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Resumo

A piscicultura ¢ uma atividade na area da produgdo animal que apresentou altas taxas de
crescimento no estado do Amazonas nos ultimos anos, sendo o tambaqui a espécie mais
cultivada. As despesas com alimentacdo podem ser responsaveis por até 60% do custo
de producdo. Uma area de pesquisa que estd crescendo em aqiiicultura é o
desenvolvimento e uso de probidticos, microrganismos vivos que habitam o trato
gastrintestinal que podem conferir alguma vantagem para o hospedeiro. Estudos com
tambaqui indicam que a inclusdo de enzimas exogenas na ragdo aumenta a
digestibilidade dos nutrientes. Neste trabalho foi realizado um screening de bactérias
secretoras de enzimas digestivas no trato gastrintestinal do tambaqui, e os isolados
secretores de protease mais promissores foram submetidos a um processo de inclusdo na
racdo experimental. As atividades testadas foram amilolitica, lipolitica e proteolitica. A
contagem de col6nias produtoras das enzimas foi de 1,31 x 10%, 1,82 x 108 ¢ 1,27 x 10°
UFC/g de tecido, respectivamente, com quatro, 29 e 46 isolados secretores. Dentre os
46 isolados secretores de protease, seis apresentaram atividade maior do que duas
unidades de atividade (UA), oito apresentaram atividade entre uma e duas UA e 32
tiveram atividade menor que uma UA. As linhagens TP1, TP20 e T3P18 passaram por
teste de patogenicidade in vivo, ndo causaram mortalidade e foram adicionadas a ragao.
Culturas puras dos isolados foram caracterizadas morfologica e bioquimicamente e, de
acordo com os testes, foram identificadas como Micrococcus sp. e Bacillus sp._ Houve
uma perda da ordem de duas poténcias no numero de células vidveis durante o processo
de fabricacdo em todas as ragdes experimentais. O tambaqui conta com uma fonte
microbiana (portanto exdgena) de enzimas (amilase, lipase e protease), além das fontes
enddgenas presentes no seu trato gastrintestinal, que podem auxiliar no processo

digestivo. A incorporacdo dos microrganismos a racao mostrou-se viavel.



Abstract

Aquaculture in Amazonas state is increasing at a very high ratio in the last few years,
and the tambaqui is the main cultured specie. Feeding may represent up to 60% of the
final producing costs. A research area increasing rapidly in aquaculture is on the
development and use of probiotics, microorganisms living in the gastrintestinal tract that
may have benneficial effects to the host. Isolation and enumeration of bacterial
microbiota have been carried out, and the best protease extracellular producers were
tested to be incorporated in fish diets. Amylolytic, lipolytic and proteolytic activities
have been screened, and viable count of the enzyme producing were 1,31 x 10%, 1,82 x
10% and 1,27 x 10° UFC/g digestive tract, respectively, with four, 29 and 46 extracellular
producers. Within the 46 extracellular protease producers, six of them have exhibited
higher activity than two UA, 32 have exhibited activity between one and two UA and
eight had activity lower than one UA. Isolates TP1, TP20 e T3P18 have been considered
not pathogen, and the incorporation process to diet has been evaluated. Pure cultures of
these strains have been selected for morphological and biochemical characterization. On
the basis of these tests, the isolate TP1 was identified as Micrococcus sp. and the others
to genus Bacillus sp. We observed a decaying of 10” viable counts in the experimental
diet tested during the process. There is a distinct microbial source of digestive enzymes
(amylase, lipase and protease) apart from the endogenous sources in tambaqui
gastrointestinal tract. The extracellular protease producing bacteria kept viable after

incorporation process.
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| - INTRODUCAO
1.1 - Amazonia

A Amazonia dispde de varios fatores que favorecem a piscicultura, tais como:
solos, aguas em abundancia com qualidade, diversidade da fauna ictiologica e,
principalmente, na regido de Manaus, mercado consumidor.

O Estado do Amazonas, neste contexto, destaca-se dentre os outros estados do
Brasil, por possuir caracteristicas favoraveis a piscicultura, além de ter disponibilidade
de espago fisico e de agua doce em abundancia (Val & Honczaryk, 1995). O
desenvolvimento da aqiiicultura na Amazonia, sobretudo na sua por¢ao ocidental, teve
seu inicio por volta de 1980 com a implantagdo do Programa de Desenvolvimento da
Piscicultura pelo governo do Amazonas, que resultou na compra, ja no ano seguinte, de
alevinos de tambaqui oriundos do nordeste do Brasil. Posteriormente, em 1991, entrou
em funcionamento a Estacdo de Piscicultura de Balbina (Presidente Figueiredo, AM)
que, sob a administragdo da extinta EMATER/AM, iniciou a produgao e distribuicao de
juvenis aos piscicultores de toda a Amazonia, além da prestagdo de servigos e
assisténcia técnica para a criagdo em barragens.

Atualmente, numa terceira fase, sistemas mais intensivos de produgdo estido
sendo empregados, a exemplo do tanque-rede e da criagdo em cercados no leito de
canais de igarapés, sistema este que segue os mesmos principios da criagdo em
raceways. As espécies mais cultivadas sdo: o tambaqui, o matrinxd e, mais
recentemente, o pirarucu (Ono, 2005). Dados oficiais do IBAMA para o ano de 2004
mostram uma producdo de 4.775 toneladas de pescado pela aqiliicultura no estado do
Amazonas, sendo duas espécies responsaveis por mais de 99% deste volume: tambaqui

(Colossoma macropomum) e a matrinxa (Brycon amazonicus).



1.2 - Tambaqui

O tambaqui (Colossoma macropomum) ¢ um peixe da familia Serrasalmidae,
de crescimento rapido, presente nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco. O habito
alimentar dos tambaquis juvenis ¢ basicamente composto por plancton, enquanto que
dos adultos ¢ amplo e predominantemente herbivoro, constituindo-se de frutos e
sementes. Alguns autores, como Saint-Paul (1991) consideram os adultos
exclusivamente frugivoros. Goulding (1993) identificou 112 espécies de frutos e
sementes como alimento do tambaqui, enquanto que Silva et al. (2003) observaram que
a alimentagdo do tambaqui engloba pelo menos 133 espécies entre frutos e sementes.
Em contrapartida, Silva e colaboradores (2000) demonstraram que durante a seca, a
dieta constitui-se basicamente de zooplancton, e a fracdo protéica do conteudo
estomacal foi de cerca de 45-57%, em matéria seca.

A espécie tem alto valor comercial e ¢ bastante apreciada pelo consumidor
local, sendo que ja atingiu até 44% do peso total desembarcado no mercado municipal
de Manaus em 1976 (Val & Honczaryk, 1995). Porém, atualmente, os estoques naturais
apresentam-se sobre explorados. As técnicas de reproducdo artificial ja& foram bem
estabelecidas, assim como a adaptagdo com sucesso para o cultivo em cativeiro.

Todas essas caracteristicas favoreceram para que o tambaqui fosse o peixe
mais cultivado no Estado do Amazonas em 2004 (IBAMA, 2005) com 4.518,5

toneladas representando cerca de 95% da producao aqiiicola neste ano.

1.3 - Piscicultura
A piscicultura € a atividade dentro da area de produg@o animal que mais cresce

no Brasil e no mundo. A produ¢do mundial de pescados pela aqiiicultura passou de 10



milhdes de toneladas em 1988 para 29 milhdes de toneladas em um intervalo de dez
anos (FAO, 1999).

No Brasil, o IBAMA ¢ o 6rgdo responsavel pela estatistica da produgdo de
pescados, tanto pela pesca extrativa quanto pela aqiiicultura. O quadro abaixo mostra a
producao de pescado pela aqiliicultura no Brasil no periodo entre 1998 e 2004. Verifica-
se no periodo um crescimento de 204% na producao da aqiiicultura continental, 579%
na aqiiicultura marinha e 259% na produgao total.

Quadro 1: Produgéo aqiiicola nacional dos anos de 1998-2004.

AQUICULTURA TOTAL
ANO
Marinha | Continental (ton)
1998 15.349,0 88.565,5 103.914,5
1999 26.513,5 114.142,5 140.656,0
2000 38.374,5 138.156,0 176.530,5
2001 52.846,5 156.532,0 209.378.5
2002 71.114,0 180.173,0 251.287,0
2003 101.003,0 177.125,5 278.128.5
2004 88.967,0 180.730,5 269.697,5
Aumento 204% 579% 259%

(Fonte: IBAMA, 2005)

1.4 - Nutricéo
A alimentagdo na piscicultura ¢ o fator mais oneroso no desenvolvimento da
atividade, representando até¢ 60% do custo de producdo, sendo a proteina bruta o
componente mais caro das racdes de peixes, e pode representar de 30 a 50% da

composicao (Kubitza, 1998; Hardy, 1999; Cheng et al., 2003).



O suprimento limitado e o alto custo deste ingrediente tém estimulado a pesquisa
sobre fontes alternativas de proteinas provenientes de ingredientes vegetais, que se
apresentam como opg¢des mais viaveis para a piscicultura. Existem, entretanto, fatores
limitantes: altos niveis de amido estdo presentes nestes ingredientes e torna-se
necessario o monitoramento da capacidade do figado desses peixes de metabolizar e/ou
armazenar carboidratos (Legate et al., 2001); a presenga de fatores antinutricionais,
geralmente, as proteinas de fontes vegetais sdo deficientes em alguns aminoacidos
essenciais (Dersjant-Li, 2002).

Dentre os varios suplementos protéicos vegetais usados na aqiiicultura, a soja
tem sido mais extensivamente avaliada e mais comumente usada em ragdes comerciais.
Sua aceitabilidade e utilizagdo pela industria de ra¢do dependem do avango das
pesquisas nutricionais para as espécies cultivadas (Akiyama, 1998). O farelo de soja
possui um perfil de aminoéacidos essenciais bem balanceados (Lim & Akiyama, 1992),
porém os aminoacidos sulfurados, metionina e cistina, sdo considerados limitantes nos
produtos de soja em vista do requerimento da maioria das espécies de peixes (NRC,
1993). Além disso, a soja ¢ naturalmente resistente a oxidagdo e deterioragdo, e livre de
organismos como fungos, virus e bactérias que podem ser toxicos para os peixes (Swick

etal., 1995).

1.4.1 - Nutricdo do tambaqui
Vésquez (2001) demonstrou a presenca simultanea das enzimas maltase,
amilase, lipase e protease no trato gastrintestinal de tambaqui e afirmou que a habilidade
desta espécie para utilizar, de forma eficiente, uma ampla variedade de nutrientes

disponiveis na sua dieta no ambiente ¢ devida a acdo destas enzimas.



Estudos realizados com tambaqui demonstraram a possibilidade de
substitui¢do total de alimentos de origem animal, principalmente a farinha de peixe, por
ingredientes de origem vegetal como o farelo de soja, sem grandes prejuizos ao

desempenho do peixe (Van der Meer et al., 1996, 1997).

1.5 — Bactérias em peixes

Nos peixes, o estabelecimento da microbiota bacteriana se inicia antes do
estagio de alimentagdo exdgena. Goodrich & Morita (1977) e Hansen & Olafsen (1999)
observaram a existéncia de uma microbiota bacteriana em larvas com saco vitelinico de
halibut (Hippoglsossus hippoglossus L.) e bacalhau do Atlantico (Gadus morhua),
respectivamente, antes mesmo do inicio da alimentagdao exdgena. Segundo os trabalhos
de Mangor-Jensen & Adoff (1987), Tyler & Blaxter (1988) e Reitan et al. (1998), as
larvas de peixes marinhos ingerem agua para atingir o equilibrio osmorregulatorio,
ocorrendo, concomitantemente, a ingestao de bactérias da coluna d'agua.

No inicio da fase larval existem poucas bactérias no trato gastrintestinal. A
adesdo a mucosa ¢ o primeiro passo no processo de colonizagdo, desta forma, se
bactérias especificas ocuparem os sitios de adesdo do trato gastrintestinal antes que
bactérias oportunistas aparecam no ambiente de cultivo, o peixe pode obter defesas
contra doengas bacterianas antes da completa formagao de seu sistema imune. Sugita et
al. (1982) mostraram que a microbiota do trato gastrintestinal de tilapia (Tilapia
mossambica) se estabelece entre 20 ¢ 60 dias apds o inicio da alimentagao.

Entretanto, a interacdo entre os peixes cultivados e as bactérias da agua do
cultivo se inicia antes mesmo da ingestdo do saco vitelinico. As bactérias colonizam a
superficie dos ovos fertilizados, especialmente sob condi¢des intensivas de cultivo, e tal

colonizacdo pode ter efeitos negativos para os ovos e embrides em desenvolvimento



(Bergh et al., 1992; Hansen et al., 1992). Praticas como o uso de antibidticos,
tratamento da dgua ou desinfec¢ao podem inibir a proliferacdo de bactérias oportunistas,
porém, estas medidas podem afetar o balango das comunidades microbianas e resultar
em condi¢des desfavoraveis ao cultivo, ndo sendo, portanto, recomendadas (Olafsen,
2001).

De acordo com Syvokien & MickJnien (1998), a quantidade de células viaveis
na agua € varias vezes menor que aquela observada no sistema digestorio dos peixes,
indicando que dentro do estdmago e intestino 0s microrganismos encontram um
ambiente favoravel para seu desenvolvimento. Peixes com uma microbiota abundante
tém vantajosas oportunidades de adaptar-se a mudangas nutricionais e assimilar melhor

os nutrientes, aumentando assim sua vantagem adaptativa.

1.6 - Probidticos

Uma area de pesquisa bem consolidada para animais terrestres e que vem
crescendo de forma substancial na aqiiicultura ¢ o uso de probidticos. Segundo
Gatesoupe (1999), probidticos sdo microrganismos administrados para aderir ao trato
gastrintestinal do individuo e conferir alguma vantagem a sua saude. Vanbelle e
colaboradores (1990) consideram ainda a produ¢do de compostos benéficos, por
microrganismos, a seu hospedeiro, tais como vitaminas ¢ enzimas digestivas.

Virios beneficios foram atribuidos ao uso de probidticos na aqiiicultura.
Algumas bactérias do género Vibrio aumentaram a resisténcia de peixes contra
patdgenos comuns em ensaios in vivo (Westerdahl et al., 1991; Olsson et al., 1992;
Bergh et al., 1997; Hansen & Olafsen, 1999; Sugita et al., 1996), enquanto que Vine et
al. (2004) observaram inibigdo contra microrganismos patdégenos em ensaios in vitro. O

trabalho de Lara-Flores e colaboradores (2003) mostrou que a suplementagdo de



Streptococcus faecium e Lactobacillus acidophilus na ragdo melhora o crescimento de
Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Grande parte do fosforo presente na soja esta
na forma de acido fitico, sendo que a maioria dos peixes ndo consegue aproveita-lo.
Entretanto, varios estudos relatam um aumento na disponibilidade de fosforo em ragdes
com ingredientes vegetais devido a quebra do acido fitico (Schafer et al., 1995; Jackson
etal., 1996; Eya & Lovell, 1997). Sugita et al. (1991) identificaram bactérias produtoras
de vitamina B12 no trato gastrintestinal de peixes de 4gua doce.

Goodrich & Morita (1977) identificaram bactérias secretoras de quitinase em
peixes marinhos e Bairagi et al. (2002) identificaram bactérias secretoras de enzimas
digestivas (amilase, celulase, protease e lipase) no trato gastrintestinal de dez espécies
de peixes de agua doce cultivados. Estes autores sugeriram ainda que a diversidade de
microrganismos do trato gastrintestinal ¢ maior em peixes herbivoros, e que o tipo de
enzima digestiva produzida por essa microbiota reflete o hdbito alimentar da espécie.

Varios estudos tém sido conduzidos com a introdugdo de bactérias
selecionadas na agua de cultivo, favorecendo o desenvolvimento de uma microbiota
especial no sistema digestivo das larvas de bacalhau e turbot (Strom & Ringe, 1993;
Ringe et al., 1996; Gildberg et al., 1997; Gildberg & Mikkelsen, 1998; Ringe &
Vadstein, 1998; Huys et al., 2001), e também com o microrganismo sendo
suplementado na ragdo (Gildberg et al., 1997; Vine et al., 2004).

O mecanismo através do qual o probidtico possa trazer algum beneficio ao
hospedeiro ainda ndo estdo completamente elucidados, acredita-se que enzimas
produzidas por microrganismos podem aumentar a digestibilidade dos ingredientes

presentes na ragao de cultivo ou ainda atuar na degradacdo de fatores antinutricionais.



Il - OBJETIVOS
1.1 - Geral
Determinar a viabilidade de aproveitamento de enzimas digestivas produzidas
pela microbiota bacteriana do trato gastrintestinal do tambaqui (Colossoma

macropomum) em ragdes para a piscicultura.

11.2 - Especificos
a) Isolar bactérias secretoras de proteases, lipases e amilases do trato gastrintestinal

de tambaqui,

b) Determinar quantitativamente a atividade proteolitica dos isolados;
c) Testar a patogenicidade dos isolados promissores frente ao tambaqui;
d) Verificar a viabilidade da incorporagdo dos microrganismos a ragao.



111 - MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e na Coordenagdo de Pesquisas em

Aqtiicultura (CPAQ) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).

111.1 - Amostra

Os tambaquis, Colossoma macropomum, cultivados de forma semi-intensiva,
foram obtidos no pesque e pague San Diego Manaus, situado no Km 35 da Rodovia
AM-010, no municipio de Manaus, AM. Os peixes foram coletados em um agude de
seis ha abastecido por dgua da chuva, com as seguintes caracteristicas fisico-quimicas
no dia da coleta: oxigénio dissolvido (mg/L), 7,3; temperatura (°C), 29,7; pH, 6,7. O
acude era povoado por uma quantidade desconhecida de tambaqui e matrinxa (Brycon
amazonicus) destinados a pesca esportiva. Foram capturados quatro individuos com

peso médio de 850g.

Figura 1: Exemplar de tambaqui utilizado no experimento.



I11.2 - Processamento da amostra

Os peixes foram transportados, individualmente, em sacos plasticos limpos,
até as instalagdes da Coordenacdo de Pesquisas em Aqiiicultura (CPAQ) do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) e mantidos em tanques circulares de 300 L
com aeracao e troca de dgua constante. Permaneceram por um periodo de jejum de 48h
antes do sacrificio, foram colocados em caixas isotérmicas resfriadas e levados ao
Laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) para o
devido processamento.

Os animais foram sacrificados em banho de gelo e apo6s o sacrificio, cada
individuo foi mergulhado em solucdo de iodo a 1% por dois minutos para esterilizagao
da superficie externa dos peixes (Trust & Sparrow, 1974) e lavada com solucdo salina
estéril a 0,85%. Em seguida, a cavidade abdominal foi aberta com lamina de bisturi
estéril e o trato gastrintestinal retirado. O intestino foi triturado, e retirou-se 10g do

homogeneizado, suspendeu-se em 90 mL de solugdo salina estéril.

111.3 - Isolamento das bactérias produtoras de enzimas digestivas em
peixes

A suspensdo acima citada foi diluida em série, sendo que 0,1 mL das diluigdes

10, 10° e 10° foram semeadas na superficie de placas de Petri, em triplicata, nos
meios Agar Amido, Agar Leite, Agar Tween 80 e incubadas a temperatura de 27 °C por
um periodo de até 48h (Beveridge et al., 1991; Das & Tripathi, 1991). Colonias bem
isoladas e macroscopicamente diferentes foram re-isoladas e semeadas novamente na
superficie das placas de Petri contendo o meio Agar Nutriente para obtengio de culturas

puras através da técnica de estrias por esgotamento.

10



111.3.1 - Avaliacéo das bactérias produtoras de enzimas
Revelou-se as linhagens produtoras de enzimas amiloliticas, proteoliticas e
lipoliticas, crescidas nas placas apropriadas para esta verificacdo, conforme se segue:
a) Enzimas amiloliticas
O meio de caracterizagdo da atividade amilolitica foi o Agar Amido
(Smibert & Krieg, 1994). A detec¢do da atividade enzimatica foi feita
através da exposicao das placas ao vapor de iodo. O iodo cora o amido de
azul, e bactérias secretoras de amilases apresentam um halo claro,

transparente, ao redor da colonia, onde o amido foi degradado.

b) Enzimas lipoliticas
O meio de caracterizagdo da atividade lipolitica foi o Agar Tween 80
(Smibert & Krieg, 1994). A formagdo de enzima lipolitica pela colonia
pode ser vista como um precipitado visivel devido a formagao de cristais
de sais de calcio de acido laurico liberado pela enzima, ou como uma
zona clara ao redor da coldnia devido a degradacdo completa dos sais de

acidos graxos.

c) Enzimas proteoliticas
O meio de caracterizagdo da atividade proteolitica foi o Agar Leite,
conforme Teixeira et al. (1996). O resultado positivo da producdo da
enzima ¢ feito através da formagdo de um halo translicido ao redor da

coldnia devido a degradagdo das proteinas do leite.

I11.4 - Preservacao dos isolados
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Os isolados foram preservados em processo de criogenia a -20°C, conforme
técnica preconizada por Muro e Luchi (1989) e encontram-se depositadas na Colegao de
Culturas Bacterianas do Laboratério de Microbiologia, do Instituto de Ciéncias

Biologicas, da Universidade Federal do Amazonas.

I11.5 - Ensaio quantitativo de producéo de enzima proteolitica
111.5.1 - Preparacao do extrato microbiano
Os isolados que apresentaram atividade proteolitica foram submetidos a um
ensaio quantitativo para dosagem da atividade enzimatica. As culturas foram inoculadas
em 10 mL de Caldo Nutriente ¢ mantidos por 24h a temperatura de 27 °C sob agitagdo
de 150 rpm. Foram retiradas aliquotas de 0,1 ml deste pré-cultivo, inoculadas em 10 mL
de Caldo Leite e mantidas por 24h a temperatura ambiente sob agitacdo de 150 rpm. A
seguir foram centrifugadas a 7000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi usado para

analise quantitativa da enzima.

111.5.2 - Determinacéo da atividade

O extrato das culturas foi submetido a andlise enzimatica quantitativa,
utilizando-se como substrato a azocaseina a 1% (p/v) (Sigma, St. Louis, MOUSA) em
tampao Tris-HC1 0,2 M, pH 7,2, contendo de CaCl, 0,1 mM (Smibert & Krieg, 1994).

A reacdo foi formulada com 250 pL do substrato (azocaseina 1%) e 250 puL do
extrato enzimatico. A mistura foi incubada por 30 minutos a 37°C em tubos de ensaio
tampados. A reagdo foi interrompida pela adi¢do de 3,0 mL de acido tricloroacético
(TCA) 10% (p/v). Os tubos foram agitados em vortex e centrifugados por 15 minutos a
7000 rpm para total precipitacdo. Foi retirado 1,2 mL do sobrenadante e misturado com

1,4 mL de NaOH 1 M para leitura no espectrofotometro. Todas as analises foram feitas
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em duplicata e o branco foi preparado mantendo-se as mesmas condi¢cdes da amostra,
com meio de indugdo estéril substituindo o extrato enzimatico. Uma unidade de
atividade enzimatica (UA) foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir

um aumento na absorbancia de 1 unidade em 1 hora.

111 .6 - Identificacdo das bactérias promissoras
As Dbactérias apresentando as maiores atividades proteoliticas foram

identificadas através de provas bioquimicas e fisiologicas conforme Holt et al. (1994).

111.7 - Avaliacdo da patogenicidade dos isolados in vivo

Ap0s a quantificacao da atividade proteasica, os isolados foram ranqueados em
ordem decrescente e as quatro linhagens que apresentaram as maiores atividades
enzimaticas nas condigdes experimentais foram utilizados em um teste in Vvivo para
avaliar sua patogenicidade sobre o tambaqui.

Foram montados quatro aquarios com 20 L, aeragdo constante sem renovagao
de agua. Juvenis de tambaqui com média de 50g, provenientes da CPAQ foram
utilizados no ensaio. Cada aquario recebeu 10 peixes, e o periodo de aclimatagdo foi de
48h. Em seguida os peixes foram colocados nos aquarios contendo as bactérias na
concentracdo final de 10° células/mL de 4gua, e monitorados por 72 h para avaliagio da

mortalidade dos exemplares de tambaqui.
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I11.8 - Preparo e verificacdo da viabilidade dos microrganismos na

racao

Foram preparados 10 kg (peso total imido) de racao A e racao B, contendo

22% e 28% de proteina bruta, respectivamente. A tabela 1 apresenta a composicao das

referidas racdes.

Tabela 1. Composigdo centesimal da ragao.

_ Racdo
Ingredientes A (%) B (%)

Farelo de soja 22,30 38,00

Fubé de milho 47,40 34,20

Farelo de trigo 16,30 13,80
Farinha de peixe 10,00 10,00

Oleo de milho 3,00 3,00
Premix* 10 1,0

* Composi¢do do premix vitaminico e mineral por kg: fosforo 0,5%; cobre 2,66mg; ferro 16,66mg;iodo
0,25mg; manganés 25mg; zinco 16,6mg; vit. A 3,33UI; vit. E 2UT; vit. C 1,000 ppm, vit. D3 800UT; vit
B10,46mg; vit. B12 3,33mg; vit B2 1,66mg; vit K 0,52mg.

Metade do farelo de milho foi cozido antes da inclusdo na racdo. Os

ingredientes foram misturados manualmente um a um até que a mistura obtivesse um

aspecto uniforme, ¢ em seguida foi adicionada adgua na propor¢ao de 20% (p/v) para

facilitar a formacao dos pelets. Nas ragdes experimentais, a agua foi substituida pela

suspensdo contendo os isolados. Apo6s a incorporacdo dos isolados (ou agua no

controle), a racdo foi peletizada e seca em estufa a 35°C por 36h (Figura 2).
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Figura 2: Ragdes experimentais na estufa de secagem.

Foram escolhidos trés niveis de inclusdo dos isolados nas ragdes
experimentais, além do controle. A cada ragdo experimental foi adicionada uma
suspensdo das bactérias contendo 10* (ragdoes Al e B1), 10°(A2¢e B2) e 10° células/g de
racdo (A3 e B3), respectivamente, sendo que cada um dos isolados foi aprovado no teste
de patogenicidade.

As trés culturas foram crescidas em meio Agar Miieller-Hinton, incubadas a
27° C durante 24 h, e em seguida preparada uma suspensdo de células de cada isolado
com aproximadamente 10'* células/mL, determinadas de acordo com o padrio de
turbidez da escala McFarland. Um volume de 1 mL de cada uma das trés suspensdes foi
misturado para ser adicionado as ragdes experimentais A3 e B3. Essa suspensdo foi

diluida 1072 e 10™ vezes, respectivamente, para compor as ra¢des A2 e B2, e Al e BI.
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Cada suspensdo contendo a mistura dos isolados foi pulverizada sobre as racdes e
misturada de maneira a garantir uma distribui¢ao homogénea.

Antes de serem utilizadas nas ragdes experimentais, foi determinada a
viabilidade das suspensdes, onde trés aliquotas de 10 uL de cada dilui¢do foram

plaqueadas em Agar Miieller-Hinton e incubadas a 27° C durante 24h.

111.9 - Verificacdo da viabilidade dos isolados na ragao

Apds a secagem da racdo em estufa, verificou-se a viabilidade das bactérias
contidas na mesma, através do processo de contagem de células viaveis. Esta etapa visa
verificar a capacidade destas bactérias de crescer e multiplicar apoés o processo de
preparo da ragdo. Aliquotas de cada racdo experimental, inclusive de controles, foram
retiradas ao fim do processo de secagem, acondicionadas em frascos estéreis e levadas
ao laboratorio para contagem de células viaveis (Koch, 1994).

Um grama de cada racdo foi homogeneizado em 99mL de solug¢do salina
estéril, agitado por 30 minutos a 150 rpm, e submetido a dilui¢des seriadas na ordem de
107 até a diluigdo final de 10°°. Para cada ra¢io experimental foi utilizada uma placa de
Petri com meio Agar Miieller-Hinton demarcada em quatro partes. Em cada quadrante

foram dispostas trés gotas de 10 uL. das diluigdes.
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IV - RESULTADOS

IV.1 - Isolamento de bactérias produtoras de enzimas digestivas no

tambaqui

A tabela 2 mostra o numero total de células produtoras e das secretoras de

enzimas digestivas.

Tabela 2: Contagem de células produtoras e secretoras de enzimas digestivas

MEIOS DE CULTURA

TOTAL
TAMBAQUI AL AA AT80

UFC/g Isolados UFClg Isolados UFClg Isolados Isolados
(x10% | proteoliticos | (x10%) | amiloliticos | (x10%) | lipoliticos | bioativos

A 1,46 18 1,16 0 1,83 7 25

B 1,33 9 1,66 0 1,26 4 13

C 1,10 13 1,00 0 1,76 8 21

D 1,40 6 1,43 4 2,43 10 20

TOTAL - 46 - 4 - 29 79

Média 1,32 - 1,31 - 1,82 -
Legenda: AL: Agar Leite; AA: Agar Amido; AT80: Agar Tween 80

A contagem total de células da microbiota gastrintestinal de tambaqui variou

da ordem de 1 a 2,43 x 10® UFC/g de intestino de tambaqui com os meios utilizados

(Tabela 2).

A tabela 2 ainda mostra que o tambaqui A apresentou o maior nimero de

isolados secretores de enzimas digestivas, com o total de 25 bactérias (31,6 %),

enquanto que o tambaqui B apresentou o menor nimero com 13 isolados (16 %). As

bactérias proteoliticas mostraram ser o grupo enzimatico predominante com 46 isolados

(58,2). Enquanto que quatro isolados (5,0 %) secretores de amilase foram encontrados

apenas no tambaqui D, e ainda foi o Unico a contar com os trés grupos enzimaticos. A
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figura 3 mostra a atividade proteolitica, amilolitica e lipolitica das bactérias isoladas do
trato gastrintestinal dos tambaquis.

O maior crescimento médio observado foi no meio de detecgdo da atividade
lipolitica, com 1,82 x 10® UFC/g de intestino do tambaqui, seguido da atividade

amilolitica com 1,31 x 10° UFC/g e da atividade proteolitica com 1,27 x 10* UFC/g.
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Figura 3: Avaliagdo da atividade proteolitica (1), lipolitica (2) e amilase (3)

das bactérias isoladas do trato gastrintestinal de tambaqui (Colossoma macropomum).

IV.2 - Ensaio quantitativo da producéo de enzima proteolitica
A tabela 3 mostra a caracteristicas morfologicas e tintoriais das bactérias
isoladas no trato gastrintestinal de tambaqui.

Tabela 3: Caracteristicas morfo-tintoriais das bactérias e respectivas atividades

enzimaticas, expressas em unidades da enzima/mililitros (U/mL).

CODIGO CARACTERISTICAS ATIVIDADE
MORFO-TINTORIAIS PROTEOLITICA (U/mL)

T2P4 Actinomiceto 0,256
TP10 Actinomiceto 0,352
T2P9 Actinomiceto 1,424
T2P16 Actinomiceto 0,128
T2P1 Bacilos Gram-negativo 0,116
T2P2 Bacilos Gram-negativo 0,184
T2P19 Bacilos Gram-negativo 0,156
T4P2 Bacilos Gram-negativo 0,16
T4P7 Bacilos Gram-negativo 0,16
TP5 Bacilos Gram-negativo 0,128
TP18 Bacilos Gram-negativo 1,784
TP2 Bacilos Gram-negativo 1,256
T2P17 Bacilos Gram-positivo 1,424
TP3 Bacilos Gram-positivo 0,12
TP9 Bacilos Gram-positivo 0,1
TP12 Bacilos Gram-positivo 0,12
TP15 Bacilos Gram-positivo 1,54
TP19 Bacilos Gram-positivo 1,948
TP20 Bacilos Gram-positivo 2,42
T3P9 Bacilos Gram-positivo 5,324
T3P11 Bacilos Gram-positivo 4,764
T3P18 Bacilos Gram-positivo 4,488
T2P10 Cocos Gram-positivo 0,16
TP4 Cocos-bacilo Gram-negativo 0,144
TP6 Cocos-bacilo Gram-negativo 0,108
T4P3 Cocos-bacilo Gram-negativo 0,144
T4P4 Cocos-bacilo Gram-negativo 0,396
T4P5 Cocos-bacilo Gram-negativo 0,184
T4P6 Cocos-bacilo Gram-negativo 0,156
T3P1 Cocos-bacilo Gram-negativo 0,124
T3P2 Cocos-bacilo Gram-negativo 2,4
T3P3 Cocos-bacilo Gram-negativo 0,14
T3P4 Cocos-bacilo Gram-negativo 0,144
T3P5 Cocos-bacilo Gram-negativo 0,168
T3P6 Cocos-bacilo Gram-negativo 0,14
T3P7 Cocos-bacilo Gram-negativo 0,112
T3P8 Cocos-bacilo Gram-negativo 0,14
TP8 Cocos Gram-negativo 0,14
TP1 Cocos Gram-positivo 2,504
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TP7 Cocos Gram-positivo 0,16
TP14 Cocos Gram-positivo 1,08
TP17 Cocos Gram-positivo 0,964
TP21 Cocos Gram-positivo 0,904
T2P18 Cocos Gram-positivo 1,072
T3P15 Cocos Gram-positivo 0,148
T3P10 Cocos Gram-positivo 0,164

Dentre os 46 isolados secretores de protease, seis apresentaram atividade
maior do que duas UA, oito apresentaram atividade entre uma e duas UA e 32 tiveram
atividade menor que uma UA. O isolado T3P9 apresentou a maior atividade, de
5,32UA. O grupo dos bacilos gram positivos se destacou entre os isolados com maior
atividade proteolitica. Entre os dez maiores produtores da enzima, sete pertenceram a
esse grupo.

Verifica-se ainda que os coco-bacilos Gram-negativos foram os mais
freqlientes secretores de protease, com 14 coldnias; porém nenhuma delas teve atividade
maior do que 0,5 UA/mL de extrato. Em seguida vieram os bacilos Gram-positivos com

dez isolados.

V.3 - Avaliacdo in vivo da patogenicidade

As linhagens TP1, TP20, T3P18 ¢ T3P9 foram as maiores produtoras de
enzimas proteoliticas e desta forma, foram escolhidas para o teste de patogenicidade in
vivo. Verificou-se que ndo houve mortalidade dos peixes nos aquarios em que foram
inoculados os isolados TP1, TP20 e T3P18.

No aquario com o isolado T3P9 ocorreu a morte de um individuo ap6s 24h do
experimento (Figura 4). Na analise pos mortem, esta linhagem apresentou as escamas
opacas, pequenas manchas brancas no corpo e regido da cabeca e inicio de necrose nas
nadadeiras e cauda, comecgado a partir das extremidades. Este isolado ndo foi utilizado

para inclusdo nas ragdes experimentais.
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Figura 4: Tambaqui caracteristicas tipicas de doencga bacteriana

V.4

- ldentificacdo preliminar das bactérias com atividade

proteolitica promissoras

Os testes mais relevantes na identificagdo por caracteristicas fenotipicas das

linhagens mais promissoras com atividade proteolitica sdo observados na tabela 5.

Tabela 4. Principais resultados da identificagdo por caracteristicas fenotipicas
das linhagens com atividade proteolitica mais promissoras.

CARACTERISTICAS LINHAGEM
FENOTIPICAS TP1 TP20 T3P18
Forma Cocos Bacilos Bacilos
Coloracdo de Gram + + +
Arranjo Tétrades Estreptobacilos Estreptobacilos
Esporo - + +
Catalase + + +
Relagdo com oxigénio Anaerobio facultativo | Anaerobio facultativo | Anaerobio facultativo

De acordo com os resultados da tabela 5, infere-se que a bactéria TP1 pertence

ao género Micrococcus e as bactérias TP20 e T3P18 pertencem ao género Bacillus.
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Estas linhagens estao depositadas na Coleg¢ao de Culturas Bacterianas do Laboratorio de

Microbiologia da Universidade Federal do Amazonas.

IV.5 - Avaliacdo da viabilidade das bactérias adicionadas a ragédo

As linhagens TP1, TP20 e T3P18 foram testadas na ragdo. Foram misturadas

previamente ¢ incluidas na ra¢do. A concentracdo de todas as suspensdes a serem

utilizadas no preparo da ragdo ficou na ordem de 10'> UFC/mL de suspensio.

Tabela 5: Contagem de células viaveis antes e apds o processo de fabricagao

da racao.
Racao Quantidade adicionada Contagem pos-preparo
Controle ) 10t
AleBl 10* 102
A2e B2 10° 10*
A3eB3 10° 10°

De acordo com os resultados da tabela 5 verifica-se que houve uma perda da

ordem de duas poténcias no nimero de células vidveis durante o processo de fabricagdo

em todas as ragdes experimentais.
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V - DISCUSSAO

A interagdo entre as bactérias presentes no ambiente aquatico € 0s peixes se
inicia nos primeiros momentos do desenvolvimento do individuo, quando este ¢ apenas
um ovo. No meio aquatico, as bactérias transitam livremente entre o habitat ¢ o
hospedeiro, e ¢ de fundamental importancia para a piscicultura em geral que haja um
bom entendimento de como se da essa interagao.

Horas apds a fertilizacdo, bactérias colonizam a superficie do ovo. A
microbiota que se desenvolvera reflete aquela da agua de cultivo, porém fatores como
capacidade de adesdo a sitios espécie-especificos, velocidade de crescimento e
reproducao dos microrganismos afetam a composi¢ao de tal microbiota (Olafsen, 2001;
Gatesoupe, 1999).

Antes mesmo do inicio da fase de alimentagdo exdgena, bactérias ja comecam
a colonizar o trato gastrintestinal. Hansen et al. (1992) mostraram a ocorréncia de
endocitose de bactérias na parte posterior do intestino em Herring (Clupea harengus),
antes que ocorresse a abertura da boca da larva.

No inicio da fase larval existem poucas bactérias no trato gastrintestinal. Em
larvas de turbot (Scophthalmus maximus), a populagdo de bactérias associadas ao trato
gastrintestinal cresce rapidamente, cerca de 10° UFC/larva antes do inicio da
alimentacdo para 10* UFC/larva, um dia apos o inicio da alimentacdo (Huys et al.,
2001).

Além disso, ja foi claramente demonstrado que bactérias sdao abundantes no
ambiente no qual os peixes vivem, e ¢ impossivel evitar que elas sejam componentes de
sua dieta (Olafsen, 2001). Assim, as bactérias ingeridas junto com a agua e alimentos
podem se adaptar ao microambiente encontrado no trato gastrintestinal e estabelecer

uma associagdo de mutualismo ou protocooperagdo (Saha et al., 2006).
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Segundo Irianto & Austin (2002) os beneficios associados para os peixes
abrangem: a estimulagdo do sistema imunologico; alteragao do metabolismo microbiano
com aumento ou diminui¢ao do nivel de enzima e produgdo de compostos benéficos;
exclusdo competitiva de patdgenos potenciais, devido a producdo de compostos
inibitorios, competicao por nutrientes, espago ou oxigénio.

Olafsen (2001) sugere que menos de 1% das bactérias presentes no ambiente
de cultivo de peixes marinhos conseguem ser ativas e crescer em meios de cultura em
condi¢cdes de laboratério. Diferentemente dos animais terrestres, existe no trato
gastrintestinal de peixes um fluxo continuo de dgua. Portanto, a capacidade de aderir e
formar uma comunidade permanente no intestino ¢ um dos pré-requisitos basicos para
considerar um microrganismo como probidtico. Como neste estudo, os peixes foram
mantidos em jejum por 48h antes de terem o trato dissecado, as colonias isoladas
possuem algum mecanismo de adesdo, e foi assim reduzido o isolamento de bactérias
ditas “de passagem” pelo trato gastrintestinal.

A contagem de bactérias no intestino de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) cultivada em agua salobra com temperatura média de 27,5° C na Arabia
Saudita variou de 2,8 +2.4 x 10" a 1,0 £1.6 x 10 ®* UFC/g (Al-Harbi & Uddin, 2005).
Outro estudo quantitativo realizado na Arabia Saudita, com tilapias cultivadas em agua
doce na mesma temperatura de cultivo (28,8° C) encontrou valores da ordem de 6,8 x
10°a 7,5 x 10’ UFC/g (Al-Harbi & Uddin, 2004).

Molinari et al. (2003) investigaram a microbiota de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) cultivada em sistema semi-intensivo no sul do Brasil
(temperatura média anual de 22° C). O trato gastrintestinal foi divido em trés partes:
estomago, intestino anterior e posterior, ¢ o numero de células cultivaveis encontrado

variaram de 1,5 x 10*a 1,6 x 10° UFC/g.
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Al-Harbi & Uddin (2005) a quantidade de bactérias no trato gastrintestinal ¢
diretamente proporcional a temperatura da agua. Os resultados encontrados neste
trabalho corroboram tal afirmag¢ao. Assim como nos dois trabalhos realizados na Arabia
Saudita, o nimero de UFC determinados neste estudo ficou na ordem de 10* enquanto
que no sul do Brasil (temperatura de cultivo de 22°C) o valor variou na ordem de 10*a
10°.

Um estudo realizado com linguado (Solea solea), uma espécie marinha que se
alimenta de vermes, moluscos e pequenos crustaceos, demonstrou que a contagem de
microrganismos no trato gastrintestinal ¢ maior nos juvenis do que nos adultos. O trato
gastrintestinal foi dividido em estomago, intestino médio e intestino terminal/reto e
foram encontradas 5,2 x 10°, 8,0 x 10° ¢ 9.8 x 10° bactérias heterotroficas/g,
respectivamente, nos juvenis e 3,0 x 10%, 7,0 x 10* € 2,3 x 10° nos adultos. (MacDonald,
etal., 1986).

O nosso experimento representa o primeiro trabalho com a microbiota
gastrintestinal do tambaqui cultivado na Amazonia.

Estudos a respeito da microbiota gastrintestinal de peixes sdo escassos e ha
certa falta de informagdes na area de atividade enzimatica bacteriana no trato
gastrintestinal de peixes e seu papel na digestio nesses animais. Entretanto, alguns
trabalhos mostrando bactérias secretoras de enzimas digestivas no intestino de peixes
estdo disponiveis.

Bairagi et al. (2002) examinaram o trato gastrintestinal de nove espécies de
peixes cultivaveis de dgua doce quanto a presenca de bactérias secretoras de enzimas
digestivas. Dentre elas, nas duas de habito alimentar onivoro, a contagem dos isolados

produtores de amilase, lipase e protease foram 12,4 x 10°, 1,6 x 10° € 9,0 x 105/g de
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tecido para a tilapia (Oreochomis mossambicus), respectivamente, e 2,3 x 10°, 1,3 x 10°
e 7,2 x 10°/g de tecido para carpa indiana (Catla catla).

Em nosso estudo, ainda ficou evidenciada a relagdo entre o habito alimentar do
hospedeiro e o perfil enzimético da microbiota presente em seu intestino. Espécies
carnivoras apresentaram maior quantidade de bactérias proteoliticas e lipoliticas,
enquanto que espécies herbivoras apresentaram maior microbiota com atividade
amilolitica. Entre esses dois extremos, a contagem dos isolados das espécies onivoras
mostrou-se equilibrada entre as trés atividades. O numero de isolados produtores de
amilase, protease ¢ lipase, 1,31x10® UFC/g, 1,27x10® UFC/g, e 1,82 x 108 UFC/g,
respectivamente, encontrados neste trabalho mostrou-se em concordancia com os
resultados encontrados por Bairagi e colaboradores (2002).

MacDonald et al. (1986) em seu estudo com o linguado (Solea solea L.),
verificaram ainda que, das 153 bactérias isoladas, 35 linhagens demonstraram
capacidade de degradar p-nitrofenil-p-N-acetil-glicosaminida (PNP B-NAG), 50
linhagens foram capazes de degradar coldgeno, sete linhagens de degradar quitina e 28
linhagens de degradar elastina.

Foram isoladas 46 linhagens secretoras de proteases, 29 linhagens secretoras
de lipases e quatro linhagens secretoras de amilases do trato gastrintestinal do tambaqui
neste trabalho. Esses resultados podem indicar que existe uma fonte exdgena de
enzimas digestivas no trato gastrintestinal desta espécie.

Ringo et al. (1995) afirmaram que microrganismos tém um efeito benéfico
sobre o processo digestivo em peixes. A manipulacdo da microbiota gastrintestinal na
piscicultura, principalmente nos estagios iniciais do desenvolvimento do individuo pode

resultar em aumento do desempenho zootécnico verificado.

27



Verificou-se que, em carpa comum (Cyprinus carpio), a atividade enzimatica
proteolitica aumentou consideravelmente quando foi fornecida ragdo adicionada de
tripsina bovina (Dabrowski & Glogowski 1977), enquanto que os estudos de Das &
Tripathi (1991) mostraram que a atividade proteolitica maxima tanto em juvenis quanto
em adultos de carpa capim (Ctenopharyngodon idella) aumentou proporcionalmente ao
aumento de proteina na dieta até um limite. A presenca de bactérias secretoras de
protease no intestino parece evidenciar a existéncia de uma microbiota dependente da
dieta em peixes.

De-Schrijver & Ollevier (2000) demonstraram que a suplementacdo de Vibrio
proteolyticus, uma bactéria secretora de protease, resultou em um aumento da
digestibilidade aparente do nitrogénio e da quantidade de peptideos de baixo peso
molecular na parte posterior do intestino em relacdo ao grupo controle no cultivo de
juvenis de uma espécie de linguado (Scophthalmus maximus).

Nunes et al. (2006) demonstraram que a inclusdo das enzimas digestivas
exdgenas, como amilase e lipase, na racdo melhorou o desempenho zootécnico de
juvenis de tambaqui nos niveis de inclusdo na racao de 0,05 e 0,2%, respectivamente.

Silva et al. (comunicagdo pessoal) verificaram que a adi¢do de um complexo
multi-enzimatico composto por levedura seca de cana-de-agucar, amilase, protease,
celulase e lipase melhoraram a digestibilidade dos nutrientes e energia bruta na ragao do
tambaqui.

A andlise quantitativa dos isolados produtores de protease indicou a presenga
de microrganismos com capacidade significativa em secretar tal enzima digestiva,
abrindo perspectivas para avaliacdo de seu uso como um probidtico para a piscicultura.

A principal estratégia do uso de probidticos em aqiiicultura talvez seja o

isolamento de microrganismos benéficos aos individuos adultos e inclusdo de grandes
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quantidades na alimentagdo dos individuos imaturos da mesma espécie (Gildberg et al.,
1997).

A presenca de bactérias do género Bacillus tem sido amplamente descrita em
peixes (Gatesoupe, 1999; Ringo & Birkbeck, 1999; Eddy & Jones, 2002), e alguns
estudos indicam seu uso potencial como probiodtico. Gatesoupe (1993) utilizou esporos
de Bacillus sp. isolado como agente de biocontrole e enriquecimento nutricional de
cultura de rotiferos para o cultivo do linguado (Scophthalmus maximus), enquanto que
Kennedy et. al (1998) isolaram a espécie Bacillus subtillis do robalo (Centropomus
unidecimalis) ¢ a utilizou para suprimir o patégeno Vibrio sp. na agua de cultivo.

Gosh et al (2002a) isolaram trés bactérias do trato gastrintestinal da carpa
indiana (Labeo rohita) e identificaram-nas como sendo as espécies Bacillus circulans,
B. pumilus, e B. cereus. As trés bactérias demonstraram capacidade de secretar as
enzimas protease, amilase e celulase, in vitro.

Os estudos de Gosh et al. (2002b) demonstraram que a inclusdo das
bactérias Bacillus circulans, B. pumilus, e B. cereus em dietas experimentais aumentou
a taxa de crescimento e sobrevivéncia em estudo realizado com juvenis de carpa indiana
(Labeo rohita).

Saha et al. (2006) estudando a microbiota gastrintestinal de tilapia
(Oreochromis mossambica) e de carpa capim (Ctenopharyngodon idella) selecionaram
e identificaram bactérias secretoras de celulase. Posteriormente, os isolados foram
identificados como Bacillus megaterium (CI13) e B. circulans (TM1), onde ambos
foram testados quanto as atividades amilolitica e proteolitica. A atividade proteolitica,
determinada como microgramas de tirosina liberadas por minuto, foi de 65,45 U para o

isolado CI13 e 9,32 U para o isolado TM1.
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Dentre as bactérias isoladas, o grupo de enzimas que mostrou maior freqii€ncia
foram as proteoliticas. Considerando que a fragdo protéica constitui a parte da dieta que
mais encarece o custo final da racdo, e que fontes exodgenas de enzima podem melhorar
a digestibilidade dos ingredientes na ragdo, realizou-se a quantificacao da atividade dos
isolados que foram capazes de secretar a enzima proteolitica.

MacDonald, Stark & Austin (1986) isolaram 153 linhagens do trato
gastrintestinal do linguado (Solea solea L.), dentre as quais oito pertencem ao género
Micrococcus e demonstraram capacidade de degradar colageno e elastina. Bactérias do
género Bacillus também foram isoladas e identificadas neste trabalho.

Como a fragdo protéica € a parte que mais encarece o custo final da ragdo para
peixes, os isolados com a maior atividade foram submetidos a um processo de inclusdo
na ragdo para avaliar a viabilidade do processo. Antes, porém, foram avaliados quanto a
patogenicidade frente ao tambaqui. Entre quatro isolados testados, ocorreu a morte de
um peixe com a linhagem T3P9. As caracteristicas apresentadas mostram sinais tipicos
de infec¢do bacteriana. Ndo se pode afirmar, entretanto, que a causa mortis foi
efetivamente a bactéria adicionada a agua de cultivo sem um estudo histopatologico
minucioso, nem o reisolamento e identificagdo do microrganismo patégeno suspeito de
causar a morte do individuo, e que pudessem subsidiar tal deducao, ja que este ndo foi o
objetivo do trabalho. De qualquer forma, este isolado ndo foi utilizado nas etapas
seguintes.

A suspensdo de células dos isolados TP1, TP20 e T3P18 foram incluidas nas
racdes experimentais na quantidade de 10%, 10° ¢ 10* UFC/g de ragdo. Apds o processo
de preparo da ragdo, a contagem de células viaveis decaiu duas poténcias em todas as
racdes. Apesar da perda, o processo foi considerado eficiente ja que a queda da

concentragdo ainda foi suficiente para manter niveis bacterianos significativos. E
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necessaria uma otimizagdo do processo de produgdo da ragdo apds a incorporacao das

bactérias para diminuir a perda de viabilidade das mesmas.
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VI - CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho indicam que o tambaqui conta com uma fonte
microbiana (portanto exdgena) de enzimas digestivas (amilase, lipase e protease), além
das fontes enddgenas presentes no seu trato gastrintestinal. A atividade enzimatica
predominante das bactérias encontradas foi a proteolitica.

A microbiota gastrintestinal do tambaqui podem desempenhar um papel
importante no processo digestivo desta espécie.

As linhagens TP1 (Micrococcus sp.), TP20 e T3P18 (ambos Bacillus spp.)
representam espécies potenciais para uso como probidticos no cultivo do tambaqui.

A incorporagdo de microrganismos a ragdo de tambaqui (C. macropomum)

mostrou-se viavel.
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