PROBIOTICOS

O que sdo? Para que servem? Como e quando utiliza-los? Qual

seu papel na dindmica fisico-quimica e microbiol6gica da agua

de viveiros de cultivo do Lifopenaeus vannamei.
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Micro-organismos

A microbiologia é uma ciéncia destinada ao estudo dos micro-organismos.
Esta area de estudo trata também da diversidade e evolucdo das células
microbianas, abrangendo o porqué e como os diferentes tipos de micro-
organismos surgiram. Além de abranger a ecologia, que compreende os estudos
dos locais onde 0s micro-organismos vivem na Terra, como eles se associam e
cooperam uns com 0s outros, bem como, qual a funcéo deles nos ecossistemas.
Dentre os micro-organismos podemos citar as bactérias, arqueobactérias e

fungos, que possuem grande importancia ambiental (MADIGAN, 2016).

Os micro-organismos estao presentes em qualquer lugar da Terra e dao
suporte a vida. Esses habitat incluem o solo, a agua, os animais e as plantas,
bem como praticamente todas as estruturas feitas pelos seres humanos
(MADIGAN, 2016). Nesse contexto, 0s micro-organismos também estéo
presentes nos ambientes de cultivo de animais aquaticos, como camardes e
peixes, tanto na agua, no solo, na superficie do corpo e sistema digestivo dos
animais. Essa microbiota ambiental desempenha um papel fundamental para a
manutencao do equilibrio nesses ecossistemas e desenvolvimento dos animais

aguaticos.

Os micro-organismos estdo nos ambientes onde vivem em altas
densidades. No corpo humano, por exemplo, 0os numeros das células
microbianas superam em dez vezes o numero de células do nosso corpo. A
esterilidade (auséncia de formas de vida) em qualguer amostra natural &

extremamente rara. Os micro-organismos podem ser encontrados também em



locais muito extremos, tais como geleiras, vulcdes e fundo do mar, sendo de
fundamental importancia o estudo dos micro-organismos de ambientes inGspitos
a fim de se entender quais sé@o os limites ambientais para a vida e para buscar
novos produtos que podem beneficiar os seres humanos e o planeta (TORTORA,

2012).

Os micro-organismos marinhos e de agua doce constituem a base da
cadeia alimentar em oceanos, lagos e rios. A microbiota do solo ajuda a degradar
detritos e incorporar nitrogénio gasoso do ar em compostos organicos,
reciclando assim os elementos quimicos entre o solo, a &gua, 0S seres Vivos € 0
ar. Os seres humanos e muitos outros animais também dependem dos micro-
organismos em seus intestinos para realizar a digestdo e sintetizar algumas
vitaminas que seus corpos requerem, incluindo algumas vitaminas do complexo
B e vitamina K (TORTORA, 2012). E importante ressaltar que apenas uma
minoria dos micro-organismos € patogénica (causadora de doencgas), 0
conhecimento pratico sobre os microbios é de fundamental importancia para a

biotecnologia, medicina, bem como, para a conservacdo do meio ambiente e o

desenvolvimento das ciéncias relacionadas a salde.

Tipos de células microbianas

As células microbianas sdo compartimentos vivos que interagem com o
meio circundante e com outras células de forma dinadmica. Algumas
caracteristicas e determinados componentes podem ser observados em varios

tipos de células. Todas as células possuem uma barreira de permeabilidade



chamada de membrana citoplasmatica que separa o interior da célula, do

ambiente externo.

O citoplasma é uma mistura aquosa de macromoléculas — proteinas,
lipideos, acidos nucleicos e polissacarideos — moléculas organicas menores
(principalmente precursores de macromoléculas), diversos ions inorganicos, e

ribossomos, as estruturas sintetizadoras de proteinas das células.

A parede celular confere resisténcia estrutural a célula. E uma estrutura
relativamente permedavel localizada exteriormente a membrana plasmatica, além
de ser uma camada muito mais forte do que a membrana em si. Células de
plantas e a maioria dos micro-organismos possuem parede celular, enquanto as

células animais, com raras excecdes, ndo possuem (MADIGAN, 2016).

A analise da estrutura interna da célula revela dois padrées, chamados de
procariota e eucariota (Figura 1). Os procariotas incluem as Bacterias e Archaeas
e possuem células pequenas e estruturalmente simples. Os eucariotas séo
caracteristicamente maiores que 0s procariotas e contém uma variedade de
estruturas citoplasmaticas envoltas em membranas chamadas de organelas.
Essas incluem o ndcleo que contém o DNA, mitocondrias, cloroplastos, reticulos
endoplasmaticos, além de diversas outras organelas. Os micro-organismos
eucariotas incluem algas, protozoarios e outros protistas, bem como, fungos
filamentosos e leveduras. As células de plantas e animais também sé&o

eucarioticas.
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Figura 1: Estrutura da célula microbiana. (a) Diagrama de uma célula procariota (a
esquerda). Micrografia eletrénica de Heliobacterium modesticaldum (Bacteria, a célula
tem em torno de 1 mm de didmetro) de Thermoproteus neutrophilus (Archaea, a célula
tem em torno de 0,5 mm de didmetro) (a direita). (b) Diagrama de uma célula eucariota
(2 esquerda). Micrografia eletrbnica de uma célula de Saccharomyces cerevisiae
(Eukarya, a célula tem em torno de 8 mm de diametro) (a direita). Fonte: MADIGAN,
2016.

A forma celular ativa dos micro-organismos é chamada de forma
vegetativa. Determinadas espécies de Bacteria além da forma vegetativa, podem
produzir estruturas latentes de resisténcia denominadas endésporos (Figura 2),
durante um processo denominado esporulagao. Os enddsporos (o prefixo “endo”
significa “no interior”) sdo células altamente diferenciadas que exibem extrema
resisténcia ao calor, bem como, produtos quimicos fortes e mesmo a radiacao.

Os endosporos atuam como estruturas de sobrevivéncia e permitem ao



organismo resistir a condigbes de crescimento adversas, como extremos de

temperatura, dessecamento ou caréncia nutricional (MADIGAN, 2016).
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Figura 2: Ciclo de vidade uma bactéria formadora de enddésporos. Fotomicrografias
de contraste de fase de células de Clostridium pascui. Uma célula apresenta cerca de
0,8 mm de largura. Fonte: MADIGAN, 2016.

Desse modo, os enddsporos podem ser considerados como 0 estagio
latente de um ciclo de vida bacteriano. Os enddsporos também séo facilmente
dispersos pela acéo do vento, da dgua ou por meio do trato gastrintestinal dos
animais. As bactérias formadoras de enddésporo sdo encontradas
predominantemente no solo, sendo as espécies do género Bacillus os

representantes mais bem estudados.

Dentre os micro-organismos mais estudados e utilizados na Aquicultura

destacam-se as bactérias e as leveduras. As células bacterianas podem



apresentar de diferentes formas variando de formatos arredondados, para

formatos de bastdes, virgula, bastdes contorcidos ou espirais (Figura 3).
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Figura 3: Morfologia celular. Ao lado de cada desenho das células existe uma
fotomicrografia de contraste de fase demonstrando a morfologia. Coco (diametro celular
na fotomicrografia, 1,5 mm); bacilo (1 mm); espirilo (1 mm); espiroqueta, (0,25 mm);
bactérias com brotamento (1,2 mm); bactérias filamentosas (0,8 mm). Todas as
fotomicrografias sdo de espécies de bactérias. Nem todas estas morfologias séo
conhecidas entre as arqueias. Fonte: MADIGAN, 2016.

Além dessa grande variedade de formatos, as células podem apresentar-
se isoladamente ou em formas de arranjos celulares como estafilococos (como
cachos de uva), estreptococos (como contas de um colar), tétrades (como um

guadrado) e sarcina (como um cubo).

No mundo microbiano existem células que ndo possuem motilidade e
outras que séo capazes de se movimentarem atraves de flagelos que variam

entre as espécies (Figura 4). A motilidade pode ser influenciada por diferentes



fatores ambientais como nutrientes, luminosidade, pH, magnetismo, dentre

outras, sempre em busca de ambientes favoraveis de crescimento.
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Figura 4: Flagelos bacterianos. Fotomicrografias Opticas classicas, tiradas por Einar
Leifson, de bactérias apresentando diferentes arranjos flagelares. As células foram
coradas pelo método de Leifson de coloracao de flagelos. (a) Peritriquio. (b) Polar. (c)
Lofotriquio. Fonte: MADIGAN, 2016.

Crescimento microbiano

Os micro-organismos sdo cultivados em meios que contém nutrientes.
Eles apresentam grandes diferencas com relacdo as condicbes fisicas e
nutricionais requeridas para o crescimento. Assim, as condi¢cBes fisicas e
nutricionais devem ser ajustadas no laboratério para satisfazer as necessidades
especificas de cultivo. Dessa forma, quatro condi¢des principais influenciam o
meio fisico de um micro-organismo: temperatura, pH, atmosfera gasosa e

pressdo osmatica.

A temperatura tem grande influéncia no crescimento dos micro-
organismos, uma vez que todos 0s processos de crescimento sdo dependentes

de reacdes quimicas que sao afetadas pela temperatura. No entanto, a variacao
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da temperatura pode ter efeito maior para alguns e menor para outros. A
temperatura na qual uma espécie de micro-organismo cresce mais rapidamente
€ temperatura Otima, nessas temperaturas favoraveis ao crescimento

geralmente dobra a cada aumento de temperatura de 10° C.

Os micro-organismos podem ser divididos em 3 grupos, de acordo com a

variacdo de temperatura na qual crescem melhor:

1 - Psicrofilos: crescem em baixas temperatura em torno de 15 a 20° C, embora
possam crescer em temperaturas mais baixas, alguns morrem se expostos a

temperatura ambiente.

2 - Mesdfilos: crescem em temperatura moderadas, em torno de 25 a 40° C,
incluem algumas bactérias saprofiticas, fungos (limite minimo), parasitarios

(limite maximo) e patogénicos (37° C).

3 - Termdfilos: crescem em altas temperaturas, em torno de 40 a 85° C, mas
crescem melhor entre 50 a 60°C. Podem ser encontrados em areas vulcanicas,

fertilizante e nascentes quentes.

Os micro-organismos em seu habitat natural necessitam de quantidades
variadas de gases como o Oz, CO2, N2 e CH4. De forma que para cultivar micro-
organismos em laboratoério, o gas apropriado deve estar presente. O CO: é
utilizado por todas as células para certas reacbes quimicas, entretanto o Oz

requerido por alguns é toxico para outros.

De acordo com a resposta ao Oz gasoso, 0S Mmicro-organismos sao

divididos em 4 grupos fisiologicos:
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1 - Aerobicos: requerem O2 para o crescimento e podem crescer em uma

atmosfera padréo de 21% de O2. Ex: fungos filamentosos e algumas bactérias.

2 - Microaerdfilos: podem utilizar Oz nas reac¢des quimicas para a producao de

energia, mas em concentracfdes abaixo do ar, entre 1 a 15%.

3 - Facultativos: sdo aqueles que crescem na presenca do ar atmosférico e
também podem crescer em anaerobiose. Nao requerem O:2 para seu
crescimento, embora possam utiliza-lo para producédo de energia. Em condicdes
anaerobicas, eles obtém energia por fermentacao. Ex: Algumas leveduras, como

a Saccharomyces cerevisae.

4 - Anaerdbicos: sao aqueles que podem ser mortos pela presenca do Oz, ndo
podem crescer na presenca do ar e nao utilizam o Oz para producao de energia.
Alguns podem tolerar baixas concentracBes de Oz, mas 0s anaerobicos estritos
sdo0 mortos em uma breve exposi¢cdo ao Oz, por exemplo: Clostridium. Para o
cultivo de bactérias anaerdbicas, o Oz deve ser eliminado, sendo possivel utilizar

a camara de anaerobiose (Hz, CO2 e N2) ou um redutor.

5 - Aerotolerantes: toleram o Oz, mas nao utilizam para seu crescimento. A

maioria é capaz de fermentar carboidratos formando acido latico, n&o precisa de

cuidados especiais como 0s anaeroébicos. Ex.: Lactobacillus.

O pH étimo para o crescimento microbiano encontra-se no valor mediano
da variacdo de pH que o0 crescimento acontecerd, mas para crescer

favoravelmente em um meio acido ou basico um micro-organismo deve ser
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capaz de manter seu pH intracelular em torno de 7,5 n&o importando qual o valor

externo.

Para a maioria das bactérias o valor minimo de pH esta em torno de 4,
com pH igual a 9 como maximo de crescimento, e pH 6timo em torno de 7,0.
Importante ressaltar que existem bactérias e arquéias que crescem em pH
extremos. Ja os bolores e as leveduras apresentam uma variacao de pH mais
ampla do que as bactérias, com pH 6timo em torno de 5 a 6, mais baixo que das

bactérias.

Quando os micro-organismos em crescimento ativo sdo cultivados em um
meio de cultura, o pH do meio sofrera alteracdo a medida que os compostos
acidos ou basicos sdo produzidos. Esta mudanca de pH do meio pode ser tdo
grande que o crescimento pode ser prejudicado, podendo ser prevenidos pela

adicao de um tampéao no meio de cultura.

Outro fator a ser considerado em um meio de cultivo é a forca com a qual
a agua flui pela membrana de uma concentracdo baixa de sal para outra mais
concentrada. Algumas bactérias que necessitam de altas concentracdes de sais

para seu crescimento sdo denominadas halofilicas.

Em relagcé&o aos nutrientes quimicos necessarios para nutricdo dos micro-
organismos, podemos citar como principais: carbono, nitrogénio, hidrogénio,
oxigénio, enxofre e fosforo, e alguns elementos-traco. Eles séo divididos em
macronutrientes e micronutrientes, de acordo com a quantidade utilizada para o

metabolismo.
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Dentre esses nutrientes, o carbono € um dos mais importantes, uma vez
gue todos os micro-organismos requerem carbono de alguma forma, como parte
dos nutrientes organicos, como carboidratos, lipideos e proteinas. Esses
compostos fornecem energia para o crescimento das células e como unidade
bésica do material celular. Os que utilizam compostos organicos como principal
fonte de carbono s&o denominados heterotréficos. Os organismos que utilizam
0o CO2 como sua principal fonte de carbono ou até mesmo a Unica sdo 0s
autotroficos, podem viver apenas com moléculas inorganicas simples e ions

absorvidos do meio.

O nitrogénio é a parte essencial dos aminoacidos que formam as
proteinas e acidos nucléicos. As bactérias podem utilizar diferentes formas de
nitrogénio. Algumas podem fixa-lo diretamente do ar para sintese celular. Outras
utilizam compostos nitrogenados (nitratos, nitritos e amoénia) enquanto outras

utilizam compostos organicos como aminoacidos e peptideos.

O hidrogénio, oxigénio, enxofre e fésforo sdo considerados elementos
essenciais. O hidrogénio e oxigénio fazem parte de varios compostos organicos,
engquanto o enxofre € necessario para biossintese de cisteina e metionina. O
fésforo é essencial para a sintese de acidos nucléicos e ATP (armazenamento e
transferéncia de energia). Alguns desses elementos sdo encontrados na agua,

componentes de varios nutrientes ou na atmosfera gasosa do meio.

Como elementos tragos temos o zinco, cobre, molibdénio, manganés,

magnesio, ferro, cobalto, entre outros e eles sao requeridos como cofatores de
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enzimas. Podem ser adicionados como sais ao meio microbiol6gico, mas

normalmente ocorrem como impurezas de outros componentes do meio.

Os meios de cultura utilizados para o cultivo de micro-organismos podem
ser quimicamente definidos, como composic¢des definidas, ou podem ser meios
de cultura complexos, 0s quais sdo preparados a partir de produtos naturais
como extrato de carne, peptonas, extrato de levedura, sangue soro, leite, extrato
do solo etc. Todos estes substratos sdo substancias quimicas complexas que
contém acucares, aminoacidos, vitaminas e sais, cuja composicdo exata é

desconhecida.

Em geral, quando é necessario um meio solidificado para o cultivo é
acrescentado um agente solidificante, como o agar, que € extraido das algas.
Este agente uma vez solidificado, o meio pode ser incubado e usado para

inocular micro-organismos.

Existem centenas de meios de cultivos diferentes, disponiveis
comercialmente. Os meios escolhidos para o cultivo de bactérias normalmente
imitam seus habitats. Por exemplo, se preferem nutrientes do sangue, entdo o
sangue pode ser adicionado ao meio. Alguns micro-organismos sao mais
exigentes e requerem varios aminoacidos e vitaminas para crescer e por iSso

sao considerados fastidiosos, necessitando de meios quimicamente definidos.

Os micro-organismos de um modo geral também podem crescer em meio
liquidos e o crescimento é superior ao meio solido devido a maior disponibilidade

de nutrientes.
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Quanto a reproducdo, pode-se afirmar que a maioria das bactérias se
multiplica pelo processo de reproducdo assexuada, um processo que nao
envolve células sexuais (gametas). Assim, novas células surgem apenas de uma

célula parental. Cada célula divide-se em duas células-filhas idénticas.

A partir de uma Unica célula bacteriana através de divisdo celular, pode-
se obter uma colénia com milhares de bactérias. As bactérias dividem-se por
fiss@o binaria em crescimento exponencial, ou seja, em progressdo geometrica,
0 que significa que cada célula se divide em duas, as duas em quatro e assim
por diante. Este aumento pode ser expresso como uma progressao geométrica

(PG) da seguinte maneira 2", onde n € o niumero de geracoes.

O intervalo requerido para que cada micro-organismo se divida ou para
que a populacdo em uma cultura dupligue em numero é conhecido como tempo
de geracdo. Nem todas as espécies tem o0 mesmo tempo de geragdo (min —
horas). Os tempos de geracdo sdo fortemente influenciados pela composicao

nutricional do meio bem como pelas condi¢des fisicas de incubacéo.

O crescimento de uma espécie em cultura pode ser caracterizado em
termos quantitativos, isto inclui o nimero de geracdes que tem num periodo de
incubacédo, o tempo de geracdo e a taxa de crescimento (nUmero de geracdes
por hora). Os organismos de crescimento rapido sdo mais Uteis em muitos tipos
de pesquisas e aplicacdes industriais. Os valores de crescimento permitem aos
cientistas predizer e controlar a quantidade de crescimento de qualquer espécie

bacteriana.
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Pode-se calcular o nimero de gera¢des numa cultura se o numero das
populacdes (inicial e final) for conhecido. Segundo a formula n=3,3 (logN10 — log

N010) e 0 tempo de geracgdo “g” pode ser determinado pelo nimero de geragdes

gue ocorre em um intervalo de tempo t, simplesmente pela divisado de t por n.

As células bacterianas crescendo em um frasco ou tubo com meio de
cultura liquido estdo em um sistema fechado, porque nenhum novo nutriente é
adicionado ao sistema e nenhum produto de excrecéo € removido. Desta forma,
as varias fases de crescimento em uma cultura microbiana constituem uma curva
de crescimento tipica (Figura 5), que demonstra o crescimento das células durante
um periodo de tempo. Esta curva é obtida quando se realiza a contagem da
populacdo em intervalos de tempo apds um inéculo de um ndimero pequeno de
bactérias em um meio liquido. Existem, basicamente, quatro fases de
crescimento: Fase inicial (Lag), Fase exponencial (Log), Fase estacionaria e Fase

de Declinio (morte celular).

Durante um periodo de tempo o numero de células sofre pequenas
variacbes, pois as bactérias ndo se reproduzem imediatamente quando séo
colocadas num meio de cultura novo. Este periodo, que ocorre pouca ou auséncia
de divisdo, é conhecido como fase Lag. Esta fase pode variar de 1 hora ou até
varios dias. Salienta-se que embora 0s micro-organismos estejam em estado de
laténcia eles estdo em intensa atividade metabdlica, principalmente para a sintese

de DNA e de enzimas.
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Fases de crescimento
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Figura 5. Curva de crescimento tipica de uma populacdo bacteriana. Uma
contagem de viaveis mede as células presentes na cultura capazes de se reproduzir. A
densidade Optica (turbidez), uma medida quantitativa da dispersdo de luz por uma
cultura liquida, aumenta de acordo com o aumento do numero de células. Fonte:
MADIGAN, 2016.

A partir de um determinado momento, as células iniciam seu processo de
divisdo entrando no periodo de crescimento logaritmico, o qual é chamado de
fase exponencial ou logaritmica (LOG). Nesse periodo a reproducédo celular
encontra-se extremamente ativa e € quando o tempo de geracao atinge valor
constante. E o periodo de maior atividade metabdlica da célula, sendo o estagio
preferido para fins industriais. No entanto, nesta fase 0s micro-organismos séao
sensiveis as mudancas ambientais, a radiacbes ou a compostos

antimicrobianos.

Se afase de crescimento exponencial continua durante um longo periodo,
ocorrerd a formacdo de um grande numero de células. Em determinado
momento a velocidade de crescimento diminui € o nimero de mortes celulares
€ equivalente ao numero de células novas e assim a populagéo se torna estavel.

A atividade metabdlica decresce, dando inicio a fase estacionaria.
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Diversos sdo os fatores que podem induzir a diminuicdo da fase
exponencial, tais como: o esgotamento de nutrientes, o acumulo de produtos de

degradacéo e alteragbes no pH.

Em um determinado momento a populacéo entra na fase de morte celular
ou declinio, pois o numero de células mortas excede o de novas, o0 que leva a

existéncia de uma fracdo intima da populacéo ou ao seu total desaparecimento.

Aplicacdes comerciais dos micro-organismos

Os micro-organismos possuem muitas aplicacbes comerciais, sendo
usados na sintese de produtos quimicos como vitaminas, acidos organicos,
enzimas, &lcoois e muitas drogas. A industria de alimentos também usa
micrébios para produzir ou conservar vinagre, chucrute, picles, bebidas
alcodlicas, azeitonas verdes, molho de soja, manteiga, queijos, iogurte e pao.
Além disso, enzimas produzidas por micrébios podem ser manipuladas através
de modificacbes genéticas de modo que 0s micro-organismos produzam
substancias que normalmente nao sintetizariam. Estas substancias incluem
celulose, digestivos e compostos para limpeza de tubulagbes, aléem de
substancias de grande importancia terapéutica como a insulina (TORTORA,

2012).

Dentre estas inumeras aplicagcbes de ceélulas microbianas e seus
metabalitos, estdo os micro-organismos denominados de probiéticos, que sdo
suspensdes de micro-organismos Vvivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem beneficios notaveis a saude do hospedeiro

(FAO, 2001), bem como, do ambiente explorado.
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E sabido que os micro-organismos que fazem parte da microbiota normal
de um ser crescem sobre e dentro do corpo, e sdo essenciais para o bem-estar
de todos os organismos superiores. Os micro-organismos que adquirimos e
retemos competem em varios locais do corpo com patégenos, inibindo
colonizacé&o por estes organismos. Micro-organismos comensais que residem no
intestino sdo participantes ativos na digestdo dos alimentos e fabricacdo de
nutrientes essenciais. Os seres podem manipular as bactérias do seu sistema
digestivo, alterando, regulando ou reforgando a microbiota normal para aumentar
os beneficios positivos através de certas bactérias selecionadas. Assim, micro-
organismos ingeridos intencionalmente para este propdésito sdo denominados

probidticos.

Uso de probidticos na Carcinicultira Brasileira

7

A carcinicultura é uma atividade cujo desempenho estad diretamente
condicionado a qualidade fisico-quimica e biolégica da agua que utiliza. Sem as
condicles ideais de agua, simplesmente ndo havera producdo sustentavel e

econdmica viavel do camarao cultivado.

Dentre os fatores que contribuem para as altera¢cdes da qualidade da 4gua
de cultivo e do sedimento, a matéria orgéanica, resultante do processo de cultivo
e alimentacdo dos camarbes (seja oriunda das fezes ou da ragao né&o
consumida) é o mais representativo. A matéria organica deposita-se no fundo
dos viveiros e modifica os parametros fisico-quimicos da agua, acarretando um
desequilibrios no ambiente de cultivo. Isso pode se agravar com a intensificacao

dos cultivos e a aplicagdo de forma incorreta da ragao. Desse modo, o apropriado
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manejo na oferta de alimento, evitando o desperdicio e o excessivo acumulo de
matéria organica, atrelado ao controle da qualidade da agua e do solo, pode
auxiliar o produtor na manutencao do equilibrio entre os niveis de produtividade

almejados e a saude ambiental dos cultivos.

Os surtos de doenca s&o vistos como fatores limitantes da producédo e
comercializagdo em aquicultura vem afetando o desenvolvimento econémico do
setor em muitos paises. No Brasil, houve um relativo crescimento em namero de
produtores e na area total utilizada para o cultivo, embora dados recentes
revelem que a producdo total declinou e que, praticamente, o pais deixou de
exportar camardo em relagédo ao ultimo levantamento realizado em 2004, e isto
se deve em grande parte ao acontecimento de surtos derivados da proliferacéo

de patdégenos (ABCC, 2013).

Até agora, as abordagens convencionais tém tido um sucesso limitado na
prevencdo ou cura de doencas em animais aquaticos. Assim, estratégias como
a utilizacéo de probioticos podem se tornar importantes ferramentas tecnoldgicas
por contribuir para a melhoria do ambiente de cultivo e, consequentemente, por
trazer efeitos benéficos no que tange a sustentabilidade e ao aumento de

produtividade (KESARCODI-WATSON et al., 2008).

Os probidticos podem ser usados em todas as fases durante o cultivo e séo
especialmente (teis nas fases larvais e iniciais de desenvolvimento, quando as
vacinas nao podem ser administradas (IBRAHEM 2013). S&o micro-organismos
capazes de colonizar e crescer no intestino, mostrando varios efeitos benéficos,

tais como a modulagdo de processos bioldégicos (CROSS 2002) e de
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restabelecimento do equilibrio microbiano indigena (CROSS, 2002; MORELLI et

al., 2003).

As bactérias probioticas estdo inseridas no grupo dos biocontroladores.
De acordo com Vieira et al. (2010), as bactérias probioticas tem potencial para
substituir os antibiéticos por ndo poluir o ambiente, ndo selecionar cepas
resistentes, além de possibilitar um melhor crescimento de pdés-larvas de

camarao em laboratorio.

A microbiota intestinal bem estabelecida é crucial para a saude dos
camarbes, uma vez que a microbiota tem impactos sobre a nutricdo e a
prevencao de infec¢cdes patogénicas, bem como, sobre a integridade e funcao
dos 6rgédos digestivos, e também sobre o desenvolvimento do sistema imune.
Isto pode ser feito pela suplantacdo das linhagens de bactérias potencialmente
patogénicas por linhagens de micro-organismos benéficos presentes nos

probidticos.

Outro fator que auxilia o controle e disseminacdo de doencas é o sistema
de reuso e recirculacdo de agua. As trocas de agua reduzida favorecem a
manutencdo da qualidade da mesma nos ambientes de cultivo, em decorréncia
da conservacédo das comunidades microbianas e da redugédo dos riscos com
infeccbes exdgenas. Este manejo praticamente elimina o descarte de nutrientes
ao meio ambiente, e diminui a possibilidade da introducdo de patdégenos ao

sistema produtivo, protegendo-o das enfermidades de importancia econémica.

Os probidticos sdo amplamente utilizados nos principais paises produtores

de camarédo. No Brasil, de acordo com o ultimo levantamento dos produtores de
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camaréo realizado pela Associacao Brasileira de Criadores de Camaréo (ABCC,
2011), o uso continuado de probidticos ainda se restringe aos médios/grandes
produtores, enquanto micro/pequenos carcinicultores ndo 0s empregam

rotineiramente devido ao elevado custo destes produtos durante o cultivo.

De fato, muitos estudos demonstram a efetividade do uso de micro-
organismos probidticos na aquicultura, e que o uso de bactérias benéficas
(probidticas) para inibir patbgenos através de processos naturais €, sem davida,
um meio mais seguro e efetivo do que o uso de antibioticos para promover a
salde animal (GARCIA; MASSAM, 2005). No entanto, a interacio de micro-
organismos com animais e seus ambientes numa producédo de escala comercial
deve ser gerenciada com cautela, principalmente porque 0S micro-organismos
sdo passiveis de realizar transferéncia horizontal de genes e caso as cepas
utilizadas contenham genes de resisténcia a antibiéticos ou de viruléncia elas
poderdo transferir estes genes para bactérias ambientais, o que pode ser danoso

a producédo aquicola e ao meio ambiente.

Além disso, os dados sobre o uso de probidticos na carcinicultura no Brasil
sdo escassos. Alguns dos probidticos mencionam todas as espécies de micro-
organismos utilizados nas formulagfes. Outros ndo indicam as espécies de
micro-organismos e alguns apenas fazem referéncia ao metabolismo destes

organismos (COSTA, 2015).

E importante salientar que o uso de probidticos pressupde que as
linhagens microbianas utilizadas devam permanecer viaveis durante a

estocagem e processamento de formulacdes e aplicacbes, podendo ser
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aplicadas na forma de células vegetativas em culturas liquidas, ou na forma de
células liofilizadas (secas), cujos micro-organismos podem se encontrar na

forma vegetativa ou esporulada.

Probiéticos em carcinicultura

A primeira questdo a ser abordada quando se fala de probiéticos na
carcinicultura é a propria definicdo de probidtico que segundo a FAO, 2001 séo
“micro-organismos vivos, gque administrados em quantidades adequadas,

conferem beneficios a saude do hospedeiro".

Esta claro que esta definicdo de probidticos considera apenas 0s animais
terrestres e desconsidera o fato de que a microbiota intestinal de um organismo
aguatico (principalmente o0s cultivados em cativeiro) esta intimamente

relacionada com a do ambiente externo.

Por este motivo existem diversas outras definicbes mais abrangentes de

probidticos:

1 - Gatesoupe (1999) definiu probiético como: “micro-organismo vivo que ao ser
ministrado coloniza o trato digestério dos animais de cultivo com o objetivo de

melhorar a salde destes animais”.

2 - Moriarty (1998) prop6s estender a definigdo de probidticos para “aditivos
microbianos para agua com o intuito de melhorar a qualidade de agua e

decompor matéria organica, biorremediadores”,
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3 - Maeda et al. (1997) defendem o uso de componentes microbianos como
biocontrole, onde utilizam a interagdo entre micro-organismos para reprimir o
crescimento de bactérias e virus patogénicos. Para outros, no entanto, as
bactérias adicionadas diretamente na &agua de viveiros de camardo, por
definicdo, ndo sdo consideradas probiéticos e ndo devem ser comparadas com
0s organismos vivos adicionados a racdo (FARZANFAR 2006; RENGPIPAT et

al. 2003).

Assim, o conceito de probidtico em aquicultura apresenta-se como
micro-organismos vivos que tem um efeito benéfico sobre o hospedeiro,
podendo ser capazes de modificar a microbiota (intestinal ou ambiental),
melhorar a absorcdo dos alimentos ou seu valor nutricional, aumentar a
resposta do hospedeiro em relagdo a doenca, ou, ainda, melhorar a

gualidade do seu ambiente de cultivo (VERSCHUERE et al., 2000).

Por conseguinte, como se vé sdo inumeras as possibilidades de definicdo
do termo probidtico, e por este motivo consideraremos como probiéticos todas
as formas possiveis de preparacdes microbianas para uso em aquicultura. A
Figura 6 apresenta um resumo das principais preparagdes microbianas e/ou
guimicas usadas em aquicultura. Observe ainda que estao incluidos nesta figura,
0 uso de prebidticos e simbibticos como conceito de preparacdes que podem ser
usadas em aquicultura, mas lembre-se que estas prepara¢des sado quimicas e

foram incluidas apenas para fins didaticos.
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Preparagdes Microbianas
¥ \
Antagonistas de patégenos Melhora a qualidade
da dgua
Transitorio ou residente do trato
gastrointestinal
Incerto Sim > .
Biorremediador
Probidticos
Biocontrole Prebidticos =}---» Preparagdes quimicas
Simbidticos

Figura 6: Resumo das principais prepara¢cdes microbianas e/ou quimicas usadas
em aquicultura (adaptado de GATESOUPE, 1999).

Os exemplos de micro-organismos utilizados como probidticos em

aguicultura sao:

1 - Bactérias acido-laticas de diferentes espécies dos géneros: Lactobacillus,

Pediococcus; Enterococcus, Streptococcus, etc;

2 - Bactérias gram-positivas formadoras de esporos de diferentes espécies como
Bacillus subtillis, B. licheniformis, B. pumilus, B. megaterium, B.

amyloliquefaciens, B. clausii, B. megaterium, etc);

3 - Fungos, como € o caso das leveduras (principalmente espécies dos Géneros

Saccharomyces);

4 - Bactérias fotossintéticas e outros tipos de micro-organismos (veja também o

ANEXOS I).

A administracdo de probidticos a agua, ou a dieta, tem contribuido
substancialmente para a melhora da qualidade ambiental. No ambiente de

cultivo por exemplo, promove a reducdo das concentracdes de compostos
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nitrogenados ou fosforados, a melhoria dos parametros fisico-quimicos da 4gua
de cultivo e a inibicdo ou também, o crescimento de micro-organismos
patébgenos. No animal, contribui para regular a microbiota intestinal, com
importante aporte de enzimas digestivas e com fatores de crescimento.
Adicionalmente, os probiéticos podem estimular o sistema imunolégico nos

organismos que 0s consomem.

J& os prebidticos sdo compostos ndo digeriveis nem pelas enzimas, hem
por sais e &cidos produzidos pelo animal, e que ao contrario disso, sdo
fermentadas seletivamente pelos micro-organismos presentes em seu trato
gastrointestinal, estas substancias séo fornecidas em ingredientes da dieta ou
adicionadas posteriormente a partir de fontes exdgenas (AZEVEDO et al. 2015;
MERRIFIELD et al. 2010). Ou seja, os prebiodticos sdo ingredientes alimentares
nao digeriveis que seletivamente estimulam o crescimento e/ou o metabolismo
de bactérias promotoras da saude do trato intestinal, que ocorrem naturalmente

nesse ambiente, melhorando o balango intestinal do organismo (Figura 7).

Probidticos:

Reduzem a presenca de
patogénicas por exclusdo competitiva na
4gua ou diretamente nos tratos digestivos

bactérias

Simbioticos:

= Combinagdo balanceada de probiéticos e
prebidticos que assegurem mais salde ao
hospedeiro e o crescimento das bactérias
Prebisticos: no trato intestinal

Estimulam o crescimento e a
saude das bactérias do trato
intestinal

Figura 7: Esquema geral dos efeitos da aplicacdo de probiédticos, prebidticos e
simbioticos.
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Desta maneira, os prebibticos agem em perfeita sintonia com os probi6ticos
e se constituem em fonte de "alimento” para as bactérias probioticas. Os micro-
organismos mais frequentemente favorecidos pelos prebidticos sdo aqueles
pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacter, os quais tendem a limitar

a presenca de bactérias nocivas.

Como exemplos de prebidticos temos os acucares absorviveis ou nédo, as
fiboras, os alco6is de acucares e o0s oligossacarideos, como 0s
mananoligossacarideos (MOS) e os frutooligossacarideos (FOS). Na Figura 8

pode-se observar a molécula da inulina, a qual é utilizada como prebidotico.

e
(l: - H
o CH,OH
OH H
CH, H
| _— o
CI: H OH
o CH,OH
CH,OH OH H n
H O_ H CH; H
H ‘ / (o]
OH /C H OH
OH o CH,O0H
H OH oM 4

Figura 8: Molécula da inulina utilizada como prebidtico.

Os oligossacarideos constituidos por cadeias curtas de 3 a 10 agUcares
simples, ligados entre si, tém recebido mais atencdo pelas inumeras
propriedades prebidticas atribuidas aos mesmos. Estes oligossacarideos sao
derivados principalmente de componentes da parede celular de plantas e fungos.
O uso de prebidticos também esta associado ao aumento da area de absorcéo

do trato gastrointestinal, favorecendo a assimilacdo de nutrientes.



28

Os simbidticos sao feitos a partir de uma mistura de probidticos e
prebidticos e que de forma sinérgica beneficiam o hospedeiro e melhoram suas
taxas de sobrevivéncia, modulando a comunidade microbiana no trato
gastrointestinal e estimulando seletivamente o crescimento ou ativacdo do

metabolismo de bactérias benéficas (LI et al. 2009).

A acdo combinada das duas tecnologias pode trazer mais beneficios ao
hospedeiro por meio de processos sinérgicos do que o0 uso de cada
composto/micro-organismo isoladamente. No entanto, estudos para verificar
possiveis relagdes de antagonismo do prebidtico que se deseja utilizar frente ao

micro-organismo presente nos probidticos devem ser realizados previamente.

O uso de simbidticos ainda é bastante restrito em aquicultura, mas os
efeitos positivos dos prebidticos e probidticos podem conduzir ao
desenvolvimento de protocolos visando a administracdo combinada destes

componentes.

Apesar de comparativamente novos na aquicultura, estes produtos
funcionais (prebidticos, probidticos e simbidticos) vem ganhando popularidade
junto aos produtores, principalmente por melhorar a saude e o desempenho
zootécnico dos camardes cultivados, e pela possibilidade de complementar, ou

substituir, 0s compostos quimioterapicos.

O conhecimento sobre os produtos funcionais, seus mecanismos de acao

e formas de aplicacdo, é imprescindivel para a correta aplicacdo destas

tecnologias emergentes. Sua correta aplicacdo pode melhorar a eficiéncia
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produtiva do setor, e ainda mitigar as ameacas ao meio ambiente e a diversidade

biolégica.

Mecanismos de acdo dos probidticos na carcinicultura.

Existem varias formas de atuacdo dos probidticos, dentre elas podemos

destacar:

e Exclusdo competitiva de bactérias patogénicas: a adesao e a colonizagao
da superficie gastrointestinal pelas bactérias presentes nos probiéticos se
apresentam como mecanismos de defesa contra patdgenos por meio da
competicdo por locais de fixacdo, formando uma barreira fisica as bactérias
patogénicas, conforme € ilustrado na Figura 9. Desta forma, uma expressiva
fracdo das bactérias patogénicas seria reduzida pela simples competicdo por
espaco. Outra maneira de exclusdo da microbiota indesejavel é pela escassez
de nutrientes disponiveis no sistema digestivo, devido a competicAo com 0s
micro-organismos presentes nos probiéticos fixados. Nesta situacdo, os micro-
organismos presentes no trato gastrointestinal sdo favorecidos em relacdo aos

patdgenos por estarem em maior concentracao apés a colonizacao digestiva nos

camarodes cultivados.

Alteracédo das condi¢cfes ambientais do intestino: o aumento da producao de
acidos organicos, como os acidos graxos volateis de cadeia curta (propidnico,
acético, butirico, lactico) e o lactato, contribuem para a reducéao dos valores do
pH, o que ocasiona condicdes desfavoraveis para 0S micro-organismos

patogenos.
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° Bactérias ocupando sitios de ligagdo no intestino.

Iz

i i ‘

o Bactérias probidticas competindo e assegurando sitios de ligacdo.

B8 —

— Enterdcitos

— Parede intestinal

© 2007-2011 The University of Waikato | www.sciencelearn.org.nz

Figura 9: Esquema do mecanismo de exclusdo competitiva promovido pelas
células bacterianas dos probidticos, destacadas em verde, em relacdo as
patogénicas em vermelho (Adaptado de
https://www.sciencelearn.org.nz/images/2271-bacterial-competition).

Producdo de compostos inibidores: varias linhagens de bactérias
probidticas sdo capazes de produzir compostos antimicrobianos
(bacteriocinas, lactoferrina, lisozima, entre outros que podem ser
visualizados no ANEXO 1l), os quais exibem atividade antibacteriana,

especialmente em relacdo as bactérias patogénicas.

Inibicdo de Quorum sensing: Muitas bactérias patogénicas possuem um
mecanismo de viruléncia chamado de Quorum sensing (inclusive Vibrio
parahaemolyticus e Vibrio harvey). Este sistema se caracteriza pela
comunicagao intra e interespécies, e é realizado através da emisséo de

estimulos e de respostas que sdo dependentes da densidade populacional,
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e permite a deteccdo da concentracdo de moléculas especificas
determinantes para o comportamento dos micro-organismos e para a
regulacdo da expressdo génica. Estas moléculas influenciam processos
celulares de colonizacdo de novos ambientes, de desenvolvimento de
biofilmes, de producdo de fatores de viruléncia, de producdo de
bacteriocinas, de formacdo de esporos, dentre outros. Muitas bactérias
probidticas sdo capazes de atrapalhar esta comunicacdo celular (quorum
sensing) e de regular as comunidades microbianas patogénicas nos
sistemas de aquicultura. A ruptura do quorum sensing tem sido alvo de
intensas pesquisas e desponta como uma nova estratégia para controle de
patbgenos em aquicultura.

e Producéo de enzimas digestivas: alguns micro-organismos probiéticos
sdo capazes de produzir no intestino, enzimas microbianas digestivas,
exégenas ao animal, que associada as enzimas que sado naturalmente
produzidas no intestino, otimizam a digestédo de alimentos e promovem uma
maior absorcdo de nutrientes. Nesse contexto, as enzimas como as
proteases possuem um importante papel na promocdo de uma maior
absorcdo de aminoacidos, o que é fundamental para o crescimento do
animal e aumento de sua massa corpérea. No intestino, os probibticos
também podem ser capazes de sintetizar vitaminas e de otimizar a nutricdo

do animal.

e Modulacdo da resposta imune intestinal: a defesa imunolégica do
camardo tem relagdo com a microbiota intestinal. O organismo,

simplesmente, ndo consegue sobreviver se nao desenvolver uma microbiota
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intestinal normal. Algumas bactérias dos probidticos estdo diretamente
relacionadas com o estimulo & resposta imunoldgica por meio do aumento
da eficiéncia da modulagcao do sistema imune inato. Cabe destacar que, por
nao possuirem mecanismos de regulagcéo imunoldgica secundaria (memdéria
imunoldgica), os crustaceos ndo possuem a capacidade de produzir
anticorpos. Possuindo apenas o sistema imune do tipo inato, o qual é
composto de hemdcitos que atuam através da fagocitose, encapsulagéo e
mediagdo da citoxicidade. Assim para estes animais o alimento torna-se
ainda mais importante, pois sua defesa imunoldgica é fortalecida por uma

adequada e consistente alimentag&o.

e Tratamento ambiental: a administracdo de probidticos tem se mostrado
eficiente para melhorar a qualidade no ambiente de cultivo através da
reducdo das concentracdes de matéria organica, de nitrogénio e de fosforo,
além de inibir o crescimento de patégenos. Micro-organismos benéficos e
maléficos existem naturalmente em todos os ambientes e podem ser
estimulados bilateralmente resultando em ambientes saudaveis ou ndo. Nos
sistemas produtivos existem micro-organismos patdgenos e patdégenos
oportunistas, além de alguns grupos de decompositores anaerébicos e
aerdbicos que produzem gases nocivos ao sistema, como € o0 caso da
Amonia (NHs), dos Nitritos (NO-2), do Metano (CH4) e dos Gases sulfidricos
(H2S). Alguns micro-organismos aerébicos utilizados como probidticos,
qguando adicionados a agua sao eficientes na decomposicdo da matéria

organica, degradando moléculas organicas totalmente na presenca de

oxigénio até formacao de gas carbdnico e agua. Estes micro-organismos tem
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0 potencial de estimular a microbiota benéfica, presente no ambiente,
suprimindo 0s micro-organismos nocivos ao sistema de cultivo. Ainda existe
a degradacéo realizada por micro-organismos probi6ticos anaerobicos que
crescem na auséncia de oxigénio, onde compostos organicos sao
transformados por um processo fermentativo que resulta na disponibilidade
de compostos parcialmente oxidados, como por exemplo, 0s acidos
organicos e alcoois. Estes subprodutos da decomposicdo realizada pelos
probiéticos sdo responsaveis pelo o controle das popula¢gdes microbianas no
fundo dos viveiros e pelo estimulo dos mais diferentes micro-organismos
responsaveis pelos ciclos biologicos. Observe que este conceito é mais
amplo do que a simples competicdo pelo espaco e por nutriente entre micro-
organismos como ocorre no intestino dos hospedeiros, ele aborda o
estabelecimento de um equilibrio sustentavel da biota de todo um sistema

biologico.

E importante atentar a respeito das condi¢cdes que 0s probidticos sao
utilizados em cada situacéo a fim de garantir o melhor desempenho do produto
aplicado e que diferentes probioticos possam ser utilizados para atender as
demandas especificas, desde que sejam compativeis e que de forma geral, os
probioticos devem possuir a capacidade de serem estocado com sua viabilidade
mantida até o momento de uso. Devem ser capazes, ainda, de melhorar a
qualidade da agua, de colonizar o intestino do camarao, de ndo ser toxico, de
ser indcuo para o consumo humano e animal, de beneficiar o animal hospedeiro

pelo seu uso, de auxiliar na digestdo e absorcédo de nutrientes, de possuir acao
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inibitéria no crescimento de bactérias patogénicas e de estimular o sistema

imunoldégico.

Desenvolvimento de produtos probiéticos

As etapas para obtencdo de um probiético comercial envolvem desde a
coleta de informacdes, isolamento e selecdo de cepas microbianas, bem como
estudos de caracteristicas fisioldégicas, das propriedades probidticas, da
capacidade de inibicdo de patdégenos, da auséncia de patogenicidade e da
avaliacdo de seus efeitos sobre o hospedeiro, além do estudo dos custos e da
viabilidade econémica. Os produtos disponiveis no mercado devem estar
registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
como aditivo probidtico. Os micro-organismos devem ser linhagens puras,
corretamente identificadas, seguras e ndo patogénicas a aquicultura ou ao

homem, bem como, néo resistentes a antibioticos e estarem em concentracdes

adequadas para atingir os resultados almejados.
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ANEXO I: Bactérias utilizadas como probiéticos na carcinicultura e suas

acoes.

Bactérias utilizadas como probidticos na carcinicultura e seu modo de acio

Bacteria

Acdo

Espécie de Camario

Referéncia

Aumento do crescimento L. vannamei FAR et al, 2009; Ll et al, 2009
Aumento na resisténcia a . BALCAZAR et al 2007a;2007b;
. o . L. vannamei
Bacill brili infec¢do bacteriana TSENG et al, 2009
actilus subtilts Aumento na digestibilidade L. vannameij Ll et al, 2009
Aumento da sobrevivéncia L. vannamei FAR et al, 2009
Aumento da resposta imune L. vannamei TSENG et al, 2009
Aumento da resposta imune L. vannamei RENGPIPAT et al., 2000;
P : Gullian 2004; Ll et al 2009
Aumento na resisténcia a .
. . L. vannamei Ll et al, 2009
infeccgdo viral
Aumento na resisténcia a
. . . P. monodon RENGPIPAT et al.,1998,2000;
infeccdo bacteriana
Melhora na microbiota Intestinal L. vannamei Ll et al, 2009
' Gullian 2004; LI et al 2009
i o L. vannamei WANG et al.,2005;
Bacillus sp. Aumento da sobrevivéncia L
F. indicus ZIAEI-NEJAD et al, 2006
Diminui¢do na conversdo )
) L. vannamei WANG et al.,2005;
alimentar
Aumento na digestibilidade L. vannamei LIN et al.,2004;
Aumento na sobrevivéncia o
) F. indicus ZIAEI-NEJAD et al, 2006
na larvicultura
Aumento na atividade o
) ) ) F. indicus ZIAEI-NEJAD et al, 2006
de enzimas digestivas
) ) Aumento na sobrevivéncia L. vannamei
B. fusiformis ) o GUO et al, 2006
na larvicultura F. indicus
Aumento na sobrevivéncia .
. ] L. vannamei ZHUO et al, 2009
Bacillus na larvicultura
coagulans Aumento na atividade )
) ) ) L. vannamei ZHUO et al, 2009
de enzimas digestivas
Melhora na microbiota )
. . . L. vannamei Ll etal, 2007
Bacillus intestinal
licheniformis Aumento na resposta )
) L. vannamei Ll et al, 2007
imune
Bacillus Aumento na sobrevivéncia . )
) ) P. japonicus EL-SERSY et al, 2006
pumilus na larvicultura
Aumento na resisténcia a . .
. " . L. stylirostris CASTEX et al, 2008
infeccdo bacteriana
Pediococcus L . .
o Aumento da sobrevivéncia L. stylirostris CASTEX et al, 2008
acidilactici

Aumento das defesas
antioxidantes

L. stylirostris

CASTEX et al, 2008
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Aumento na resisténcia a

. .. L. vannamei PERAZA-GOMIES et al, 2009
infeccdo viral
Lactobaccilus Aumento na resisténcia a
. L ) P. monodon PHIANPHAK et al, 1999
sp infecgdo bacteriana
Aumento do
) P. monodon PHIANPHAK et al, 1999
crescimento
Aumento na resposta .
) L. vannamei CHIU et al, 2007
imune
Lactobaccilus . . )
Aumento da digestibilidade L. vannamei BUGLIONE NETO et al, 2009
plantarum
Aumento na resisténcia a )
L. vannamei CHIU et al, 2007

infecgdo bacteriana

Lactobacillus
acidophilus

Aumento do
crescimento

M. rosenbergii

VENKAT et al, 2006

Diminuigdo na conversdo
alimentar

M. rosenbergii

VENKAT et al, 2006

Lactobacillus

Aumento do
crescimento

M. rosenbergii

VENKAT et al, 2006

sporogenis Diminuicdo na conversdo .
. M. rosenbergii VENKAT et al, 2006
alimentar
Aumento na resposta )
) L. vannamei Ll et al, 2008
imune
Arthobacter S . ) -
s Inibi¢do in vitro de patdgenos F. chinensisi Ll et al, 2006
Aumento na resisténcia a . o
) o ) F. chinensisi Ll et al, 2006
infeccdo bacteriana
Streptomicis Aumento do
) P. monodon DAS et al, 2006
sp crescimento
Micrococcus e i B
s Inibicdo in vitro de patdgenos M. rosenbergii JAYAPRAKASHI et al, 2005
Vibrio L ) )
o Aumento da sobrevivéncia P. japonicus EL-SERSY et al, 2006
fluvialis
Aumento na resisténcia a .
. . L. vannamei RODRIGUEZ et al, 2007
infeccdo viral
Vibrio Aumento na resposta .
) . . L. vannamei GULLIAN et al, 2004
alginolyticus imune
Aumento na resisténcia a .
. . . L. vannamei BALCAZAR et al, 2007a
infecgdo bacteriana
Roseobacter Aumento na resisténcia a .
o ) R . L. vannamei BALCAZAR et al, 2007b
gallaeciensis infecgdo bacteriana
Pseudomonas Aumento na resisténcia a .
. ) o . L. vannamei BALCAZAR et al, 2007b
aestumarina infeccdo bacteriana
Streptococcus e i
Inibi¢do in vitro de patdgenos P. monodon SWAIN et al, 2009
phocae
Enterococcus e .
) Inibicdo in vitro de patdgenos P. monodon SWAIN et al, 2009
faecium

Fonte: Vieira, 2010.
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ANEXO II: Metabolitos produzidos por bactérias benéficas presentes nos

probiédticos.

Metabdlitos Produzidos Por Bactérias Benéficas Presentes Nos Probidticos

Bactéria Benéfica

Lactobacillus acidophilos

Metabdlito Produzido
Peréxido de Hidrogénio

Acidofilina

Lactocidina

Acidolina

Lactobacillus plantarum

Lactonina
Peroxido de Hidrogénio

Streptococcus

Nisina
Diplococcina

Peroxido de Hidrogénio

Fonte: Revista Eletronica Nutritime, V.6, nl, Pag. 837-846, Jan/Fev — 2008.
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ANEXO llI: Artigo da Revista da ABCC, 2017 — “Os Beneficios do Uso de

Probiéticos na Aquicultura”.

Artigo publicado na Revista da ABCC (Associacdo Brasileira de Criadores de
Camarao), Ano XIX N°1 Junho 2017. Autores Dr. Alysson Lira Angelim e Dra.

Samantha Pinheiro da Costa da empresa Biotrends Solucdes Biotecnolégicas LTDA,

Fortaleza, Ceara.
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Os Beneficios do Uso de Probiéticos na Aquicultura

Dr. Alysson Lira Angelim?; Dra. Samantha Pinheiro da Costa?!
! Biotrends Solugdes Biotecnoldgicas LTDA, Fortaleza, Ceara.
www.biotrends.com.br

Email: alysson@biotrends.com.br

A aquicultura de camarédo e peixes € o setor de producdo de alimentos
gue mais cresce no mundo, consequéncia da crescente demanda mundial por

esse tipo de alimento.

A intensificacdo dos sistemas produtivos para aumentar produtividade e
atingir as métricas desejadas promove o surgimento de um ecossistema
desequilibrado, muito diferente do ambiente natural de crescimento destes
animais, o que favorece o surgimento de doencas. A implementacdo de boas
praticas de manejo e de acdes preventivas para mitigar danos sao as principais

estratégias para superar ou conviver com estes surtos.

A utilizacdo de antimicrobianos sintéticos deve ser evitada, pois é
considerada uma préatica insustentavel e ecologicamente inadequada, tendo em
vista que o uso indiscriminado destes compostos promove a selecdo de micro-
organismos resistentes a antibiéticos e aumenta as chances de ocorrerem
transferéncias horizontais de genes de resisténcia entre as populagdes

microbianas.


mailto:alysson@biotrends.com.br
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Uma estratégia que tem chamado a atencao do setor da aquicultura é o
desenvolvimento de produtos eficazes e ambientalmente amigaveis. A aplicacao
de probidticos no controle de bactérias e virus patogénicos tem sido uma
estratégia bastante utilizada e bem aceita, uma vez que os probigticos promovem
diversos beneficios que melhoram os parametros zootécnicos e o ambiente de

cultivo.

Probidticos como micro-organismos benéficos

Os probidticos sdo micro-organismos vivos que quando consumidos em
guantidade adequada conferem um beneficio para o hospedeiro. Existem
diferentes definicdes de probidticos e alguns autores desconsideram a aplicacéo
direta na agua, no entanto, este conceito deve ser expandido quando se trata de
animais aquaticos, devido a importancia que um meio ambiente equilibrado tem

sobre estes animais.

Assim, o conceito de probidtico em aquicultura apresenta-se como micro-
organismos vivos que tem um efeito benéfico sobre o hospedeiro, podendo ser
capazes de modificar a microbiota (intestinal ou ambiental), melhorar a absorgéo
dos alimentos ou seu valor nutricional, aumentar a resposta do hospedeiro em
relacdo a doenca, ou, ainda, melhorar a qualidade do seu ambiente de cultivo

(Verschuere et al., 2000).

Na formulagéo de produtos probidticos, as linhagens de micro-organismos
devem ser de ocorréncia natural e ndo patogénicas, podendo ser originadas
tanto da microbiota autdctone quanto exdgena dos animais. Os produtos podem

ser constituidos de espécies Unicas ou associadas em consoércios, nos quais
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utilizam véarias espécies de micro-organismos com diferentes potenciais
metabdlicos. Os efeitos sinérgicos da utilizacdo de consoércios microbianos
despontam como uma ferramenta eficiente para aumentar o crescimento e
otimizar a modulacdo do sistema imunoldgico dos animais frente a

enfermidades.

Dentre as espécies microbianas presentes em produtos comerciais, as
frequentemente utilizadas pertencem ao filo de bactéria Firmicutes, como as
espécies acido-laticas, pertencentes aos géneros Lactobacillus, Pediococcus e
Enterococcus e as bactérias gram-positivas formadoras de esporos, como as
diferentes espécies de Bacillus. Algumas espécies de fungos também s&o

utilizadas, como as leveduras pertencentes ao género Saccharomyces.

Alguns produtos comerciais disponiveis sdo compostos exclusivamente
de espécies de Bacillus, enquanto outros produtos possuem uma abordagem
sinérgica de micro-organismos com metabolismos aerdbicos e anaerdbicos,
combinando espécies diferentes de Bacillus, Lactobacillus, Pediococcus,
Saccharomyces, dentre outras, o que confere ao produto versatilidade para

atuar em diferentes condicbes ambientais.

Mecanismos de acdo dos probiodticos

Os micro-organismos probiéticos atuam modificando a composicédo das
comunidades microbianas nos ambientes onde s&o inseridos. O efeito da
aplicacéo de probioticos n&o esta relacionado a um unico mecanismo. Os efeitos
benéficos estdo relacionados a varios processos inter-relacionados ou

dependentes. Nesse contexto, a acdo dos probioticos pode ocorrer diretamente
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no hospedeiro ou de forma indireta, através da melhoria da qualidade ambiental,
ou mesmo da combinacdo de ambos. Eles podem influenciar a microbiota do
hospedeiro, inibir patbgenos, modular a imunidade do animal, contribuir com
nutrientes e enzimas, aumentar o crescimento e melhorar a qualidade do solo e
da agua (Figura 01). Esta ampla perspectiva da acao probiotica é resultado da

utilizacdo de micro-organismos tanto na alimentacdo como na agua e no solo.

PROBIOTICOS
Inibigdo D
, e - — > %P | Patogenos
S _® . 0®
- . @@L
.’ Metabdlitos e
, @ \ Sistema imunolégico iibitofics ..\"f').' O NG -
‘ 750 O Protecao
Aplicacao ‘ ’ Q° , i
I DL/ .
e | ..‘
g o
3 Crescimento
Vibrio spp. [ ”
Amoénia & Digestibilidade e utilizagao de
Nitrito @ nutrientes.
'g. Produgao de enzimas.
3 : i;.” s M 'i Colonizag&o por micro-
. k&~ /%" organismos benéficos.

| Inibig&o de patogenos.

Figura 01. Mecanismos de acdo dos probidéticos no camardo e no meio

ambiente. Fonte: Adaptado de Lazado et al., 2015.

Microbiota do hospedeiro

A microbiota do trato digestério de animais aquaticos bem como as
comunidades ambientais sdo passiveis de modificacdo através da aplicacao de
probiéticos. O equilibrio da microbiota intestinal do animal é desafiado

diariamente por micro-organismos invasores potenciais patogénicos oriundos do
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meio ambiente. A manutencdo dos micro-organismos probiéticos benéficos no
trato digestivo proporciona uma protecdo adequada para prevenir a dominancia

de micro-organismos prejudiciais a saude do animal.

Os probidticos sao capazes de colonizar a mucosa intestinal, de regular o
crescimento de patogenos, de melhorar a digestibilidade e absorcdo dos
nutrientes e de modular o sistema imune. Dentre os mecanismos de exclusédo
competitiva de patdégenos no intestino, destacam-se: (1) criacdo de um
microambiente hostil as outras espécies de bactéria, através da producdo de
acidos organicos e de outras moléculas que criam um ambiente seletivo; (2)
ocupacao dos sitios receptores por bactérias benéficas, o que dificulta a adesao
e 0 estabelecimento de comunidades microbianas patogénicas no epitélio
intestinal, (3) competicdo por nutrientes, causando indisponibilidade de
nutrientes para os agentes patogénicos; (4) producéo de substancias que agem
de forma antagonista ao mecanismo de comunicacao celular (quorum sensing)
e (5) producdo de metabdlitos antimicrobianos com efeitos bactericidas ou
bacteriostaticos, usualmente peptideos (bacteriocinas) ou enzimas com
atividade bacteriolitica, que s&o ativos contra outros micro-organismos

patogénicos.

Além das modificagbes nas comunidades microbianas do intestino do
animal, € importante ressaltar que o uso de probi6ticos na agua e na racdo
também promove efeitos benéficos através da modulacdo da microbiota externa
do corpo, devido a adeséo e coloniza¢cdo desses micro-organismos na superficie

do animal.
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Qualidade ambiental

Os parametros fisico-quimicos e a atividade biolégica do solo e da agua
nos sistemas produtivos sdo cruciais para o sucesso de um cultivo. Eventuais
problemas com infeccbes podem estar relacionados a baixa qualidade

ambiental.

O principio da aplicacdo de probidticos no ambiente consiste na
introducdo de micro-organismos benéficos no ecossistema para que estes
possam se desenvolver, ocupar varios nichos ecoldgicos e otimizar as cascatas
microbianas, de forma a favorecer o correto funcionamento dos ciclos
biogeoquimicos, otimizando a ciclagem de residuos organicos e de dejetos que
contaminam a agua e controlando o desenvolvimento de micro-organismos

patogénicos.

A vulnerabilidade a surtos de espécies patogénicas, como as espécies do
género Vibrio, € um ponto que requer muita atencdo. Os vibrios sdo bactérias
presentes naturalmente em sistemas produtivos de camar&do. Estes micro-
organismos sao nativos de ambientes marinhos e estuarinos, altamente
adaptados a crescer em ambiente salinos e patdégenos oportunistas. Apesar
destas caracteristicas, suas densidades populacionais permanecem controladas
em condi¢cbes normais de cultivo. Contudo em situagbes onde o ambiente
apresenta quantidade excessiva de matéria organica e desequilibrios nos
parametros ambientais, ocorre um crescimento excessivo destes micro-
organismos, ocasionando infeccdes nos animais (vibriose). Atualmente,

especula-se que os surtos de espécies de vibrios sejam um dos principais
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gatilhos para desenvolvimento do virus da mancha branca, o qual ocasiona altos

indices de mortalidade.

A utilizac&o de probioticos consiste em uma estratégia apropriada e eficaz
para o controle ambiental de patdégenos. Os sistemas produtivos tratados com
micro-organismos benéficos apresentam quantidades inferiores de agentes
infecciosos, em especial os do género Vibrio, e limitada formagéo de compostos
téxicos como amdnia, nitrito e sulfeto de hidrogénio, comparado a ambientes néo
tratados, onde ocorrem elevadas taxas de Vibrio spp. e excessiva producédo de

compostos toxicos.

Dentre as espécies microbianas utilizadas como probioticos, os micro-
organismos mais eficientes em depurar matéria organica e compostos téxicos
sdo os pertencentes ao género Bacillus, por serem aerdbicos e capazes de
degradar completamente 0s compostos orgéanicos utilizando o oxigénio e

produzindo biomassa, CO: e agua.

No que se refere aos compostos nitrogenados, a reducdo de amonia e
nitrito € atribuida especialmente a capacidade das espécies de Bacillus de
mineralizar estes residuos via assimilacdo da amobnia por degradacao
quimioheterotréfica de moléculas de carbono (agucares). Estes compostos
nitrogenados toxicos, também podem ser metabolizados quando existem
condicbes fisico-quimicas especificas, por bactérias quimiolitotroficas
ambientais do ciclo do nitrogénio, como Nitrosomonas spp., Nitrobacter spp.,

etc.
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Devaraja et al. (2013) utilizaram um consoércio de B. subtilis, B.
licheniformis e B. pumilus para tratamento de agua e de solo em sistemas
produtivos de camardo. Estes autores relataram que o consércio composto
pelos trés Bacillus foi capaz de biorremediar o0 ambiente através da producéo de
protease, amilase e lipase, e de inibir o desenvolvimento de diferentes espécies
do género Vibrio, sem afetar a sanidade do camardo. As bactérias do género

Bacillus também foram capazes de reduzir amdnia e nitrito, nitrato e fosfato.

Para se aproveitar ao maximo o0 potencial dos micro-organismos
presentes em produtos probidticos, uma estratégia apropriada consiste em
realizar sua correta ativacdo celular antes da aplicacéo, tendo em vista que a
producdo destes micro-organismos € realizada em biorreatores, sob condi¢cdes
otimas de cultivo e que, posteriormente, eles sdo desidratados e incluidos em
produtos secos. Nesta forma, alguns micro-organismos, como os Bacillus,
apresentam-se geralmente na forma de estruturas de resisténcias (esporos),
enquanto outros, como por exemplo, os Lactobacillus, Pediococcus e
Saccharomyces, que ndo possuem a capacidade de esporular, permanecem em

sua forma vegetativa.

Quando desidratados os micro-organismos tornam-se inativos e apenas
serdao metabolicamente ativados quando forem reidratados e encontrarem
condicbes ambientais favoraveis, o que nem sempre ocorre no sistema

produtivo.

No momento da aplicacdo, 0s micro-organismos probioticos sofrem

inumeros estresses devido a complexidade das condicdes fisico-quimicas e
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biolégicas do ambiente natural & qual sdo submetidos. As principais
adversidades incluem a auséncia de nutrientes essenciais, condicdes
ambientais inadequadas para germinacao dos esporos e/ou ativagdo de células
vegetativas, flutuacbes ou extremos de temperatura, pH, oxigénio dissolvido,
toxicidade de poluentes, competicdes intra e interespecificas entre 0s micro-
organismos introduzidos e os autéctones, e predacao dos micro-organismos por

protozodrios existentes na agua.

Essas limitacbes relacionadas a introducdo dos micro-organismos
probiodticos no sistema produtivo e sua posterior adaptacdo sado pontos criticos
para o estabelecimento destas comunidades e para a obtencéo dos resultados
almejados. Logo, faz-se essencial a utilizacdo de micro-organismos capazes de

sobreviver e serem ativos no meio ambiente.

Um correto processo de ativacdo, disponibilizando fonte de carbono,
macro e micronutrientes essenciais, € uma alternativa adequada para entregar
células metabolicamente ativas para atuar no ambiente. O processo de ativacao
realizado em condicdes de fazendas € bastante delicado e deve ser orientado
pelo fabricante para n&o ocorrer descaracterizagdo do produto, perda de

diversidade e nem contaminagdes por micro-organismos indesejados.

Inibicdo de patdogenos

O antagonismo microbiano é um fendbmeno comum na natureza. As
interacOes ecologicas desempenham um papel fundamental no equilibrio entre

0S micro-organismos benéficos e os potencialmente patogénicos.
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Os micro-organismos probioticos produzem uma variedade de moléculas
de amplo espectro de atuacgéo, incluindo bacteriocinas, lisozimas, enzimas
diversas e peroxidos de hidrogénio no intestino do animal. Eles também s&o
capazes de alterar o metabolismo da microbiota, de forma a produzir acidos
graxos de cadeia curta, alterar o pH intestinal e estimular o sistema imunoldgico,

constituindo uma barreira contra a proliferacdo de patogénicos oportunistas.

O controle de comunidades patogénicas ocorre tanto em nivel de intestino
como na superficie dos animais. Patdgenos capazes de proliferar na parte

externa do animal sdo controlados por bactérias que limitam sua proliferacao.

As diferentes espécies de bactérias acido-lacticas presentes em produtos
probiéticos como, por exemplo, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
acidophilus e Pediococcus acidilactici, despontam como potenciais candidatas

para producao de peptideos antimicrobianos (bacteriocinas).

Nos ultimos anos, varios estudos tém relatado a producdo dessas
moléculas também por bactérias do género Bacillus, como por exemplo, B.
subtilis, B. licheniformis, B. pumilus, B. megaterium, B. amyloliquefaciens, dentre

outros.

Um dos mecanismos de viruléncia envolvido na atuacdo de muitas
bactérias patogénicas, incluindo Vibrio parahaemolyticus e Vibrio harveyi, é o
sistema Quorum sensing, o0 qual se caracteriza pela comunicagéo intra e
interespécies, realizada através da emissdo de estimulos e de respostas
dependentes da densidade populacional. Estas interacées permitem a deteccao

da concentracao de moléculas especificas determinantes para o comportamento
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dos micro-organismos e para a regulacdo da expressao génica. Estas moléculas
influenciam processos celulares de colonizacdo de novos ambientes, de
desenvolvimento de biofilmes, de producéo de fatores de viruléncia, de producéo

de bacteriocinas, de formacao de esporos, dentre outros.

Muitas bactérias probioticas sdo capazes de atrapalhar a comunicacéo
celular do quorum sensing e, assim, regular as comunidades microbianas
patogénicas nos sistemas de aquicultura. Intensas pesquisas estdo sendo
realizadas para descobrir e melhor compreender como 0s micro-organismos sao
capazes de produzir compostos que atuam inibindo estes sinais de

comunicacao.

A ruptura do quorum sensing desponta como uma nova estratégia anti-

infecciosa na aquicultura e como uma nova geracao de agentes antimicrobianos.

Crescimento e absorc¢ao de nutrientes

A utilizacdo de probidticos na aquicultura via alimentacdo influencia
positivamente o crescimento dos animais através do ganho de peso e do
aumento do comprimento corporal. Os dois principais mecanismos envolvidos
para ocorrer esses beneficios sdo o0 aumento do apetite e a melhor

digestibilidade dos alimentos.

Os probidticos quando presentes no intestino podem otimizar a utilizagédo
de nutrientes e minerais. Os parametros que influenciam a condic&o nutricional
sao dependentes da qualidade da ragéo, da fisiologia digestiva e do estado de

salude do animal.
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Os micro-organismos probidticos influenciam diretamente a fisiologia
enzimatica do intestino através da producdo de enzimas digestivas, dentre elas
proteases, lipases, amilases, celulases, capazes de atuar na quebra de
moléculas complexas em estruturas mais simples e faceis de absorver pelo
hospedeiro. Esta atividade enzimatica pode ocorrer pela estimulagdo da
producdo de enzimas enddgenas ou pela contribuicdo das enzimas exdgenas

produzidas pelos micro-organismos administrados.

A atuacdo enzimatica da microbiota probidtica contribui para um melhor
coeficiente de digestibilidade de matéria seca, proteina bruta, lipideos, fésforo,
aminoacidos essenciais, aminoacidos nao essenciais e acidos graxos, 0 que

influencia diretamente em melhores fatores de conversao alimentar.

A proteina presente na alimentacdo € considerada um nutriente
determinante para o ganho de massa corpérea e para o crescimento dos
animais. Desta forma, o uso de linhagens probiéticas produtoras de proteases €
considerado um excelente recurso para aumentar a atividade proteolitica no
intestino do hospedeiro, facilitar a digestdo de proteinas e absorcdo de

aminoacidos.

Modulacédo da respostaimune

A aplicacéo de probidticos na alimentacédo pode modular o sistema imune
de animais aquaticos. E sabido que o camar&o depende do sistema imune n&o
especifico para combater organismos patogénicos e tem sido observado que

este sistema pode ser estimulado por probiéticos.
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O mecanismo pelo qual os probidticos estimulam a imunidade do camaréo
ainda nao foi totalmente elucidado. Sabe-se que a utilizacdo de probiéticos
influencia a defesa celular do camardo promovendo 0 aumento no namero de
hemacitos, de espécies reativas de oxigénio, da atividade da fenoloxidase e da
fagocitose hemocitica. O processo de ativacdo e transcricdo de varios genes
relacionados com imunidade também é modulado por tratamentos com

probidticos.

Dentre os micro-organismos utilizados, podemos citar os efeitos da
utilizacdo de Lactobacillus plantarum para aumentar as respostas imunes e a
expressdo génica na espécie de Litopenaeus vannamei. Chiu et al., 2007
demonstraram que a utilizagdo de L. plantarum na alimentagao influenciou as
defesas imunoldgicas celulares e aumentou as atividades de fenoloxidase,
profenoloxidase, superdxido dismutase e a eficiéncia na supressédo de Vibrio
alginolyticus. A utilizagédo de L. plantarum também aumentou a transcricdo de
MRNA de peroxinectina e a taxa de sobrevivéncia dos animais apés o desafio

com V. alginolyticus.

E importante ressaltar que o tratamento com probiéticos ndo s6 aumenta
as defesas antioxidantes do camardo, mas também pode aliviar o estresse
oxidativo induzido pela exposicdo a patdgenos. Estas defesas imunitarias
estimuladas pelos probi6ticos desempenham um papel crucial nas respostas e

eventual protecdo durante a exposi¢do a patdégenos.
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Desenvolvimento de produtos probiéticos

O desenvolvimento de um produto probidtico € um processo de multiplas
etapas focadas em seguranca, funcionalidade e caracteristicas tecnoldgicas. As
etapas para obtencédo de um probidtico comercial envolvem desde a coleta de
informacdes, isolamento e selecdo de cepas microbianas, bem como estudos
das caracteristicas fisioldgicas, das propriedades probidticas, da capacidade de
inibicdo de patégenos, da auséncia de patogenicidade e da avaliacdo de seus
efeitos sobre o hospedeiro, além do estudo dos custos e da viabilidade

econdmica.

Os produtos disponiveis no mercado devem estar registrados no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) como aditivo
probiotico. Os micro-organismos devem ser linhagens puras, corretamente
identificadas, seguras e ndo patogénicas a aquicultura e ao homem, nao

resistentes a antibiéticos e estarem em concentracdes adequadas para atingir

os resultados almejados.

A aquicultura atualmente desenvolve-se focada em um gerenciamento de
cultivo mais proativo do que reativo. Nesse contexto, o0 uso de probidticos e seus
beneficios tém se demonstrado como uma promissora ferramenta profilatica
para a gestdo da saude dos animais, da qualidade ambiental e da

sustentabilidade da atividade econdmica.
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