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RESUMO

Com grande potencial para a aquicultura, o robalo-peva necessita de tecnologias
para a produgdo massiva de juvenis com alta qualidade para pré-engorda. Uma forma de
se obter melhores resultados com peixes saudéveis e resistentes seria a utilizacao de probi-
6ticos. Foi verificada a influéncia da suplementacao de Lactobacillus plantarum a dieta de
juvenis (56 dias ap6s a eclosao) sobre o crescimento, sobrevivéncia, atividade de proteases
digestivas e resisténcia ao estresse hipersalino. O ensaio de 30 dias foi constituido por trés
tratamentos, sendo o primeiro alimentado exclusivamente com Artemia e os dois de tran-
sicdo alimentar receberam por 15 dias Artemia e ragcdo sendo um destes com suplementagao
de L. plantarum e, ap6s, exclusivamente as respetivas ragdes. Os resultados obtidos apontam
que a suplementagdo bacteriana durante a transi¢do alimentar resultou no aumento da
atividade de protease alcalina no trato digestério de juvenis de robalo-peva, além da maior
resisténcia ao estresse salino, indicando peixes de melhor qualidade e mais saudaveis, au-
xiliando na produgao massiva de juvenis de robalo peva com alta qualidade e prontos para
estocagem em sistema de pré-engorda.

Palavras-chaves: Centropomus parallelus, aquicultura, enzima digestiva, bactéria, teste
de estresse.
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ABSTRACT

With great potential for aquaculture, the fat snook need technologies for mass production of
fingerling with high-quality for pre-ongrowing. One way of obtaining better results with healthy
and resistant fish would be the use of probiotics. It was verified the influence of Lactobacillus
plantarum supplementation to juvenile diet (56 days after eclosion) on growth, survival, activity
of digestive proteases and resistance hypersaline stress. The test of 30 days was composed of three
treatments, the first being exclusively fed with Artemia and the two feeding transition received for
15 days and Artemia feed with one of supplementation with L. plantarum and after exclusively the
respective feed. The results indicate that bacterial supplementation during dietary transition resulted
in increased alkaline protease activity in the digestive tract of fat snook juveniles, as well as increased
resistance to salt stress, indicating fish better and healthier, assisting in production massive juvenile
fat snook with high quality and ready for storage in pre-ongrowing system.

Key words: Centropomus parallelus, aquaculture, digestive enzyme, bacteria and stress test.

INTRODUCAO

A aquicultura vem se tornando uma atividade de grande importancia para a eco-
nomia mundial, resultando no aumento da contribui¢do na producado de alimentos, maté-
rias-primas para uso industrial, além de organismos para repovoamentos e comércio de
ornamentais (Cruz et al., 2012). Dentre todos os segmentos da aquicultura, a piscicultura
marinha é o segmento com maior crescimento no mundo, entretanto, no Brasil, apesar das
excelentes condi¢des ambientais, o cultivo de peixes marinhos ainda ndo é uma atividade
comercial consolidada (Cavalli & Hamilton, 2009).

Um peixe com resultados promissores e com grande potencial para cultivo em dguas
brasileiras é o robalo-peva, Centropomus parallelus (Liebl et al., 2016; Pinho et al., 2016). Entre
as caracteristicas que o credenciam estao o crescimento comparavel ao de muitas espécies
marinhas ja comercialmente cultivadas, boa taxa de conversdo alimentar, capacidade de
suportar diferentes salinidades e altas densidades de estocagem (Cerqueira, 2010).

Tais caracteristicas tém levado ao desenvolvimento de pesquisa sobre reprodugao,
larvicultura e bercério, que resultou na evolugdo da produgdo de juvenis. Um fato impor-
tante observado na produgdo de juvenis é o baixo desempenho durante a transi¢do do ali-
mento vivo para o inerte (desmame) e a auséncia de metodologia de cultivo apds o des-
mame, na fase de pré-engorda, resultando em diversos estudos relacionados a alimentagao
visando melhorar a utilizacao do alimento e crescimento (Cerqueira & Tsuzuki, 2009).

Como ingrediente funcional na nutricdo de peixes, os probiéticos (microrganismos
que promovem o balango gastrointestinal e que possuem numerosos beneficios, atuando
no intestino com influéncia na atividade de enzimas digestérias, utilizagdo do alimento,
crescimento, sistema imune, resisténcia ao estresse e producao de peixes saudaveis) tém se
tornado popular nas dltimas décadas, sendo as bactérias 4cido laticas (BAL) muito utili-
zadas (Ibrahem, 2013). Dentre estas, a utilizacao de Lactobacillus plantarum como probiético
vém sendo testada em juvenis de robalo reduzindo a colonizacao de bactérias do tipo Vibrio
sp (Souza et al., 2010) e promovendo a melhora no sistema imune (Barbosa et al., 2011).
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Desta forma, o objetivo deste estudo foi verificar se durante a transicdo alimentar a
suplementacao de L. plantarum a dieta de juvenis do robalo-peva promove crescimento em
comprimento e peso, sobrevivéncia, aumento na atividade de proteases digestérias e na
resisténcia ao estresse.

MATERIAL E METODOS

Material biolégico e tratamentos experimentais

Juvenis, com idade de 53 dias apds a eclosdo, provenientes de larvicultura do
LAPMAR-UFSC (Alvarez-Lajonchere ef al., 2004), foram estocados (5 individuos L?) em
tanques retangulares pretos com volume ttil de 30 L, contendo aeracdo moderada, tempe-
ratura de 24,4 + 0,8 °C mantida através de aquecedores elétricos com termostato, agua de
salinidade 32 com renovagédo de 2,5 L h'! e fotoperiodo de 12 h com intensidade luminosa
de 950 lux através de lampadas fluorescentes de 32 W. Condigdes em que foram mantidos
sob observagao até o 56 ° dia para inicio e também durante os tratamentos.

Durante 30 dias, os peixes foram submetidos a trés tratamentos em delineamento
inteiramente casualizado com cinco réplicas. O tratamento “Artemia”: recebeu exclusiva-
mente metanauplios de Artemia franciscana (Salt Lake, EUA) enriquecidos com emulsdo li-
pidica, na densidade de 37 e 50 metanauplios mL", do 1.° a0 15.° dia e do 16.° a0 30.° dia do
experimento, respectivamente. A eclosdo dos nduplios e enriquecimento dos metanauplios
foi realizada segundo a metodologia de Hoff & Snell (2008) e instrucdes do fabricante, res-
pectivamente. Os tratamentos “dieta inerte” e dieta inerte + BAL: alimentados durante a
transicdo alimentar (1.° - 15.° dia) com metanauplios de A. franciscana enriquecidos (37
mL) em conjunto com 1 - 2 g dia™ de racdo comercial (200-400 pm) até saciedade aparente,
e do 16.° ao 30.° dia exclusivamente com dieta inerte (3 g dia™).

No tratamento “dieta inerte + BAL” a racdo foi suplementada com L. plantarum
(CPQBA - 007 - 07) através da aspersao de uma cultura bacteriana na concentragdo de 1 x
108 UFC mL?}, crescida previamente em caldo MRS, em agitacdo continua a 30°C por 48 h.
No tratamento “dieta inerte” a ragao foi aspergida com o mesmo meio liquido sem bacté-
rias. Ap0s a aspersao, 5 kg de cada racao foram mantidas em estufa a 30 °C por 48 h, para
secagem e crescimento bacteriano, no caso da dieta suplementada, e conservadas sob refri-
geracdo a 4°C, durante todo o periodo experimental (Barbosa et al., 2011).

O alimento foi fornecido quatro vezes ao dia do 1.°ao 15.° dia (8, 11, 15 e 19 h), e trés
vezes do 16.° ao 30.° dia (8, 13 e 19 h). As sobras de alimento e fezes foram sifonadas diaria-
mente ap6s a ultima alimentacao.

A composicdo das ragdes foi determinada conforme a metodologia descrita pela
Association of Official Analitycal Chemists (AOAC) em laboratério especializado.
Composicao proximal antes da suplementacdo: 57% de proteina bruta e 14,5% de extrato
etéreo. Apos a aspersao do caldo MRS, que contém extrato de carne em sua composicdo, as
ragdes apresentaram 57,9% e 57,8 % de proteina bruta, e 12,7% e 13,2% de extrato etéreo, na
ragdo com e sem suplementacao de probiético, respectivamente.

Foram determinados no 16.° e 30.° dias o crescimento em peso (0,001 g em balanca
analitica), em comprimento total (mm em paquimetro) e sobrevivéncia, desconsiderando-
-se 0s exemplares removidos durante o experimento para a andlise das atividades de pro-
teases do trato digestério. Foram realizadas também a avaliagdo microbiolégica, para con-
firmar a presenca de L. plantarum na dieta suplementada e nos animais, além de um teste
de estresse hipersalino no final do experimento.
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Os parametros de qualidade de agua foram medidos semanalmente em todos os
tanques: amonia (Indotest, fotocolorimetro), pH, salinidade e oxigénio dissolvido (sonda
multiparametro).

Avaliagdo microbiolégica

A confirmacao da colonizagdo de L. plantarum no trato digestorio e na racao, ao inicio
e ao final do experimento, foi realizada segundo o método descrito por Souza et al. (2010)
com alteragdes. Devido ao pequeno tamanho, a cabega, regido dorsal e caudal dos peixes
foram desprezadas e somente a regido visceral foi utilizada. As amostras de peixes (5 peixes
por tratamento) e de ragdo (3 amostras de 1 g por tratamento) foram maceradas e homoge-
neizadas com solugdo salina estéril (1:1; p:v) e (1:5; p:v), respectivamente, submetidas a
cinco diluigdes sucessivas (até 1:10°) em solugdo salina e plaqueadas (100 pL da diluigdo
final) em Agar MRS com 2 % de NaCl e 0,5 % de azul de anilina como indicador. As placas
foram incubadas por 48 h a 30 °C em estufa. A colonizagdo da BAL no trato digestério dos
peixes foi expressa por n° de UFC g de trato digestorio.

Avaliagdo enzimdtica

As atividades de proteases alcalina e dcida totais, foram quantificadas no sobrena-
dante do homogenato do trato digestério de juvenis de robalos e no sobrenadante da cul-
tura de L. plantarum. Para a obtencao dos homogenatos, foram retirados dos peixes (5 ind.
por tanque = 25 por tratamento) a cabeca, regido dorsal e caudal, sendo a regiao visceral
com trato digestério homogeneizada com dgua destilada gelada, 1:6 (p: v) nas amostras
dos dias 1° e 16° e 1:7 (p: v) no 30° dia, utilizando um homogeneizador van Potter por 2,5
min. O homogenato foi centrifugado a 27167 ¢ por 15 min a 3 °C. O sobrenadante foi usado
para a quantificacdo da proteina solavel e atividades proteoliticas (Vega-Orellana et al.,
2006). Foi determinada, também, a atividade de proteases extracelulares bacteriana no so-
brenadante da cultura bacteriana crescida por 48 h. A determinagdo da concentracdo de
proteina soltivel para determinagdo da atividade proteolitica foi feita através do método de
Bradford (1976), usando albumina de soro bovino como padrao.

A atividade de protease alcalina total foi determinada pela hidrélise da Azocaseina
pelo método descrito por Garcia-Carrefio et al. (1997) a 25°C. Para a determinagdo dos pro-
dutos desta atividade, o sistema de incubagao, depois de cessada a reagao, foi mantido por
15 min a 4 °C e centrifugado a 11000 g por 5 min. A absorbéncia, a 366 nm, deste sobrena-
dante foi determinada em espectrofotdmetro. A atividade de protease alcalina total foi
expressa em atividade especifica (mU mg™ de proteina), pela diferenca na absorbancia
entre o teste (n=5) e um controle, por minuto, por mL do sistema de reagdo (Unidade de
enzima), por mg de proteina no extrato enzimético ou no sobrenadante da cultura bacte-
riana (= Aabs., ., min' mL' mg" de proteina).

A atividade de protease acida foi determinada através da hidrélise de hemoglobina
bovina pelo método descrito por Anson (1938) com pequenas modificagdes, conforme des-
crito por Vega-Orellana ef al. (2006). Os produtos da hidrélise acida, solaveis ao acido tri-
cloroacético (TCA), presentes no sistema de incubagdo (25°C) foram determinados pelo
reagente Folin-Ciocalteau, a 660 nm, através de uma curva padrao de tirosina. A atividade
foi expressa como atividade especifica (mU mg! de proteina): pmol de tirosina, por min,
por mL (Unidade de enzima), por mg de proteina por mL do homogenato ou do sobrena-
dante da cultura bacteriana.
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Teste de estresse hipersalino

Para avaliar a qualidade fisiol6gica dos juvenis, apds o final do periodo experimental,
os peixes foram submetidos ao aumento na salinidade da agua, segundo a metodologia
descrita por Kjorsvik et al. (2003). Foram mantidos 30 peixes por tratamento em suas respe-
tivas unidades experimentais (n = 3) com 6 L de 4gua com salinidade de 32 e temperatura
de 24°C. Ap6s 24 h em jejum, foram expostos a salinidade de 75, obtida através da adicao
de 100 mL solugao hipersalina (NaCl dissolvido em dgua marinha) em cada unidade expe-
rimental. A mortalidade foi quantificada considerando mortos os individuos com perda de
mobilidade e equilibrio, mudanga de coloragao e auséncia de resposta a estimulo (toque na
cauda) a cada 10 min de exposic¢do, até o méximo de 50 min.

Andlise estatistica

Os dados de sobrevivéncia (15° e 30° dia) e teste de estresse foram inicialmente trans-
formados em arcsen (\x) e os de crescimento, qualidade de d4gua e atividade enzimética em
log (x+1). Todos os dados foram inicialmente submetidos ao teste de Kolmogorov-smirnov
de distribuicdo normal, de Bartlett de homogeneidade de varidncias e posteriormente,
atendendo aos pressupostos, a Andlise de Varidncia com medidas repetidas no tempo
(ANOVA, repetaed measures) para teste de estresse e atividade enzimatica, e de 1 fator
(ANOVA, one-way) para crescimento, sobrevivéncia e qualidade de agua. Ambos com
nivel de significAncia de 5%. A avaliagdo de médias foi feita através do teste de Tukey
(ZAR, 1996). Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao (DP).

RESULTADOS

Ao final dos 30 dias de experimento foi observada colonizagdo de L. Plantarum so-
mente no trato digestério dos peixes que receberam ragdo suplementada, enquanto que
nos tratamentos sem suplementacdo nao houve colonizacdo. Nao foi verificada diferenca
significativa para crescimento em peso, comprimento total e sobrevivéncia entre os trata-
mentos ao final do periodo amostral (p>0,05) (Tabela I).

Tabela I - Comprimento total, peso timido e sobrevivéncia de juvenis de robalo alimentados com Artemia, dieta inerte e
dieta inerte suplementada com BAL, e colonizagdo de Lactobacillus plantarum (BAL) no trato digestorio e ragdo.

Dia Artemia Dieta inerte Dieta inerte +BAL
Comprimento (mm) 0 19,96+1,71 19,96+1,71 19,96+1,71

30 30,08+1,67a 30,88+1,67a 30,80+0,71a
Peso amido (mg) 0 78,70+0,18 78,70+0,18 78,70+0,18

30 326,90+47,57a 319,44+21,44a 362,25+31,08a
Sobrevivéncia (%) 30 94,842,1a 96,0+3,3a 99,840,2a
(Cl?ll:(()jn;zla)lgao no trato digestétio 30 0 0 4,01 40,55 x 10°
Colonizagdo na racio (UFC g?) NA 0 4152049 x 10°

30 NA 0 7,01 £0,55 x 108

Valores apresentados como média + DP. Letras similares indicam médias sem diferenca significativa entre os tratamentos
(ANOVA, medidas repetidas; p>0,05).

Os peixes alimentados com dieta inerte suplementada apresentaram atividade de
protease alcalina significativamente superior (p<0,05) aos demais tratamentos somente no
30° dia. Nao foi observada diferenca entre os tratamentos no inicio e no 16° dia para ativi-
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dade especifica de protease alcalina ou ao longo do periodo experimental para protease
acida (p>0,05). Entretanto, foi observada diferenca significativamente superior (p<0,05)
para protease alcalina e 4cida no 1° dia quando comparados ao 16° e 30° dias (Tabela II).
Também foi observada produgao enzimatica no sobrenadante da cultura bacteriana, com as
atividades especificas de protease alcalina e acida extracelulares secretadas por L. plantarum
de 1170 + 115 mU mg! de proteina e 3800 + 300 mU mg™" de proteina, respectivamente.

Tabela II - Atividades especificas de proteases alcalina e acida no homogenato do trato digestério dos juvenis de robalo
durante o periodo experimental.

Artemia Dieta inerte Dieta inerte + BAL
1° dia Protease alcalina 8,57 +£0,732 8,57 +£0,732 8,57 + 0,732
Protease acida 34,00 + 2,892 34,00 £ 2,892 34,00 + 2,892
15° dia Protease alcalina 0,872 + 0,11 0,872 +0,07° 1,01 +0,10°
Protease acida 18,00 + 1,00° 19,4 + 1,890 20,8 £ 0,99°
30° dia Protease alcalina 1,06 £ 0,17"* 1,19 £ 0,07>* 1,48 + 0,14
Protease acida 16,6 +1,48° 16,2 + 1,48 15,2 +£1,10°

Valores apresentados como média + DP de cinco réplicas. Letras diferentes indicam médias significativamente diferentes para
um mesmo tratamento ao longo do tempo e * indica médias significativamente diferentes entre os tratamentos (ANOVA,
medidas repetidas; p<0,05).

Aos 10 min de exposicao ao estresse salino, os peixes de todos os tratamentos apre-
sentaram aumento na secrecdo de muco, sendo as alteragdes como perda de mobilidade,
equilibrio e mudancga na coloragdo também observadas no mesmo periodo somente nos
tratamentos alimentados com Artemia ou com racdo sem suplementacdo. Enquanto que no
tratamento alimentado com racdo suplementada estas alteragcdes foram observadas so-
mente aos 40 min de exposicdo ao estresse salino, antecedendo as ocorréncias de morte.

Entre 20 e 50 min de exposicdo ao estressor, a suplementacao de L. plantarum au-
mentou significativamente (p<0,05) a sobrevivéncia (auséncia de resposta a estimulo) ao
teste de estresse quando comparado aos demais tratamentos, com as primeiras mortali-
dades somente ap6s 50 min de teste, enquanto que os demais tratamentos apresentaram
mortes com 10 min de exposigdo. Foi observada também diferenca significativa (p<0,05) na
sobrevivéncia ao teste hipersalino entre os tempos de exposicao, a partir de 20 min de teste,
para os tratamentos com peixes alimentados com Artemia e racdo sem suplementagao, di-
ferenga ndo observada nos peixes que receberam racdo suplementada (Figura 1).
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O pH (7,6-7,9), 0 oxigénio dissolvido de (5,3-5,7 mg L) e a amdnia ndo-ionizada (ndo
detectada) ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos (p>0,05).

DISCUSSAO

A colonizacdo e manutengao de L. plantarum na dieta e no trato digestério dos juvenis
de robalo peva (C. Parallelus), também verificada por Souza et al., 2010 e Barbosa et al., 2011,
resultou no aumento da atividade proteolitica no trato digestério dos juvenis alimentados
com ragdo suplementada com cultura bacteriana, assim como relatado por Frouél et al.
(2008), Askarianetal. (2011) e Picollo et al. (2015) emjuvenis de robalo europeu (Dicentrarchus
labrax) e esturjdes beluga (Huso huso) e Persa (Acipenser persicus). Auxiliando, consequente-
mente, na digestdo proteica, conversao alimentar e absor¢ao, melhorando o processo di-
gestorio (Taoka et al., 2006; Ibrahem, 2015).

Segundo Ibrahem (2015), este aumento observado é devido a producao de enzimas
extracelulares pelas bactérias aderidas ao intestino. Por outro lado, Frouél et al. (2008) atri-
buem a diferentes moléculas produzidas pelas bactérias este aumento nas atividades de en-
zimas digestorias e as alteragdes na estrutura intestinal, que sao responsaveis pela absor¢ao
de nutrientes e secrecdo de enzimas proteoliticas intracelulares alcalinas (Kolkovski et al.,
2009). Fato nao observado na protease acida, uma enzima digestiva estomacal, provavel-
mente devido a preferéncia de Lactobacillus sp. em colonizar o intestino (Allaeh et al. 2013).

As alteracdes morfométricas e na drea do intestino provocadas por probidticos
(Frouél et al., 2008; Mello et al., 2013) podem promover a absorcao e excrecdao do excesso de
sal no processo de hiperosmorregulacdo (Whithmore, 2013), inibindo os efeitos secunda-
rios do estresse como equilibrio, mobilidade, muco e coloracdo, além da maior sobrevi-
véncia, promovendo melhoria nas condi¢des de satide e de cultivo (Rollo et al., 2006; Taoka
et al., 2006; Hernandez et al., 2010).

A redugdo na atividade especifica de protease alcalina e dcida ap6s 15 dias de experi-
mentos quando comparada ao inicio pode ser resultado do ganho de peso e o consequente
aumento de proteina soltivel nos homogenatos obtidos destes juvenis, pois a expressao da
atividade enziméatica é uma relagao entre unidade de enzima e quantidade de proteina so-
lavel dos homogenatos, corroborando com Cara et al. (2003) e Bolasina et al. (2006).

A similaridade no peso, comprimento total e sobrevivéncia entre os tratamentos
também foram verificados em outros trabalhos com robalo peva (C. parallelus) (Souza et al.,
2010; Barbosa et al., 2011), robalo europeu (D. labrax) (Frouél et al., 2008; Picollo et al., 2015)
e robalo asiatico (Lates calcarifer) (Rengpipat et al., 2008), que pode estar relacionado a du-
ragdo do periodo experimental (Mello et al., 2013).

Os resultados obtidos apontam que a suplementacdo de L. plantarum na dieta du-
rante a transicdo alimentar promoveu o aumento da atividade de protease alcalina no trato
digestério de juvenis de robalo-peva, além da maior resisténcia ao estresse salino, indi-
cando peixes de melhor qualidade e mais saudaveis. Desta forma, a aplicacdo de L. plan-
taum a dieta durante o desmame pode auxiliar na producdo massiva de juvenis de robalo
peva de alta qualidade e prontos para estocagem em sistema de pré-engorda.
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