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RESUMO

Atualmente, tém vindo a ser observados inumeros problemas ligados a sustentabilidade
em aquacultura convencional, devido a acumulacdo de nutrientes organicos, derivados
do resto de ragdo ndo consumida e produtos de excrecdo, resultantes dos organismos
produzidos nos sistemas de cultivo. Como alternativa, nos altimos anos, vem-se
prestando uma maior atencdo a Aquacultura Multitréfica Integrada (Integrated
Multitrophic Aquaculture — IMTA), que é um sistema de cultivo que permite um
aproveitamento de forma sustentavel da energia e matéria, através da reciclagem dos
nutrientes, possibilitando um manuseamento equilibrado do ambiente, o que se refletira
na qualidade da &gua e no bem-estar dos peixes cultivados. Com o presente trabalho
pretende-se caracterizar a microbiota bacteriana associada ao muco da pele de corvinas
(Argyrosomus regius) produzidas em diferentes sistemas IMTA. Para este efeito foram
efectuadas amostragens mensais, durante os meses de maio a novembro de 2016.
Diariamente em cada tanque foram determinados os parametros fisico-quimicos da
agua, nomeadamente o pH, a temperatura, oxigenio dissolvido, salinidade e turbidez.
Em cada amostragem foram recolhidas 6 corvinas de cada tanque, divididos em trés
sistemas de cultivo IMTA com dois replicados (IMTA 1: Peixe + Ostras + Macroalgas,
IMTA 2: Peixes + Ostras, e IMTA 3: Peixes + Macroalgas) para a recolha dos dados
biométricos (comprimento e peso) e bacterioldgicos (muco). Os resultados permitiram
observar que os parametros fisico — quimicos influenciaram fortemente na variacdo dos
parametros microbiolégicos, (teor de bactérias marinhas totais, Vibrionaceae e
Pseudomonas), rondando o nimero de bactérias marinhas totais, no muco da pele das
corvinas entre 103-10° cfu. g*. Os géneros identificados no muco da pele das corvinas
produzidas nos trés sistemas - IMTA foram Vibrio ssp., Pseudomonas spp.,
Flavobacterium spp. e Aeromonas spp.

Concluiu-se assim, que o sistema de cultivo IMTA 2, comparativamente aos outros
sistemas, foi 0 que exibiu os valores mais baixos de colonizacdo bacteriana no muco,

fator que pode estar associada a alta capacidade de filtrag&o das ostras presentes.

Palavras-chave: Aquacultura, sistemas integrados, peixes marinhos, bactérias, muco de

peixes.



ABSTRACT

Currently, there are many problems related to sustainability in conventional aquaculture
due to the accumulation of organic nutrients derived from the rest of the non-consumed
feed and excretion products resulting from the organisms produced in the cultivation
systems. As an alternative, more attention has been paid in recent years to Integrated
Multitrophic Aquaculture (IMTA), which is a cultivation system that allows a
sustainable use of energy and matter through the recycling of nutrientes. reflecting in a
better water quality well-being of farmed fish. This work intends to characterize the
bacterial microbiota associated with meagre skin mucosa (Argyrosomus regius)
produced in different IMTA systems. For this purpose monthly sampling were carried
out during the months of May to November 2016. Each day, (pH), dissolved oxygen
(ppm), salinity (psu) and turbidity were determined. In each sampling, 6 meagre were
collected from each tank, divided into three IMTA culture systems with two replicates
(IMTA 1: Fish + Oysters + Macroalgae, IMTA 2: Fish + Oysters, and IMTA 3: Fish +
Macroalgae) to collect biometric data (length and weight) and bacteriological (mucus).
The results allowed to observe that the physicochemical parameters strongly influenced
the variation of the microbiological parameters (total marine bacteria content,
Vibrionaceae and Pseudomonas), being the number of total marine bacteria in the skin
mucus of the meagre around 103-10° cfu. 9. The genera identified in the skin mucus of
the meagre produced in the three treatments were Vibrio ssp., Pseudomonas spp.,
Flavobacterium spp. and Aeromonas spp.

It was concluded that the IMTA 2 culture system, compared to other systems, showed
the lowest values of bacterial colonization in the mucus, a factor that may be associated

with the high filtration capacity of the oysters present in this system.

Keywords: Aquaculture, integrated systems, marine fish, bacteria, fish mucus.
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INTRODUCAO

1.INTRODUCAO

A aquacultura consiste na produc¢do de organismos aquéaticos em cativeiro, como peixes,
moluscos, crustaceos, equinodermes, anfibios e/ou plantas, durante pelo menos uma
fase da sua vida, envolvendo algum tipo de intervencdo do homem de forma a permitir a
sua reproducdo e manutencdo, através das praticas como a alimentacdo artificial,
protecdo contra os predadores, integragdo com outras espécies, entre outros, visando o
aumento da producédo (FAO, 2009).

Em termos de volume de producdo, a aquacultura mundial € dominada por espécies de
niveis troficos superiores, nomeadamente pela producdo de peixes na ordem de 50% e
de plantas na ordem dos 25% da biomassa produzida (FAO, 2012). Nos ultimos anos,
tem sido responsavel pelo aumento da oferta de pescado sempre que comparada com a
pesca no meio natural (FAO, 2014). Atualmente a producdo de peixes em aquacultura

representa 41,1% do total do pescado consumido a nivel mundial (FAO, 2016).

A prética de aquacultura tende a maximizar o crescimento, desempenho, eficiéncia
alimentar e resisténcia dos organismos aquaticos, tendo como finalidade a reducéo dos
custos na producdo para se tornar uma actividade rentavel (Denev et al., 2009; Aguirre-
Guzman et al., 2012). Nos ultimos anos, tém vindo a ser observados inimeros avangos
ligados a esta actividade, bem como o interesse na sustentabilidade destes sistemas de

producdo a nivel mundial (Zhang et al., 2011).

A aquacultura multitréfica integrada (Integrated Multitrophic Aquaculture — IMTA) é
um meétodo inovador de producdo de organismos aquéticos, diferente da aquacultura
convencional uma vez que, envolve o cultivo integrado de diferentes espécies com
niveis troficos diferentes (Barrington et al., 2009) e pode representar uma solucdo para a
sustentabilidade ambiental desta atividade em determinadas areas. O IMTA ndo é um
conceito novo, ha varios séculos que o sistema IMTA ¢ utilizado nos paises asiaticos,
especialmente na China. Na Europa e Canada os estudos comegaram acerca de 5
décadas atras, e s6 recentemente o conceito vem ganhando visibilidade (Hughes et al.,
2016).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1462901115300757#bib0020

INTRODUCAO

Em Portugal o IMTA é desenvolvido em tanques de terra na Estacdo Piloto de
Piscicultura de Olhdo — EPPO (IPMA) (Cunha et al., 2016), e outras zonas do pais,
particularmente em Aveiro (Algaplus e Materdqua) onde estdo a produzir ostras e

macroalgas combinadas com producdo natural de peixe (Marques, 2015).

1.1.1. Aquacultura Multitroéfica Integrada

O IMTA € um sistema de cultivo que permite o aproveitamento de forma sustentavel da
energia e materia, através da reciclagem dos nutrientes, possibilitando um maneio
equilibrado do ecossistema. Este sistema permite a integracdo de organismos de
diferentes niveis troficos, os quais desempenham fungdes bioldgicas complementares,
combinado com proporcdes adequadas. E bastante diferente do sistema convencional,
em que sao cultivadas em conjunto uma ou mais espécies com o mesmo nivel trofico,
partilhando os mesmos processos biolégicos e quimicos, 0 que posteriormente pode
potencializar um maior impacto ambiental (Chopin et al., 2008). No sistema IMTA ha
integracdo do cultivo de espécies de aquacultura alimentada artificialmente, (como
peixes ou camardo) com o0 cultivo de espécies de aquacultura extractiva organica
(moluscos) e de aquacultura extrativa inorganica (algas), criando sistemas

ambientalmente estaveis (Figura 1) (Chopin et al., 2008; Cunha et al.,2016).

Aquacultura com suplemento de Aquacultura extractiva
alimento inerte Organica Inorganica

(Peixes\ - (Bivalves) (Algas)

Matéria Inorgénica
Dissolvida
(DIM)

s /
Zona de e_utrofizacéo Matéria Organica \
(nutrientes) Particulada

(POM)

Figura 1- Representacéo esquematica do funcionamento sistema IMTA (Adaptado de Chopin, 2006).



INTRODUCAO

Os sistemas IMTA podem envolver varias combinacGes de espécies, e pode ser
realizado em sistemas marinhos ou dulgaquicolas, em aguas terrestes ou abertas (Neori
et al., 2004). Alguns sistemas incluem combina¢des como: “peixes, moluscos, algas”,
“peixes, camardo, algas”, etc. passando a ser um sistema dindmico que se altera de
acordo com as variaveis, espécies, localizacdo, época e meio ambiente, visando imitar

um sistema natural (Troell et al., 2003).

Os nutrientes organicos libertados da producéo de peixes, que causariam a eutrofizacdo
do fundo e o consequente aumento da matéria organica, servem de fonte de alimento
para as espécies extrativas de nutrientes organicos e inorganicos, permitindo a mitigacao
do problema do baixo teor de oxigénio da agua, causado pelo aumento do consumo de
oxigénio durante a decomposicao bacteriana da matéria organica por excesso (Marinho-
Soriano et al., 2011). Neste contexto, o sistema IMTA pode ser considerado, como uma
alternativa de forma a manter a sustentabilidade dos ecossistemas aquaticos, por meio
da biomitigacdo dos residuos da aquacultura, e diversificacdo econdmica da actividade
(Barrington et al., 2009; Cunha et al., 2016).

A pratica de aquacultura em sistema intensivo ou semi-intensivo, visado a obter altas
densidades em tdo pouco tempo, pode levar a possibilidade de exposicdo a alta
densidade de agentes patogénicos como parasitas, bactérias, virus, fungos, etc., que
pode causar doengas e altas taxas de mortalidades (Laidler et al., 1999), bem como levar
a perda econémica das empresas ligadas a area piscicola (Pilcher & Fryer, 1980). Uma
vez, que 0s peixes vivem em intimo contacto com o meio ambiente através das
branquias e da pele, a manutencdo da qualidade da agua é imprescindivel para o bem-
estar dos peixes, porque influéncia na variacdo dos microrganismos dentro dos sistemas
de cultivo (Mellor & Stafford, 2001).

1.1.2. Comunidade bacteriana da pele dos peixes

Os organismos vivos possuem uma comunidade diversificada de microrganismos que
vivem em associagdo com as superficies mucosas, denominado por microbiota. Em
condi¢cdes normais, 0s peixes possuem uma microbiota saudavel, que forma uma
barreira protetora nas superficies mucosas contra os agentes patogénicos. Portanto,
flutuacGes normais na estrutura da comunidade microbiana s&o esperadas devido a
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mudancas nos factores ambientais como a temperatura, salinidade, teor de oxigénio e

presenca de matéria organica (Larsen & Arias, 2014).

A colonizacéo bacteriana na superficie externa e interna do peixe (incluindo o muco, a
pele, as branquias e o trato digestivo) dependem entre outros factores, do estado de
salde do peixe. Naturalmente, a colonizacdo pode comecar no ovo e/ou fase larval,
seguindo com o desenvolvimento do peixe (Olafsen, 2001). Deste modo, 0 nimero e
variedade de microrganismos existentes no ovo, nos alimentos e agua, vai afetar a

microbiota do peixe em desenvolvimento (Austin, 2006).

Em &guas temperadas, é observado um aumento excessivo na quantidade de bactérias
encontradas no ambiente aquatico, especialmente em ambiente altamente eutrofizados
na época de verdo. Consequentemente, no inverno com a deficiéncia de nutrientes na
agua a comunidade bacteriana € diferente (Magarinos et al., 2001). Dada a influéncia da
estacdo do ano na variagcdo da comunidade bacteriana, possivelmente, o estudo da
comunidade ao longo do tempo é o mais ideal, para se entender 0s varios processos e

mecanismos que envolvem a sucessao bacteriana nos sistemas aquaticos.

Em tanques de piscicultura a carga bacteriana € maior nos meses de verdo, devido os
altos niveis de compostos organicos em suspensdo. As bactérias predominantes sao dos
géneros: Aeromonas, Citrobacter, Edwardsiella, Flavobacterium, Pseudomonas e
Vibrio (Roberts et al., 2009).

Os Vibrides sdo as principais bactérias que colonizam o muco da pele dos peixes
marinhos. As diversas espécies deste género tém diferentes nichos ecoldgicos, porém,
encontram-se geralmente distribuidas em ambientes estuarinos e/ou marinhos
(Thompson et al., 2007). A maior parte das espécies é mesofila aumentando em nimero
durante o verdo (Anacleto et al., 2013). As principais espécies marinhas de vibrios
correlacionadas com doencas em peixes sdo: Vibrio alginolyticus, V. anguillarum, V.
salmonicida, V. Ordalii, V. parahahaemolyticus, V. vulnificus e Photobacterium
damselae sub. piscicida (Diggles et al., 2000). As vibrioses séo identificadas como
doencgas secundarias e oportunistas, que se expressam geralmente no decorrer de um
desequilibrio (aumento rapido) na populagdo bacteriana deste género (Ghittino et al.,
2003; Toranzo et al., 2005; Austin & Zhang, 2006), ou desencadeadas por
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circunstancias ambientas e /ou nutricionais adversas num cultivo, circunstancias estas

que serdo determinantes na severidade do surto (Jun & Woo, 2003).

Apesar das principais espécies de bactérias conhecidas como patogénicas para peixes,
serem aerdbicas ou anaerobicas facultativas, algumas anaerdbicas restritas tém sido
isoladas no intestino dos peixes, 0 que sugere que é dificil definir uma lista discriminada
de bactérias patogénicas, devido a alta possibilidade de transformacéo de bactérias ndo
virulentas em estirpes virulentas, devido a transferéncia de genes entre as bactérias
(Rachel e Beverly, 2003), bem como sistema quorum sensing (QS), que é um poderoso
dispositivo que as bactérias utilizam contra as respostas imunitarias do hospedeiro
(Defoirdt et al., 2010; Papenfort & Bassler, 2016). Segundo Corte's et al., (2011), para
se compreender os mecanismos de ligacdo das bactérias ao muco e a pele, e os factores
que controlam esta ligacdo, é necessario conhecer varios factores como, componentes

da superficie, hidrofobicidade, viscosidade, pH do meio, fluxo da &gua, etc.

Como descrito anteriormente, que 0s peixes permanecem numa relacdo intima com o
ambiente em que vivem, havendo muitas semelhancas entre as populacdes bacterianas
dos peixes e agua, uma vez que 0S géneros de bactérias existente no muco da pele
aparenta ser semelhante ao do meio ambiente ou dieta (Apun et al., 1999; Diler et al.,
2000; Austin & Zhang, 2006). Todos os fatores inerentes manutencédo, sustentabilidade
e qualidade da &gua do meio envolvente, influenciaram na modulacdo das populacdes

bacterianas ( Bernadsky & Rosenberg, 1992 ).

1.1.2.1. Importancia da microbiota da pele do peixe

Os peixes devido ao seu modo de vida, precisam de desenvolver estratégias eficazes
para superar tanto as variacbes do meio ambiente, como a presenca de agentes
patdgenicos sejam eles de origem bioldgica ou quimica. Sendo assim, o muco da pele
dos peixes constitui a primeira barreira de defesa do organismo. O muco da pele do
peixe consegue neutralizar ou inibir a formacao de biofilme bacteriano e os seus efeitos,
uma vez que é impermeavel a maioria das bactérias e a varios patdgenicos,
imobilizando-os antes que entrem em contacto com as superficies epiteliais (Cone,
2009). A adesdo bacteriana a superficies e tecidos externos é o primeiro passo principal,
na colonizacdo dos tecidos hospedeiros e posterior ocorréncia de infecdo em regimes

patogénicos (Montgomery & Kirchman, 1994), processo mediado pelas adesinas que
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sdo complexos proteicos que se comunicam com 0s receptores existentes na superficie

da célula hospedeira (Hacker, 1992; Hoepelman & Tuomanen, 1992).

Nos peixes a camada mucosa esta associada a diversas actividades importantes, tais
como regulacdo osmdtica, locomogdo, protecdo mecénica, trocas gasosas, e actividades
antibacterianas contra diferentes patdgenicos, devido ao mecanismo de competigdo com
a microbiota presente no muco e influéncia das correntes (Fouz et al., 1991; Alexander
et al., 1992; Westerdahl et al., 1999; Mayer, 2003). As bactérias marinhas podem
desenvolver biofilmes na coluna da &gua, resistindo dessa maneira a esses mecanismos,
situacdo que pode induzir a doengas nos organismos em condi¢Oes adversas.
Contrariamente 0s peixes saudaveis impedem a coloniza¢do permanente, substituindo e
segregando continuamente 0 muco nas superficies mucosas (Nagashima et al., 2003). A
qualidade de vida dos peixes produzidos em cativeiro e/ ou na natureza dependera do
equilibrio dos trés factores esséncias para a sua manutengdo, o ambiente, satde do peixe
e agentes patogeénicos, dado que, o desequilibrio dos mesmos desencadeara a ocorréncia
de doencas (Balebona, 1994).

Segundo Benhamed et al., (2014), o muco da pele do peixe pode estar associado, a uma
funcdo seletiva de discriminar entre estirpes de bactérias patogénicas e comensais, 0 que
desempenha um papel fundamental nos mecanismos de defesa dos peixes. Mecanismos
estes que podem estar envolvidos na producdo de substancias antimicrobianas,
competicdo por nutrientes ou receptores de adesdo, inibicdo da expressdo de genes de
viruléncia, e resposta imune (Nikoskelainen et al., 2003; Kim & Austin, 2006; Balcazar
et al., 2007; Gomez & Balcazar, 2008 ). Estudos realizados por Richards et al., (2001)
e Fernandes et al., (2002), revelam que a superficie mucosa de alguns peixes também
contém uma série de péptidos antimicrobianos que exercem uma actividade contra

bactérias tanto Gram negativas como Gram positivas.

A realizagdo deste estudo, sera mais um contributo para a caracterizacdo da comunidade
bacteriana que vive associada ao muco da pele de peixes de aquacultura marinha, uma
vez que, a maioria dos estudos existentes, estdo relacionados com a caracterizagdo da
microbiota bacteriana existente no trato digestivo, maioritariamente de peixes
alimentados com racdo modificada ou suplementada com probioticos usados para
melhoria do sistema imunitario e assimilacdo dos nutrientes. Segundo Ringo et al.,
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(2000) e Makridis et al., (2005) a superficie mucosa externa ndo pode ser estudada
separadamente da situacdo geral da salde dos peixes, visto que, 0 estado de saude do
peixe é fortemente dependente da microbiota interna. Uma compreensdo geral sobre
microbiota bacteriana do muco da pele de peixes nos sistemas IMTA, poderia ser util
para se perceber a influéncia dos organismos de aquacultura com suplemento de
alimento inerte e aquacultura extrativa organica e inorganica na qualidade

microbioldgica da agua.
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1.2. OBJETIVO GERAL

O principal objetivo deste trabalho foi caracterizacdo da comunidade bacteriana do
muco da pele de corvinas cultivadas em tanques de terra em diferentes sistemas
integrados IMTA. Uma vez que 0 muco da pele do peixe tem um papel fundamental no
sistema de defesa/imunitario dos peixes contra 0s agentes patogénicos existentes no
meio ambiente. A analise do mesmo podera dar uma visdo geral sobre a qualidade

microbioldgica da agua.

1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizar a microbiota bacteriana associada ao muco de corvinas produzidas em
sistemas multitréficos integrados com ostras e macroalgas;

b) Verificar se o facto de existirem macroalgas ou ostras nestes sistemas de producdo,
altera a microbiota bacteriana associada ao muco da pele dos peixes cultivados;

c) Avaliar os parametros de crescimento dos individuos produzidos e a variacdo dos
parametros fisico-quimicos da agua, temperatura, salinidade, pH, oxigénio dissolvido e

turbidez.
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2. METODOLOGIA

2.1. Caracterizacdo da area de estudo

O estudo foi realizado em tanques de terra em Olhdo, no Instituto Portugués do Mar e
Atmosfera (IPMA), na Estacdo Piloto de Piscicultura de olhdo (EPPO) localizada no
parque natural da Ria Formosa e teve a duragdo de sete meses (maio a novembro de
2016). A agua utilizada no cultivo dos peixes é proveniente da Ria Formosa, atraves de
um sistema de circulacdo de agua aberto, entrando por um ponto da Ria e saindo pelo
outro, sob influéncia das marés (Figura 3). De maneira a diminuir as alteracdes nos
resultados por factores externos, todos os parametros relacionados com o sistema de
circulacdo da agua tais como, volume do tanque, altura da coluna da &gua, caudal e
outros, foram mantidos o mais semelhantes possivel. Os parametros fisico-quimicos da
agua, temperatura, oxigéenio dissolvido, pH e turbidez foram medidos diariamente

durante a manha pelas 9 horas.

Bomba de distribuicdo

Arejador Reservatdrio
Saida da dgua Entrada da
agua

Tanque de decantagdo

Ria Formosa

Figura 2- Descricdo esquematica do sistema de circulacdo da dgua dos tanques de terra da Estacdo Piloto
de Piscicultura de Olhéo, usados no desenvolvimento da experiéncia no ensaio IMTA (realcados a branco
e respetiva terminologia atribuida), Adaptado Google maps, 2016 (1: as setas “vermelhas” representam o
sistema de circulacédo interna da d4gua nos tanques; 2: as setas “pretas” representam o percurso de saida da
agua dos tanques para o tanque da decantacao).



METODOLOGIA

2.1.1. Desenho experimental

Para a realizacdo deste ensaio, procedeu-se a um desenho experimental composto por
trés sistemas de cultivo IMTA com dois replicados, distribuidos em seis tanques de terra
semelhantes em capacidade e biomassa de peixes, com 1,5 m de profundidade e area de
750 m?®, diferindo apenas na presenca ou auséncia de ostras ou macroalgas,

respectivamente. Como representado na figura 4 abaixo:

IMTA-1 Peixes + ostras + macroalgas Tanque 11
Tanque 16
IMTA-2 Peixes + ostras Tanque 12
Tanque 14
IMTA-3 Peixes + macroalgas Tanque 13
Tanque 15

Figura 3- Representa¢do esquematica do ensaio.

Os tanques foram povoados com corvinas (Argyrosomus regius), sargos (Diplodus
sargus) e tainhas, (Mugil cephalus) de acordo com as caracteristicas evidenciadas na
tabela 1. As ostras (Crassostrea spp.) foram distribuidas em sacos fixos em long-lines e
as macroalgas (Ulva spp.) estiveram dispostas em jangadas flutuantes substituidas
semanalmente. Troficamente os sistemas estavam divididos por consumidores
(corvinas, sargos, tainhas, ostras e zooplancton) e producdo primaria (algas, bactérias e

fitoplancton).

Tabela 1- Densidade inicial (Kg/m?®) dos organismos usados no ensaio.

IMTA-1 IMTA-2 IMTA3

Nimero Peso  Biomassa Densidade
Espécies inicial Tanquell Tanquelé Tanquel2? Tanquel4 Tanquel3 Tanquel5 médio(g) (Kg) (Kg.m?)

A. regius 9000 1500 1500 1500 1500 1500 1500 200 300 04

D. sargus 5100 850 850 850 850 850 850 65 55 0,07

M. cephalus 3300 550 550 550 550 550 550 100 55 0,07

Crassostrea, spp. 72000 18000 18000 18000 18000 - - 3 54 0,07
Ulva spp. 1200g 300g 300g - - 300g 300g - 0.3 0.0004
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2.1.2. Amostragem de parametros fisico-quimicos da agua

Para a determinacdo dos parametros fisico-quimicos da agua, nomeadamente
temperatura, salinidade, pH, oxigénio dissolvido e turbidez foi utilizada a sonda
multiparameter HANNA- modelo HI 9829.

2.1.3. Amostragem bioldgica

Mensalmente durante o periodo de estudo, recolheram-se seis corvinas de cada tanque
de terra, com recurso a pesca & cana, 0os mesmos foram mantidos vivos em baldes
contendo agua dos respetivos tanques de origem, de maneira a ndo alterar a microbiota
do muco dos peixes (Figura 5). Logo apos a recolha do muco foi determinado o peso e

comprimento total dos peixes amostrados.

Figura 4- Processo de raspagem do muco na pele do peixe na regido dorsal e acondicionamento em
eppendorfs refrigerados.

2.1.3.1. Preparacgéao dos meios de culturas

Os meios de cultura usados foram preparados com agua destilada (suplementado com
NaCl), de acordo com as instrucgdes do fabricante, exceto 0 meio Pseudomonas-CN que
foi preparado com agua do mar filtrada. O Trypticase soy agar (TSA) (OXOID) é um
meio ndo especifico, que foi usado para obtencdo do numero de bactérias totais,
enquanto o Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose (TCBS) (OXOID), como € um meio
seletivo, foi usado para isolar bactérias da familia Vibrionaceae, ndo permitindo o
crescimento de bactérias de géneros diferentes. O mesmo acontece com 0 meio
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Pseudomonas-CN (PS) (BIOKAR), especifico para o crescimento de bactérias do
género Pseudomonas. Apds a preparacdo, todos os meios foram esterilizados em
autoclave a temperatura de 121° C durante 15 minutos, em seguida, os meios foram
transferidos dentro da camara de fluxo laminar, onde foram vertidos em placa de petri
(aproximadamente 15 ml) e deixados a solidificar durante 30 minutos, seguindo-se a

marcagao e 0 armazenamento até a utilizagdo dos mesmos.

2.1.3.2. Cultivo, isolamento e selecdo das bactérias

Para o cultivo da microbiota presente no muco das corvinas fez-se um pool, através da
mistura do muco dos peixes amostrados para cada sistema IMTA (n=12), num
eppendorf contendo 900 pL de solucdo salina estéril. Apds homogeneizacdo, foram
efectuadas sucessivas diluicbes (10> 10 102 10 (figura 6). De cada uma das
dilui¢des, inoculou-se 100 pL em placas, com meios TSA, TCBS ou PS em triplicado
para cada sistema IMTA, pelo método de espalhamento com alca Drigalski. Em
seguida incubou-se na estufa a 23°C durante uma semana, sendo as colonias contadas as

48 horas e aos sete dias.

10° 10? 10? 10°
900 uL de solugdo 900 pL de solugdo 900 uL de solugdo 900 | de solugdo
salina salina salina salina
100 pL
PS
TSA TCBS

Figura 5- Esquema das diluicdes decimais (102,10, 102, 107%) a partir do pool e o processo de
plaqueamento.
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Durante o periodo de incubagédo registou-se a existéncia ou ndo de crescimento de
colonias bacterianas, realizando-se a contagem das colonias ap6s 48h e 7 dias,
validando-se as placas cujo valor de unidades formadoras de colonias (ufc’s) estavam
compreendidas entre 30 e 300 ufc’s. As colonias mais representativas foram
selecionadas, com a ajuda de uma ansa estéril descartavel, uma porcdo das colonias
selecionadas foram repicadas em TSA através de estrias de proliferagdo por 48 horas,
repetiu — se 0 mesmo processo de repicagem até se obter as colonias totalmente puras.
Todos os dados microbiolégicos das amostras de muco da pele de corvinas produzidas,

nos diferentes sistemas de cultivo integrados IMTA foram expressados em Log 10 ufc’s.

gh
2.1.3.3. Identificagdo bioquimica das bactérias

Apos isoladas e purificadas, as bactérias foram repicadas em TSA durante 24 horas afim
de se proceder a sua identificacdo bioquimica de acordo Holt (1994) e Buller (2004).
Para cada isolado, foram feitos os testes de Gram (KOH a 3%), catdlase, oxidase,
amilase, forma / mobilidade, luminescéncia, crescimento na auséncia ou presenca de sal
(0% NaCl, 3% NaCl, 5% NaCl e 10%NaCl), TCBS e Oxidacao — Fermentacao (O-F).

2.2. Selecdo de Gram (método de Levi)

O teste de Gram (KOH a 3 %) tal como a coloracdo de Gram, permite diferenciar as
bactérias em dois grupos, bactérias Gram positivas e negativas. O KOH a 3% dissolve a
parede celular das bactérias Gram —, devido a uma camada fina de peptidoglicano que
possuem, diferente das bactérias Gram +. Com auxilio de um palito estéril retirou-se um
pouco da colonia fresca e misturou-se numa gota de KOH a 3% durante 5 a 10
segundos. ApoOs este tempo, retirou-se cuidadosamente o palito e observou-se a
formacdo ou ndo de um fio de muco. Na eventualidade de formacdo do fio do muco,
trata-se de bactérias Gram negativas, caso contrario, tratam-se de bactérias Gram

positivas.

2.2.1. Teste de catalase

Esse teste baseia-se na accdo da enzima catalase metabolizar H2O». Retirou-se um

pouco da colonia fresca com ajuda de um palito estéril, e misturou-se numas gotas de
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H>0O>, considerando como resultado positivo a formagdo imediata de bolhas gasosas,

(libertacdo de O»), e negativo a auséncia de bolhas.

2.2.2. Teste de oxidase

O teste oxidase foi utilizado para detecdo da accdo desta enzima. Para tal, com auxilio
de um palito estéril retirou-se uma pequena porcdo da colonia fresca e espalhou-se
numa parte de uma fita de oxidase (Oxoid MB0266 oxidase detection strips), esperou-se
alguns segundos, até revelar o aparecimento da cor violeta / roxa escura indicando um

resultado positivo e a auséncia negativo.

2.2.3. Prova de utilizacdo da amilase

O teste de producdo da enzima amilase, foi efetuado através da inoculacao das bactérias
em placas de Petri com meio de cultura, contendo agar nutritivo + amido salubre,
suplementado com 1,5% de NaCl. As placas foram incubadas durante 24 horas e em
seguida realizaram-se as leituras. Para tal, foi adicionado aproximadamente 5ml de
lugol e mantido alguns minutos. Em seguida, a solugdo foi descartada e analisou-se a
presenca de um halo claro em torno da colonia, indicando a presenca da enzima. (Figura
7).

Figura 6- Produgdo da enzima amilase.

2.2.4. Forma / Mobilidade

Para determinacéo da forma / mobilidade colocou-se uma gota de suspensdo da colonia
previamente diluida em solucdo salina 1,5% numa lamina e sobre a gota uma lamela, e
em seguida identificou-se ao microscépio a 1000x para verificar a forma e mobilidade
das bacterias.
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2.2.5. Crescimento na auséncia ou presenca de sal

Para o crescimento na auséncia ou presenca de sal, utilizou-se um meio basal
suplementado com cloreto de sédio (concentracdo final: 3, 5 e 10% de sal), e incubou-se
durante 24 - 48 horas, observando-se a ocorréncia de crescimento bacteriano.

2.2.6. Caracterizacdo do crescimento das bactérias em meio especifico para
Vibrionaceae (TCBS).

As colonias bacterianas isoladas foram repicadas e inoculadas em placas contendo meio
de cultura TCBS durante 24 horas, observando-se a ocorréncia de colonias laranjas e

verdes (Figura 8).

Figura 7- Colonias bacterianas no meio TCBS.
2.2.7. Prova de utilizacdo da D- Glucose (O-F)

Para a determinacdo do teste Oxidacdo — Fermentativa (O-F), foi utilizado o meio de
cultura- OF basal medium (DIFCOR), suplementado com 1% de D-glucose. Cada
bactéria isolada foi inoculada em dois tubos com o meio por picada com cultura fresca,

sendo um dos tubos selado com parafina liquida e incubado durante 4 dias. (Figura 9).
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Figura 8- Processo de incubacdo das bactérias no meio O-F. a) 1° dia de incubacdo; b) apés 4 dias de
incubacéo.

Ap6s o periodo de incubacéo, a observacdo de cor amarela em ambos os tubos indicou
fermentacdo &cida a D-glucose, ambos tubos verdes ou alternado com amarelo

fermentacdo ndo oxidativa, e ambos tubos verdes negativa.

Todas as bactérias isoladas que deram positivo ao grupo bacilos Gram — néo entéricas,
segundo manual de identificacdo Bergey’s (Holt, 1994), foram analisadas utilizando-se
as galerias do kit API20 NE em conjunto com os resultados obtidos com os testes
bioguimicos realizados. Teve-se em consideracdo que as colonias utilizadas para esta
galeria tivessem 24-48h de crescimento em TSA. Com auxilio de uma zaragatoa esteril
coletou-se uma porc¢éo da colonia bacteriana e foi suspensa e homogeneizada em uma
ampola de API NaCl 0,85 AUX Medium (7ml) até sendo possivel a visualizacdo da
turbidez do meio, e com ajuda de uma pipeta de Pasteur estéril, inoculou-se a solucao
para o Kit APl 20NE (BioMérieux, Franca), repetindo-se o processo para cada bactéria
isolada. O kit foi utilizado conforme as instrucdes do fabricante e foram incubados a
23°C durante 48 horas.

Associados aos testes existentes no Kit fez-se os testes de aminoacidos (lisina, ornitina e
arginina) que consistiu em inocular 100pL de solucdo bacteriana a 1,5% de sal em
eppendorfs para cada um dos aminoacidos, sendo selados com algumas gotas de
parafina liquida e em seguida incubadas durante 48 horas, tomando como resultado

positivo 0 aparecimento de uma cor violeta e negativa por uma coloragdo amarela, bem
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como o0 antibiograma para determinacdo do perfil qualitativo de resisténcia a

antibidticos, através de discos de difusdo, utilizando agar Muller Hinton.

Os antibioticos usados foram ampicilina 25ug e agente vibriostatico O/129 10ug. Os
discos de papel com antibioticos foram dispostos, com ajuda de uma pinca previamente
esterilizada, sobre a superficie do agar Muller Hinton, previamente inoculados com as
bactérias testadas. Apos a incubacdo das placas contendo os discos de antibidticos a
23°C durante 24 horas, realizou-se a leitura das mesmas, medindo-se os didmetros dos
halos de inibicdo de crescimento em milimetros, confrontado com a tabela padréo para
os testes de suscetibilidade a antibidticos, sendo classificadas como sensiveis ou

resistentes.
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2.3. Analises estatisticas

Todos os dados foram expressos e analisados em médias, e de modo a determinar a
presenca de variagédo estatisticamente significante entre os sistemas IMTA, foi utilizado
a andlise de variagdo unidirecional (one-way ANOVA) e o teste de Tukey, com
recurso ao programa do Microsoft Office Excel 2010, com nivel de confianca de 95% (p
<0,05). Foi utilizada uma analise de componentes principais (PCA), contendo o teor
de bactérias marinhas totais (determinados em TSA), teor de Vibrionaceae (TCBS), teor
de Pseudomonas (PS), indice de condicdo (IC) e os parametros fisico-quimicos
(temperatura, turbidez, salinidade, pH e oxigénio dissolvido medidos in situ) para
distinguir as principais variaveis responsaveis pela variancia dos dados, bem como a
existéncia de correlacbes entre parametros microbioldgicos, fisico-quimicos e indice de
condigdo. Esta andlise estatistica foi realizada através do software SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) v.22. Os valores médios do peso e comprimento dos
peixes amostrados para cada IMTA, foram utilizados para calcular o indice de condicao
de Fulton (K), pela formula: K= W/L® x100, onde W = Peso (g) e L = comprimento

(cm), considerando normal os valores que estiveram proximos ou superior a 1.
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3. RESULTADOS

3.1. Parametros fisicos-quimicos da agua

RESULTADOS

Para o periodo em estudo, os valores médios dos parametros fisico-quimicos da agua,

dos tanques de cultivo utilizados, foram agregados por sistemas de cultivo (IMTA 1:
tanque 11 e 16; IMTA 2: tanque 12 e 14 e IMTA 3: tanque 13 e 15) (Tabela 2).

Tabela 2-Valores médios e desvio padrdo dos parametros fisico-quimicos da agua dos trés sistemas
IMTA: IMTA-1: Peixes + ostras + macroalgas; IMTA-2: Peixes + ostras e IMTA-3: Peixes + macroalgas.

IMTA-1
Meses Temperatura (°C)  pH Salinidade (Psu) DO (mg/L)  Turbidez (FNU)
Mai/16 21,8 £2,42 8,610,147 34,96 +1,10 6,34 £0,92 12,38 £5,20
Jun/16 25,0 +£1,80 8,59 +0,18 36,02 +0,15 6,87 1,13 18,09 +7,54
Jul/16 27,8 +1,56 8,49 +0,19 36,15 +0,15 6,06 +0,88 21,24 £8,22
Ago/16 27,7 +1,23 8,52 +0,13 36,54 +0,20 6,06 £1,11 20,40 £8,70
Set/16 25,5221 8,43 0,12 36,52 +0,32 5,87 £0,66 19,10 £8,04
Out/16 21,4 +£1,70 8,35+0,21 3531+143 5,43 £0,90 15,30 £6,24
Nov/16 17,2 £2,17 8,29 £0,18 33,53 1,60 5,64 +0,73 9,90 +4,54

IMTA-2
Mai/16 21,8 +2,40 8,62+0,17 3499+1,10 6,42 +1,04 13,89 16,78
Jun/16  25,0+1,80 8,58+0,16 36,030,17  6,95+1,14 13,40 £5,70
Jul/16 28,0 £1,50 8,56 £+0,17 36,16 0,14 6,01 £0,81 15,17 4,48
Ago/16 28,0 £1,20 8,56 £0,16 36,53 +0,15 5,97 £0,97 18,80 £5,60
Set/16 25,0 £2,30 8,47 £0,19 36,16 +2,33 5,95 +0,90 19,90 £7,13
Out/16 21,3 +1,73 8,25 +0,16 35,32 +1,46 5,25 0,52 16,24 £5,62
Nov/16 17,0 £1,94 8,22 £0,17 35,33 £1,22 5,52 +0,61 14,70 £7,42

IMTA-3
Mai/l6 21,7 +2,40 8,62+0,16 3500+1,13 6,28 +0,96 14,60 16,62
Jun/16  24,9+2,00 8,54+0,17 3597+1,06 6,80 +1,26 22,10 +17,2
Jul/16  27,8+1,00 8,51+0,14 36,16+0,13 577075 22,96 +12,8
Ago/16 28,0 +1,00 8,49+0,12 36,470,12 5,42 +0,69 23,52 +10,2
Set/16 25,0 +2,00 8,40+0,19 36,13+3,36 5,49 +0,68 22,10 +8,82
Out/16 21,4 £1,80 8,29 0,15 35,42 1,34 5,18 £0,53 16,05 £6,10
Nov/16 17,0 £2,10 8,30 £0,16 35,37 +1,22 5,17 £0,51 13,03 £6,20
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No que diz respeito a variagdo da temperatura nos trés sistemas IMTA, pode-se verificar
que a estacdo do ano teve grande influéncia na oscilagdo dos mesmos. Os valores
médios registados em todos os tanques foram muitos similares, uma vez que todos se
encontravam ao ar livre influénciados pela temperatura ambiente. Verificou-se um
aumento gradual desde maio até julho, mantendo-se contante até agosto (28°C), sendo o
mais baixo em novembro (17°C).

Os valores médios de pH oscilaram entre 8,2 e 8,6 ao longo de todo periodo de
amostragem.

Relativamente a salinidade, observou-se que ao longo do periodo de amostragem o0s
valores médios variaram muito pouco, com os valores mais altos nos meses de verao e
as variacGes mais significativas em novembro. Os teores de sais situaram-se entre 33,55
e 36,54 psu.

Em relacdo a média da evolucdo dos niveis de oxigénio dissolvido (OD) nos trés
sistemas IMTA, os mesmos oscilaram entre 524 a 6,95 mg/L, permanecendo
relativamente estaveis durante todo periodo de amostragem, sendo os valores médios
mais elevados registados no més de junho (6,87 mg/L) e os mais baixo em outubro
(5,29 mg/L). Analisando de um modo geral os valores, pode-se aferir que os niveis de
oxigenio diminuiam com o aumento da temperatura.

Comparativamente aos outros parametros estudados, a turbidez foi o que mais oscilou
em termos de valores médios, sobre tudo pela influéncia da variacdo da temperatura
durante o periodo em estudo. Os niveis mais elevados foram observados desde julho até
setembro com uma media de 20 (FNU). Avaliando os trés sistemas foi possivel perceber
que, o IMTA-3 apresentou maiores niveis de turbidez, seguindo-se o IMTA-1 e por
ultimo o IMTA-2.

3.2. Parametros microbiol6gicos

3.2.1. Teor de bactérias marinhas totais

O numero de bactérias marinhas totais presentes no muco dos peixes amostrados nos
trés sistemas IMTA, foram na ordem de 10° - 10° ufc.g’>. Ao longo do periodo de
amostragem, os valores mais altos de bactérias marinhas totais foram registadas no més
de maio, enquanto que no periodo de junho até julho, foram registadas maiores

oscilacbes em relacdo aos valores médios e os valores mais baixos em outubro e
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novembro, Porém, foram registadas diferencas estatisticas significantes nos valores
médios de bactérias marinhas totais durante o periodo de amostragem nos trés sistemas
IMTA (Anova, P < 0,05; F= 3,86) (Figura 9A).

3.2.2. Teor de Vibrionaceae

O numero de Vibrionaceae variou entre 10? — 10* ufc.g . Os valores médios mais altos
foram observados no periodo de junho até setembro, por conseguinte 0s meses de
outubro e novembro apresentaram os valores mais baixos. Entretanto, foram verificadas
diferencas estatisticas significantes na variacdo da taxa de Vibrionaceae ao longo do
periodo de estudo nos trés sistemas IMTA (Anova, P < 0,05; F=7,67) (Figura 9B).

3.2.3. Teor de Pseudomonas spp.

O ndmero de Pseudomonas spp. rondou entre 10 -10° ufc.g?, sendo o que mais variou
em termos de valores de ufc’s, ndo apresentando crescimento de colonias viaveis em
maio e junho. Os valores mais altos foram observados em agosto e os mais baixos em
novembro. N&o obstante, foram observadas diferencas estatisticas significativas na
variacdo de ocorréncia de Pseudomonas spp. entre os sistemas durante o periodo em
estudo (Anova, P < 0,05; F= 1,74) (Figura 9C).
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Figura 9- Variacdo dos teores de bacterias marinhas totais (A), Vibrionaceae (B), e Pseudomonas spp. (C)
ao longo do periodo de amostragem nos trés sistemas IMTA: IMTA-1: Peixes + ostras + algas; IMTA-2:
Peixes + ostras e IMTA-3: Peixes + macroalgas.

3.3. Relacdo entre os parametros microbiolégicos, parametros fisico-

guimicos da agua e indice de condicao.

Na figura 10, observa-se que os valores médios das bactérias marinhas totais ao longo
do periodo de amostragem apresentaram-se ligeiramente estaveis, estando em torno de
3.1 x 10* ufc’s. g%, com valores mais altos em maio e junho, em comparagio com o0s
valores médios de vibrionacea que foram 3.4 x 10° ufc’s.g?, verificando-se um
aumento ligeiro no més de junho com a subida da temperatura, estabilizando-se a seguir

nos meses subsequentes, com relacdo a Pseudomonas, ndo se observou crescimento de
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colonias viaveis em maio e junho, e as ufc’s permaneceram em volta 2.2 x 102
ufc’s.g®. Ao longo do periodo de amostragem, foi possivel verificar que o indice de
condicdo apresentou o pico mais alto no més de agosto, sendo os valores observados

aceitavel para a especie maior >1.
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Figura 10- Relagdo entre os pardmetros microbiol6gicos e o indice de condicdo das corvinas
(Argyrosomus regius) no IMTA-1: Peixes + ostras + macroalgas. (TSA: Bactérias marinhas totais,
TCBS: Vibrionaceae, PS: Pseudomonas spp., IC- indice de condicéo).

Analisando de forma global, a analise de componentes principais (PCA), explicou
90,4% da variabilidade total dos dados, estando 59,6 % explicado pela dimensdo 1 e
31,8 % explicada pela dimensao 2. Tanto a dimensao 1 (a = 0,93) e a dimensao 2 (o =
0,77), apresentaram uma consisténcia interna satisfatéria. Com relagcdo a dimenséo 1,
verificou-se que os parametros fisico-quimicos com os valores, mais elevados foram a
temperatura € o pH, ja os microbiolégicos foram os TCBS (Vibrionaceae) e PS

(Pseudomonas spp.), na dimenséo 2 o indice com maior valor foi o IC (Figura 11).
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Figura 11 - Representacdo grafica da analise de componentes principais para a verificacdo da relagdo
entre os parametros fisico-quimicos, microbiolégicos e indice de condicdo das corvinas (Argyrosomus
regius) no IMTA-1: Peixes + ostras + macroalgas. (TSA: Bactérias marinhas totais, TCBS:
Vibrionaceae, PS: Pseudomonas spp., IC- indice de condigao).

Entretanto, pode-se verificar que o IC ndo foi influenciado por outras varidveis, no
entanto, inversamente correlacionada com o teor de bactérias marinhas totais (TSA) que
foi influenciado pelo nivel de oxigénio dissolvido. Contrariamente, a PS (Pseudomonas
spp.), TCBS (Vibrionaceae), temperatura, salinidade, pH e a turbidez estiveram

fortemente relacionadas formando um Gnico grupo.

Na figura 12, observou-se a ocorréncia de variacdo no numero de bactérias marinhas
totais nos primeiros meses de amostragem, havendo uma descida das mesmas de junho
a julho, voltando a subir em agosto, comportamento observado também no indice de
condicdo dos peixes, os valores médios estiveram em torno de 1.5 x10% ufc’s.g, no
que concerne as percentagens de vibrionacea foram mais altas de junho a agosto, com
média em volta de 1.0 x10% ufc’s.g?, foi observado também a auséncia de crescimento
colonias viaveis no meio pseudomonas em maio e junho, exibindo o pico mais alto em

agosto, os valores médios foram de 3.1 x10? ufc’s.g* .
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Figura 12 - Relacdo entre os parametros microbioldgicos e o indice de condicdo das corvinas
(Argyrosomus regius) no IMTA-2: Peixes + ostras. (TSA: Bactérias marinhas totais, TCBS:
Vibrionaceae, PS: Pseudomonas spp., IC- indice de condi¢&o).

Observando a distribuicdo das variaveis, através da analise de PCA identificou-se que
algumas encontra-se muitos dispersas umas das outras e que 0s parametros que mais
influiram na distribuicdo das bactérias neste caso foram o pH e oxigénio dissolvido. O
modelo explicou 79,7% da variancia total, sendo 47,6% explicado pela dimenséo 1 e
32,1 explicado pela dimensdo 2. A consisténcia interna da dimensao 1 ¢ de a = 0,88 ¢
da dimensdao 2 é de o = 0,77 ambas consideradas satisfatorias, na dimensdo 1 as
variaveis com os valores mais altos foram, parametros fisico-quimicos (pH e oxigénio
dissolvido) e microbioldgicos (TCBS — Vibrionaceae), ja na dimensdo 2 as variaveis
com os valores mais altos foram a salinidade e turbidez, e os microbiolégicos foi o PS

(Pseudomonas spp.) (Figura 13).
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Figura 13 - Representacdo grafica da analise de componentes principais para a verificacdo da relagéo
entre os parametros fisico-quimicos, microbioldgicos e indice de condicdo das corvinas (Argyrosomus
regius) no IMTA-2: Peixes + ostras. (TSA: Bactérias marinhas totais, TCBS: Vibrionaceae e PS:
Pseudomonas spp., IC- indice de condicéo).

De um modo geral, verifica-se que o IC ndo foi influénciado por outras variaveis,
enquanto que o teor de bactérias marinhas totais (TSA) esteve inversamente relacionada
aos niveis de turbidez, ao contrario, das outras variaveis formaram dois grupos, sendo, a
salinidade, PS (Pseudomonas spp.) e temperatura muito proximas, seguidas pelas

(TCBS - Vibrionaceae), oxigénio dissolvido e pH, igualmente.

Na figura 14, as bactérias marinhas totais exibiram valores médios de 2.0 x10* ufc’s.g?,
estando mais ou menos estaveis e altos no periodo de julho a setembro, quanto as
Vibrionacea e Pseudomonas apresentaram valores muito proximos ao do periodo de
amostragem, com valores médios em torno de 1.0 x10% e 3.0 x10? ufc’s’.g*,
respectivamente, com um pequeno incremento no més de junho para vibrionacea e
nenhum crescimento em maio e julho para as Pseudomonas. Diferente do IMTA-1 e
IMTA-2, o indice de condicdo no IMTA-3 apresentou dois picos nos meses de junho e

outubro, e uma descida més de julho.
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Figura 14- Relagdo entre os pardmetros microbiol6gicos e o indice de condicdo das corvinas
(Argyrosomus regius) no IMTA-3: Peixes + macroalgas. (TSA: Bactérias marinhas totais, TCBS:
Vibrionaceae, PS: Pseudomonas spp., IC- indice de condi¢&o).

Da analise de componentes principais (PCA), observou-se que o modelo explicou
89,6% da variancia da total, onde 48,5% ¢é explicada pela dimensdo 1 e 41,0% pela
dimensao 2. Ambas apresentam consisténcias internas satisfatorias com valores de a =
0,89 e 0,85, respectivamente. Sobre a dimensdo 1, as variaveis mais significativas foram
a salinidade, turbidez e IC, a varidvel temperatura foi a que apresentou maior peso na
dimenséo 2. (Figura 15)
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Figura 15 - Representacdo grafica da analise de componentes principais para a verificagdo da relagdo
entre os parametros fisico-quimicos, microbiolégicos e indice de condi¢do das corvinas (Argyrosomus
regius) no no IMTA-3: Peixes + macroalgas. TSA: Bactérias marinhas totais, TCBS: Vibrionaceae, e PS:
Pseudomonas spp., IC- indice de condigdo).
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De um modo geral, verifica-se que o IC e a salinidade, estiveram diametralmente
opostas com o teor de bactérias marinhas totais (TSA) e o pH. Contrariamente, o
oxigénio dissolvido, TCBS (Vibrionaceae), PS (Pseudomonas spp.), temperatura e a

turbidez estiveram muito relacionados formaram um Unico grupo.

3.4. Caracterizacdo da comunidade bacteriana

A identificacdo bacterioldgica do muco da pele de corvinas produzidas nos diferentes
sistemas IMTA dos tanques de terra existes na EPPO, mostrou que a comunidade
bacteriana é formanda maioritariamente por bactérias dos géneros Vibrio spp.,
Pseudomonas spp., Flavobacterium spp. e Aeromonas spp. De um do geral observou-se
que em todos os IMTA houve interferéncia na colonizacdo bacteriana ao longo do

periodo de amostragem, exceto nos meses de julho, setembro e novembro.

Em relacdo a distribuicdo dos géneros bacterianos para cada més no IMTA-L,
constatou-se que ndo houve uma uniformidade na distribuicdo dos mesmos.
Relativamente a abundancia, o género mais representativo foi o Vibrio spp., estando
presente em quase todos meses, com uma maior ocorréncia no més de junho (50%),
para além do género Pseudomonas spp. (20%). Nos meses de julho e outubro, verificou
a presenca de todos os géneros identificados, diferente de setembro e novembro que foi
dominante pelos géneros Flavobacterium spp. na ordem de 30% e Vibrio spp. com

20%, respectivamente.

Relativamente ao IMTA-2, o genero com maior representatividade foi Vibrio spp.,
seguido por Flavobacterium spp. e Pseudomonas spp., e ndo se verificou a ocorréncia
de Aeromonas spp. Em termos de colonizacdo, nos meses de junho, agosto e outubro
verificou-se somente a ocorréncia de bactérias dos géneros Pseudomonas spp. e Vibrio
spp, sendo os meses de junho (60%) e agosto (30%) dominados pelo género Vibrio spp.
e outubro por Pseudomonas spp. (40%), em contraste, com o0s meses de julho, setembro
e novembro nos quais a ocorréncia predominante foi os géneros Flavobacterium spp e
Vibrio spp., sendo o més de setembro com a maior ocorréncia Flavobacterium
spp.(40%) e Vibrio spp. (30%), por conseguinte, 0 més de julho foi 0 que apresentou a
menor ocorréncia na ordem de 10%.
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No IMTA-3, ndo se verificou semelhanga na distribuicdo dos géneros ao longo de
periodo de amostragem. Os géneros mais representativos foram Vibrio spp. ocorrendo
em todos os meses e Flavobacterium spp. que ndo ocorreram em julho e agosto. Os
meses de julho, agosto e outubro foram 0s que apresentaram maior representatividade
bacteriana, conotando uma maior interferéncia na colonizagdo nestes meses, com
excegdo aos meses de junho, setembro e novembro. Observou-se a também a presenca
de Pseudomonas spp. em junho e outubro na disposicao de 10%, e Aeromonas spp. em
julho, agosto e outubro na ordem de 20%. Relativamente a colonizagdo no més de
novembro, o género mais abundante no muco da pele de corvinas foi Vibrio spp.,
estando a 30% (Figura 16).
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Figura 16- Abundancia relativa (%) dos géneros bacterianos identificados nos trés sistemas de cultivo

IMTA, IMTA-1: Peixes + ostras + macroalgas; IMTA-2: Peixes + ostras e IMTA-3: Peixes + macroalgas,
ao longo do periodo de amostragem.
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4. DISCUSSAO

Com este trabalho, pretendeu-se caracterizar a comunidade bacteriana do muco da pele
de corvinas produzidas em diferentes sistemas IMTA, bem como, a influéncia dos
parametros fisico-quimicos da agua na colonizacgdo e distribuicdo das mesmas ao longo
de periodo de estudo. Segundo Dionisio et al., (2000), o ambiente marinho, através da
sua auto capacidade de renovacdo, permite-lhe estabelecer o seu proprio equilibrio,
diferente dos sistemas semifechados como é caso da Ria formosa essa capacidade pode
ser fortemente influenciada por vérios fatores externos. As populagdes bacterianas,
estdo fortemente correlacionadas com o meio ambiente, uma vez que apresentam um
ciclo de vida muito curto, as condi¢ces ambientais adversas podem-se refletir

rapidamente no tipo e quantidade de bactérias presentes (Dionisio, 1996).

4.1. Parametros fisico-quimicos

A temperatura € um dos principais parametros ambientais, que atua no controlo
populacional no meio aquatico, condicionando a influéncia de outros parametros fisico-
quimicos, bem como, o controlo do crescimento e reproducdo dos organismos
(Dionisio, 1996; Body, 1999), porém, o resultado da temperatura no ambiente marinho
natural, ndo se determina isoladamente, sendo possivel apenas quando se conhece 0s
outros factores envolvidos (Rheinheimer, 1992). O aumento da temperatura pode
despoletar 0 aumento da concentracdo bacteriana, que posteriormente desencadeia o

aumento do consumo de oxigénio (Melo, et al., 1990).

Os valores médios de temperatura registados neste estudo, maxima 28°C (agosto) e
minima 17°C (novembro), vao de acordo aos obtidos por outros autores que realizaram
estudos no sistema lagunar da Ria Formosa, tais como: Brito et al., (2010); Chicharo et
al., (2012); Cabaco & Santos, (2014) e Martinez-Cegro et al., (2014). Estas variacdes
segundo Calvario (1995), podem ser explicadas pela accdo das temperaturas

atmosféricas que variam ao longo do ano.

Relativamente ao pH, o ambiente marinho exibe um pH que varia em torno de 7,5 e 8,5,

podendo ser influenciado por varios factores tais como, nivel de oxigénio dissolvido,
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temperatura, actividades fotossintéticas e pressdo, de acordo com Rozen & Belkin,
(2001). As bactérias geralmente crescem melhor numa faixa de pH préxima da
neutralidade (6,5 e 7,5), existindo poucas que crescem em meios acidos em torno de 4, e

outras muitissimas tolerantes as condi¢des acidas (Pelczar et al., 1993).

Os valores médios registados de pH nos trés sistemas IMTA (8,2 e 8,6), sdo similares
aos de outros estudos na Ria formosa, como por exemplo Branco, (2003); Chicharo et
al., (2012); com valores medios que rondavam (8,0 e 8,8). Lima (1992) e Gamito
(1994), reportaram em tanques de cultivo no estuario do Sado e lagoas na zona costeira
da Ria formosa, valores médios de pH em volta de 8,4. Estando todos em conformidade
com os valores padrdo para dguas dos oceanos (Isnansetyo et al., 2014), podendo ser
considerado um factor menos importante na variacdo das bactérias devido as pequenas

variacdes observadas (Tortora et al., 2000).

Segundo Dionisio et al., (2000) a salinidade ¢ um parametro que delimita a distribuicdo
dos organismos marinhos. A maioria das bactérias marinhas sdo halofilas, crescendo
melhor em concentracGes de 2,5 a 4,0% de NaCl (Pelczar et al., 1993), uma vez, que
elas necessitam de grande concentracdo de ido sodio para manter a integridade
membranar (Prescott et al., 1996). A salinidade exerce grande pressdo sobre a

velocidade de crescimento, fisiologia e reproducdo da microbiota (De Oliveira, 1990).

Os valores médios de salinidade observados (entre 33,55 e 36,54 psu), nos trés IMTA
durante o periodo de amostragem, sdo semelhantes aos apresentados por outros autores
para esta area. Barbosa (1989), Newton & Mudge (2003), Chicharo et al., (2012),
observaram valores que rondavam entre 30,80 e 35,19 psu; ja Dionisio et al., (2000)
durante um periodo de 2 anos de amostragem, obteve valores que oscilaram entre 25 e
37 psu.

Relativamente as ligeiras variacfes observadas no periodo de setembro até novembro,
pode estar associado a ocorréncia de precipitacdo, bem como a dindmica entre a
evaporacao e precipitacdo, uma vez que, geralmente os niveis mais altos séo observados
no verao e baixos no inverno. (Jeyageetha et al., 2015; Smith et al., 2016; Velez et al.,
2016). Dionisio et al., (2000).
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O teor de oxigénio dissolvido no habitat marinho, pode ser considerado como um dos
fatores primordiais, que determinam a sobrevivéncia e abundancia dos organismos. E
influenciado principalmente pela variacdo da temperatura e salinidade, visto que, a sua
capacidade de dissolucdo, diminui com a medida que a temperatura e salinidade
aumenta. Em &guas com baixos teores em oxigénio, pequenas alteracbes podem
desencadear importantes modificagcbes na populacdo bacteriana (Rheinheimer, 1992;
Peixoto, 2008; Kaiser et al., 2011, Miller & Wheeler, 2016).

Relativamente, aos valores médios de oxigénio dissolvido obtidos ao longo do periodo
de amostragem (5,24 e 6,95 m/L), pode-se afirmar que estdo proximos dos obtidos por
Dionisio (1996), no qual para a mesma época de estudo os valores oscilaram entre 5,95
e 7,93 mg/L, bem como, Branco (2003), com valores oscilando entre 6,4 a 7,5 mg/L. Os
niveis de oxigénio dissolvido oscilaram em funcdo a variacdo da temperatura,
diminuindo com o aumento da mesma. Condi¢do que pode estar relacionada com o
aumento da abundancia de organismos fotossintéticos e uma actividade bacteriana
maior ligada a decomposicdo da matéria organica no sedimento, por causa das altas
temperaturas o que leva a um maior consumo de oxigénio (Kaiser et al., 2011; Miller &
Wheeler, 2016).

No que diz respeito a turbidez, é um dos parametros que influéncia grandemente a
dindmica das bactérias no meio aquatico, sendo resultado de altas concentracbes de
matéria em suspensdo na agua, de origem organica ou mineral. Assim, quanto maior a
concentracdo de particulas de natureza organica ou inorganica, maior a turbidez
(Rheinheimer, 1992).

Ao longo do periodo de estudo, verificou-se que entre os parametros analisados este foi
um dos que mais variou, principalmente nos meses mais quentes. Esta condicdo pode
estar associada ao facto de que o aumento da temperatura pode ocasionar 0 aumento da
concentracdo da matériaa organicaa (preveniente da ragdo ndo consumida e excretada),
e consequentemente 0 aumento da carga bacteriana, uma vez que, encontram neste
material, alimentacdo e substrato. De acordo com Constantin et al., (2016) e Suominen

& Tolvanen, (2016), os valores de niveis de turbidez podem modificar-se ao longo de
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um determinado tempo, dado que, essa variacdo pode ser atribuida a processos
relacionados como, eutrofizagdo, condicbes climaticas, ciclos sazonais, varia¢do natural

das intrus6es de aguas fluviais, turvas, etc.

Relativamente a diferenca entre os valores medios observados nos 3 sistemas IMTA, 0s
altos valores de turbidez registados no IMTA-3 (Peixes + Algas), pode estar associado a
alta concentracdo de microalgas, que sdo grande parte das particulas orgéanicas que
causam turbidez, bem como a presenca de macroalgas. De acordo com Troell et al.,
(2003), as algas aproveitam a energia solar e os nutrientes disponiveis, provenientes da
excrecdo e ra¢do ndo consumida (especialmente compostos azotados, fésforo e carbono)
para realizar a fotossintese de modo a aumentar a biomassa, enquanto assimilam os

nutrientes inorganicos na agua.

Por outro lado, a observacdo de niveis mais baixos de turbidez no IMTA-2 (Peixes +
ostras), estard associada ao facto de ostras, como seres filtradores, poderem reter os
microrganismos que se encontram na agua (Trollope,1984). Esta acumulacdo de
microrganismos € influenciada por diferentes processos, como por exemplo as
diferentes taxas de sobrevivéncia e acumulagdo, que dependem do processo de selegéo
dos microrganismos no interior dos bivalves, tendo como base de selecdo, a forma, o
tamanho das células bacterianas, e a sua resisténcia a acdo das enzimas digestivas

presente nos moluscos (Bettencourt et al., 2012).

4.2. Parametros microbiol6gicos

Analisando de modo geral os resultados, observou-se que tanto as contagens de ufc’s
feitas em meio TSA, TCBS, como em meio Pseudomonas-CN, apresentaram um padréo
de distribuicdo ndo uniforme ao longo do periodo de amostragem. O niumero de
bactérias marinhas totais (TSA) compreende o teor de Vibrionacea, Pseudomonas ssp.,
Flavobacterium spp e Aeromonas spp. por esse motivo, observaram-se valores mais
altos de bactérias de marinhas totais, relativamente com os valores de Vibrionacea e

Pseudomonas spp.

O nimero de bactérias marinhas totais obtidos em torno de 10° - 10° ufc.g™, estdo de

acordo com Huss (1995), que afirma que a carga bacteriana na superficie da pele dos
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peixes pode varia de 102 — 107 ufc.g™®. Segundo Kepner & Pratt (1994), a estimativa do
nimero de bactérias totais e a sua biomassa, serve de base importante para a
compreensdo da funcdo desempenhada pelos microrganismos no ambiente marinho. A
variacdo dos valores medios das bactérias marinhas totais, nos trés sistemas IMTA ao
longo do periodo de amostragem, pode estar associado a variagao dos parametros fisico-
quimicos, particularmente a temperatura, aumento dos niveis de nutrientes e a

renovacao da agua.

O teor de ufc’s de Vibrionacea, teve uma distribuicdo normal ao longo dos meses de
amostragem nos trés sistemas IMTA. Os niveis mais altos observados nos meses mais
quentes devem-se ao facto de que, 0 aumento excessivo da temperatura desencadear
uma proliferacdo excessiva das mesmas (Barbosa, 1989; Diggles et al., 2000; Anacleto
et al., 2013). O interior da Ria formosa, em termos de abundancia e biomassa da
comunidade bacteriana, apresenta um ciclo sazonal unimodal, com picos mais altos no
verdo (Barbosa, 2006).

O teor de ufc’s de Pseudomonas, em relacdo aos outros teores estudados foi o que
apresentou uma maior discrepancia. A ndo ocorréncia de colonias viaveis no meio
Pseudomonas-CN no periodo de maio até junho, pode estar associada a sucessao

ecologica na agua devido a variacdo da temperatura (Yagoub, 2009).

4.3. Relacdo entre os parametros microbioldgicos, parametros fisico-

quimicos da agua e indice de condicéo (IC)

No IMTA-1, através da analise das varaveis estudadas, permitiu observar que o IC nao
foi influenciado pelos parametros microbioldgicos. Segundo Arts & Kohler (2009), o IC
é uma ferramenta essencial para determinacao do estado de salde dos peixes, porém, é
necessario determinar e avaliar outros factores envolventes. Campana et al., (1996) e
Kumlu et al., (2000), descreveram a temperatura e a salinidade entre os diversos
factores fisico-quimicos, como os mais importantes que controlam o desenvolvimento e
0 crescimento dos peixes, visto que, influenciam diretamente a taxa metabolica, fazendo
COMO que 0S peixes comam mais, e subsequente aumentem de peso, estabilizando-se
com a descida da temperatura, comportamento verificado no IC neste sistema, com o

pico mais alto em agosto.
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A relacdo verificada entre o teor de Vibrionacea e a temperatura, vai de acordo com 0s
resultados obtidos por outros autores, Lhafi & Kiihne (2007) e Ripabelli et al., (1999),
relativamente a auséncia de relacdo entre o nimero de bactérias marinhas totais e a
temperatura, segundo Dos Santos (2011), pode estar associado a abundancia bacteriana

da Ria formosa de onde provém a &gua dos tanques utilizados no ensaio.

No IMTA-2, verificou-se uma maior dispersdo das variaveis estudadas, bem como a
auséncia de correlagdes significativas entre os parametros microbiologicos e o IC. De
acordo com Younger et al., (2003), estas varia¢oes resultam da influenciam de diversos
factores, atuando isoladamente ou em conjunto, compreendendo: temperatura,
salinidade, oxigénio dissolvido, alteracbes na actividade biologica das espécies,

sazonalidade das precipitacfes, entre outros.

O comportamento observado do IC, com a descida no mesmo no més junho, pode estar
associada ao surto do parasita dinoflagelado Amyloodinium ocellatum, situacdo que
pode ocasionar a surgimento de doencas oportunistas por causa do enfraquecimento do
sistema imunitario. Segundo Soares et al., (2012), a ocorréncia de uma doengca infeciosa
é normal, porém, pode se observar uma diminuicdo do IC de peixes doentes em
comparacdo com IC de peixes saudaveis. As relacdes observadas entre Vibrionacea,
Pseudomonas spp., com a temperatura, turbidez e oxigénio dissolvido, deve-se ao
aumento temperatura (Begon et al., 2007, Mariano-Soriano et al., 2011). Associado a
estes resultados, pode estar o sistema de cultivo (Peixes + ostras), as ostras alimentam-
se particularmente de fitoplancton e matéria organica em suspensdo, incluindo
microalgas, bactérias e outros, essas qualidades tornam-as dos organismos mais

utilizados em culturas integradas (Martinez-Cordova & Martinez-Porchas, 2006).

No IMTA-3, registou-se auséncia de relagdes entre os parametros microbioldgicos com
o0 IC tal como no IMTA-2, podendo ser justificados pelas mesmas razdes. O IC ao longo
do periodo de amostragem apresentou dois picos em junho e outubro, variagbes que
podem estar relacionadas ao aumento da temperatura no més de junho e a ocorréncia de
precipitacdes no més de outubro. Segundo De Abreu (2014), a auséncia de ostras neste

sistema de cultivo, pode denotar a inexisténcia de uma predagdo efetiva e/ou
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direcionada ao fitoplancton, além, da existéncia de quantidade de nutrientes proveniente

dos produtos de excre¢éo e do alimento ndo consumido.

4.4. Caracterizacdo da comunidade bacteriana

Ao longo do periodo de estudo, verificou-se que a comunidade bacteriana é formada
maioritariamente, por bactérias dos géneros Vibrio spp., Pseudomonas spp., Aeromonas
spp. e Flavobacterium spp., resultados semelhantes foram obtidos por Dos Santos
(2011).

A distribuicdo desigual dos géneros bacterianos ao longo do periodo de estudo, entre 0s
trés sistemas de cultivo integrado IMTA, podera estar relacionada com a comunidade
bioldgica que as constituem e com a dindmica em si do ecossistema, visto que, a agua
utilizada nos tanques de cultivo é proveniente da Ria Formosa e ndo passa a nenhum
sistema de tratamento. Segundo Cahill (1990), as bactérias ligadas a superficie dos

peixes aparentam refletir a comunidade de bactérias da agua em que vivem.

Neste estudo, esperava-se que o0 numero de bactérias fosse mais baixo no IMTA-1, pelo
facto de albergar o maior nimero de nichos ecol6gicos. No entanto, o IMTA- 2 foi o
que apresentou 0s nimeros mais baixos, bem como, a ndo ocorréncia de bactérias do
género Aeromonas spp., este resultado poderia ser explicado pelo facto de que, as ostras
apresentarem um alto poder de filtracdo da matéria organica e serem altamente seletivas

com algumas bactérias (Christo, 2006).

O género Vibrio spp. foi 0 mais abundante, comparativamente aos outros. Vibrio sdo as
principais bactérias que colonizam o muco dos peixes marinhos, comumente
encontrados em ambientes marinhos e estuarinos, podendo causar doencas a peixes e
outros organismos aquaticos (Diggles et al., 2000). A sua abundancia é condicionada
pela variacdo da temperatura (Snoussi et al., 2006). De acordo com Cahill (1990) as
bactérias dos géneros Vibrio, Pseudomonas e Aeromonas, fazem parte do grupo das
bactérias patogénicas, sendo, no entanto, comum isola-las em peixes saudaveis, que em
condicBes de desequilibrio do sistema imunitario dos peixes, podem induzir a

ocorréncia de patologias, ja que algumas delas sdo patogenos primarios (Farkas, 1985).
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As variagdes na constituicdo e densidade da microbiota bacteriana, bem como dos
pardmetros fisico-quimicos influenciaram na dindmica dos ecossistemas aquéticos.
Segundo Rebougas (2010), dentro dos sistemas aquéaticos, os pardmetros fisico-
quimicos desempenham importante funcdo na distribuicdo das bactérias. Desta forma,
0s parametros microbioldgicos da agua de um sistema de cultivo, sdo esséncias na

manutenc¢do da salde dos organismos.
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*

De um modo geral, ao longo do periodo de estudo foi possivel perceber que os
valores meédios registados dos pardmetros fisico-quimicos da agua, foram
semelhantes aos descritos por outros autores que fizeram estudos na laguna da
Ria formosa;

Foi possivel aferir que a variacdo dos parametros microbioldgicos, esteve
estreitamente relacionada com os parametros fisico-quimicos da agua;

Dentre os parametros fisico-quimicos da agua determinados, a temperatura foi a
que mais influenciou na variagdo dos outros parametros;

Globalmente, observou-se que em todos os sistemas IMTA, houve interferéncia
da variacdo dos parametros fisico-quimicos da dgua na colonizacao bacteriana ao
longo do periodo de estudo, com excecdo dos meses de julho, setembro e
novembro;

Nos trés sistemas IMTA estudados, observou-se que a comunidade bacteriana
associada ao muco da pele das corvinas produzidas, era formada
maioritariamente por bactérias dos géneros: Vibrios spp., Pseudomonas spp.,
Flavobacterium spp. e Aeromonas spp.;

Foi possivel verificar que a presenca ou auséncia de ostras ou macroalgas, nestes
sistemas de cultivo, pode ser importante na colonizacdo bacteriana;

O IMTA-2, comparativamente aos outros sistemas, foi 0 que exibiu 0s valores
mais baixos de colonizacdo bacteriana no muco (20% a 80%), este facto, pode
estar associada a alta capacidade de filtracdo e seletividade na absorcdo de
algumas bactérias;

Relativamente aos parametros de crescimento, podemos concluir que 0s peixes
produzidos nos trés sistemas de cultivo IMTA, apresentaram indices

considerados normais para a espécie.
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7. ANEXOS

Anexo: Preparacao dos meios de cultura

1. Trypticase soy agar (Meio TSA)

Receita: 1L de agua destilada

409 de meio

10 g de NaCl
Procedimento: suspendeu-se tudo num litro de agua destilada, aqueceu-se numa placa de
térmica com agitacdo até o meio ficar completamente dissolvido e entrar em ebulicdo. Em
seguida esterilizou-se em autoclave a 121 °C durantel5 minutos, e a posterior dispensou —se

em placas de Petri.

2. Meio TCBS (Tiossulfato-citrato-bilis-sacarose)

Receita: 1L de agua destilada

88g de TCBS

5g de NaCl
Procedimento: adicionou-se 88g de meio TCBS em pé num Erlenmeyer de 21 com um litro
de agua destilada, agitou-se e levou-se a aquecer na placa térmica com agitacdo ate a solucdo

ferver. E em seguida dispensou-se em placas de petri, sem autoclavar.

3. Gelose CN para Pseudomonas

Receita: 1L de agua do mar filtrada (pH 7,2- 7,4)
48,69 de Gelose CN
10 ml de glicerol
Procedimento: suspendeu- se a gelose CN num litro de agua do mar filtrada, adicionou-se
10 ml de glicerol, dissolveu-se completamente e levou-se esterilizar a 121°C durante 15

minutos e dispensou-se em placas de petri.
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4. Amilase

Receita: % L de agua destilada
14g de agar nutritivo
29 de starch salubre
2,5 de NaCl
Procedimento: suspendeu-se tudo em % litro de &gua destilada, esterilizou-se a 121°C e

dispensou-se em placas de petri.

5. Aminoacidos (arginina, lisina e ornitina)

Receita: 100ml de agua destilada
1g aminoacido
1,52 g de meio descarboxilase

Procedimento: adicionou-se 1ml de aa em Eppendorf e esterilizou-se durante 10 minutos

6. Crescimento na presenca ou auséncia de sal (NaCl)

Receita: 500 ml de agua destilada

29 de neopeptona

0,5 g de extrato de levedura

7,5 g de agar bacterioldgico n° 1
Procedimento: suspendeu-se tudo em um Erlenmeyer com Y% litro de agua destilada
suplementada com NaCl (3% de sal, 5% de sal e 10 % de sal) de modo a ficar 10% ou nédo
(0% de sal), levou-se ao micro-ondas por alguns minutos e a esterilizar a 121 °C durante 15
minutos e dispensou-se em placas de petri.

100g ———» 100%
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7. Meio OF (Oxidacéo — fermentativa)

Receita: 1L de agua destilada

9,49 de meio
Procedimento: suspendeu-se 9,49 de meio num litro de agua destilada, deixou-se em
ebulicdo até a dissolucdo do meio, esterilizou-se a 121°C durante 15 minutos. Apos a

esterilizacédo adicionou-se 1% de D- glucose e dispensou-se em tubos.

8. Muller- Hinton agar

Receita: 1L de agua destilada

33g de meio
Procedimento: suspendeu-se 33g num litro de agua destilada, deixou-se em ebulicdo até a
completa homogeneizacdo do meio, esterilizou-se a 121°C durante 15 minutos, e em seguida

dispensou-se em placas de petri.

9. Tryptone soy broth (TSB)

Receita: 1L de agua destilada

30g de meio
Procedimento: adicionou-se 30g do meio em um litro de agua destilada, agitou-se
lentamente até a completa dissolucdo, dispensou-se em tubos e esterilizou-se a 121°C

durante 15 minutos.
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