entre os peixes alimentados ou
ndo com a dieta suplementada com a bactéria probiotica.

A suplementacdo da A. veronii neste estudo pode ter
proporcionado a atuacdo desta bactéria e suas enzimas amiloliticas
diretamente sobre as moléculas de amido, liberando de forma rapida a
glicose. Esta liberagdo se daria pela quebra dos principais constituintes
do amido: 1) a amilopectina, composto ramificado, de mais facil
digestdo pela amilase e 2) a amilose, composto sem ramifica¢des, com
digestdo mais lenta (MAZUR; NAKATANI, 1993). De toda forma, esta
quebra do amido em moléculas mais simples como a maltose, tornam-
nas disponiveis para absorgdo pelo trato digestorio do jundia (SJOFJAN;
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ARDYATI, 2011). Entretanto, ja foi demonstrado que o excesso de
carboidrato na dieta e, consequentemente, de glicose no metabolismo,
ndo ¢ bem tolerado por esta espécie. Quando alimentado com dietas
contendo aumento gradativo da relacdo carboidrato:lipidio, houve uma
inesperada diminui¢do na produgdo de amilase e glicogénio hepatico
pelo jundia (MORO et al., 2010). O excesso de carboidratos na dieta
pode ter gerado uma sobrecarga metabdlica, ocasionada pelo aumento
dos niveis de glicose sanguinea (HEMRE; MOMMSEN; KROGDAHL,
2002). Ja em outro estudo, também foram apresentados indicios sobre a
dificuldade que o jundia encontra para digerir alimentos com excesso de
carboidratos, pois dentre quatro fontes diferentes de carboidrato testadas
(farelo de trigo, farelo de mandioca, milho moido e quirera de arroz), a
dieta contendo farelo de trigo foi a que mostrou CDA superior para o
amido, possivelmente por esta fonte de carboidrato conter menor teor de
amido, além de maior quantidade de fibra, que as outras fontes testadas
(GOMINHO-ROSA et al., 2015).

Os resultados ndo foram significativo no crescimento ou
eficiéncia alimentar para os jundias alimentados com dieta suplementada
com a bactéria amilolitica A. veronii. Isto ocorreu possivelmente pela
ineficiéncia do jundid em regular a concentracdo da glicose no sangue,
como fariam outros onivoros tipicos, como a tilapia (HEMRE;
MOMMSEN; KROGDAHL, 2002). Portanto, talvez seja possivel ter um
resultado promissor desta suplementagdo probidtica com bactéria
amilolitica em outras espécies de peixes.

O potencial para a utilizagdo de bactérias probidticas, secretoras
de variadas enzimas, para utilizacdo na area da nutri¢do de organismos
aquaticos € promissor. Entretanto, seria interessante também testar
outros grupos de microrganismos além dos grupos Bacillus,
Enterobacteriaceae e Acinetobacter, ja bastante caracterizados
(BALCAZAR et al, 2006; RAY; GHOSH; RING@, 2012). E
importante que outras cepas potencialmente probidticas sejam mais
pesquisadas, como os representantes do género Aeromonas, como o alvo
do presente estudo, além de outros gé€neros ou espécies ainda menos
estudados.
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CONCLUSAO GERAL

A cepa isolada A. veronii mostra potencial para melhorar o
processo de digestdo do jundia, fornecendo enzimas exdgenas para a
degradacdo e absor¢do dos nutrientes, sem apresentar quaisquer efeito
nocivo ao jundia. A bactéria isolada do trato intestinal do jundid produz
enzimas que sdo comumente usadas no processo de digestdo, incluindo
amilase, fosfatase, lipase, esterase, peptidase e carboidrase. Outra
caracteristica favoravel da A. veronii é sua capacidade de sobreviver a
pressao exercida por diferentes niveis de pH e sais biliares.

A suplementag@o da bactéria probidtica na dieta ndo favorece o
aumento da digestibilidade do amido e outros nutrientes no jundia.
Entretanto, a suplementagdo dietaria de A. veronii diminui o CDA da
fibra alimentar total de forma significativa, afetando também a fibra
alimentar total digestivel nos peixes alimentados com dieta
suplementada.

Nao foram observadas alteragdes histologicas intestinais
significativas com a suplementacao da bactéria probiotica.

Nao ha efeito da suplementagdo da dieta com a bactéria
amilolitica 4. veronii no crescimento ou efici€ncia alimentar do jundia.
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CONSIDERACOES FINAIS

Alguns aspectos praticos foram observados durante a realizagéo
dos ensaios, cujo relato visa contribuir com o planejamento e execugdo
de futuros ensaios com jundid, utilizando instalagdes similares as do
Laboratorio de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce (LAPAD).
No ensaio de digestibilidade, foi extinto o uso de gaiolas dentro dos
tanques cilindrico-conicos de 200 L (que visavam facilitar a limpeza dos
tanques), pelo estresse que causavam aos peixes. Este processo também
acabou facilitando o manejo, reduzindo o tempo para a limpeza diaria
dos tanques. Apds esta alteragdo, os peixes ndo regurgitaram em
nenhum momento (fato comum nos experimentos conduzidos
anteriormente a alteragdo) e se mostravam totalmente adaptados a rotina
de limpeza dos tanques, sem sinais de desconforto com a introdugao dos
utensilios para realizacdo da limpeza. Adicionalmente, sem as gaiolas,
os peixes foram beneficiados por ganharem espago (mesmo que em
angulo) para que eles pudessem ficar parados, trazendo conforto para a
espécie que habita na natureza fundos de rios (com as gaiolas, o
estimulo para a natacdo era constante).

Ainda no ensaio de digestibilidade, foi alterado todo o protocolo
pré-existente para os horarios de alimentagdo. Anteriormente as
alimentagdes aconteciam de madrugada, pois era entendido que o jundia
apresentaria maior consumo nesse periodo, mas o que se viu é que nao
houve prejuizo nenhum com relagdo ao consumo, quando o mesmo foi
alimentado as 7:00 e 18:00 h.

Durante todos os ensaios, o sistema de recirculacdo de agua foi
mantido ligeiramente salinizado (2 g L'l) para profilaxia, devido a
susceptibilidade de juvenis de jundia a ictioftiriase, doenga causada pelo
protozoario ciliado Ichthyophthirius multifiliis.
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