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RESUMO

Diversas pesquisas mostram os efeitos positivos da utilizacdo da probi6ticos em humanos, suinos, ruminantes, caes e
peixes. O principal efeito do uso de probidticos na alimentagdo é o estimulo do sistema imunoldgico dos animais. O
objetivo deste trabalho foi de apresentar uma revisdo bibliogréfica, apresentando os conceitos relacionados ao uso de
probidticos na aquicultura, que é o setor de alimentos que mais cresceu nos Ultimos 50 anos no mundo. Dentro do setor
da aquicultura o foco foi analisar os efeitos da utilizacdo do Bacillussp. na producdo de Ciprinideos (carpas), visto que
esta familia de peixes € a mais produzida comercialmente, além de apresentar reatores de producdo destes
microrganismos probioticos.

Palavras-chave: Carpas. Bacillussp probiéticos. Aquicultura.

Potential probiotics for use in aquaculture

ABSTRACT:

Several researches show the positive effects of using probiotics in humans, pigs, ruminants, dogs and fishes. The major
effect of using probiotics in food is the stimulation of the immune system of animals. Therefore, the objective of this
study was to present a literature review of concepts related to the use of probiotics on agriculture, which is the world
industry that has grown the most in the last 50 years. Within the agricultural sector the focus was to analyze the effects
of using Baccilus sp. in the production of Ciprinideos (carps), since this fish family is the most commercially, as well as
present the reactors applied in production of probiotic microorganisms.

Keywords: Carps. Bacillus sp.probiotics. Aquaculture.

1. Introducao Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em seu

relatério anual sobre estatisticas globais de

O departamento  de  assuntos ca54e apontou que a expectativa de vida

econdmicos e sociais da Organizagdo das  , mentou 5 anos entre os anos de 2000 e 2015,

NagGes Unidas (ONU), divulgou um relatorio periodo de maior aumento desde a década de 60.

de perspectivas de crescimento da populacdo A ONU fez uma projecio para o ano de 2045,

mundial. Neste documento, a ONU mencionou o4 o expectativa de vida global atingira os 76

que a populacdo mundial em 2015 era de anos.

aproximadamente 7 bilhGes de pessoas e fez O crescimento sinérgico da populacéo e

uma projecdo de crescimento populacional onde da expectativa de vida implicam diretamente em

estimou-se que, em 2050, o planeta serd g eqiges de salide e ao envelhecimento, na

habitado por cerca de 9 bilhdes de individuos. A urbanizagio acelerada, na demanda por servicos
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basicos de saneamento e no abastecimento de
alimentos cuja producdo deve crescer no mesmo
ritmo da populacdo mundial. Nesta conjuntura
demogréafica, h4& uma busca constante pela
prevencdo de doencas graves, o que resulta na
adocdo de um estilo de vida mais saudavel, e
pelo aumento da producdo de alimentos para
atendimento da demanda crescente.

A Organizagdo das Nagdes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura (FAO, na sigla em
inglés) projetou que, para que a demanda de
alimentos, em 2050, seja atingida é necessario
que o0s paises invistam anualmente US$ 44
bilhdes na producdo e distribuicdo de alimentos,
sendo que este recurso é cinco vezes maior do
que os US$ 7,9 bilhdes que sdo investidos
atualmente. Com este aporte orcamentério, a
producdo de alimentos deverd crescer
aproximadamente 60%, sendo este o valor
considerado 0 necessario para o atendimento
das necessidades alimentares em 2050. O
mesmo Orgdo ainda enfoca que esta producédo
deve estar aliada ao desenvolvimento
tecnolégico que ira permitir o aumento da
efetividade do cultivo e ndo de expansao da area
plantada para que se possa garantir a
sustentabilidade do sistema de producao.

Este cenario desafia a sociedade a
desenvolver novas tecnologias capazes de suprir
estas necessidades de melhoria de salde e
aumento da produtividade de alimentos. Os
funcionais,

alimentos especialmente  os

probioticos,  prebioticos e  simbioticos,

despertaram grande interesse, tendo em vista

que melhoram o estado de salude dos individuos
que os utilizam regularmente, aléem de aumentar
a produtividade animal (SBRT, 2014).

O termo probiodtico deriva do grego e
significa “pro-vida”, sendo o anténimo de

antibidtico que significa ‘“contra-vida”. A
definicdo, internacionalmente aceita, para o
termo “Probidticos”, foi divulgada em 2001 pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS/WHO)
juntamente com a Organizacdo das Nacoes
Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO).
Estas instituicdes conceituam probidticos como
organismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, conferem beneficio
a saude do hospedeiro(FAO, 2001).0s termo
prebidticos e simbidticos sdo definidos nas
Diretrizes Mundiais da Organizagdo Mundial de
Gastroenterologia. Destas definigbes seguem
Prebioticos  séo

que 0s ingredientes,

seletivamente  fermentados, que permitem
modificacfes especificas na composi¢do e/ou
atividade da microbiota intestinal, conferindo
assim beneficios a saide do hospedeiro. Ja os
simbidticos sdo produtos que contém tanto
probidticos como prebidticos (OMG, 2016).

De acordo com a FAO (2014) a
aquicultura é o setor de producdo de alimentos
que mais cresce no mundo, com uma taxa de
crescimento média anual de 8,9% desde 1970.
Para 0 mesmo periodo, a taxa de crescimento da
pesca de captura foi de apenas 1,2% e, para 0s
sistemas terrestres de producdo de carne o
crescimento foi de 2,8%. Em 2012, a producéo

foi de 66,63 milhdes de toneladas, sendo o setor

1224
Revista da Universidade Vale do Rio Verde, Trés Coragdes, v. 14, n. 2, p. 1223-1241, ago./dez. 2016



alimenticio que mais cresceu nos ualtimos 50
anos. De maneira global, o Cyprinus carpio
(carpa comum) se configura como o grupo mais
importante da aquicultura, contribuindo com
mais de 72% da produgdo em 4&gua doce
(KUHLWEIN et al., 2014). O crescimento da
producdo de outras espécies de pescados segue a
mesma tendéncia de crescimento da carpa
comum (FAO, 2016).

De acordo com dados do Ministério da
Pesca e da Aquicultura, o Brasil se destaca no
potencial de desenvolvimento da producgéo de
pescados. Este destaque deve-se ao fato do pais
ser constituido por 8400 km de costa maritima
e, aproximadamente 12% de toda a agua doce
do planeta, o que corresponde a 5,5 milhdes de
hectares de reservatorios. O clima também é um
fator  extremamente favoravel para o
crescimento de organismos cultivados. Além
disso, o aumento da demanda de pescados no
mercado, aliado a disponibilidade de mao de
obra e terra baratas contribuem de forma
significativa para o desenvolvimento acelerado
da aquicultura no pais (EMBRAPA, 2015).

A aquicultura utiliza-se dos recursos
hidricos para o seu desenvolvimento. Os
animais aquaticos possuem uma relacdo muito
mais forte com o ambiente que vivem do que 0s
animais terrestres. Organismos potencialmente
patogénicos sdo capazes de se desenvolverem
dos  animais

no  ambiente aquaticos,

independente do hospedeiro. 0]
desenvolvimento de doengcas ou quaisquer

desequilibrios na producdo podem levar a

deterioragOes das condi¢cdes ambientais e graves
perdas econdmicas para o setor. O uso de
antibioticos nos sistemas aquaticos de producéo
de pescados tem sido a estratégia usada para o
controle de doencgas, melhoria do crescimento e
eficiéncia da conversdo alimentar, durante as
ultimas duas décadas. Todavia, pesquisas tém
mostrado a disseminagdo da resisténcia a estes
antibioticos pelos organismos patogénicos.
Além disso, existe o risco da transmissdo destas
bactérias resistentes do ambiente aquatico para
0s humanos que ingerem o peixe contaminado.
Diante deste cenario, existe uma necessidade do
desenvolvimento de nova suplementacdo
dietética que seja promotora da salde e
contribua para a maximizacéo da producdo com
foco na sustentabilidade dos ambientes
aquaticos (PANDIYAN et al., 2013).

Pandiyan et al. (2013) destacam que a
nutricdo com alimentos probioticos, prebioticos
ou mesmo simbidticos é uma pratica que pode
exercer um papel importante na aquicultura,
sendo eficazes na prevencdo de doencas e
tratamento de um amplo espectro de
microrganismos patogénicos. Isto porque estes
alimentos séo capazes de estimular o sistema
imunoldgico dos animais através da incitacdo ao
desenvolvimento dos microrganismos benéficos

e supressdo do crescimento dos patogénicos.

A aquicultura sendo o setor produtivo de
alimentos que mais cresce em nivel global, o
que estimula o interesse dos pesquisadores em

desenvolver dietas e processos de cultivo que
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melhorem a eficiéncia do processo de conversao
alimentar e ganho de peso dos peixes.Visto 0
exposto este trabalho objetivou apresentar uma
revisdo sobre o wuso de probidticos na
aquicultura destacando seu mecanismo de agéo
em peixes, 0 uso destes em carpas além dos
utilizados na

processos  biotecnologicos

producdo de probidticos para aquicultura.

2. Referencial teorico
2.1. Mecanismo de acao e beneficios da

utilizacéo

Segundo a OMS e FAO (2006) os
probidticos, prebidticos e simbio6ticos possuem
acdo de estimulo do crescimento de bactérias
anaerdbias benéficas e supressao do crescimento
das bactérias patogénicas. Quando o probiotico
¢ administrado de forma regular, ocorre uma
modificacdo do ecossistema intestinal. Os

microrganismos probidticos aderem a parede

intestinal promovendo uma barreira
imunoldgica, competindo com 0S
microrganismos patogénicos por sitios de

adesdo e minimizando a acdo destes. A
supressao do desenvolvimento de bactérias
patogénicas é considerado um mecanismo nao-
imune, uma vez gque os probioticos sdo capazes
de produzir compostos que inibem o
crescimento ou até mesmo que provoque a
morte das mesmas.

Alguns beneficios da utilizacdo de
probidticos em humanos podem ser descritos
como: sistema

indugdo do imunologico

(DWIVEDI et al., 2016), para tratamento de
doencas dermatoldgicas (FUCHS-
TARLOVSKY; MARQUEZ-BARBA;
SRIRAM, 2016), no tratamento de
aguda (ZUPPA et al., 2016), na reducdo da
diarreia
(OUWEHAND; TENNILA, 2016), no controle
da obesidade (ROUXINOL-DIAS et al., 2016),
na prevencdo de infecgbes virais no sistema
(AHANCHIAN; JAFARI,

disfuncdes como

diarreia

associada a antibioticos

respiratorio
2016),nas
constipacdo (HOD; RINGEL, 2016), e na
prevencdo de cancer colorretal (AMBALAM et
al., 2016).

Trabalhos cientificos recentes sobre as

intestinais

propriedades e funcionalidade de
microrganismos vivos na produgdo de suinos
(ZIMMERMANN et al., 2016, VLASOVA et
al., 2016, KUMAR et al., 2014, LAN; KOO;
KIM, 2016, XU et al., 2016), ruminantes
(STOVER; WATSON; COLLIER, 2016,
ELLIS et al., 2016, VOHRA; SYAL; MADAN,
2016), (MUNIR et al, 2016,
CEREZUELA et al., 2016, ADEOYE et al.,
2016), cdes (GONZALEZ-FORTE; BRUNO;
MARTINO, 2014, STROMPFOVA et al., 2014,
GRZESKOWIAK et al, 2015) etc.. tém
sugerido que os probidticos desempenham um
papel
funcbes digestivas e respiratdrias, tendo ainda

peixes

importante na funcdo imunoldgica,
efeito significativo sobre o alivio de doencas
infecciosas. Por isso, a industria de alimentos
tem investido bastante no setor de probioticos.

A diversidade de produtos, tanto em numero
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quanto em tipos, tem crescido

significativamente.

2.2. Bactérias acido-laticas

O grupo das bactérias A&cido-laticas
(BAL) é o grupo mais utilizado como
microrganismo probidtico. As especies dos
géneros Lactobacillus e Bifidobactérium sdo os
representantes utilizados com maior frequéncia
como aditivos alimentares.

Porém, alguns

fungos, como o Saccharomyces cerevisiae,
espécies do género Bacillus e Escherichia
também podem ser utilizadas como probidticos
(NOGUEIRA, 2011).

O termo bactérias acido-laticas (BAL) se
refere a um grupo diverso de bactérias. Na
descricdo de uma BAL tipica, salvo algumas
incluem-se caracteristicas

excecoes, como

destes microrganismos: Gram Positivos e
(EMBRAPA  2011)

destituido de

catalase  negativos

fastidiosos, ndo esporulados,
citocromo, acido tolerantes, geralmente sem
mobilidade e anaerobios facultativos
(SAVIOKI; INGMER; VARMANEN, 2006).A
caracteristica essencial do metabolismos das
LAB é a fermentacdo eficiente de carboidratos,
associada a fosforilacdo a nivel de substrato.
(PEYER; ZANNINI; ARENDT, 2016).

A fermentacdo deve ser entendida como
um fendmeno biologico de transformacgdo de
compostos organicos complexos, geralmente
acucares, em mais

compostos  organicos

simples, ocorrendo a liberacdo de gas carbbnico

e energia. E utilizada mundialmente para a
preservacdo de uma série de produtos agricolas
minimamente processados (cereais, raizes,
tubérculos, frutas e hortalicas, leite, carne e
peixe).A producdo de &cidos organicos pelas
BAL diminui o pH e torna o meio seletivo
contra outros microrganismos menos acido-

tolerantes (ADAMS, 2014).

2.3. Antibidticos x Probioticos

Os antibidticos sdo definidos como
substancias quimicas que tém a capacidade de,
em solucdo diluida, para eliminar ou inibir o
crescimento de microrganismos (FERNANDES;
MARTENS, 2016).

Em meados de 1928 Alexander Fleming,
um bacteriologista no St. Mary, em Londres,
deu inicio a era de ouro dos antibidticos com a
descoberta da penicilina. Esta descoberta
revolucionou o campo dos medicamentos,
propiciando uma diminuicdo da taxa de
mortalidade, com consequente aumento da
expectativa de vida em todo o mundo (SINGH
etal., 2011).

Singh et al. (2011) esclarecem que o
organismo humano deve ser entendido como um
ecossistema, onde existe uma perfeita simbiose
entre 0s microrganismos do trato digestivo e 0
proprio corpo.Quando se utiliza um antibiotico,
além de matar as bactérias patogénicas, mata-se
também as bactérias benéficas, desequilibrando
0 ecossistema. O uso indiscriminado e incorreto

de antibioticos pode selecionar microrganismos
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resistentes que podem ocasionar superinfeccoes
que se tornam cada dia mais dificeis de tratar.

O mecanismo de agédo do uso regular de
probidticos € estimular o crescimento de
bactérias benéficas e suprimir o crescimento das
bactérias patogénicas, aléem de melhorar o
sistema imunolégico, o que mantém o equilibrio
do corpo. Os probidticos ainda sdo importantes
na recuperacdo da microbiota intestinal apds a
utilizacdo prolongada de antibidticos.

Diante destes fatos, a utilizacdo dos
microrganismos probidticos deve ser encarada
como uma medida de salde preventiva humana
e animal, que estimula o sistema de defesa,
sendo que o uso de antibioticos é uma medida
corretiva que deve ser evitada, uma vez que,
produz efeitos de desequilibrio do ecossistema
corporal.

3. Probidticos na aquicultura
3.1. Efeitos dos probioticos na saude

animal

Torres (2014), em seus trabalhos com

efeitos dos  probidticos, fizeram  um
delineamento dos principais beneficios da
utilizacdo dos probidticos nos animais de forma
geral, o que pode ser observado na Figura 1.

A Figura 1 mostra que a utilizacdo dos
alimentos  probidticos e prebidticos na
aquicultura contribui de forma significativa para
0 controle de doencas, além de melhorar a
conversao de alimentos em peso animal. A
contribuicdo mais significativa destes tipos de
alimentos é o estimulo do sistema imunoldgico

dos animais.

Figura 1 — Efeito das bactérias ndo-patogénicas no trato intestinal

MELHORA A SAUDE E O DESEMPENHO DO ANIMAL ]‘_
0

Maior disponibilidade de nutrientes, por exemplo, aminoacidos.

T 0

Aumento na absorgio

Equilibrio Microbiano
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Quebra de proteinas endogenas \ /
Competigdo com patdgenos
- tuc BACTERIAS Inibigao de
edugdo na producdo NAO patogenos
de aminas toxicas A
PATOGENICAS
Atividade
antiendotoxina

€———— Vitaminas €

Acidos Orgéanicos Abaixamento

do pH

Aumento na g~ Antigenos
imunidade

Antibidticos

Fonte: Torres (2014)
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3.2.  Probio6ticos na producéo de carpas
A FAO (2016) descreveu

Ciprinideos (familia Cyprinidae), ou carpas, sdo

que o0s

criados hd mais de 2000 anos na China, em
tanques de armazenamento, onde os alevinos
que deram origem a criacao foram retirados de
rios. A carpa era um alimento de luxo no
periodo romano meio e final, e foi consumido
durante o jejum na ldade Média. Nesta época as
carpas eram criadas sob a forma de
monocultura. Além disso, os maiores individuos
eram selecionados e colocados em novos
tanques, provocando uma selecdo intencional,
sendo este 0 primeiro passo para a domesticacdo
efetiva destas espécies de peixe. Existem cerca
de 30 a 35 espécies de carpas comuns
domesticados na Europa. As carpas sdo peixes
resistentes a condi¢bes adversas, podendo
sobreviver a periodos frios de inverno, baixa
concentracdo de oxigénio (0,3 a 0,5 mg L™) ou
até mesmo a supersaturacdo do gas. S&o animais
onivoros que se alimentam basicamente de
insetos aquaticos, larvas de insetos, vermes,
moluscos e zooplancton. O consumo de
zooplancton é dominante em viveiros de peixes
onde a densidade populacional é alta. Além
disso, a carpa consome os talos, folhas e
sementes de plantas aquaticas e terrestres. O
crescimento diério da carpa geralmente é de 2 a
4 por cento de peso corporal. Carpas pode
atingir 0,6 a 1,0 kg de peso corporal dentro de
uma estacdo de criacdo dentro de viveiros de
areas subtropicais / tropical. O crescimento é

muito mais lento em zona temperada, onde o

peixe pode chegar ao 1-2 kg de peso corporal
apos 2 a 4 estacOes de criagéo.

De acordo com DAWOOD e KOSHIO
(2015) a resposta imunoldgica de peixes é a
reagcdo contra agentes estranhos como bactérias,
fungos, virus, protozoarios, parasitas
multicelulares, macromoléculas como proteinas
e polissacarideos e outros agentes estressores
ligados a0 ambiente aquéatico que ndo possuem
consequéncias patologicas. A resposta imune
dos peixes €, muitas vezes, modulada por
fatores externos relacionados com o ambiente
em que vivem. Fatores ambientais como,
temperatura, salinidade, fotoperiodo séo
associados aos fatores de estado fisioldgico
idade,

equilibrio hormonal e estresse para a melhoria

como nutricao, ciclo reprodutivo,
do estado de saude dos animais. A utilizacdo de
imunoestimulantes, principalmente os advindos
de fontes naturais, € uma pratica que vém sendo
aplicada com sucesso na aquicultura no sentido
de reducdo das doencas infecciosas e estresse
dos animais.

A utilizacdo dos probidticos na producédo
de pescados se d& por meio da aplicacdo direta
nos tanques ou através da adicdo a racdo tendo
papel importante na prevencdo de doengas,
embora efeitos nutricionais muitas vezes sao
associados a este incremento, principalmente no
caso dos organismos filtradores (DECAMP et
al., 2006).

Assim, como na maioria das aplicagdes,
na aquicultura as bactérias acido-lacticas séo o

grupo de microrganismos mais utilizados como
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probidticos. Neste grupo se destacam as

bactérias do género  Lactobacillus e
Carnobacterium. Ainda possuem destaque as
bactérias dos géneros Vibrio, Bacillus e
Pseudomonas, embora outros géneros e espécies
também sdo utilizados (JESUS, 2014).

(2000) e Reid (2016)

destacam que os principais modos de a¢do dos

Verschuere

probidticos na aquicultura sdo: producdo de
compostos inibitdrios; competicdo por produtos
quimicos ou energia disponiveis, competicdo
por sitios de adesdo, melhoria da resposta
imune, melhoria da qualidade da agua, interacdo
com fitoplancton fonte de macro e
micronutrientes; e contribuicdo para a digestao

enzimatica.

3.2.1. Caracterizacdo de microrganismos

como probidticos

Algumas caracteristicas especificas séo
desejaveis que 0s microrganismos possuam para
serem classificados como probi6ticos. Sao
caracteristicas que variam de acordo com 0
animal que utilizam os probidticos, mas que de
forma geral contribuem para a melhoria do
estado de saude dos mesmos. Alguns destes
critérios sdo a resisténcia a antibidticos, a
inibicdo de patégenos, producdo de celulase,
habilidade de esporulacdo e resisténcia ao calor,
baixo pH e a bilis.

Guo et al. (2016), apresentaram um trabalho de
identificacdo e isolamento de Bacillus subtilis

do intestino de carpas capim (Ctenopharynodon

Idellus) e avaliaram o potencial de utilizacdo
desta bactéria como probiotico em aditivos
alimentares utilizados na producéo deste peixe.
Peixes saudaveis, com peso corporal de
cerca de 1500 g, foram anestesiados por imersao
num tanque contendo metanossulfonato tricaina
(MS-222). O trato digestivo foi dissecado,
cortado em

pedacos e, em seguida,

homogeneizado. O contetddo intestinal foi
homogeneizado e distribuidos em placas de
petri, para enfim serem incubados a 37°C por 24
horas. Apds crescimento, utilizando-se da
andlise filogenética e da andlise do DNA os
isolar o

autores conseguiram identificar e

Bacillus subtilis (GUO et al., 2016).

3.2.1.1. Inibicdo de Patdgenos

A  inibicio de  microrganismos
patogénicos € uma das caracteristicas mais
importantes dos probi6ticos, tendo em vista que
agem na supressdo do crescimento dos agentes
responsaveis pelas doencas que afetam todo o
desenvolvimento animal.

Guo et al. (2016) avaliaram a
capacidade do Bacillus subtilis em inibir o
crescimento de patdgenos importantes. As

bactérias  patogénicas  avaliadas  foram
Aeromonas hydrophila, Aeromonas punctata,
Edwardsiella ictaluri, Aeromonas punctata f.
intestinali, flurialis Vibrio, e Streptococcus
agalactiae. O experimento consistiu de crescer
estes microrganismos em placas que possuiam 3

pocos. Dentro destes pocos foi inserida uma
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solucdo de Bacillus subtilis. A capacidade de
inibicdo do agente patogenico foi determinada
de acordo com a o halo de inibicdo (didmetro
externo menos o diametro do poco). O Bacillus
subtilis foi capaz de inibir todos os
microrganismos patogénicos avaliados.

Flesch et al. (2014) mencionam que para
certas doengas o antibidtico deve ser utilizado
de forma sinergica com o probiotico. Por este
motivo, para que o probiotico seja eficaz em seu
mecanismo de acdo, deve possuir resistencia a
antibidticos utilizados na aquicultura para

permitir esse uso conjunto.

3.2.1.2.

antibioticos

Resisténcia do probidtico a

Pinto et al. (2006), citam que, dentre
propriedades requeridas para uma bactéria ser
considerada como um  potencial probiotico
aquatico, ela ndo deve apenas ser seguro para 0s
peixes, mas também ndo abrigarem resisténcia
adquirida e transferivel aos antibidticos. No
sentido de avaliar a resisténcia de Bacillus
subtilis a alguns antibi6ticos, Guo et al. (2016)
avaliaram a minima concentracdo de inibicdo
(MIC) ao antibioticos gentamicina, canamicina,
estreptomicina,

tetraciclina, eritromicina,

cloranfenicol, ampicilina, vancomicina e
clindamicina. MIC é a concentragdo mais baixa
de antibidtico que inibe visivel. O teste foi
realizado de acordocom o método recomendado
pela Comissdo Nacional de ClinicaLaboratory
Standards (NCCLS). Uma cepa bacteriana é

considerada resistente a um antibiético quando a

sua MIC é superior a um valor de corte
estabelecido pela Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos. As cepas de Bacillus
subtilis foram resistentes a estreptomicina,

ampicilina e clindamicina.

3.2.1.3. Producéo de Celulase

Através da analise dos trabalhos
desenvolvidos por Guo et al. (2016) foi possivel
perceber que a alta producdo de celulase €
desejavel em um microrganismo potencialmente
probidtico. Partindo do conhecimento que as
racOes sdo alimentos ricos em fibras celulésicas
alimentares , a celulase no intestino melhora a
utilizacdo dos alimentos, aumentando a
conversao alimentar e ganho de peso dos
animais.

Auger et al. (2009) avaliaram a
capacidade doBacillus subtilisem produzir a
celulase. O método consistiu basicamente de
inoculacdo do microrganismo numa placa de
petri com &gar que continha a Carboximetil-
celulose (CMC). A atividade da celulase foi
avaliada diante do raio de hidrélise da CMC,
descontando o raio da colbnia. A regido onde
ocorria a degradacdo da CMC pela celulase era
descolorida, ficando transparente. Em todos os
testes realizados, alta atividade da celulase era

registrada.

3.2.1.4. Habilidade de esporulagdo

A capacidade de esporulacdo €
interessante para o0 uso do probidtico como

aditivo alimentar. Isto se deve ao fato da forma
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esporulada das bactérias serem mais resistentes

que a forma vegetativa, favorecendo a
sobrevivéncia destas as condicGes adversa do
sistema digestivo dos animais (GUO et al,
2016).

Cepas de subtilis  foram
inoculadas e 37°C  pelos

pesquisadores Guo et al. (2016). Apés 24, 48 e

Bacillus

incubadas a

72 horas, foi realizada a contagem celular, com
auxilio do microscépio (GFM-580, Nicon) e
determinada a porcentagem de esporos em
relagdo a celulas vegetativas. Passadas as 72
horas de incubacdo, 2 das 4 cepas atingiram
100% de esporulacdo. Umas das cepas atingiu

90% de esporulacdo e a ultima apenas 65%.

3.2.15.

e bilis

Resisténcias ao calor, pH baixo,

A resisténcia as condicdes gastricas e a
bile é a caracteristica mais importante de um
probidtico, visto que este necessita chegar ao
intestino delgado viavel para que ocorra a
colonizagdo deste e os efeitos desta adesdo e
crescimento ao intestino de fato acontegam
(FADDA et al., 2017).

Guo et al. (2016) inocularam e
incubaram cepas de Bacillus subtilis a 37°C por
72 e 96 horas. Todas as células vegetativas
foram mortas por tratamento com lisozima. Os
esporos foram submetidos a 3 tratamentos
diferentes.

Primeiramente 0s esporos sofreram um
tratamento térmico onde foram aquecidos a 80,

90 e 100°C por 2, 5 e 10 minutos

respectivamente. As taxas de sobrevivéncia das
cepas eram proximas a 100% até o tratamento
de 100°C por 5 minutos. Para os ensaios de
100°C e 10 minutos, a taxa de sobrevivéncia
caia para aproximadamente 60%.

O tratamento que avaliou a resisténcia as
condicbes gastricas consistiu de expor 0s
esporos aos pH’s 1, 2 e 3 por cerca de 2 horas e
a bile fresca de carpa do limo em concentragoes
de 2,4, 6, 8 e 10% a 37°C. Foram contabilizadas
as bactérias sobreviventes.

Em relacdo a

concentragdo biliar n&o houve diferencas

significativas de sobrevivéncia entre 0s
tratamentos. Em relacdo ao pH observou-se alta
sobrevivéncia dos esporos nos tratamentos
avaliados, apesar da sobrevivéncia diminuir

com a diminuicdo do pH.

3.3. Producéo de

probioticos

microrganismos

De maneira geral, o processo de cultivo
de microrganismos se inicia com o cultivo do
microrganismos em laboratério em pequena
escala, em meio semi-solido ou liquido nas
estufas de crescimento. A seguir, ocorre a
indculo, consiste da

repicagem do que

transferéncia  de uma parcela  dos
microrganismos para um meio nutritivo para a
reproducdo dos mesmos. Esta repicagem deve
tamanhos

ser realizada em frascos com

crescentes para 0 aumento de escala da
producdo dos microrganismos. Esta operacao

deve ser realizada até que seja produzido o
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volume adequado para a inoculagdo nos reatores
bioldgicos fermentativos, que sdo 0s mais
utilizados para o cultivo de microrganismos.
Nos reatores biolégicos ocorre a inoculagdo dos
microrganismos em um meio de cultura onde
ocorrered o cultivo dos mesmos. Assim que 0

regime estacionario de crescimento for atingido,

0 cultivo contendo 0s microrganismos e 0S
nutrientes ndo consumidos sdo encaminhados
para as etapas de concentracdo e secagem da
biomassa. A Figura 2 representa um esquema do
processo de producdo de microrganismos,

incluindo os probidticos.

Figura 2— Processo geral de producao de microrganismos probi6ticos

Fonte: Autoria prépria
Os processos fermentativos, que ocorrem
nos reatores bioldgicos, sdo importantes em

diversos setores como na industria farmacéutica,

industria quimica e na agricultura. A
fermentacdo € destaque na inddstria de
alimentos, onde produtos como queijos,

iogurtes, pées, carnes, vinagres, enzimas e
diversos outros sdo obtidos através deste
processo bioldgico.

Segundo a Embrapa (2016) os processos
fermentativos estes podem ser classificados,
primariamente, em dois tipos: a fermentacdo em
estado semi-sélido (FSS) e fermentacdo
submersa (FS).

A fermentacdo em estado semi-solido
consiste de uma fermentacdo onde o substrato
estd no estado sélido, praticamente em auséncia
de agua livre, porém, com umidade suficiente

para o crescimento e metabolismo microbianos

(ZANCHETTA, 2012). Esta técnica reproduz
procedimentos naturais como a ensilagem e a
onde filamentosos

compostagem, fungos

crescem sob a biomassa, utilizando-se da
excrecdo de enzimas para degrada-la e, assim,
utilizar seus nutrientes para a
sobrevivéncia. (SINGHANIA et al., 2009).

A fermentacdo submersa consiste na

propria

utilizacdo de um meio de cultura onde o0s
nutrientes se encontram em meio aquoso,
dissolvidos ou em suspensdo. E o método de
fermentacdo mais utilizado nas aplicacdes
industriais, tendo em vista que 0 meio mais
homogéneo, melhora a transferéncia de calor e
massa e controle das varidveis de processo é
mais eficiente (FAZENDA et al., 2008). A
Figura 3 esquematiza os tipos de reatores

associados a cada tipo de fermentagéo.
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BIORREATORES —

Figura 3 — Tipos de reatores biol6gicos baseado em Silva (2010)

CELULAS NO MEIO DE
CULTURA

TIPOS DE FERMENTAGCAO

Células/Enzimas

Livres

Fermentagao em
—  fase aquosa
(Submersa)

Células/Enzimas
Imobilizadas

|| Células/Enzimas
Confinadas

Fermentagdo em
— fase ndo-aquosa
(Semi-solida)

Fonte: Autoria prépria
Silva (2010)
crescimento de Bacillus subtilis em biorreator
de tanque agitado (STR), modelo Biostat B. (B.

realizou estudos de

Braun Biotech International) de 5L. Para cada
batelada experimental, um in6culo de densidade
Gtica igual a 1,0 = 0,1 foram adicionados ao
meio de cultivo numa concentracdo de 4% (v/v).
Os cultivos foram conduzidos por 96 horas, sem
controle de pH e com 2,5 L de meio de cultura.

(2013)

fermentacdo semi-solida em reatores tipo sacos

Aguirre utilizou-se da
plasticos para a producdo de Bacillus sp. O
meio de cultura foi preparado por misturas de
farelo de trigo, arroz e de soja e como material
de suporte inerte foi usada a casca de arroz. A
granulometria do meio de cultura foi de 0,55
mm. O tamanho das particulas foi selecionado
atraves do peneiramento em peneiras agitadas,

onde foram coletadas as particulas retidas entre

TIPOS DE REATORES

Agitados Mecanicamente
Coluna de Bolhas

Agitados Pneumaticamente —[
Air-Lift

Fluxo Pistonado

Leito Fixo

Leito Fluidizado

Membranas Planas

Fibra Oca

Estatico (Bandejas)
Agitados (Tambor Rotativo)

Leito Fixo

Leito Fluidizado (Gas-Sélido)

as peneiras MESH 48 e MESH 28. O meio foi
enriquecido com a solucéo nutriente.

Na fermentacdo foram utilizados 30
gramas de meio de cultura cuja composicdo foi
de 50% farelo de soja, 20% de farelo de arroz,
20 % de farelo de trigo e 10% casca de arroz,
com 50 % de umidade. O meio foi esterilizado a
121°C por 15 minutos. Apos a esterilizacdo, o
meio foi umidificado com solugdo 3S e
inoculado com 6 mL de solucdo de Bacillus sp,
por meio de seringa hipodérmica em ambiente
estéril. A fermentacdo ocorreu na temperatura
de 30°C por 96 horas.

Segundo Voss (2013),0s
biorreatores airlift sdo reatores pneumaticos que se
diferenciam de outros reatores pneumaticos pelo
tipo de fluxo de ar empregado. A circulacdo do

liquido dentro dos reatores airlift ocorre devido ao

design do reator. O reator possui um tubo externo
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que liga o fundo a parte superior do reator, onde o
liqguido circula impulsionado pela injecdo de ar. Os
reatores do tipo airlift destacam-se dos demais
tipos de reatores, visto que a injecdo de ar promove
a aeragdo e a circulacdo de meio em altas taxas, o
qgue melhora a transferéncia de calor e massa, além
de diminuir a tensdo de cisalhamento nas células
guando comparados aos reatores de agitacdo

mecanica.

Voss (2013), utilizou um reator airlift de
5 L de volume util, com controlador de
temperatura, pH e vazédo de ar. O biorreator foi
esterilizado atraves da injecdo direta de vapor
em uma autoclave de 50 litros. O pH do reator
foi mantido em 7 e a temperatura em 30°C. O
tempo de fermentacdo foi de 28 horas, mas o
substrato foi praticamente esgotado em 24
horas, como pode ser observado nas curvas

cinéticas apresentadas na Figura 4.

Figura 4 — Cinética de crescimento de Bacillus subtilis em reator airlift

I

Biomassa. Glicose (g L)
I~

—— Glicose

—+— Biomassa

0 ! 8

Fonte: Voss (2013)

Os reatores utilizados para a producéo
de Bacillus subtilis podem variar de acordo
com a finalidade. Diante do exposto, a
fermentacdo semi-solida e os reatores tipo
STR e airlift, que sdo reatores de fermentacédo
submersa, s&0 0s mais utilizados para a
producdo do Bacillus subtilis.

As etapas subsequentes ao cultivo de
microrganismos nos reatores bioldgicos sao a

concentragdo e secagem. Para que ocorra a

1235

12 16 20 24 28
Tempo (h)

concentracdo e secagem da biomassa Sséo
realizadas operacfes unitarias de separagdo
solido-liquido.

As operacdes unitarias de separacdo-
s6lido, como a decantacdo, flotacdo,
separacdo centrifuga e filtracdo possuem o
objetivo de obtencdo de um sdlido com a
minima quantidade de
(PERRY, 2008).

A decantacdo e a flotagdo séao

agua possivel

processos de separacdo, onde a forca da
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gravidade é utilizada para separar os solidos

da fase liquida. Uma corrente com a
suspensdo entra no equipamento de onde sai
uma corrente concentrada de sélidos e outra
corrente mais concentrada da fase liquida.
Caso 0 soOlido seja mais denso que a fase
liquida, a decantacdo é utilizada. Quando os
solidos menos densos que a fase liquida a
separacdo €  realizada
(NOUREDDIN et al., 2014).

A centrifugacdo € uma operacdo de

por flotacdo

separacdo gravitacional, onde o uso da forca
centrifuga aumenta muitas vezes a forga da
gravidade que atua sobre as particulas,
diminuindo o tempo de residéncia no
equipamento. E utilizada quando a diferenca
de densidade do solido para a fase liquida
dificulta sua separacdo por decantacdo ou
flotacdo(DASSEY; THEEGALA, 2013).

A filtracdo € um método de separacéo
onde a suspensdo contendo o solido é
direcionada a um meio poroso cujos poros
possuem dimensGes menores do que 0S
solidos. Assim, este meio permite a passagem
do liquido, mas retém os soélidos, havendo
assim a separacdo dos dois componentes
(MARBELIA et al., 2016).

Os

apresentados

separadores solido-liquido

possuem limitacbes e
conseguem retirar a fase liquida da solida até
determinadas concentragfes. Quando se
deseja obter uma fracdo sélida com teores de
liquidos muito baixos, a operacdo unitaria da

secagem se faz necessaria.
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A secagem é a remocdo de um liquido

presente em um sOlido por meio da

vaporizagdo térmica, consistindo de um
processo de transferéncia de calor em sinergia
com a transferéncia de massa (POHNDORF
etal., 2016).

Apbs a secagem ser realizada o
produto contendo altas concentragdes do
microrganismo desejado pode ser utilizado
em aplicacdes diretas ou indiretas aos animais
que serdo beneficiados pelo consumo do

mesmo.

4. Concluséo

O uso de probidticos na aquicultura,
como estratégia de suplementacdo dietética,
ganha cada vez importancia. A eficiéncia da
conversdao alimentar e do ganho de peso dos
animais, aliado a diminuicdo da utilizagdo de
antibidticos sdo fatores importantissimos da
producdo de peixes que sdo associados ao uso
de probidticos. Dentro deste cenario, onde a
aquicultura é o setor alimenticio que mais
cresce no mundo, a producdo de carpas se
destaca, uma vez que esta familia de peixes é
responsavel por 72% do total de pescados
produzidos.

Dentre os probidticos utilizados no
crescimento dos ciprinideos o Bacillus subtilis
configura-se como uns dos microrganismos
de maior potencial de utilizagdo como
probidtico devido as suas caracteristicas de

estimulo ao sistema imunologico e resisténcia
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aos antibioticos mais utilizados na

aquicultura.

O processo de producdo do

microrganismo probiotico envolve o cultivo
deste em escala laboratorial e seu respectivo
aumento de escala para a utilizagdo industrial
em biorreatores. Na indlstria ainda séo

realizadas operacGes de  concentragdo e

secagem da biomassa para a utilizacdo como

aditivo alimentar.
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