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A demanda crescente do mercado mundial por proteinas de

alta qualidade tem estimulado o crescimento da aquicultura.
Esse crescimento ocorre pelo aumento das é&reas de
producdo e a intensificacdo no sistema de criacdo e expde
os peixes a diversas variacdes ambientais provocando
desequilibrio na triade hospedeiro-patégeno-ambiente que
pode favorecer a invasdo de patégenos (virus, bactéria e
parasitas) e o desenvolvimento de enfermidades resultando
em perdas na producao (TORANZO et al., 2004).

Para o controle de enfermidades, varios recursos sao
utilizados, em especial, agentes quimicos com funcdes
antimicrobianas (antibidticos). Porém, o uso desses
produtos tem resultado no desenvolvimento de cepas
resistentes e acumulo de residuos nos tecidos dos peixes
comercializados, além de ser uma fonte de poluicdo para
os mananciais (BALCAZAR et al., 2006; FULLER, 1992;

MORIARTY, 1999).
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Uma alternativa é a utilizacdo de probidticos que podem
favorecer o crescimento dos animais cultivados e diminuir
os surtos de doencas, minimizando o uso de agentes
quimicos, como antibiéticos, melhorando a sustentabilidade
da atividade (IRANTO; AUSTIN, 2002).

Esses probioticos sdo microorganismos que adicionados a
dieta promovem melhora no aproveitamento de nutrientes
e no sistema de defesa do organismo (IRANTO; AUSTIN,
2002).

na aquicultura é

O uso desses organismos como probidticos
recente e tem mostrado resultados
promissores para peixes e larvas de crustdceos (PLANAS;
CUNHA,1999). Os beneficios descritos dos probidticos
adicionados a dieta sdo: melhora nos indices zootécnicos
como maior produtividade, aumento no ganho de peso
e melhor conversao alimentar, além da reducdo da
colonizacao intestinal por agentes patogénicos. Dentre
0s microorganismos ja testados como probioticos na

aquicultura estdo: Lactobacillus spp. , Enteroccus spp.

"Zootecnista, Doutor em Aquicultura, pesquisador Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, SE.

2 Biolologa, Mestre em Ciencia animal, UFPA.

% Biolologo, doutor em em Aquicultura, Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Florianopolis, SC.
4Engenheiro de Aquicultura, Doutor em aquicultura- Instituto Federal de Santa Catarina. Araquari, SC.
5 Engenheiro de Aquicultura, Doutor em aquicultura- Campo Experimental de Piscicultura de Camborit, Empresa de Pesquisa Agropecuéria e

Extensdo Rural de Santa Catarina. Camborit, SC.

8 Zootecnista, Doutor em Aquicultura, Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Florianopolis, SC.

En@a


https://core.ac.uk/display/33886228?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

2

Fotos: Marcela Iris Gabbay

Isolamento e Selegdo de Bactérias Acido-Laticas com Potencial Probidtico para Pirarucu

Bacillus subtilis, Saccharomyces spp. (BIDHAN et al.,
2014; PIRARAT et al., 2009; MEURER et al., 2007), sendo
uma grande quantidade dessas bacterias conhecidas como
bacterias acido laticas (BALs)

Apesar de ser uma ferramenta importante, a utilizacdo de
bactérias acido-laticas (BALs) isoladas de espécies nativas
da Amazbnia, como o pirarucu, assim como seu efeito
sobre essa espécie, ¢ desconhecida.

O pirarucu é um peixe endémico da Amazoénia apresentando

caracteristicas que o torna grande interesse para
piscicultura como seu excelente ganho de peso (em torno
de 10 kg no primeiro ano), carne desprovida de espinhos,
rusticidade, alto rendimento de carcaca (em torno de 57 %)
e alto valor comercial da carne (IMBIRIBA, 2001; SOARES;

NORONHA, 2007).

Devido aimportancia do cultivo de pirarucu, a associacdo de
uma medida preventiva, o probidtico, se torna uma técnica
importante para a sustentabilidade da cadeia produtiva. A
primeira etapa nesse processo é o isolamento e selecao de
bactérias endégenas com potencial probiético.

Para isso, seleciona-se juvenis saudaveis de Arapaima
gigas que devem ser aclimatados em tanques cilindricos
de 310 L por 20 dias, alimentados com racao comercial.
Apés aclimatacdo os peixes devem ser abatidos por
choque térmico (resfriamento em mistura de gelo e
agua) e entdo lavados com élcool 70%. Em local estéril,
devem ser e colocados na posicdo ventral para extracdo
dos fragmentos intestinais. Posteriormente, as amostras
dos 6rgdos sdao maceradas em gral de porcelana (Figura
1B), diluidas em solucdo salina estéril 0,65%, semeadas
em meio de cultura Agar MRS (Man Rogosa Sharpe) e
incubadas por 48 h a 35 °C de acordo com Jatoba et al.
(2008) (Figura 1).

Figura 1. Isolamento de bactérias acido lacticas: A. Fragmento

integro do intestino no graal de porcelana; B. Maceracdo do
fragmento do 6rgdo; C. Diluicdo em salina estéril e aplicacdo na
placa de petri contendo meio MRS; D. Distribuicdo da amostra em

toda placa de petri.

Em experimento realizado na Universidade Federal do
Para, em parceria com a Embrapa Tabuleiros Costeiros e
a Universidade Federal de Santa Catarina, a partir dessa
metodologia foram isoladas 26 cepas destas, sendo que
nove nao resistiram as condicdes laboratoriais, 13 foram
descartadas pelo crescimento lento e quatro cepas (A25,
A27, A30, A32) foram selecionadas para o teste in vitro.

Apds o isolamento dessas cepas realiza-se o in vitro
para selecionar aquelas com potencial probidtico. Esses
testes consistem no teste de inibicdo frente a patégenos,
viabilidade em meio de cultura alternativo e viabilidade na
racao.

A inibicdo do crescimento de patdégeno ¢ efetuada por
meio do método de Tagg e Mc Given (1971) adaptado
por Ramirez et al. (2006). As bactérias recém crescidas
em meio MRS (35 °C por 24 h) sao semeadas em placas
de Agar MRS e incubadas a 35 °C por 48 h. Apds esse
periodo sdo retirados trés discos (0,8 cm de didmetro)
da placa de Agar com cepas das bactérias, sendo estes
discos sobrepostos em meio de cultura Agar Triptona de
Soja (TSA) com duas repeticdes cada, recém semeados
com um dos seguintes patdgenos (Aeromonas hydrophila
ATCC7966, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853,
Enterococcus durans ATCC 19492, Escherichia coli D363,
Staphylococcus aureus ATCC25923, Micrococcus luteus
A270, sendo incubadas a 30 °C por 24 h.

O crescimento do patégeno ¢ determinado pelo diametro
do halo de inibicdo produzido ao redor do disco de agar
contendo as bactérias acido-laticas.

Nos experimentos previamente realizados, das sete cepas
patogénicas, apenas a Staphylococcus aureus ATCC25923
(S.A) nao foi inibida por nenhuma bactéria probidtica
(Tabela 1).

Tabela 1. Média dos halos de inibicao de crescimento
(em mm) dos agentes patogénicos frente a isolados
bacterianos com potencial probidtico isolados de pirarucu.

A27 0 13 12 12 10 0
A31 12 14 0 16 11 0
A25 15 0 0 15 11 0
A30 0 0 0 9 10 0

E.C. Escherichia coli D363 A.H. M.L. Micrococcus luteus A270
E.D. Enterococcus durans ATCC 19492, P.A. Pseudomonas
aeroginosa ATCC 27853, A.H. Aeromonas hydrophila

ATCC7966 e S.A. Staphylococcus aureus ATCC25923

Apds o teste de inibicdo, as bactérias isoladadas do pirarucu
foram identificadas por meio de provas bioquimicas API
50 CHB. As cepas foram identificadas como: Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei com 99,9% de precisdo (A27),
um Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii com 62,7 %
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de precisdo (A30) e dois Lactobacillus delbrueckii ssp.
delbrueckii com 52,2% de precisdo (A25, A31). Nao foi
encontrado registro de patogenicidade destas cepas para
peixes. As bactérias do género Lactobacillus aderem-se
fortemente a parede intestinal, inibindo o crescimento de
bactérias indesejaveis com substancias produzidas durante
a fermentacdo como os acidos latico e acético (VAZQUEZ
et al., 2005).

As bactérias com os melhores halos de inibicdo foram
selecionadas para o teste de desempenho em diferentes
concentracdes de leite desnatado para posterior asperséo
na racdo (RAMIREZ et al. 2006).

Para o teste os isolados recém semeados em meio MRS
(24 h a 35°C) séo inoculados (1mL, 10% do volume final)
em diferentes concentracdes de leite e agucar, incubadas
a 35 °C por 48 h (Figura 2). Apds este periodo ¢ realizada
uma diluicao seriada (fator 1:10) em solucdo salina estéril
0,65% NaCl para contagem das unidades formadoras de
colonias (UFC). Para bactérias isoladas do pirarucu o melhor
crescimento foi da bactéria Lactobacillus paracasei em 90
g/ L de leite e 20 g de acUcar apresentando concentracéo
minima de 3,4 x 108 UFC/mL.

[} w

Figura 2. Teste de crescimento em A. Diferentes

leite;

concentracdes de leite; B. frascos de leite autoclavados , C;
bactéria probiética inoculada no leite; D. frascos com leite na
estufa a 35° C.

A Ultima etapa da selecdo in vitro é a avaliacdo da bactéria
acido-latica na racdo. Para isso a bactéria ¢ cultivada na
concentracdo determinada na etapa anterior e entdo
aspergida na concentracdo de 100 mL/Kg de racédo (40%
de proteina bruta, racdo extrusada). Apds a aspersdo
a racdo ¢ acondicionada em bandejas hermeticamente
fechadas e incubadas em estufa a 35 °C por 24 h, para
posterior secagem a 30 °C por 24 h.

Um grama da amostra dessa racdo é entdo macerada
em gral de porcelana com 1 mL de solucdo salina estéril,

sendo realizada cinco diluicoes seriadas com fator de 1:10
(MADIGAN et al., 2004). Sendo essas diluicées (10* a 10
8) semeadas em meio Agar MRS e incubadas em estufa a
35 °C por 48 h para verificar a concentracdo das bactérias
acido-laticas na racao.

Com as bactérias isoladas de pirarucu evidenciou-se a
viabilidade no uso da bactéria Lactobacillus paracasei cuja
concentracdo na racdo suplementada apresentou 5,65 x
10 UFC/g de racdo. Os resultados obtidos no teste de
viabilidade da racdo permite a estocagem da racdo apds a
adicdo do probidtico por um periodo de 13 dias.

Consideracodes finais

A bactéria acido latica Lactobacillus paracasei isolada
de pirarucu apresenta potencial probidtico em testes in
vitro. Ensaios in vivo especificos para a especie devem
ser realizados para verificar os efeitos no desempenho e
sanidade causado pela suplementacao.
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