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SUPLEMENTACAO COM ENDOSPOROS PROBIOTICOS (Bacillus
coagulans, Bacillus subtilis, Bacillus clausii) NA DIETA DE JUVENIS DE
MATRINXA, Brycon amazonicus

RESUMO
A aquicultura esta entre os setores que vem se destacando na producao animal, e

com isso se faz necessario que o seu desenvolvimento seja baseado em questdes
de sustentabilidade, visando mitigar os impactos ambientais causados pela
intensificacdo dos sistemas produtivos. Neste sentido, objetivou-se avaliar o
efeito de trés cepas probidticas de bactérias do género Bacillus sobre o
desempenho zootécnico, hematologia, histologia, bem como parametros
microbioldgicos no intestino e nas fezes de juvenis de matrinxd (Brycon
amazonicus) ¢ submetidos a desafio de estresse por captura. O experimento foi
conduzido na Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), em Ilhéus- BA no
periodo de abril a maio de 2021. Foram avaliados 244 peixes juvenis,
distribuidos aleatoriamente em 16 tanques de polietileno de 310 L. O
experimento contou com quatro tratamentos (TC- Controle: ragdo sem adigdo de
probidtico; TBS- Bacillus subtilis 1x10"° UFC por kg de ra¢do; TBC- Bacillus
coagulans 1x10" UFC por kg de rac¢do; TBCL- Bacillus clausii 1x10"* UFC por
kg' de racio) e quatro repeticdes. Os resultados demonstraram que a
suplementacdo probidtica influenciou a histomorfometria intestinal dos peixes.
Nao foram observados efeitos sobre parametros de desempenho e da resposta ao

estresse dos juvenis de matrinxa suplementados com diferentes probidticos.

Palavras-chave: Alimentos funcionais. Desempenho. Histologia. Peixes nativos.

Sistema imune.
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SUPPLEMENTATION WITH PROBIOTIC ENDOSPORE (Bacillus
coagulans, Bacillus subtilis, Bacillus clausii) IN THE JUVENILE DIET OF
MATRINXA, Brycon amazonicus

ABSTRACT
Aquaculture is among the sectors that have been standing out in animal
production, and its development needs to be based on sustainability issues,
aiming to mitigate the environmental impacts caused by the intensification of
production systems. In this sense, the objective was to evaluate the effect of three
probiotic strains of Bacillus genus bacteria on zootechnical performance,
hematology, histology, as well as microbiological parameters in the intestine and
feces of matrinxa (Brycon amazonicus) juveniles submitted to stress challenge by
capture. The experiment was conducted at the State University of Santa Cruz
(UESC), in Ilhéus-BA, from April to May 2021. 244 juvenile fish were
evaluated, randomly distributed in 16 310 L polyethylene tanks. The experiment
had four treatments (TC- Control: feed without added probiotic; TBS- Bacillus
subtilis 1x10" CFU per kg ' of feed; TBC- Bacillus coagulans 1x10" CFU per
kg of feed; TBCL- Bacillus clausii 1x10"> CFU per kg ~' of ration) and four
repetitions. The results showed that probiotic supplementation influenced the
intestinal histomorphometry of fish. There were no effects on performance
parameters and stress response of matrinxa juveniles supplemented with different

probiotics.

Key words: Functional foods. Performance. Histology. Native fish. Imune

system.
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1 INTRODUCAO

A demanda mundial pela producdo de alimentos tem fundamentado a
necessidade de pesquisas voltadas para o desenvolvimento sustentavel dos sistemas de
producdo e a aquicultura tem se destacado, devido a sua potencialidade (SIQUEIRA,
2018).

Com a intensificacdo dos sistemas de produgdo de peixes se faz necessario uma
atenc¢do especial quanto a sanidade e desenvolvimento destes animais (CASTRO et al.,
2021). O uso de antibioticos na profilaxia e prevencao de doengas, bem como
promotores de crescimento, t€m sido criticado e com isso a busca por alternativas que
atendam a demanda por produtividade visando a sustentabilidade necessitam ser
desenvolvidas (RING@, 2020).

Nos ultimos anos tem se intensificado as pesquisas voltadas aos alimentos
funcionais com intuito de minimizar o uso de antibidticos (BHARATI et al., 2019;
GOMES et al., 2018; RAHMAN, 2019). Neste cendrio surgem os probidticos, como
alternativas para a mitigagcdo de impactos ambientais da atividade aquicola
(KUEBUTORNYE; ABARIKE; LU, 2019).

Os probiodticos sao microrganismos vivos que quando administrados em
quantidades adequadas conferem beneficios aos seus hospedeiros (FAO/WHO, 2002).
Atuam direta ou indiretamente na composicao da microbiota, competindo por sitios de
adesdo, secretam substancias com acdo antimicrobiana e¢/ou alterando o
microambiente, promovendo maturagdo do sistema imunolédgico de diversos animais e
também contribuindo para uma melhor conversdo alimentar, influenciando o
desempenho do crescimento, utilizagdo da ragdo e condigdes fisioldgicas dos animais
(JESUS et al., 2016).

Para serem considerados como probidticos os microrganismos devem
apresentar algumas caracteristicas, tais como: capacidade de modulagdo da microbiota
intestinal, producao de substincias antimicrobianas, resisténcia a baixos niveis de pH,
sais biliares e enzimas, capacidade de se aderir a mucosa intestinal, além de sobreviver

e se multiplicar no trato gastrointestinal (DAWOOQOD et al., 2019a). Devem ser seguros
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ndo apenas para os animais cultivados e o meio onde vivem, mas também para os seres
humanos (JESUS et al., 2016).

Muitas cepas de bactérias do género Bacillus sp. sao atualmente usados como
suplementos dietéticos probioticos na alimentacdo humana e em ragdes para animais.
Bacillus ¢ um género de bactérias Gram-positivas, aerobias ou anaerobicas facultativas
formadoras de endésporos (BERNARDEAU et al., 2017). A capacidade de formar
enddsporos € comercialmente atraente permitindo o armazenamento a longo prazo sem
perda de viabilidade em comparacdo com aqueles que contém bactérias nao
formadoras de enddsporos (ALVES et al., 2018; CUTTING, 2011). Além disso, os
endosporos sdo capazes de sobreviver ao pH estomacal e podem atingir o intestino
delgado para exercer suas propriedades probidticas (RING@, 2020).

Diversos estudos tém sido realizados utilizando microrganismos probidticos na
alimentacdo de peixes, com resultados promissores quanto ao desempenho de
crescimento e estimulagdo do sistema imunoldgico destes animais (ASADUZZAMAN
et al., 2018; DAWOOD; ABO-AL-ELA; HASAN, 2020; DUTTA et al., 2018; LI et
al., 2018; MEIDONG et al., 2018)

Diante disso, ao escolher um probidtico deve-se avaliar: o cultivo, a
estabilidade e a administragdo da cepa probiotica, assim como deve ser observado o
manejo da criagdo e os héabitos alimentares dos animais, para que seja selecionado o

mais adequado para o sistema de produgao (JESUS et al., 2016).
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2

OBJETIVO GERAL

Objetivou-se avaliar o efeito de trés cepas probidticas de bactérias do género

Bacillus sobre o desempenho zootécnico, hematologia, histologia, bem como

parametros microbioldgicos no intestino € nas fezes de juvenis de matrinxa (Brycon

amazonicus) suplementados durante 35 dias e submetidos a desafio de estresse por

captura.

2.1

Objetivos Especificos

Avaliar a viabilidade dos enddsporos incorporados nas ragdes experimentais;
Avaliar os efeitos da suplementagdo probidtica nos pardmetros de desempenho
produtivo;

Avaliar o efeito da suplementagdo probidtica sob estresse por captura por meio
de andlises hematologicas;

Analisar a histologia do tecido intestinal dos peixes apds a suplementagao
probidtica;

Avaliar pardmetros microbiologicos do intestino apds suplementagdao
probidtica;

Avaliar parametros microbioldgicos nas fezes apos suplementacao probiotica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aquicultura

A busca por alimentos produzidos de forma sustentdvel aumentou
consideravelmente nos ultimos anos, o que torna necessario o desenvolvimento de
atividades que atendam a esta demanda mundial (BRABO et al., 2016). Também
chamada de “Blue Revolution” devido aos seus impactos econdmicos € sociais
positivos, proporcionando por meio de seus avancos subsidios para desenvolvimento
sustentavel da atividade, a aquicultura tem se destacado pelos sistemas de criagdo
intensivos ou semi-intensivos (SIQUEIRA, 2018).

Existe concomitantemente na industria mundial de pescado dois sistemas: a
pesca extrativista e aquicultura. O extrativismo se refere a captura de recursos
pesqueiros marinhos, estuarianos e continentais € a aquicultura compreende o cultivo
tanto de espécies de ambiente marinho, quanto dulcicolas (FARIAS; FARIAS, 2018).

A alta produtividade dos sistemas aquicolas, bem como a boa aceitabilidade do
produto final confere expectativas de crescimento deste setor. O crescimento
populacional e a busca por alimentos mais saudaveis t€ém acarretado a um aumento na
procura de produtos oriundos dos setores aquicolas (BRABO et al., 2016; SIQUEIRA,
2018).

No que diz respeito a potencialidade para desenvolvimento da aquicultura, o
Brasil tem se destacado quando comparado aos principais paises produtores, devido a
sua disponibilidade hidrica, clima tropical, diversidade de espécies cultivadas,
tecnologias e suas perspectivas (BRABO et al.,, 2016; CALIXTO et al, 2020).
Segundo Associacao Brasileira de Piscicultura (2020), a piscicultura nacional cresceu
4,9% no ano de 2019, alcangando 758.006 toneladas no mesmo ano, enquanto que as
demais proteinas animais mantiveram-se estdveis em seus valores de produgdo. Cerca
de 64 espécies sdao cultivadas na aquicultura brasileira. Dessas espécies a tilapia e
peixes redondos lideram o ranking (figura 1). Sendo estes dois grupos responsaveis

por 83% da piscicultura no pais (CALIXTO et al., 2020; SCHULTER; FILHO, 2017).
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Principais espécies produzidas no Brasil (2015-2018)
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Figura 1. Principais espécies produzidas no Brasil. Fonte: IBGE (2020).

Nos ultimos anos tem-se observado crescimento na producdao de espécies
nativas, chegando a ultrapassar a producao de espécies exoticas em alguns paises sul-
americanos (Peru, Chile e Brasil) (VALLADAO; GALLANI; PILARSKI, 2018). As
espécies nativas ja chegaram a contribuir com até¢ 40% da producao total da
aquicultura, e em 2014 atingiram quase 400.000 MT (SAINT-PAUL, 2017).
Entretanto ainda segundo este autor, estudos relacionados a biologia, ecologia,
nutri¢do e reproducao tem caminhado a passos largos para essas espécies. Ao final da
década de 1970 surgiram os primeiros estudos relacionados a biologia e ecologia
destas espécies, principalmente na Amazonia, bacias do Parand e Sdo Francisco e a
partir de entdo chamou-se atencdo para os impactos ecologicos de espécies invasoras
(KUBITZA, 2016; SAINT-PAUL, 2017). Portanto, as espécies nativas podem
contribuir para a acessibilidade da populagcdo e consequente consumo de pescado,

aliado a sustentabilidade do setor (SAINT-PAUL, 2017).

3.2  Matrinxa, Brycon amazonicus
A espécie, matrinxd, Brycon amazonicus, pertence a classe Actinopterygii,
ordem Characiformes, familia Characidae e subfamilia Bryconinae (figura 2) (LEITE,

2019). Conhecido popularmente como jatuarana, jaturana, piabanha e pirabinha. Este
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teledsteo pode atingir cerca de 40 cm e encontra-se distribuido na Bacia amazdnica.
Apresentam dentes multicuspidados, dispostos em fileiras nas maxilas superior (3 a 4)
e inferior (2). De coloragdo cinza-amarelada, sendo o seu ventre mais claro, e suas
escamas com bordas escurecidas e com linhas continuas e sinuosas, apresenta uma
mancha arredondada escura na regido umeral (NASCIMENTO et al., 2020). No
aspecto reprodutivo, sdo peixes reofilicos, ou seja, realizam migracdo para se
reproduzir. Possui hdbito alimentar onivoro, € quando em ambientes de cultivo, possui
boa aceitabilidade a ragdo industrial, graos, frutos e subprodutos agricolas (ARAUJO-
DAIRIKI; CHAVES; DAIRIKI, 2018). Se bem manejados, em condi¢gdes favoraveis
podem atingir de 700 a 1000 g de peso no primeiro ano de cultivo (NASCIMENTO et
al., 2020).

O matrinxa ¢ apreciado pelos piscicultores por apresentarem carne de excelente
qualidade, facilidade de reprodugdo induzida, bom crescimento em ambiente de
cultivo, além de manejo relativamente facil em cativeiro, de boa adaptagao, resistindo
bem em 4guas mais frias e dcidas. Apresenta caracteristicas apropriadas para pesca
esportiva, devido a sua agressividade (SILVA et al, 2016). Diante disso, ¢ uma
espécie que possui boa aceitabilidade de mercado, desempenhando papel relevante na
economia no norte do Brasil e na piscicultura nacional (ARAUJO-DAIRIKI;
CHAVES; DAIRIKI, 2018; NASCIMENTO et al., 2020).

Figura 2. Matrinxa, Brycon amazonicus. Fonte: Autor.

No que diz respeito as exigéncias nutricionais, foi relatado que 40% de Proteina
Bruta  na dieta resultou em melhores indices de desempenho zootécnico

(GONCALVES et al., 2021; LEITE, 2019).
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3.3  Aditivos em Aquicultura

Na aquicultura um dos fatores determinantes para o sucesso da producao ¢ a
nutri¢do. Este fator ¢ responsavel pela capacidade das espécies de peixes em exibir o
potencial genético de crescimento, uma vez que, aspectos como qualidade da racao,
granulometria, frequéncia de alimentacdo e densidade de estocagem influenciam
diretamente na produtividade (ALEMAYEHU; GEREMEW; GETAHUN, 2018). Os
custos com alimentagcdo neste setor podem chegar de 50 a 80% (BHARATI et al.,
2019).

Nos ultimos anos, tem-se buscado atingir um sistema de producdo mais
sustentavel, e com isso os aditivos alimentares funcionais tém surgido com a proposta
de elevar a produtividade, conferindo melhor resisténcia a doengas infecciosas
(BHARATTI et al., 2019). Diante da proibi¢ao ou reducao na utilizacdo de antibioticos
nos sistemas aquicolas, entender os mecanismos de agdo dos diversos aditivos que
vem sendo utilizados como possiveis substitutos destes farmacos podera levar ao
desenvolvimento de alternativas que irdo diminuir o uso de antibioticos e
quimioterapicos na aquicultura (BHARATI et al., 2019; DAWOOD; KOSHIO;
ESTEBAN, 2018).

Segundo a Instru¢do Normativa 13/2004 (MAPA, 2004) entende-se por aditivos
a substancia, microrganismo ou produto formulado, adicionado intencionalmente aos
produtos, que nao ¢ utilizada normalmente como ingrediente, tenha ou nado valor
nutritivo e que melhore as caracteristicas dos produtos destinados a alimentagdo
animal ou dos produtos animais, melhore o desempenho dos animais sadios e atenda as
necessidades nutricionais ou tenha efeito anticoccidiano.

Os aditivos funcionais sdo alternativas que propiciam melhora na taxa de
conversao alimentar, qualidade da rag¢do, melhor eficiéncia na digestdo dos
componentes da dieta, crescimento, estimulo do sistema imune, modulacdo da
microbiota intestinal e liga substancias toxicas no trato gastrointestinal, induzem
funcdes fisioldogicas (ALEMAYEHU; GEREMEW; GETAHUN, 2018; BHARATI et
al., 2019). Dentre os aditivos funcionais que vem sendo utilizados estdao os probidticos,
que tem se apresentado promissores devido aos seus efeitos positivos observados

(ALEMAYEHU; GEREMEW; GETAHUN, 2018; BHARATI et al, 2019;
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DAWOOD; KOSHIO; ESTEBAN, 2018). Alguns trabalhos desenvolvidos nesta

tematica podem ser observados no quadro abaixo:

Quadro 1. Trabalhos desenvolvidos a partir da suplementagdo probidtica e seus
efeitos em espécies de peixes

Probidtico Efeito Espécie Referéncia

o Aumento no ganho de
peso, taxa de crescimento
especifico, e eficiéncia da

) ) . N Trachinotus Liu et al.,
Bacillus pumilus alimentacao;
ovatus 2020
o Aumento das respostas
Imunitarias nao
especificas.
Saccharomyces o Capacidade de adsor¢ao  Colossoma Pinheiro et
cerevisiae de Aflatoxina B, macropomum al., 2020
« Aumento da imunidade da
mucosa, morfologia
intestinal, atividade de
Bacillus velezensis, enzimas digestivas . Kuebutorny
o ) .. ! . Oreochromis
B. subtilis e intestinais, microbioma niloticus eetal,
B. amyloliquefaciens intestinal; 2020
« Resisténcia contra a
infeccao por 4.
hydrophila.
« Melhora no crescimento;
. . ~ L Ictalurus Thurlow et
Bacillus velezensis ~ « Reducao na eutrofizagao
punctatus al.,2019

da 4gua nos tanques.

« Melhoria no desempenho
de crescimento;

« Aumento na digestao
endogena;

« Aumento nos parametros
de imunidade inata;

o Melhoria da microbiota
intestinal,

« Utilizagao da ragao.

Oreochromis  Tan; Chen,;
niloticus Hu, 2019

Rummeliibacillus
stabekisii

Bacillus subtilis,

B. amyloliquefaciens, Melhoria no desempenho;

~ Oreochromis  Brito et al.,
« Consumo de racio;

B. mycoides e A niloticus 2019
: « Sobrevivéncia.
B. megatherium
« Inibicdo do crescimento de
Bacill A. hydrophila; Clarias Dey; Ghosh;
dctiius cereus o Aumento na taxa de batrachus Hazra, 2018

crescimento especifico
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Aumento na
Sobrevivéncia;

Aumento do conteudo de
RNA na carcaga.

Melhoria no crescimento
Aumento no conteudo de
proteina total do soro e do
muco cutaneo;

Aumento na atividade da
enzima mieloperoxidase
(MPO);

Aumento na atividade de

Bacillus lisozima sérica; Oreochromis  Gobi et al.,
licheniformis Producao de espécies mossambicus 2018
reativas a oxigénio (ROS)
e espécies reativas a
nitrogénio (RNS);
Aumento na atividade de
superdxido dismutase
(SOD) ¢ glutationa
peroxidase (GPx);
Melhora na sobrevivéncia.
Inibigdo contra patogenos; .
. - Viabilidade no sistema Litopenaeus Interaminen
Bacillus subtilis ) ) ) se et al.,
digestivo; vannamei 2018
Melhora no crescimento.
Reducao do estresse;
Aumento do nimero de
Bacillus sp células sanguiqegs; Labeo rohita Nandi et al.,
' Aumento da atividade da 2017
lisozima;
Modulagao imunolégica.
Lactobacillus ~ Oncorhynchus P'amgrahl,.
R Imunomodulacao. mykiss Viswanath;
Satoh, 2011

3.4 Probiodticos

Questdes ambientais tém se tornado o ponto critico da maioria das cadeias

produtivas. Nesse sentido, a exploracdo de recursos naturais requer maior atencao,

visto que a forma pela qual a atividade ¢ desenvolvida pode ameacar varias espécies,

colocando em risco a si mesma (SIQUEIRA, 2018). A mitiga¢cdo de riscos ambientais

¢ uma tendéncia, que visa o aperfeicoamento dos modelos de produgdo, fazendo-se

necessario planos e certificacdes ambientais, a fim de tornar os sistemas de producao
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mais sustentaveis, quanto a sua localizagdo e parametros técnicos (CALIXTO et al.,
2020). A utilizagdo adequada de antibidticos e a consequente substituicdo por
probioticos, o uso da racdo e o tratamento de residuos, tem destaque neste cenario para
o desenvolvimento de uma atividade mais sustentavel (SIQUEIRA, 2018).

Historicamente, as primeiras sugestdes do uso de bactérias probiodticas foram
dadas por Henry Tissier (1906) e Eli Metchnikoff (1907) e estes autores sugeriram que
as utilizagdes destas bactérias promoveriam restauragdo da flora intestinal de seus
pacientes. Apesar destes achados, s6 em 1965 Lilly e Stillwell chegaram a uma
definicdo para o termo probiotico. Para estes autores probidticos seriam toda
substancia produzida por microrganismos capazes de promover o crescimento de
outros microrganismos. Posteriormente, Fuller (1989) identificou a natureza
microbiana dos probidticos e redefiniu a palavra como ‘“suplemento alimentar
microbiano vivo que afeta beneficamente o animal hospedeiro, melhorando seu
equilibrio intestinal”. Este conceito continuou evoluindo e os probiodticos foram
definidos como “microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficio a satide do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002).

Na aquicultura os probioticos se tornam importantes aliados, por possuirem a
capacidade de promover ou melhorar a saude dos animais, estimulando a resposta
imunoldgica e inibindo o crescimento de microrganismos patogénicos (BRITO ef al.,
2019). Com isso ¢ possivel se alcangar melhorias nutricionais € na qualidade do
ambiente de cultivo, pois ocorrem modificagdes nos microrganismos associados ao
hospedeiro, a partir da utilizacdo de bactérias ndo patogénicas (DAWOOD et al.,
2019b).

Para que um microrganismo seja utilizado como probiotico, este deve atender
alguns requisitos em meio a sua utilizacdo, tais como: boa atividade microbiana e
seguranc¢a, ndo sé para os animais € o meio ao qual estdo inseridos, mas também para
os seres humanos (DAWOOD et al, 2019a). Devem possuir capacidade de
colonizacdo permanente ou tempordria do aparelho digestorio, produzindo beneficios
ao hospedeiro, ser indcuo, serem viaveis quanto ao tempo de armazenamento e

transporte, ter resisténcias as enzimas digestivas e a bile, possuir propriedades
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antimutagénicas e anticancerigenas e ainda nao serem resistentes a antibidticos
(JESUS et al., 2016).

A partir do uso de probioticos € possivel observar beneficios relacionados a sua
administracdo, tais como: producdo de substincias quimicas inibidoras, melhoria na
resposta imune, competi¢do por locais de adesdo e por alimentos com patdgenos na
superficie do epitélio intestinal (ALEMAYEHU; GEREMEW; GETAHUN, 2018),
secrecdo de enzimas que auxiliam na degradagdo de alimentos melhorando, desse
modo, a digestdo e absor¢cdo de nutrientes, podendo ainda favorecer a qualidade da
agua do ambiente de cultivo (DAWOOD; ABO-AL-ELA; HASAN, 2020).

Apesar dos avangcos no uso de probidticos na alimentacdo animal,
constantemente se fazem necessarios novos estudos (DAWOOD et al., 2019b). Uma
vez que, um candidato probidtico pode apresentar efeitos benéficos para uma
determinada espécie de peixe, mas pode ndo apresentar efeitos satisfatorios em outra
espécie. Isto porque, os aspectos fisioldgicos e fisico-quimicos de determinado
hospedeiro ou ambiente influenciam nas propriedades probidticas dos microrganismos,

afetando consequentemente sua eficiéncia (ASADUZZAMAN et al., 2018).

3.5 Mecanismos de A¢ao

No que diz respeito aos mecanismos de acdo dos probidticos, estes ainda
necessitam ser melhor elucidados (DAWOOD; KOSHIO; ESTEBAN, 2018).
Contudo, sabe-se que estes microrganismos contribuem com o desenvolvimento de
células capazes de produzir metabolitos e enzimas, auxiliando na digestdo de
alimentos e absorcdo de nutrientes, antagonismo entre patogenos, influenciando na
colonizagdo e adesdao destes microrganismos, bem como nas respostas imunoldgicas
do hospedeiro (DAWOOD; KOSHIO; ESTEBAN, 2018; PANDIYAN;
BALARAMAN; THIRUNAVUKKARASU, 2013).

Em organismos aquaticos os probioticos desempenham trés papéis principais:
colonizagdo da microbiota intestinal, exclusdo competitiva e imunomodulacdo. Em
contato com o trato digestivo, os mesmos ocupam e colonizam o epitélio da mucosa,
aderindo-se e promovendo o crescimento do muco intestinal (DAWOOD; KOSHIO;

ESTEBAN, 2018). Entende-se como efeito primario probidtico a competicdo por
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receptores de adesdo com organismos patogénicos, reduzindo a sua capacidade e/ou
efeitos antagonicos (HAI, 2015). Por meio da exclusdo competitiva € possivel obter
alguns produtos probiodticos, que compreendem: microbiota estavel, integra e
controlada em culturas (BHARATI et al., 2019). Isso ¢ possivel gracas as diferentes
estratégias de adesdo dos microrganismos aos locais de fixagdo, sendo elas, interagdes
hidrofobicas, eletrostaticas, forcas passivas e esféricas, adcidos lipoteicoicos, bem como
aderéncias e estruturas proprias de adesio (PANDIYAN; BALARAMAN;
THIRUNAVUKKARASU, 2013).

Quanto a influéncia dos probidticos no sistema imune de peixes, estes atuam
melhorando a imunidade destes animais, visto vez que ocorre aumento da atividade
dos macrofagos e do nivel de anticorpos, tornando-os mais resistentes as doengas
(RINGO, 2020). Desse modo, os probiodticos se tornam importantes aliados ao uso
profilatico de antibidticos e outros farmacos. Estes microrganismos competem por
produtos quimicos, nutrientes, oxigénio, entre outros compostos, melhorando a satde e
o sistema imune dos animais hospedeiros, bem como o desempenho zootécnico e
qualidade de agua (HAI 2015).

Os Lactobacillus spp. e Bacillus spp. tém sido os tipos de probidticos mais
explorados em aquicultura e um destaque especial tem se dado aos Bacillus
(BERNARDEAU et al., 2017). Estes microrganismos possuem capacidade de formar
enddsporos € com isso se tornam resistentes a temperaturas elevadas, alteracdes do pH,
radiacdo e a agentes quimicos , o que os torna excelentes opg¢des dentro do
processamento de racdo (ABARIKE et al., 2018; AMOAH et al., 2019; BRUFAU;
ESTEVE; TARRADAS, 2015; DE ARAUJO et al., 2018; GENG et al., 2012).

3.6  Bacillus

As bactérias do género Bacillus sdo gram-positivas, em bastonete que
normalmente se movem por flagelos peritricosos, podem ser aerdbios ou anaerdbios
facultativos (KHATRI et al., 2016). Possuem ainda capacidade de formar endosporos,
0 que as tornam mais resistentes a situagdes extremas, como calor, secagem,
desinfetantes, condi¢des intestinais, entre outros, proporcionando a estes

microrganismos uma das formas de vida mais resistentes conhecida (BERNARDEAU
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et al., 2017). Outra caracteristica ¢ que cada célula possui um enddsporo e o processo
de esporulagdo nao ¢ inibido pela exposi¢do ao ar. Estes podem ser cilindricos,
redondos, ovais ou em forma de rim (KUEBUTORNYE; ABARIKE; LU, 2019). A
maioria dos probidticos comerciais baseados em Bacillus consiste em B. subtilis, B.
polyfermenticus, B. clausii, B. coagulans, B. pumilus e B. licheniformis. Os quais
possuem a caracteristica em comum de germinar, multiplicar e contribuir para a

modulagdo das condi¢des intestinais (BERNARDEAU et al., 2017).

3.6.1 Bacillus clausii

Estes microrganismos apresentam significativa tolerdncia ao ambiente
gastrointestinal e capacidade de colonizagdo, mesmo na presenga de antibidticos e
antagonismo a bactérias patogénicas. Sabe-se ainda que B. clausii sdo capazes de inibir
efeito citotoxico induzido por toxinas Clostridium difficile e B. cereus (IANIRO et al.,
2018; KHATRI; SHARMA; SUBRAMANIAN, 2019; SOLTANI et al., 2019). Além
disso, desempenham atividade antimicrobiana e imunomoduladora (URDACI;

BRESSOLLIER; PINCHUK, 2004).

3.6.2 Bacillus coagulans

Bacillus coagulans possui a capacidade de produzir catalase positiva e
sobrevive a condicOes extremas de calor, acidez do estdmago e sais biliares e inibem
ainda, enteropatégenos (AMOAH et al., 2019). Atuam melhorando a satde intestinal e
apresentam antagonismo a patégenos (KHATRI et al., 2016).

Ao contrario da maioria dos Bacillus, entre eles o Bacillus subtilis, que possuem
enddsporos presentes na por¢cdo sub-terminal ou central, a localizagdo do seu
enddsporo € terminal e estes microrganismos t€ém a capacidade de produzir coagulina,
que ¢ uma proteina que impede a disseminagdo de invasores e a lactosporina que
apresenta atividade antimicrobiana contra patogenos (KHATRI et al., 2016).

Devido a capacidade de produzir enzimas envolvidas na excregao e digestao, B.
coagulans pode auxiliar na digestdo intestinal. Estes microrganismos também atuam
na regulacdo da microbiota intestinal, inibindo o crescimento de bactérias patogénicas

(AMOAH et al., 2019). Além disso, agem de forma positiva no sistema imune dos
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animais, uma vez que possuam capacidade de normalizar os parametros quantitativos e
atividade funcional das células envolvidas no sistema imunolégico (KHATRI et al.,

2016).

3.6.3 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis tem sido largamente estudado atualmente, tanto em niveis
genéticos quanto fisioldgicos, possuem a capacidade de produzir bacteriocinas,
subtilina e subtilosina (LEE; KIM, 2011). Também estao envolvidos na producao de
diversas enzimas, tais como: desoxirribonuclease, ribonucleases, 3-nucleotidases,
aminopeptidase, esterase, proteases metdlicas, o-Amilase, P-Amilase, arabinase,
celulase e quitinase (ELSHAGHABEE et al., 2017).

Podem ser encontradas no solo e no trato gastrointestinal de diversos animais.
Seus efeitos na administragdo em dietas para peixes sdo positivos, € vao desde
imunoestimulacao, resisténcia a doengas a aumento no desempenho zootécnico (LEE

etal., 2018).

3.7 Sistema Imune de Peixes

O sistema imune inato ¢ o mecanismo de defesa mais importante dos peixes,
sendo este fundamental para a manutengao da homeostase (RODRIGUES et al., 2020).
O desencadeamento das respostas inflamatérias a um agente estressor, como por
exemplo, proteina de ligacdo a GTP induzida por interferon-Mx1 (Mx), interleucina 13
(IL-1B) e amiloide-A sérico (SAA) estdao diretamente relacionadas as respostas imunes
inatas em peixes (EISSA et al., 2018).

Sabe-se que o estresse ¢ um dos fatores principais no surgimento de doengas e
aumento da mortalidade em aquicultura (RODRIGUES et al., 2020). Quando em
condicdes de estresse, os peixes podem ter seus parametros bioquimicos afetados de
forma aguda ou crdnica e consequente supressdao de suas respostas imunes inatas e
adaptativas (AKANMU, 2018). Com isso, mecanismos de defesa inespecificos que
atuam de maneira significativa em todas as fases da infec¢do sdo desencadeados.
Particularmente, os peixes dependem dos mecanismos de defesa inespecificos de

forma mais expressiva do que os mamiferos (RODRIGUES ef al., 2020). Diante disso,
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tem-se o interesse em estimular o sistema imunoldgico desses animais para o
tratamento e profilaxia contra doencas, visando a biologia e a sustentabilidade (EISSA
etal., 2018).

Os probidticos sao importantes aliados no aumento da tolerancia destes animais
ao estresse (AKANMU, 2018). Portanto, quando administrados, atuam como agentes
preparatérios capazes de neutralizar os aspectos estressores ambientais € de manejo,
influenciando diretamente nos niveis de cortisol plasmatico dos peixes (EISSA et al.,
2018).

A resposta ao estresse em peixes ocorre a nivel celular, abrangendo proteinas de
choque térmico (HSP), que estdo fundamentalmente relacionadas a manutencdo da
homeostasia. Essas proteinas de choque térmico (HSP) tém impacto direto sobre a
saude e sobrevivéncia de peixes em situacdes de estresse. Sabe-se ainda, que situacdes
de estresse impactam negativamente no crescimento dos peixes, bem como no fator de
crescimento (Igf) através da expressao de insulina (EISSA ef al., 2018). Além disso, a
fisiologia dos peixes também pode ser afetada, uma vez que em condi¢des estressantes
ocorre producao de moléculas instaveis reativas a oxigénio (ROS) de forma expressiva
acarretando em demanda de energia e consequentemente desequilibrio dos
mecanismos de defesas a antioxidantes (FERREIRA; BARCELLOS, 2008). Nos
peixes as enzimas antioxidantes desempenham papel de contrabalancear danos
celulares e inativacdo enzimadtica, por meio da dismutacdo e catalisagao de radicais

superoxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio (EISSA et al., 2018).

3.8 Hematologia dos Peixes e Probidticos

No que diz respeito a hematologia de peixes e uso de probidticos sabe-se que ha
uma correlacao positiva entre estes (RODRIGUES et al., 2020). A hematologia ¢ uma
ferramenta importante para avaliar o estado clinico dos animais (NASCIMENTO et
al., 2020). Sendo assim, para caracterizar o estado de satide dos peixes utiliza-se além
do exame fisico, a avaliagdo dos pardmetros sanguineos, baseando-se nos valores de
hemograma e bioquimica plasmatica (AKANMU, 2018).

Os probidticos atuam de forma significativa na proliferacdo de linfocitos (B e

T), bem como na producdo de imunoglobulinas dos peixes. Os linfécitos estdo
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relacionados ao nivel de imunidade, ja os neutréfilos € mondcitos indicam os niveis de
protecdo contra invasdes bacterianas (AKANMU, 2018).

Elevados indices nas concentragdes de plaquetas podem indicar maior
resisténcia e capacidade de cura de hematomas ou feridas, que podem surgir devido a
brigas territoriais ou fatores relacionados ao ambiente de cultivo, tais como densidade
de estocagem. Proporcionalmente heterdfilos/linfécitos elevados sdo indicadores de
estresse, relacionados a lesdes. Baixos niveis de hemoglobina corpuscular média
(MCH) e da concentracdo de hemoglobina corpuscular média (McHc), podem indicar

a ocorréncia de anemia nos animais (AKANMU, 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

Toda a pesquisa foi conduzida seguindo os preceitos estabelecidos pela Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), com protocolo de aprovagdo do Comissio de Etica no Uso dos Animais
(CEUA/UESC), namero 007/20.

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Nutricdo de Organismos
Aquaticos (AQUANUT), da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) em Ilhéus,
Babhia, Brasil (14° 47' 20” S 39° 02' 58” W), no periodo de abril a maio de 2021, com
duragdo de 35 dias. Foram utilizados 244 juvenis da espécie matrinxa (Brycon
amazonicos), peso médio inicial de 5,33 = 0,32 g e comprimento padrdo de 7,29 + 0,17
cm, oriundos da Peixecon alevinos- Fazenda Vargem Alegre, Porciincula - Rio de

Janeiro.

4.1 Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado composto por quatro
tratamentos e quatro repeticdes, totalizando 16 unidades experimentais, e
compreenderam os seguintes tratamentos: TC- Controle (racdo sem adicdo de
probidtico); TBS- Bacillus subtilis 1x10"* UFC por kg de racdo; TBC- Bacillus
coagulans 1x10" UFC por kg de ragdo; TBCL- Bacillus clausii 1x10" UFC por kg™
de racdo. O experimento foi conduzido em duas etapas: desempenho produtivo e

desafio de estresse por captura.

4.2  Producido das Rac¢oes Experimentais e dos Microrganismos
4.2.1 Preparacio dos Microrganismos Probioticos: Bacillus subtilis, Bacillus
coagulans e Bacillus clausii

No Laboratorio de Patologia Aplicada e Genética-LAPAGEN, da Universidade
Estadual de Santa Cruz-UESC, foram preparados os meios de cultura para os

microrganismos utilizados no estudo (B. coagulans, B. subtilis, B. clausii). Foi
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preparado 1000 mL de meio de cultura em caldo para inducdo de esporulagdo
contendo: DSM, nutrient Broth; cloreto de potassio (KCl); sulfato de magnésio
(MgS0,); agua bidestilada, para cultivo dos probioticos. Posteriormente o meio foi
autoclavado a 121°C durante 15 minutos e apos o seu resfriamento adicionou-se
cloreto de calcio (CaCj,) (1M) e sulfato de ferro (FeSO,4) (1M). Realizou-se entdo o
pré-indculo com cada microrganismo probidtico (B. coagulans, B. subtilis, B. clausii)
separadamente, no qual os mesmos foram mantidos em shaker sob agitagao constante
por um periodo de 24 horas. Apos, realizou-se a distribuicdo dos meios em
erlenmeyers de 100 mL, dos quais foram mantidos em shaker, sob agitagdo de 150
rpm, 37 °C por trés dias, para crescimento das colonias de bactérias. Posteriormente, o
material foi centrifugado a 10000 rpm, 4°C, durante dez minutos, o sobrenadante
descartado e os enddsporos armazenados no congelador para posterior quantificacao.
Para contagem das unidades formadoras de colonias (UFC), adicionou-se 100
uL da cultura de enddsporos em 900 pL. de PBS 1%, procedendo-se a partir desta, a
diluicdo seriada em eppendorfs até 10"° UFC. Apés a diluicdo, realizou-se o
plaqueamento adicionando-se 10 uL de cada diluicdo, segundo a técnica "Spreader
Plate" em meio de cultura Agar Padrio para Contagem, em duplicata. As placas
permaneceram em estufa a 37°C por um periodo de 24 horas e apos este periodo,
realizou-se a contagem das UFC. Posteriormente, adicionou-se 13 mL de endosporos
probidticos (Bacillus subtilis, Bacillus coagulans, Bacillus clausii) nas racgodes
peletizadas por meio de aspersdo com auxilio de um pulverizador, e as mesmas foram

encaminhadas a estufa de secagem a vapor por um periodo de 24horas a 37°C.
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Figura 3. Meios de cultura de bactérias probioticas. A) Pré-indculo de bactérias probidticas; B) Enddsporo de
bactérias probidticas apds cultivo e centrifugagdo; C) Placa de petri com microrganismos probidticos
evidenciando a contagem de unidade formadoras de colonias (UFC). Fonte: Autor.

4.2.2 Processamento da Racao

As ragdes experimentais formuladas com auxilio do programa SUPER CRAC®
(tabela 01) e processadas no Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos
(AQUANUT) na Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC). Inicialmente os
ingredientes foram pesados e homogeneizados de acordo com a formulacao calculada.
Adicionou-se aproximadamente 300 mL de dgua (30°C), homogeneizou-se novamente
os ingredientes e posteriormente o material seguiu para o processo de peletizagdo e
secagem em estufa ventilada por um periodo de 24 horas a 50°C.

Apbs a secagem das ragdes, realizou-se por meio de aspersdo manual a
inoculagdo dos microrganismos probioticos na propor¢cdo aproximada de 13 mL de
suspensdao de endosporos liquido em 1000 g de ragdo em seus devidos tratamentos
(figura 3). As ragdes foram novamente encaminhadas a estufa e permaneceram por um
periodo de 24 horas a 37°C, para a retirada do excesso de umidade. Posteriormente
foram retiradas, devidamente embaladas, identificadas e armazenadas a 4°C. Durante
todo o periodo experimental realizou-se o acompanhamento dos parametros

microbioldgicos das ragdes (tabela 2).
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Figura 4. Processamento da ra¢do experimental. A) Peletizacdo; B) Inoculagdo do probidtico por meio de
aspersdo. Fonte: Autor.

Tabela 1. Ingredientes e composi¢ao nutricional da dieta basal de matrinxa, Brycon
amazonicus, para os diferentes probioticos utilizados

Alimento Quantidade
Farelo de soja 45% 23,95
Fuba de milho 20,21
Farelo de trigo 14,18
Farelo de gluten e milho 22% 13,10
Farinha de peixe 55% 12,70
Farinha de carne e 0ssos 45% 6,23
Farinha de visceras aves 6,60
Oleo de soja 1,68
Premix vitaminico-mineral 1,00
Sal comum 0,29
Total 100

Composi¢ado analisada

Nutriente Quantidade
Proteina bruta (%) 31,30
Energia bruta (kcal kg™) 4424
Fibra bruta (%) 4,36
Gordura (%) 6,35
Lisina total (%) 1,93

Premix vitaminico mineral (composi¢do/ kg do produto): vitamina A = 6.000.000 UI; vitamina D3 = 2.250.000
UI; vitamina E = 75.000 mg; vitamina K3 = 3.000 mg; vitamina tiamina= 5.000 mg; riboflavina = 10.000 mg;
vitamina pirodoxina = 8.000 mg; biotina = 2.000 mg; vitamina C = 192.500 mg; niacina = 30.000 mg; acido
folico = 3.000 mg; Fe = 100.000 mg; Cu = 600 mg; Mn = 60.000 mg; Zn = 150.000 mg; I = 4.500 mg; Cu =
15.000 mg; Co = 2.000 mg; Se = 400 mg.
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Analise Qualitativa e Quantitativa da Racao
Para verificar a concentragao do probidtico na ragdo, e averiguar se o indculo

probiodtico se manteve viavel e nas concentracdes desejadas, realizou-se a cada sete
dias durante todo periodo experimental, no Laboratério de Monitoramento Ambiental,
da Universidade Estadual de Santa Cruz- UESC, a quantificacdo das unidades
formadoras de colonias (UFC). Foram moidas e homogeneizadas amostras de 0,1 g de
racdo de cada tratamento, adicionou-se 900 uL. PBS 1% e realizou-se a dilui¢ao de 100
uL da amostra em série até 10". Posteriormente 10 uL de cada diluigdo foi distribuida
por "Spreader Plate" em meio estéril contendo meio de cultura LB (Luria-Bertani
Agar), em duplicata. As placas foram incubadas em estufa microbiologica a 37°C por
um periodo de 24h. Posteriormente, as unidades formadoras de colonias (UFC) foram

quantificadas.

43  Desempenho Zootécnico

Apo6s a recepcao dos juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus) 0os mesmos
foram mantidos em quarentena (15 dias), alimentados com racao extrusada comercial
balanceada (proteina bruta- 40%, tamanho do pélete 1,8 a 2,3mm) e aclimatados as
condigOes laboratoriais. Apos o periodo de aclimatacdo, os peixes foram distribuidos
aleatoriamente em 16 tanques, sendo 14 peixes/tanque, em um sistema de recirculacao
de agua fechado, munido de aeragdo individualizada por meio de sopradores e pedras
porosas, com sistema de filtragem através de filtro biologico.

Durante o periodo experimental os juvenis de matrinxd foram alimentados
quatro vezes ao dia (8h0OOmin, 11h0Omin, 13h00min e 15h00min) até a saciedade
aparente.

Quanto a qualidade da 4gua, durante todo o periodo experimental foram
realizados manejo de limpeza dos tanques, sifonagem e renovagao de agua, duas vezes
por semana, com a finalidade de evitar o acumulo de sobras de ragdo e consequente
eutrofizacdo do meio. Além disso, os parametros fisicos e quimicos da dgua como
temperatura (°C), pH e oxigénio dissolvido (mgL ") foram mensurados diariamente por
meio da sonda YSI Multiparametro digital Professional Plus (YSI Incorporated,
Yellow Springs, OH, EUA). As analises de amonia (mgL™), nitrito (mgL™), nitrato

(mgL™) e fosfato (mgL™") foram mensuradas semanalmente, utilizando o equipamento
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HI 83203 Multiparametro fotometro para aquicultura. Os parametros de qualidade de
dgua se mantiveram constantes e dentro dos padrdoes adequados de cultivo
estabelecidos para a espécie estudada (KUBITZA, 1999), apresentando os seguintes
registros: temperatura= 28,6°C; amonia= 0,63mgL'1; pH= 6.,8; oxigénio dissolvido=
6,8mgL'1; nitrito= 0,1 lmgL'l; nitrato= 2,16mgL'le fosfat0=2,5mgL'1.

Foram realizadas duas biometrias durante o periodo experimental (Biometria
inicial e final), com auxilio de balanga analitica e paquimetro digital. Para avalia¢ao
dos parametros zootécnicos utilizaram-se as seguintes equagdes:

Ganho de peso (g) = Peso final — Peso inicial

Consumo de ragao

Conversao alimentar =
Ganho de peso

InPf—InPi
tempo

Taxa de crescimento especifico (TCE, %) = ( )xlOO

4.4  Desafio de Estresse por Captura

Ao final do experimento e antes do desafio de estresse realizou-se coleta de
sangue de quatro peixes por tratamento. Posteriormente, estes animais foram
eutanasiados seguindo os principios éticos estabelecidos, no qual os mesmos foram
imersos em banhos anestésicos (benzocaina 25 mgL™), e realizou-se a retirada e
processamento das visceras para realizagdo da Histomorfometria intestinal e
parametros microbioldgicos do intestino.

Para avaliar o estresse pelo desafio de captura nos animais, retirou-se quatro
animais por tratamento com auxilio de um pugd no qual os peixes foram mantidos fora
d’agua por 30 segundos, repetindo-se esse procedimento por quatro vezes a cada 60
minutos. Apds o desafio, aguardou-se 60 minutos para realizar as amostragens
sanguineas e o material coletado seguiu para analises hematoldgicas no Laboratorio de
Andlises Clinicas Veterinarias da Universidade Estadual de Santa Cruz- UESC, para

proceder-se a analise dos parametros hematologicos dos juvenis de matrinxa.
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Figura 5. Juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus) submetidos a desafio de estresse por captura. Fonte: Autor.

4.5  Parametros Hematologicos

Para determinar pardmetros hematologicos foram utilizados dois exemplares
por repeticdo de cada tratamento, dos quais coletaram-se amostras de 1,5 mL de
sangue por meio de puncdo vaso caudal ou cardica, com auxilio de seringas
descartaveis contendo EDTA (10%) (figura 06) (TAVARES-DIAS; MORAES, 2003).
O material foi processado no Laboratorio de Andlises Clinicas Veterindrias da
Universidade Estadual de Santa Cruz- UESC, da Universidade Estadual de Santa
Cruz- UESC.
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Figura 6. Coleta de sangue por meio de pungdo vaso caudal de juvenis de matrinxa, Brycon amazonicus. Fonte:
Autor.

Para determinar a concentragdo de proteinas plasmaticas totais (PPT) foi
realizada a homogeneizacdo dos tubos contendo o sangue com o anticoagulante
EDTA, posteriormente, foi preenchido 2/3 do tubo capilar sem heparina e fechado a
extremidade seca, protegendo o sangue da acdo do calor. Apo6s, o material foi
centrifugado a 12.000 rpm por cinco minutos na centrifuga de microhematorcrito
(Micro Spin). Retirou-se os capilares da centrifuga e quebrou-se acima da capa de
leucocitos e o plasma foi encaminhado para o refratdmetro para a leitura da
concentragao de PPT.

Para realizagdo da Bioquimica sérica o soro foi extraido das amostras sem a
presencga de anticoagulante para a determinacdao das concentragdes séricas de glicose,
triglicérides, colesterol total e fracdo de HDL. Utilizou-se tiras-teste reativas
Reflotron® com leitura em analisador bioquimico Reflotron Plus®.

Para andlise de cortisol o sangue foi acondicionado em eppendorfs e
centrifugados a 1000 rpm por cinco minutos e 3000 rpm por mais cinco minutos, para
coleta do plasma no qual foi congelado a -80°C para posterior andlise de cortisol,
determinado com kit comercial de ELISA (Enzyme-linked immunosorbentassay kit -
cortisol test — MonobindInc®). Para validacdo dos kits para cortisol plasmatico dos

juvenis de matrinxa realizaram-se testes intra e interespecificos.

4.6  Histomorfometria Intestinal
Ao final do experimento um grupo de quatro animais por tratamento foi

eutanasiado seguindo-se os principios éticos estabelecidos, no qual os mesmos foram
imersos em banhos anestésicos (benzocaina 25 mgL™"). Por meio de incisdo ventral
realizou-se a remocao dos aparelhos digestérios e coletou-se partes do intestino
anterior ¢ médio dos peixes, do qual foi retirado um segmento de aproximadamente

0,5 cm (figura 6).
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Figura 7. Juvenil de matrinxa, Brycon amazonicus, evidenciando a remogdo do aparelho digestorio. Fonte:
Autor.

No Laboratorio de Patologia da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC),
procedeu-se o processamento histologico dos intestinos. Realizou-se uma sec¢do em
sentido longitudinal, prendendo as extremidades a uma base de cartolina retangular,
para exposicdo das vilosidades. Os fragmentos intestinais foram colocados
individualmente em frascos contendo solugdo de Bouin (10%) por 24 horas. Apods,
foram conservados em solucao de alcool 70%, para que entdo fossem submetidos ao
processamento histoldgico de rotina. Os intestinos foram seccionados em secgdes de
0,05 cm, desidratados em concentracdes crescentes de alcool, diafanizados em xilol e
embebidos em parafina, para ser seccionado na espessura de 3 um e corados pela
hematoxilina-eosina (HE) (DE ARAUJO et al., 2018; MELLO et al., 2013).

No Laboratério de Histoembriologia da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia (UESB), determinou-se por meio de microscépio eletronico com auxilio do
software ImageView, a altura total das vilosidades, que correspondem ao apice dos

vilos até o término da serosa.

4.7  Parametros Microbiologicos do Aparelho Digestorio

Para avaliar os parametros microbioldgicos do aparelho digestorio, dois animais
por tratamento foram eutanasiados seguindo os principios €éticos estabelecidos, no qual
0os mesmos foram imersos em banhos anestésicos (benzocaina 25 mgL™).

Posteriormente, realizou-se incisdo ventral e parte do intestino anterior foi removido



38

de maneira asséptica, pesado e macerado em tubos esterilizados, nos quais adicionou-
se 900 pL de PBS 1%. Os tubos contendo o material foram homogeneizados e diluidos
em série até 10°. Posteriormente 10 pL de cada dilui¢io foi distribuida por "Spreader
Plate" em meio estéril contendo meio de cultura LB (Luria-Bertani Agar), em
duplicata. As placas foram incubadas em estufa microbioldgica a 37°C por um periodo
de 24h. Posteriormente, as unidades formadoras de colonias (UFC’s) foram
quantificadas no Laboratério de Monitoramento Ambiental, da Universidade Estadual

de Santa Cruz- UESC.

4.8 Parametros Microbiologicos das Fezes

Para a avaliagdo dos pardmetros microbiologicos das fezes, foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado composto por quatro tratamentos e trés
repeticoes. Realizou-se a transferéncia de cinco peixes por tratamento para aquarios de
digestibilidade no Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos (AQUANUT),
na Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), no qual os animais passaram por um
periodo de adaptacdo de sete dias e alimentados com racdo comercial extrusada e
balanceada.

Os aquarios de digestibilidade estavam montados em um sistema de
recirculagdo de agua fechado, biofiltros bioldgicos e pedras porosas acopladas a um
soprador de 1 CV. No inicio e final do dia foram realizadas descargas, a fim de
possibilitar renovacdo de agua e eliminagdo de sobras de ragdes e consequente
eutrofizacao do meio. Os parametros de qualidade de 4gua foram monitorados durante
todo o periodo.

Ap06s o periodo de adaptacao, os animais foram alimentados por 15 dias com as
ragdes experimentais e ao final realizou-se a coleta de fezes.

Ao final da ultima alimentagdo, realizou-se descarga de 4gua de
aproximadamente 30 segundos, para eliminacdo de sobras de ragdo, para que nao
houvesse contaminagdo das fezes por ragdo. Apds a descarga e reposicao de agua dos
aquarios de digestibilidade, acoplou-se coletores nas mesmas para entdo proceder-se a
coleta de fezes. Os coletores acoplados foram mantidos em isopor supridos de gelo, a

fim de manter a qualidade do material coletado. As coletas de material fecal
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procederam-se no periodo noturno, a cada trés horas (19h00; 22h00; 01h00; 4h00;
7h00).

A cada coleta, realizou-se a eliminagdo do excesso de 4dgua dos coletores e o
material foi centrifugado a 3000 rpm por dez minutos, o sobrenadante foi descartado e
o material fecal armazenado em tubos de Falcon sob refrigeragdo, para posterior
contagem microbioldogica no Laboratério de Monitoramento Ambiental, da
Universidade Estadual de Santa Cruz-UESC. O material foi homogeneizado e 100 puL
da amostra foi misturado em 900 puL. de PBS 1%. Procedeu-se entdo diluigdes em série
até 10*. Posteriormente 10 pL de cada diluigdo foi distribuida por "Spreader Plate" em
meio estéril contendo meio de cultura LB (Luria-Bertani Agar), em duplicata. As
placas foram incubadas em estufa microbiologica a 37°C por um periodo de 24h.
Posteriormente, as unidades formadoras de colonias (UFC) foram quantificadas.

Todos os dados foram testados quanto a normalidade e homogeneidade,
posteriormente submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Dunnett e teste T a 5% de probabilidade. A andlise estatistica foi

realizada no software R (R CORE TEAM, 2021).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 2 estdo expressos os valores de quantificagdo microbiolégica das
ragdes experimentais utilizadas no periodo de 1-35 dias. Ao analisar a tabela 02,
verifica-se que os enddsporos probioticos se mantiveram vidveis durante todo o

periodo experimental.

Tabela 2.Quantificacio microbiologica (UFC g') realizada nas racdes experimentais
no periodo 1-35 dias

Intervalos de tempo para quantificacdo microbioldgica

Tratamento
1 dia 07 dias 14 dias 21 dias 35 dias
TC NA NA NA NA NA
TBS 1x10" 1x10" 1x10" 1x10’ 1x10°
TBC 1x10" 1x10" 1x10’ 1x10" 1x10"
TBCL 1x10" 1x10" 1x10" 1x10’ 1x10"

Legenda: TC=Controle; TBS= B. subtilis; TBC= B. coagulans; TBCL= B. clausii. NA= nao analisado.

Torres & Mancilha (2020) avaliaram em seu trabalho a viabilidade de quatro
cepas de Lactobacillus, na forma de um “pool”, constituido por L. plantarum ATCC
8014, L. acidophillus ATCC 4356, L. fermentum ATCC 9338 e L. casei ATCC 7469
incorporados em ragdo de truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e verificaram a
manutencao satisfatéria da viabilidade e da populagdo celular ao longo do periodo de

120 dias de armazenamento.

5.1 Desempenho Zootécnico

Nao foram observadas diferengas significativas pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia (p>0,05) entre os tratamentos para os parametros de desempenho
zootécnico (tabela 3) dos juvenis de matrinxa. A auséncia de efeitos dos probidticos
sobre estes parametros demonstram que os enddsporos probidticos nas quantidades
utilizadas ndo acarretaram altera¢des na produgdo de enzimas digestivas que exercem
efeitos positivos nos processos de digestibilidade dos alimentos a ponto de afetar o

desempenho dos animais (MEIDONG et al., 2018). Resultados semelhantes foram
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encontrados por Castro et al. (2021) em pds-larvas de tildpia do Nilo, onde parametros

de desempenho produtivo ndo foram afetados pela inclusdo de Bacillus sp. na ragao.

Tabela 3. Desempenho zootécnico (média £ desvio padrao) de juvenis de matrinxa,
Brycon amazonicus, alimentados com diferentes probidticos durante 35 dias
Tratamentos
TC TBS TBC TBCL CV  p-value
GP (g) 24,75¢8,94 2495+790 31,52+6,58 28,40+4,86 26,42 0,5021
C (cm) 6,08+1,03  6,08+0,98  7,26+0,83 6,34+0,80 14,27 0,2710
TCE (%) 17,3842,97 17,37£2,81 20,73+2,36  18,1242,30 14,27 0,2710
CA 1,56+0,68 1,37+0,33 1,36+0,26 1,37+0,16 17,86 0,7832
CS 36,45+12,27 32,20+£2,56 55,51+£23,65 46,48+15,68 36,37 0,1979

Legenda: GP (g) = ganho de peso; C (cm) = crescimento; CA= conversdo alimentar; TCE (%) = taxa de
crescimento especifico; CS= consumo; CV= coeficiente de variacdo. Erro médio 95% confianga. Tratamentos:
TC=Controle; TBS= B. subtilis; TBC= B. coagulans; TBCL= B. clausii.

Variavel

As médias de ganho de peso didrio (TC= 0,71g; TBS= 0,71g; TBC= 0,900g;
TBCL= 0,81g) foram inferiores aos relatados por Dias et al. (2012), que avaliaram o
probidtico Bacillus subtilis em diferentes quantidades (0g, 5g e 10g) na alimentagao de
juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus) por 84 dias em tanque rede.

Meidong et al. (2018) avaliaram os efeitos do probiotico Bacillus spp. isolado
de bagre hibrido saudavel no crescimento, resisténcia a doencas e imunidade inata de
Pla-mong, Pangasius bocourti e nao observaram diferengas significativas (p> 0,05) no
ganho de peso, taxa de crescimento especifico (SGR) e taxa de conversdao alimentar
(FCR) entre os grupos de tratamento e controle durante os primeiros 30 dias dos
experimentos de alimentacao.

Araujo-Dairiki, Chaves & Dairiki (2018) nao observaram diferengas
significativas nos parametros de desempenho de crescimento em seu estudo utilizando
probidtico (Bacillus subtilis e Bacillus cereus var. toyoi) e prebiotico
(mananoligossacarideos Biorigin®) na alimentacdo de tilapias do Nilo, Oreochromis
niloticus, na fase de reversao sexual.

Porém, no que diz respeito a conversao alimentar, apesar de ndo apresentarem
diferencas estatisticas, valores inferiores foram registrados nos tratamentos que
receberam a suplementacdo probiotica, sendo Bacillus coagulans o que se destacou

(1,36+£0,26). Liu et al. (2017) observaram valores de conversdo alimentar
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significativamente menores em tildpias alimentadas com ragdo contendo B. subtilis
HAINUP40.

Dias et al. (2011) utilizaram o probidtico Bacillus subtilis 10° UFC na
alimentagdo de larvas de matrinxd, Brycon amazonicus, € concluiram que a
suplementacao nao favoreceu o desempenho zootécnico.

A auséncia de efeitos probioticos sobre os parametros zootécnicos dos juvenis
de matrinxd podem estar relacionadas ao periodo de administracdo (35 dias) na
alimentacdo. Estudos relatam que os efeitos positivos a partir da suplementacao
probiotica na alimentacdo de peixes podem ser influenciados pela dosagem, frequéncia
e periodo que estes microrganismos sao oferecidos (DAWOOD et al., 2019b;

MEIDONG et al., 2018).

5.2  Desafio de Estresse por Captura
5.2.1 Parametros Hematolégicos
Em aquicultura ¢ comum a préatica de captura, seja em casos de transferéncia de
peixes em viveiros, transporte para outras instalagcdes, biometrias ou manejo em geral.
Este procedimento ¢ responsavel por desencadear situagdes de estresse intenso,
podendo ter efeito agudo e severo (HOSHIBA; GONCALVES; URBINATI, 2009).
Neste estudo ndo foram verificadas diferencas significativas para os parametros
bioquimicos (glicose, triglicérides, colesterol total e colesterol HDL) do sangue de
juvenis de matrinxa, alimentados com diferentes probioticos e submetidos ao desafio
de estresse por captura pelo teste de Dunnett a 5% de significancia (p>0,05). O que
demonstra ndo terem sido afetados pelo desafio, uma vez que apresentam valores

semelhantes ao controle (tabela 4).
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Tabela 4. Parametros bioquimicos do sangue de juvenis de matrinxa, Brycon
amazonicus, alimentados com ragdes contendo diferentes probidticos (B. subtilis, B.
coagulans, B. clausii) e submetidos ao desafio de estresse por captura

Parametro Tratamentos
(mgdL™) TC TBS TBC TBCL
Glicose 59,52+10,30 65, 13+£17,78  55,38+4,23  63,4+14,31
Triglicérides 22 141244637 276,5:76,43 211£101,55

5,5£71,06
Colesterol Total 106+8,98 101,5+3,00 117425,02  114,5+£21,19

Colesterol HDL 26,1+8,87 25,65+7,64 2427+49,60  28,52+9,67
Legenda: Tratamentos: TC=Controle; TBS= B. subtilis; TBC= B. coagulans; TBCL= B. clausii.

Ao analisar os valores obtidos para glicose, os mesmos estao dentro dos padrdes
estabelecidos para a espécie matrinxd (38,0-215,7mgdL™") e se mantiveram normais
segundo Tavares-Dias; Mariano (2015). Marengoni et al. (2019) estudando a
suplementacao probiotica de B. subtilis e B. cereus var. toyoi para tilapias verificaram
resultados semelhantes para os niveis de glicose nos quais ndo observaram alteracdes
significativas entre os tratamentos com probidticos e o controle.

Nao foi observada diferenca significativa entre os tratamentos para os
parametros de hematocrito e proteina plasmatica total (PPT) pelo teste de Dunnett a
5% de significancia (p>0,05) (tabela 5). Estes resultados demonstram que nao houve
aumento na demanda de energia pelos juvenis de matrinxd suplementados com
diferentes probidticos e submetidos ao desafio de estresse por captura,
consequentemente, a homeostase nao foi comprometida, bem como o desenvolvimento

dos animais.
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Tabela 5. Parametros hematologicos de juvenis de matrinxa, Brycon amazonicus,
alimentados com ragdes contendo diferentes probioticos (B. subtilis, B. coagulans, B.
clausii) e submetidos ao desafio de estresse de captura

Parametros
Tratamento Antes do desafio Apos desafio
HT
TC 32,743,59™ 28,5+2,64™
TBS 29,2+5.56™ 30,5+5,07™
TBC 32,54+2,64"™ 33,0£2,00™
TBCL 31,0£3,37™ 30,3+1,53™
PPT
TC 5,50+0,41™ 5,7+0,30™
TBS 5,65+0,66 " 5,5+0,53 ™
TBC 6,15+1,11"™ 5,3+0,42™
TBCL 6,25+1,17" 5,5+0,50™
Cortisol
TC 16,5+0,28 * 24,0+0,228
TBS 15,8+0,43 % 28,940,228 "
TBC 18,9+0,45 " 33,3+0,51%°
TBCL 21,440,294 22,5+0,14%°

Legenda: HT= hematdécrito; PPT=Proteina plasmatica total. Tratamentos: TC=Controle; TBS= B. subtilis; TBC=
B. coagulans; TBCL= B. clausii. *Médias diferem significativamente do controle na mesma coluna pelo teste de
Dunnett a 5% de significancia (p>0,05), ns= ndo significativo. Médias seguidas de letras maiusculas diferentes
na mesma linha diferem entre si pelo teste T pareado a 5% de significancia (p>0,05).

O valor do hematdcrito pode ser usado como macro andlise do estado
imunologico dos peixes devido ao aumento do nimero de células imunes no sangue
durante a ativagdo imunoldgica. As células imunes que se encontram no sangue
incluem neutrofilos, eosinofilos, basofilos, monocitos e linfocitos (SERIANI et al.,
2013; VALLEJOS-VIDAL et al., 2016).

No que diz respeito aos niveis de hematocrito quantificados neste estudo os
mesmos sdo considerados normais quando comparados aos valores de referéncia
(25,0-52,0%) estabelecidos por Tavares-Dias e Mariano (2015) para a espécie
matrinxa.

Respostas hematoldgicas sdo usualmente consideradas indicadores de estresse
em peixes. Alteracdes no nimero de hematocritos, eritrocitos e concentragdo de

hemoglobina podem indicar hemoconcentra¢do ou hemodilui¢do inerentes a distirbios
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osmorregulatorios (HOSHIBA; GONCALVES; URBINATI, 2009). Entretanto, o
desafio de estresse por captura ndo interferiu nos valores de hematdcrito (tabela 5),
corroborando com os indicadores de glicose deste estudo para a espécie matrinxa.

Observou-se diferenca significativa pelo teste T pareado (p>0,05) para os niveis
de cortisol no sangue de juvenis de matrinxd quando comparados antes e apos o
desafio de estresse por captura. Foram observados niveis de cortisol elevados em todos
os tratamentos apds o desafio. Isso demonstra que a suplementacdo probidtica nao
apresentou efeitos sobre as respostas ao estresse dos peixes.

Os peixes quando expostos a situacdes de estresse, sdo induzidos a produzir
respostas que serdo capazes de os capacitarem para lidar com alteragdes em seu
ambiente. As repostas ao estresse contemplam um amplo estado de mudancas, sejam
elas moleculares, fisiologicas ou comportamentais, que objetivam neutralizar os
efeitos estressores e consequente recuperagao do equilibrio homeostatico (HOSHIBA;;
GONCALVES; URBINATI, 2009). Dentre os varios processos, esta a ativacdo do
eixo hipotalamo-hipofise-interrenal (HPI), que resulta na estimulacdo da via
esteroidogénica, consequentemente liberando cortisol, que ¢ um importante mediador
da resposta adaptativa ao estresse. O aumento de glicose e cortisol sdo considerados
indicadores relevantes da ocorréncia de estresse em varios organismos (HOSHIBA;
GONCALVES; URBINATI, 2009; TELES et al., 2017).

Houve diferenca estatistica significativa pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia (p>0,05) entre os tratamentos com probidticos e controle para cortisol. O
tratamento com probiodtico Bacillus clausii foi o que se destacou e registrou o menor
valor para cortisol apds o desafio. Este fato demonstra que esse microrganismo
apresentou efeitos positivos sobre o cortisol de juvenis de matrinxd submetidos ao
desafio de estresse por captura, devido a sua manutencdo em niveis inferiores ao
tratamento controle. Vale salientar que sdo escassos estudos com a utilizagdo de B.
clausii na suplementacao probidtica de peixes.

Quando os peixes sdo submetidos a captura, seja ela por motivos de transporte
ou manejo, entre outros, eles tendem a fugir, e posteriormente sdo expostos ao ar,
fazendo com que hajam respostas fisiologicas, tais como elevacdo da concentracao de

lactato e ions H no tecido muscular, estas alteracdes podem ser identificadas na
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corrente sanguinea, além de aumento nas concentragdes de cortisol e glicose. Estes
ultimos (cortisol e glicose) sdo indicadores de estresse, sendo a glicose constituinte de
uma fonte extra de energia, que auxilia o animal a superar distirbios ocasionados pelo
agente estressor, o cortisol ¢ responsavel pelo controle do balango hidromineral e pelo
controle do metabolismo energético. O cortisol pode ainda influir sobre a redugao nas
taxas de crescimento, suprimindo respostas imunes e reprodutivas (TAVARES-DIAS;
MARIANO, 2015).

Portanto, ¢ de suma importincia que os peixes estejam imunologicamente
preparados, uma vez que, com isso seja possivel recuperar rapidamente suas condigdes
fisiologicas normais. Os probiodticos sao importantes aliados na mitigagdo de agentes
estressores em aquicultura, fazendo-se necessario sua utilizacdo com antecedéncia e de

forma continuada (EISSA et al., 2018).

53 Histomorfometria Intestinal

Foram observadas diferencas significativas pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia (p>0,05) entre o tamanho das microvilosidades intestinais dos animais
alimentados com racdo suplementada de probidtico (B. subtilis, B. coagulans, B.

clausii) quando comparados ao tratamento controle (sem adi¢do de probidtico) (tabela

6).

Tabela 6. Comprimento de microvilosidades intestinais (média + desvio padrao) de
juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus) alimentados com dietas suplementadas com
Bacillus subtilis, Bacillus coagulans e Bacillus claussi por 35 dias

Tratamento Comprimento de vilosidade (um)

TC 82,17+ 7.18
TBS 123,82 + 11,14
TBC 118,05 + 18,65"

TBCL 107,04+ 5,72

Legenda: TC=Controle; TBS= B. subtilis; TBC= B. coagulans; TBCL= B. clausii. *Médias diferem
significativamente do controle pelo teste de Dunnett a 5% de significancia (p>0,05).

O aumento no comprimento das microvilosidades intestinais médias nos

tratamentos utilizando a suplementagdo probiotica indicam aumento da éarea de
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superficie de absor¢do intestinal. Os resultados de microbiologia do aparelho
digestorio corroboram com esta afirmativa.

Xia et al. (2020) avaliaram os efeitos da suplementacao probidtica (B. subtilis
1x10® UFC/g, B. cereus 1x10° UFC/g, B. subtilis + B. cereus 0.5x10° UFC/g) na dieta
sobre o crescimento, saude intestinal e resisténcia a doencas de juvenis de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) e observou que os animais alimentados com ragao
suplementada de probidtico apresentaram microvilosidades intestinais mais longas e
densas que o grupo controle. Estes autores também relacionam o aumento das
microvilosidades intestinais com aumento da area de superficie absortiva intestinal
com a aplicagdo de probidticos, indicando que o aumento do comprimento e da
densidade das microvilosidades intestinais podem contribuir para o aumento de
resisténcia a doengas, digestibilidade de alimentos e desempenho de crescimento de

peixes.

5.4  Parametros Microbiologicos do Aparelho Digestorio

Os microrganismos presentes no trato intestinal desempenham um papel
relevante na formagdo da estrutura do mesmo. Esses microrganismos auxiliam nas
fungdes digestivas e absor¢ao de nutrientes, consequentemente melhoram o sistema
imunologico, através de barreiras que atuam como mecanismos de defesa contra
organismos patogénicos melhorando a satide e sobrevivéncia dos seus hospedeiros
(AMOAH et al., 2019; ASADUZZAMAN et al., 2018).

Uma propriedade a ser considerada ao utilizar probidticos na alimentagdo
animal € a sua capacidade de resistir as atividades de enzimas digestivas e exercer seus
efeitos locais (LIU et al., 2017).

Nao foram observadas diferencas estatisticas pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia (p>0,05) entre o tratamento controle e os tratamentos com suplementagado
probidtica. Entretanto, ao analisar a quantificacdo microbiologica do intestino dos
juvenis de matrinxd observa-se que os microrganismos utilizados apresentaram
concentragoes satisfatorias (tabela 7). Os resultados mostram que os microrganismos

administrados na dieta na forma de enddsporos podem ter encontrado um meio
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favoravel, se multiplicando em células vegetativas e com isso podem ter influenciado

na microbiota e estrutura intestinal da espécie estudada.

Tabela 7. Concentragio probidtica (UFC g') do intestino de juvenis de matrinxi,
Brycon amazonicus, suplementados com diferentes probidticos (B. subtilis, B.
Coagulans, B. clausii) durante 35 dias

Tratamento UFC g’

TC 5x10"
TBS 2,5x 10"
TBC 2,55 x 10"

TBCL 5x 10"
Legenda: TC=Controle; TBS= B. subtilis; TBC= B. coagulans; TBCL= B. clausii.

Xia et al. (2020) utilizaram a tecnologia de sequenciamento profundo 16S
rDNA de alto rendimento para analisar a microbiota intestinal de tilapias alimentadas
com racdo suplementada de probidtico. Os autores verificaram que a cobertura do
sequenciamento foi suficiente para todos os tratamentos, indicando a

representatividade da amostra nas unidades taxondmicas operacionais (OTU).

5.5 Parametros Microbiologicos das Fezes
Nao foram observadas diferengas estatisticas pelo teste T a 5% de significancia

(p>0,05) entre a concentracao microbioldgica do intestino e das fezes. A auséncia de
diferenga na contagem microbioldgica do intestino e fezes pode ser decorrente do
excesso de bactéria na dieta, que € liberada por ndo conseguir colonizar o intestino ou
pela modulacao da microbiota intestinal no decorrer do bolo fecal pelo trato digestério
(PAIXAO et al., 2018). Entretanto, de acordo com os resultados de contagem
microbioldgica observa-se que os valores quantificados no intestino foram satisfatorios

(tabela 8).

Tabela 8. Concentra¢io probidtica média (UFC g') do intestino e fezes de juvenis de
matrinxa (Brycon amazonicus) suplementados com diferentes microrganismos
probioticos

Contagem microbiologica (UFC g)
Tratamentos

Intestino Fezes

TC 5x10"° 5,1 x 10°
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TBS 2,5x 10" 49x 10°
TBC 2,55x 10" 1,71 x 10°
TBCL 5x 10" 3,04 x 10°

Legenda: TC=Controle; TBS= B. subtilis; TBC= B. coagulans; TBCL= B. clausii.

Com relagdo a andlise microbiologica das fezes dos juvenis de matrinxa
verificou-se que 12 horas apos a ultima alimentagdo, o tratamento utilizando a
suplementacdo probidtica de B. coagulans apresentou aumento na concentragdo
probidtica e o tratamento com B. clausii teve reducdo na concentragdo probiodtica nas
fezes. J& o tratamento com B. subtilis diminuiu a concentracdo de microrganismos
probiodticos 12 horas apds a ultima alimentagdo e voltou a subir 14 horas ap6s. Com
relacdo ao tratamento controle, mesmo apresentou comportamento semelhante ao

tratamento com B. subtilis (figura 8).

8,00E+06
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7.00E+06

—o—TBS
6,00E+06 TBC
5.00E+06 TBCL
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Figura 8. Variagdo da eliminacdo (12 horas) de probidtico pelas fezes de matrinxd, Brycon amazonicus,
suplementados com probidticos durante 35 dias. Legenda: TC=Controle; TBS= B. subtilis; TBC= B. coagulans;
TBCL= B. clausii.

6 CONCLUSAO

A incorporagio de 10" UFC de enddsporos das linhagens probioticas de B.
subtilis, B. coagulans e B. clausii se mantiveram viaveis durante o periodo

experimental, contudo, ndo promoveram a melhoria dos parametros de desempenho e
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da resposta ao estresse nos juvenis de matrinxa submetidos ao desafio de estresse por
captura dentro do periodo de avaliacdo. Porém, foi observado que os enddsporos
promoveram aumento das vilosidades intestinais da porcdo anterior e estes se

mantiveram viaveis no intestino e nas fezes dos juvenis de matrinxa.
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