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RESUMO

FIGUEIREDO, ANA CAROLINE. Probidtico para tilapia nildtica em ambiente de
desafio. 2020.56.p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Centro de
Ciéncias Agréarias e Engenharias — CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo,
Alegre, ES, 2020.

O uso de probiético tem sido alternativa para maximizar o desempenho animal através
da melhoria das condi¢des intestinais para os processos de digestao e absorcao de
nutrientes. Dessa forma o presente estudo teve como objetivo, avaliar a inclusdo do
probidtico para juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) em ambiente de
desafio sanitario (8 e 16 horas sem recirculacdo de agua), sob os parametros
zootécnicos e de qualidade de agua. O experimento foi conduzido no Laboratério de
NutricAo e Producdo de Espécies Ornamentais (LNPEO) do Instituto Federal do
Espirito Santo campus Alegre, com duracao de 50 dias. Foram testados quatro niveis
de incluséo do probiotico na dieta (0;0,2;0,4 e 0,6 gramas de probidtico por kg de
racao), em dois desafios sanitarios. Os parametros de desempenho avaliados foram
Ganho de peso (g), Consumo de racdo (g de racdo consumida por unidade
experimental), Conversao Alimentar Aparente (g/g), Taxa de Crescimento Especifico
(%/dia), Fator de Condicdo, Taxa de eficiéncia proteica (%) e Taxa de eficiéncia
energética (%) e também indice hepatossomatico e taxa de sobrevivéncia. Os niveis
de inclusdo do probiético na racdo proporcionaram influéncia nos parametros
zootécnicos estudados para os desafios testados. Dentre os parametros avaliados
pode-se concluir que o nivel de probidtico (Bacillus cereus var.toyol 4x10'? UFC e
Bacillus subtilis 4x 10'?) recomendado varia em funcédo do desafio testado. Desta
forma, para o desafio de 8 horas recomenda-se 0,3246 g/kg de probidtico na racdo e
para o desafio de 16 horas a fim de melhorar a taxa de sobrevivéncia dos animais

recomenda-se 0,331g/ kg de probiotico na racéo.

Palavras chave: aditivos nutricionais. Oreochromis niloticus. peixe de corte ou

tilapicultura



ABSTRACT

FIGUEIREDO, ANA CAROLINE. Probiotic for tilapia nilética in challenging. 2020.
56.p. Dissertacéo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Centro de Ciéncias Agrarias
e Engenharias — CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2020.

The use of probiotics has been an alternative to maximize animal performance by
improving intestinal conditions for the processes of digestion and absorption of
nutrients. Thus, the present study aimed to evaluate the inclusion of the probiotic for
juveniles of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) in a challenging environment (8 and 16
hours without water recirculation), under zootechnical and water quality parameters.
The experiment was conducted at the Laboratory of Nutrition and Production of
Ornamental Species (LNPEO) of the Federal Institute of Espirito Santo campus Alegre,
lasting 50 days. Four levels of probiotic inclusion in the diet (0; 0.2; 0.4 and 0.6 grams
of probiotic per kg of feed) were tested in two health challenges. The performance
parameters evaluated were Weight gain (g), Feed consumption (g of feed consumed
per experimental unit), Apparent Feed Conversion (g / g), Specific Growth Rate (% /
day), Condition Factor, Rate protein efficiency (%) and energy efficiency rate (%) and
also hepatosomatic index and survival rate. The levels of inclusion of the probiotic in
the feed provided influence on the zootechnical parameters studied for the tested
challenges. Among the parameters evaluated, it can be concluded that the
recommended probiotic (Bacillus cereus var.toyol 4x10*? UFC e Bacillus subtilis 4x
10'?) level varies depending on the challenge tested. Thus, for the 8-hour challenge
0.3246 g/ kg of probiotic in the feed is recommended and for the 16-hour challenge in
order to improve the survival rate of the animals, 0.331 g / kg of probiotic in the feed is

recommended .

Keywords: nutritional additives. Oreochromis niloticus. cut fish or tilapicultur
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a aquicultura tem se destacado como fornecedora de
proteina de origem animal de altissima qualidade, para consumo humano. Além disso,
com o aumento da producédo e da eficiéncia produtiva, a aquicultura tem atuado de
forma direta na geracdo de emprego e renda (PEIXE BR, 2019). Esse aumento da
produtividade esta diretamente ligado ao desenvolvimento de tecnologias, das quais
destaca-se 0 melhoramento genético, com espécies cada vez mais adaptadas as
condicdes climéticas brasileiras bem como o desenvolvimento de técnicas nutricionais
(SCHULTER & VIEIRA FILHO, 2018).

Contudo, tais caracteristicas tém ocorrido em virtude do aumento do cultivo de
organismos aquaticos em sistemas intensivos de producdo. Esses sistemas
destacam-se por apresentarem altas densidades de estocagem aliado ao
fornecimento de grandes quantidades de racdo, o que implica em aumento da
guantidade de matéria organica, maior demanda de oxigénio pelos animais e maior
concentracdo de animais por area, podendo levar a perda da qualidade da agua, ao
qual tornam os animais susceptiveis ao quadro de estresse (ROTTA, 2003).

Frente aos problemas que podem ser causados por tais condicdes estressoras,
torna-se importante a busca por alternativas a fim de controlar possiveis incidéncias
de bactérias oportunistas no sistema de cultivo (PELICANO et al., 2005). Nesse
contexto, a incluséo de probiéticos na racao, pode ser utilizado, dado que 0os mesmos
sdo compostos por microrganismos benéficos ao hospedeiro e que desempenham
funcdes de melhorias nos processos digestivos e consequentemente na absorgéo de
nutrientes (FULLER, 1989).

Diante do disposto, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito do probidtico sobre
0S parametros zootécnicos de juvenis de tilapias niloticas, submetidos em ambiente

de desafio de 8 e 16 horas sem recirculacdo de dgua no sistema.



14

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tilapia do Nilo: Caracteristicas Gerais da Espécie e Sua Importancia
EconGmica

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), pertence ao grupo dos Teledsteos,
Ordem Peciforme e familia Cichilidae. Teve sua origem na bacia do Nilo, sendo
distribuidas nas regifes subtropicais e tropicais do Sudeste asiético, Leste africano, e
introduzidas posteriormente para o continente americano (MACIEL 2015; El SAYED,
2019).

Trata- se de espécie tropical, assim a eficiéncia produtiva é observada com
temperatura da agua entre 25 e 30°C. Em temperaturas abaixo de 15 °C sé&o
extremamente prejudiciais para o desenvolvimento das mesmas (CASTAGNOLLI,
1992; CYRINO & CONTE, 2006; MACIEL, 2015).

A tilapia do Nilo foi introduzida no Brasil no inicio dos anos 70, por meio do
Departamento Nacional de Obras Contra as Secas, no Ceard, com 0 objetivo de
aproveitamento de acudes existentes. Com o passar do tempo, difundiu-se por todo o
territdrio nacional (SILVA et al., 2015). Essa espécie tem sido cultivada no Brasil em
diversas formas, desde viveiros escavados a tanques rede, tendo se adaptado muito
bem a ultima forma, devido ao fato de serem tolerantes a cultivos em altas densidades,
resistentes a doencas e ao custo beneficio apresentado. Em relacdo ao cultivo de
tilapias em sistemas de recirculacdo de agua no Brasil, a utilizacdo de tal sistema se
restringe apenas em laboratorios de reproducdo de matrizes, sendo que existem
projecdes futuras para a producdo comercial desses animais nesse sistema para 0s
proximos anos, esse fato se deve ha dificuldade em competir com o custo de
implantagdo com outros sistemas de criagdo convencionais (OSTRENSKY et al.,
2007; SILVA et al., 2015; SCHULTER & VIEIRA FILHO, 2018; KUBITZA, 2018).

Apresenta habito alimentar onivoro, rusticidade, boa aceitacdo a racbes
comerciais desde a fase de larva até a fase de abate. Adaptam bem ao confinamento,
crescem rapido e possuem carne com grande aceitabilidade pelo mercado
consumidor, principalmente por ndo apresentar espinhos em forma de Y e pelas

caracteristicas organolépticas de sua carne (HISANO et al., 2011). Isso tudo tem feito
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com que a criacao de tilapia esteja no topo do ranking brasileiro dos peixes cultivados,
com 55,4 % da producao (PEIXE BR, 2019).

Conforme destacado pela Organizacdo das Nacfes Unidas para Alimentacao
e Agricultura (FAO, 2016), a producdo de peixes no Brasil deve apresentar
crescimento superior a 100% até o ano de 2025. Esse sucesso produtivo deve-se em
grande parte pelo melhoramento genético, nutricdo e utilizagdo de espécies
adaptadas as condicdes climaticas brasileiras (SCHULTER & VIEIRA FILHO, 2018).

Dentre essas espécies a tilapia tem sido importante para o sucesso da atividade.

O aumento do interesse dos produtores pela producéo de tilapias, tem se dado
predominantemente por causa da possibilidade de fazer cultivo de macho e machos
invertidos (IGARASHI, 2009). O uso dos animais invertidos sexualmente possibilita
maiores ganhos zootécnicos, aliado a menores periodos de cultivo, 0 que proporciona
maior geracéo de renda ao produtor. Assim, a tilapicultura destaca-se por ser um dos
ramos da aquicultura que mais contribui para o desenvolvimento socioecondémico do
Brasil (IGARASHI, 2019).

Esse crescimento da tilapicultura propiciou a diferentes regifes brasileiras a
formacao de polos de producéo e comercializacdo de tilapias, estando as mesmas em
crescente desenvolvimento (SCHULTER & VIEIRA FILHO, 2018). Das regides em
questao, destaca-se a regiao Sul sendo representada pelo estado do Parana e Santa
Catarina, regido Sudeste com representacdo marcada pelos estados de Sao Paulo e
Minas Gerais e a regido Nordeste, com forte representacdo do estado da Bahia
(PEIXE BR, 2019). No Espirito Santo, a tilapia lidera o ranking de peixes cultivados,
lideranca essa devido a boa disponibilidade de agua e ao clima favoravel, o que
propiciou produzir no ano de 2018, 13.190 toneladas do pescado (INCAPER, 2019).

2.2 Condigdes Estressoras Sob os Parametros Zootécnicos de Peixes

O ambiente onde os organismos aquaticos sédo cultivados € extremamente
dindmico, ou seja, estéo sujeitos a diversas alteragdes, que podem gerar condi¢cdes
estressoras e prejudicar a homeostase dos animais. O impacto de tais condi¢bes na

piscicultura pode se tornar fonte de perdas econbmicas, dado que afetam o
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metabolismo e consequentemente o crescimento (COSTA et al., 2004; OBA et al.,
2009).

O nutriente e a energia, no corpo animal, tém duas funcdes base, mantenca e
producdo. Sendo a mantenca prioritaria, qualquer alteracdo da homeostase do animal,
devido a estressores, faz com que haja aumento da necessidade de mantenga para
retorno a homeostasia. Isto pode fazer com que haja desvio de nutrientes da producao
para a mantencga, ocasionando, reducdo no desempenho do animal (BERTECHINI,
2004). Em termos de desempenho zootécnico condicdes estressoras reduzem a taxa
de crescimento e ganho de peso em peixes. Esses problemas ocorrem devido ao
aporte de energia e de nutrientes que é utilizado pelo animal para reverter essas

condicBes e consequente restauracdo da homeostase fisiologica (BARTON, 2002).

O estresse ocorre quando a homeostase e/ou o equilibrio dindmico de um
determinado organismo aquético vem a ser prejudicado por meio de estimulos
externos ou internos, designado como agente estressor (PICKERING, 1981). Esse
estresse € classificado em categorias, como cronico e agudo. O estresse cronico &
associado com mau desempenho dos animais e o agudo com estresse instantaneo
mediado por algum manejo inadequado (FERREIRA & BARCELLOS, 2009;
FERREIRA, 2014). No entanto os animais apresentam respostas a essas condi¢oes
a fim de preservar sua higidez, quando em contato com agentes estressores. Porém,
se a severidade do estressor € alta, a capacidade de reposta ao estresse pelo animal
pode perder sua funcionalidade e acarretar em prejuizos a sua fisiologia (FERREIRA,
2014).

A ocorréncia de agentes estressores pode estar ligada a: agentes quimicos
(qualidade da agua, composicdo dos alimentos e acumulo de nitrito e amdnia),
biolégicos (presenca de bactérias patogénicas, disputa por alimento ou espaco, altas
densidades e hierarquia) e fisicos (gases dissolvidos na agua, luz e temperatura)
(FERREIRA & BARCELLOS, 2009).

Frente aos problemas que podem ser causados por condi¢cdes estressoras
destaca-se a producgdao intensiva e superintensiva, que com suas altas densidades de
estocagem e arragoamento, expde 0s animais ao estresse e possiveis problemas com

a qualidade da agua. Essas condi¢cdes geradas nesses sistemas € porta de entrada
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para bactérias oportunistas (KAYANSAMRUAJ et al., 2014). Quando o animal ndo
consegue se adaptar as condigcbes de estresse e 0 mesmo se torna cronico, 0
organismo é prejudicado e ndo consegue desempenhar suas funcdes, podendo
prejudicar a sobrevivéncia da populacdo (URBINATI & CARNEIRO, 2004).

Quando ocorre a exposicdo cronica a agentes estressores, uma das
consequéncias mais visiveis nos animais no primeiro momento, é a reducdo do
consumo, que afeta também a conversao alimentar. A redu¢cdo no consumo com 0
efeito catabolico dos horménios liberados durante o estresse, afeta a reserva
energética dos tecidos e como consequéncia ocorre reducdo no crescimento dos
animais (OBA et al.,2009). Esses horménios afetam a sintese protéica, aumentando
a protedlise e atua estimulando as enzimas envolvidas na gliconeogénese hepatica
(BARTON & IWANA, 1991). Outra acdo desses hormonios no corpo do animal € na
lipdlise, que proporciona aumento do nivel de acidos graxos no sangue (SHERIDAN,
1994). Essa acdo sobre a lipdlise em conjunto com a gliconeogénese durante o

estresse crénico pode colaborar para a perda de peso do animal (OBA et al.,2009).

Durante a condicdo de estresse, o glicogénio hepatico e muscular atua como
principal substrato energético (LENINGHER, 1971), a presenca desse substrato no
figado é representada pelo indice hepatossomatico (IHS), no qual é usado como
indicador de higidez do animal, e também indica a demanda metabdlica energética e
alteracdes da condicao nutricional dos mesmos que podem ocorrer durante condi¢cdes
adversas do ambiente (MARTINEZ et al., 2005). Outro fator importante de avaliacao
da higidez dos animais é o fator de condicdo, sendo utilizado para diferentes
condicdes de alimentacdo, densidade e de condigbes ambientais que podem gerar

estresse aos peixes (FROESE, 2006).

Visando encontrar solucdes para 0s problemas mencionados, torna-se
interessante 0 uso de aditivos que atuem na prevencao e controle de patdgenos
oportunistas que podem acometer os animais devido as condicdes de estresse
(TAVECHIO et al.,, 2009). Entre os aditivos a serem utilizados para melhorar as

condicdes de cultivo, destaca-se os probioticos.

2.3 Uso de Probiético na Piscicultura
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Com a maior demanda e aceitagdo do mercado nacional e internacional pela
carne de peixes, em especial a de tilapias, torna-se importante 0 mercado produtor
investir em tecnologias e manejos que maximizem a producéo da atividade. Frente a
isso o cultivo comercial deste setor migra de sistemas semi-intensivos para sistemas

intensivos e superintensivos (IGARASHI, 2019).

Com o aumento da tilapicultura em condicbes de sistema intensivo e
superintensivos, a produtividade por area tende a aumentar a niveis significativos. O
gue proporciona aumento de condi¢cdes estressoras que aliada ao manejo frequente
e aumento no arracoamento podem afetar a homeostase fisiolégica, taxa de
crescimento, desempenho reprodutivo, permitindo maior probabilidade de ocorréncias
de doencas (ALKAHEM, 1994; TELLI et al. 2014; OSHIRO, 2015). Frente aos
problemas que podem ser causados por essas condicfes, torna-se importante
pesquisas que objetivam desenvolver alternativas que maximizem o desempenho
animal através da melhoria das condic¢des intestinais para os processos de digestédo
e absorcdo de nutrientes (PELICANO et al., 2005). Nesse contexto, o aditivo
probidtico, a base de microrganismos, pode ser utilizado na aquicultura como
promotor de crescimento, modulador do sistema imunologico e inibidores de

crescimento de patdgenos (TELLI et al., 2014).

Probidtico foi definido como “Microrganismo vivo utilizado como suplemento
alimentar o qual beneficia o animal hospedeiro por melhorar o balanco microbiano
intestinal” (FULLER, 1989). No entanto, a fim de ampliar a aplicabilidade desse
conceito na aquicultura sugeriram que “Probiético € composto de microrganismos que
apresenta beneficios ao hospedeiro, modificando a microbiota intestinal associada ao
hospedeiro ou ambiente, garantindo melhor uso da dieta, melhorando a resposta do
hospedeiro & doenca ou a qualidade do seu ambiente” (VERSCHUERE et al., 2000).

Para que o aditivo seja considerado probiético os microrganismos presentes
nele, deve apresentar resisténcia ao pH acido do estbmago, as enzimas digestivas e
aos sais biliares. Esse aditivo em associagdo com 0 muco intestinal pode competir
pela adesdo ao intestino com patdgenos, liberando compostos antimicrobianos como
a bacteriomicina no muco, a fim de proteger a camada mucosa do trato gastrointestinal
contra patégenos (TELLI et al., 2014).
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O principal modo de agdo no organismo ocorre por meio da modificagdo da
microbiota intestinal, através da menor proliferacdo de bactérias patogénicas e do
estimulo a proliferacdo de bactérias benéficas (essas bactérias competem por sitios
de adesédo nas vilosidades intestinais impedindo a fixacdo de possiveis patdégenos
nesses sitios) (GOMEZ-GIL et al.,2002; VINE et al., 2004; MELLO, 2012). Outros
possiveis modos de acdo destacados na literatura sdo: producao de 4cidos organicos,
estimulos imunoldgicos, sintese de enzimas, competicdo por nutrientes (FULLER,
1977; FULLER, 1989; YAN et al., 2002; SON et al., 2009).

Bactérias benéficas ao hospedeiro produzem acidos organicos tais como:
aceético, butirico, propidbnico e lactico. Esses &cidos atuam reduzindo o pH
gastrointestinal, impedindo o crescimento de patdégenos oportunistas (FURLAN et al.,
2004). Outro modo de acédo conhecido como estimulos imunoldgicos, diz respeito
sobre microrganismos probiéticos capazes de modular a resposta imune do animal
hospedeiro, aumentando a producdo de glicoproteinas e citocinas, ativando
macrofagos e aumentando a producao de células T (PANCHENIAK, 2005).

Certas bactérias benéficas ao hospedeiro secretam algumas enzimas como b-
glucoronidase e hidrolases de sais biliares que liberam componentes inibitorios sobre
bactérias patogénicas (LODDI, 2003). Outro possivel modo de acdo, é a competicao
por nutrientes, ao qual, essa competicdo ocorre entre as bactérias intestinais, as
benéficas utilizam os nutrientes degradados por enzimas digestivas, uma vez que as
bactérias patogénicas ficam sem nutrientes, ndo conseguindo assim se multiplicarem
no meio (PELICANO et al., 2004).

Estudos com probiético para tilapias mostraram-se promissores para 0S
parametros de desempenho (comprimento final, ganho de peso, conversao alimentar
e sobrevivéncia), demonstrando assim que seu uso é vantajoso pois auxilia na
superacao do estresse causados aos animais (FERREIRA et al., 2015). Outro estudo
com tilapias utilizando probiético a base de Saccharomyces cerevisiae, demonstrou
gue houve aumento da quantidade de globulinas e proteinas totais séricas no sangue

(ABU-ELALA et al., 2013).

Em estudo com a utilizacdo de probiético a base de Lactobacillus acidophillus
para estudo da resisténcia de doencas na truta arco-iris, 0s animais alimentados com
0s tratamentos que continham o aditivo tiveram maior taxa de sobrevivéncia, ganho

de peso e taxa de crescimento especifico quando comparados aos que foram
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alimentados somente com a dieta base (FARAMARZI et al., 2011). Ao avaliar o
probiotico composto por Bacillus subtillis na alimentacdo de matrinxds durante a fase
de reproducéo, larva e engorda indicou melhora no sistema imunolégico dos animais
(DIAS, 2010). Em experimento com adicdo de probidtico composto por bactérias do
género Bacillus foi possivel observar melhoria na conversdo alimentar com melhor
ganho zootécnico (BAGHERI et al., 2008).

Frente aos beneficios dos probidticos no organismo animal, diversos
microrganismos tém sido utilizados na dieta, sendo representados principalmente pelo
grupo de bactérias gram positivas. Tal grupo apresenta a caracteristica de formar
esporos, permitindo assim maior sobrevivéncia durante a passagem pelo sistema
gastrico (HOA et al., 2000; SOUSA, 2015).

Entre os microrganismos presentes nesse grupo, sdo encontrados os do
género Bacillus, que tem sido amplamente utilizado em dietas para peixes, devido ao
fato de que proporcionam aumento da taxa de sobrevivéncia e do crescimento dos
animais (GOMEZ-GIL et al., 2000). As bactérias desse grupo sao faceis de serem
produzidas em grandes quantidades e de uso nas dietas comerciais utilizadas na
aquicultura devido a capacidade de esporulagédo (JESUS et al., 2016). Sao aerdbicas,
saprdfitas, aléctones (ndo sdo encontradas naturalmente no trato gastrointestinal) e

tolerantes a temperatura durante o processo de peletizacao (HOA et al., 2000).

O uso do Bacillus subtilis na dieta de peixes tem demonstrado melhoria na
resposta imune e aumento na resisténcia a doencas (TELLI et al; 2014). Outro
microrganismo desse grupo € o Bacillus cereus que também é 6timo candidato a ser
utiizado para organismos aquaticos (ALBUQUERQUE et al., 2013).Esses
microrganismos citados anteriormente sdo encontrados em um probidtico para aves e
suinos, mas que apresenta grande potencial para uso em aquicultura devido as
seguintes caracteristicas: as bactérias (Bacillus cereus e Bacillus subtilis) encontradas
nesse produto sédo aerdbias, liofilizadas, apresentam capacidade de formar esporos,
resistentes ao suco pancredtico e enzimas digestivas e ao alcancarem o intestino
passam para a forma vegetativa, multiplicam-se e o colonizam, impedindo o

crescimento de bactérias oportunistas (MELLO,2012).
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A utilizacdo de probidtico composto por Bacillus cereus e Bacillus subitillis na
alimentacao de alevinos e juvenis de tilapias em desafio sanitario com agua residual
e de esgoto, promoveu aumento significativo na taxa de crescimento e consumo de
racéo (FERREIRA et al., 2018). Outro estudo com Bacillus cereus e Bacillus subtilis
na dieta de tilapias demonstraram aumento na retencdo de proteina e queda na
retencdo de gordura (MELLO et al., 2013). Efeito significativo foi observado para a
altura da camada epitelial dos vilos do intestino médio de tilapias suplementadas com
Bacillus cereus e Bacillus subtilis quando comparado aos animais que nao receberam

suplementac¢do com esse aditivo (MELLO, 2012).

Portanto, para que seja possivel avaliar o efeito dos probiéticos na dieta de
organismos aquaticos é necessario promover aos animais desafio sanitario, para que
as pesquisas com tal aditivo sejam promissoras (MONTEIRO et al., 2011). Essa
pratica de promover desafio sanitario, busca proporcionar o aumento de bactérias
oportunistas em relacdo as bactérias benéficas no trato gastrointestinal dos animais
(RIBEIRO et al., 2015). A promocdo desses desafios € fundamental, dado que,
pesquisas indicam que as condi¢cdes de cultivo podem influenciar diretamente na
eficacia dos promotores de crescimento (TAKAHASHI et al., 1997; BORATO, 2004),
uma vez que, o desafio sanitario € uma pratica muito utilizado para proporcionar
condi¢cdes semelhantes de criacao, onde ndo € possivel ou por algum motivo houve
alteracdo da qualidade da agua (SANTOS et al., 2009).

2.4 Qualidade da Agua

Em sistemas de cultivo de organismos aquaticos a qualidade da agua €, o
conjunto de caracteristicas Otimas que necessitam ser mantidas no ambiente
(ARANA, 2004). Tal conjunto é determinado pelo equilibrio dindmico de parametros
quimicos, fisicos e biolégicos, ao qual tornam possiveis o cultivo de espécies
aguaticas (MARENGONI et al., 2013).

Nesse contexto, problemas com a qualidade da agua, acarreta em prejuizos a
reproducdo, crescimento, sobrevivéncia e higidez dos animais, afetando assim o
sucesso da atividade (KUBITZA, 1998). No entanto, ressalva-se que os parametros

de qualidade da agua interagem entre si (LEIRA et al., 2017). Tal interacdo, muita das
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vezes é complexa, de modo que em determinadas situa¢cdes venham a ser prejudiciais
causando mortalidade aos animais. Assim compreender a importancia de cada fator,
assim como a frequéncia de monitoramento e métodos de determinacdo torna-se
fundamental para o sucesso da atividade variando conforme o sistema de producéo
adotado (ROSS et al., 2011; LEIRA et al., 2017).

Entre os sistemas de producdo, o monitoramento da qualidade da agua em
sistemas fechados exige ainda mais atencao, dado que 0s animais vivem no meio em
gue permanecem 0S seus residuos com minima entrada de agua no sistema
(reposicao apenas da agua perdida por evaporacado), portanto, € necessario além do
manejo e manutencéo do sistema (uso de racdo de boa qualidade, manutencao do
sistema de filtragem, retirada eficaz dos solidos) o monitoramento dos parametros de
qualidade da agua, a fim de proporcionar aos animais as condicbes adequadas de
vida (KUBITZA, 2018).

Alguns parametros de qualidade da agua sdo importantes de serem
monitorados e avaliados, sendo eles: pH, amoénia, oxigénio dissolvido, temperatura,

condutividade elétrica, solidos totais, gas carbbnico e entre outros.

Potencial hidrogenionico (pH) € definido como “logaritmo negativo da
concentragdo molar de ions hidrogénio”, o mesmo € influenciado pela concentracao
de ions H+ e OH, que se encontram no meio (HEIN, 2006). De modo que, valores de
pH abaixo de 7,0 indicam maior grau de acidez e acima de 7,0 indicam menor grau de
acidez da agua (VINATEA ARANA, 1997). Esse parametro esta relacionado a
respostas comportamentais, fisiolégicas e bioquimicas de organismos aquaticos,
sendo que esse parametro fora do recomendado para 0s animais acarreta em
situacOes estressoras que podem levar a queda na imunidade (BALDISSEROTTO,
2011).

O pH, possui efeito sobre o metabolismo, crescimento, sobrevivéncia e
reproducdo de organismos aquaticos. No caso de exposi¢cdo ao pH acido os animais
tendem a aumentar a secrecdo de muco pelas branquias, ocasionando em fusdes
lamelares, afetando a respiragdo e a troca ibnica. Com o aumento da respiracéo pelos
0s animais o quadro pode ser agravado e ocorrer a alcalose respiratoria, que ocorre

pelo desequilibrio entre 0 HCO3 e o CO2. Outro problema que pode ser ocasionado
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com a diminuicdo do pH é o aumento excessivo de Na+ e reducdo na captacao,
reduzindo assim a sua concentracédo no sangue (WENDELAAR BONGA et al., 1990;
NASCIMENTO et al., 2007). No entanto quando 0s animais sdo expostos ao pH basico
0S mesmos podem apresentar problemas com o fluxo interno de Na+ e Cl —

ocasionado pela restricao de ions através das branquias (WILKIl & WOOD, 1994).

Bactérias e animais presentes nos sistemas de cultivo podem modificar o pH,
a acao destes organismos no sistema tende a reduzir (de modo geral) os valores de
pH da agua (VINATEA ARANA, 1997). Essa reducéo ocorre através dos processos
de decomposic¢do de racao, fezes e da respiracdo, com liberacdo de CO2, que através
de hidrolise da origem a ions de hidrogénio e &cido carbénico (LEIRA et al., 2017). A
faixa ideal para esse parametro esta entre 6,5 e 8,0 (WURTS & DURBOROW, 1992).

O parametro de qualidade da agua amoénia, em sistemas de cultivo é o
principal composto proveniente da excre¢do nitrogenada do catabolismo de proteinas.
No catabolismo ocorre reagédo de desaminagédo, ao qual, a clivagem do grupamento
amino libera aménia e energia, sendo que o principal local de eliminacdo da aménia
ocorre por meio de difusdo (do gradiente de concentracdo) através das branquias
(EVANS et al., 2006; HEGAZI, 2010; DOLOMATOV et al., 2011). Esse composto
quando em excesso na agua prejudica a excrecao dos animais, com danos ao sistema
fisiolégico, devido ao aumento de amdnia no sangue e nos tecidos, com aumento no
Ph sanguineo, diminui¢do do crescimento e aumento da necessidade de consumo por
oxigénio (ARANA, 1997).

A medida que aumenta a biomassa e o fornecimento de racdo aos animais
aumenta proporcionalmente o catabolismo de proteinas e os niveis de amoénia no meio
aquatico (ANDRADE, 2008). Esse composto pode ser também proveniente da
decomposicao da matéria organica e de alimentos ndo consumidos. A decomposicao
anaerobica e aerdbica da matéria organica, proporciona a formacédo de compostos
nitrogenados reduzidos, como por exemplo a aménia (ESTEVES, 1998). Na forma
ndo ionizada (NH3) e em concentracdes elevadas a amoénia torna-se prejudicial aos
animais de forma que concentragcbes acima de 0,02 mg/L causam inflamag&o nas
branquias, no entanto o ideal que a concentracédo na agua esteja inferior a esse valor
(PEREIRA & MERCANTE, 2005).
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O parametro oxigénio dissolvido, € o gas mais importante para organismos
aquaticos, em sistemas de cultivo de peixes deve-se ficar mais atento a essa variavel.
A concentracdo desse gas nha agua esta diretamente ligada a temperatura (sua
solubilidade diminui com o0 aumento da temperatura, sendo que em altas temperaturas
0s animais consomem de forma mais rapida o oxigénio, com risco de morte por asfixia)
(LEIRA et al., 2017). Outras causas da diminui¢cao de oxigénio dissolvido sdo: matéria
organica, respiracao dos animais e decomposicéo aerébia (BALDISSEROTTO, 2002).
Em diferentes espécies de peixes tém-se diferentes limites de tolerancia a quantidade
de oxigénio dissolvido na agua. Vale ressaltar que dentro de uma mesma espécie
pode ocorre também variagdo quanto a idade e o estado fisiolégico. O
acompanhamento visual € necessario, pois, para muitas espécies, valores inferiores
a quatro miligramas por litro ja podem ser prejudiciais; com diminui¢do do crescimento,
danos as branquias, menor consumo de alimentos e diminuicdo da sobrevivéncia
(BRAUN et al., 2006; HEIN, 2006). A quantidade ideal de oxigénio dissolvido para as
tilapias € de 3 - 6 mg/L (HEIN & BRIANESE, 2004).

A temperatura é outro parametro importante de ser monitorado, pois exerce
influéncia direta sobre os peixes, jA& que 0os mesmos sao pecilotérmicos (regulam a
temperatura corporal de acordo com a temperatura da agua). A temperatura tem
influéncia na alimentacéo, digestdo, reproducdo e respiragdo. Deste modo, esses
animais possuem temperatura 6tima com limite inferior e superior para desenvolverem
suas funcbes (REBOUCAS et al., 2014). As tilapias possuem temperatura 6tima entre
27 e 32 °C, temperaturas acima ou abaixo dessa faixa, 0s animais reduzem o consumo
de racdo e o crescimento, além de aumentar o risco a infeccdo por patdgenos
(OSTRENSKI & BOEGER, 1998).

Os parametros condutividade elétrica e sdlidos totais dissolvidos estdo
correlacionados, pois a condutividade aumenta a medida que mais solidos séo
adicionados a agua (SANTOS, 2010). Condutividade indica a capacidade de
condugcdo de eletricidade pela &gua. Essa condutividade é fungdo da maior
concentracdo de ions; em aguas “limpas”, a condutividade é baixa, no entanto agua
com cargas altas de matéria organica apresentam valores de condutividade elevados.
O valor ideal dessa variavel em sistemas de cultivo esta entre 20 a 100 uS/cm

(MINELLO et al., 2010; SANTOS, 2010).
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J& os sdlidos totais dissolvidos, sdo particulas de alimentos ndo consumidos,
matéria inorganica e fezes em suspensao na coluna d’ agua. Os prejuizos que podem
ser causados aos animais frente ao acumulo desses solidos na agua: problemas com
respiracao, devido ao acumulo desses solidos nas branquias e em viveiros diminui¢cao
da penetracdo de luz na 4gua. Valor ideal para sistemas de recirculacdo deve ser <
20 mg/L (VIEIRA et al., 2003, KUBITZA,2018).

O parametro gas carbodnico deve ser sempre levado em consideracdo quando
se fala em qualidade da agua, pois a respiracdo dos animais, as reacdes de
decomposicao da matéria organica aumentam sua disponibilidade no meio (SILVA et
al., 2015). O CO2 reduz o pH da agua através da formacao de ions H* (acido forte) e
HCOs™ (acido fraco), portanto quanto maior a concentracdo desse gas na agua menor
sera o pH (KUBITZA, 2018). O CO2 também influencia na toxicidade da aménia,
baixos niveis de oxigénio dissolvido na agua e altos niveis de CO2 maior probabilidade
de problemas com toxidez de amoénia no sistema. Valores ideias desse parametro
para a maioria das espécies <5 mg/L (KUBITZA, 2006; LEIRA et al., 2017).

Em sistemas de cultivo a qualidade da agua trata- se de manejo que deve ser
empregado de forma eficiente, pois a mesma impacta diretamente no
desenvolvimento dos animais. Nesse contexto, € importante obter a renovacéo da
agua no sistema de criacao, a fim de garantir a retirada das fezes e residuos de racao
do meio, nesse sentido o sistema de recirculacdo de agua mostra- se interessante

para a criagao de tais organismos (KUBITZA, 2006).

2.5 Sistema de Recirculacdo de Agua

O sistema de recirculacdo de agua, também conhecido como sistema fechado
para cultivo de organismos aquaticos, apresenta como principal caracteristica a
reutilizacdo da agua (LEITE, 2016). Por utilizar menores volumes de agua, é
considerado viavel para o cultivo em altas densidades com maiores produc¢des quando
comparado a outros sistemas, além de promover maior controle do ambiente (AL-
HAFEDH et al., 2003). No que diz respeito ao maior controle do ambiente de cultivo,
nesse sistema é possivel manter a temperatura constante quando em comparacao
com outros sistemas, e os parametros de qualidade da agua sdo monitorados a fim
de manter a higidez dos animais (BOWSER et al., 2003; LEITE, 2016).
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A utilizagdo desse sistema fora do Brasil se intensificou ap6s o ano de 1980
nos paises como Japédo, Estados Unidos e Israel. J& no Brasil, 0 uso desse tipo de
sistema ainda é muito recente, sendo utilizados no cultivo de espécies ornamentais,

para pesquisas, na reproducao de tilapias e larvicultura de camardes.

Sao constituidos por caixas de cultivo, sistemas de bombeamento e filtragem
(mecénica e bioldgica) (AZEVEDO et al., 2014). No sistema de filtragem mecéanica
ocorre a retirada dos solidos em suspenséo e residuos solubilizados das caixas de
cultivo, esses residuos solidos sdo provenientes da excrecdo dos animais, de
bactérias e do alimento ndo consumido (FILHO, 2000). Como filtro mecanico podem
ser utilizados, telas finas, areia, esferas plasticas ou cascalho (KUBITZA,2006).

Apos a retirada dos sélidos pelo sistema de filtragem mecanica, a agua passa
pelo processo de filtragem biolégica, processo pelo qual a aménia € convertida em
nitrito e nitrato por bactérias nitrificadoras (FILHO, 2000). Essa etapa € baseada na
oxidacdo do nitrogénio amoniacal, através das bactérias Nitrosomonas (oxidacéo de
amonio) e Nitrobacter (oxidacdo de nitrito) (DUARTE, 2018). O processo de
nitrificacéo produz ions H+, ocasionando em queda brusca no pH com a intensidade
do processo. Tal queda pode prejudicar o processo de nitrificacdo, sendo que os
parametros temperatura e oxigénio dissolvido, podem influenciar no processo de
metabolismo das bactérias que realizam tal processo (MADIGAN et al.,, 1997;
BELTRAN, 2008). Os biofiltros ou filtros biolégicos podem ser constituidos de brita,

areia, cascalho e esferas ou cilindros de material plastico (KUBITZA, 2006).

Com o aumento da produtividade na aquicultura € interessante investir em
tecnologias que diminuem a quantidade de agua utilizada para o cultivo, controle da
qualidade da agua e diminuir o risco com contaminacdes externas (LAI et al., 2016).
No entanto, o sistema de recirculagdo de agua mostra como alternativa interessante
devido as suas caracteristicas acima mencionadas, porém este sistema deve
possibilitar menor custo de implantacéo e boa eficiéncia, com o objetivo de produzir
organismos aquaticos com precos semelhantes a outros sistemas de cultivo
(KUBITZA, 2006).

Os sistemas de criacao utilizados na aquicultura sdo empreendimentos que

causam naturalmente modificacdes na qualidade da agua. Porém a intensidade
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dessas modificacfes depende do tipo de sistema utilizado, portanto, o sistema de
recirculagdo por exemplo, quando estatico aumenta o acumulo de material organico
nas caixas de cultivo modificando os parametros de qualidade da agua, esse sistema
sem entrada de agua por certo tempo pode gerar ambiente de desafio para os animais
gue sao criados nessas condi¢cdes (HURVITZ et al., 1997; ZANIBONI-FILHO, 1997).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e Condi¢cdes Experimentais

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutricdo e Producdo de
Espécies Ornamentais (LNPEO) do Instituto Federal de Ciéncia e Tecnologia do
Espirito Santo- Campus Alegre (20° 44’ 05” S; 20° 45’ 51 “ S) durante 50 dias. Foram
utilizados juvenis de tilapia do nilo (Oreochromis niloticus) invertidos sexualmente,
com peso inicial médio de 1,249 + 0,076, distribuidos em densidade populacional de

222 animais /m?3de agua.

Foram utilizados 400 juvenis de tilapia do nilo (Oreochromis niloticus) com 58
dias apods a eclosao (DAE), distribuidos em delineamento inteiramente ao acaso em
arranjo fatorial 4 x 2, sendo quatro niveis de probiéticos (0; 0,2; 0,4 e 0,6 g/ kg de
racdo), em dois desafios sanitarios (8 e 16 horas sem recirculacao de agua). Foram
utilizadas cinco repeti¢ées, perfazendo 40 unidades experimentais com 10 juvenis por

unidade experimental.

Os animais foram alojados em 40 aquarios experimentais, com 45 L de volume
atil, em sistema de recirculacdo de agua com biofiltros tipo Sump (Figura 1A). Nao
houve a utilizacdo de termostatos para controle da temperatura da agua em virtude
da época do ano em que o experimento foi conduzido e pelas condicGes térmicas da
sala de cultivo. Para realizacao de desafio ambiental, a circulagdo de agua no sistema
foi interrompida por 8 e 16 horas, por dia. Das 40 unidades experimentais 20 ficavam

sem circulagcéo por 8 horas e outras 20 ficavam sem circulacdo de agua por 16 horas.

A agua das caixas onde os animais estavam alojados era direcionada para
mecanismo de filtragem de soélidos (filtro mecéanico) (Figura 1B) e posteriormente para
compartimento contendo brita seguido por argila expandida (filtro biolégico) (Figura
1C), ap6s a passagem da agua por esse processo de filtragem, a mesma era
direcionada para deposito (Figura 1D), sendo redistribuida através de bombeamento

as caixas de cultivo diariamente.
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Figura 1- Sistema de recirculacdo de 4gua e seus sistemas de filtragem.

FONTE: arquivo pessoal

3.2 Dieta e Tratamentos
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A dietas foram obtidas a partir de dieta base, a base de milho, farelo de soja e
farinha de peixe (Tabela 1), de modo a atender as necessidades nutricionais para
juvenis de tilapia do nilo (FURUYA,2010). A esta racao, foi adicionado o probiotico,

diluido em 6leo.

Tabela 1- Composi¢&o nutricional — Dieta base para tilapias do nilo.

Composicao alimentar (g)

Milho (8 % PB) 350,00

Farelo de Soja (45 % PB) 335,83

Farinha de Peixe (54 % PB) 271,06
Oleo de Soja 30,00
L-Lisina HCI 4,00
DL-Metionina 4,00
Sal comum 3,00
Premistura Vitaminas 1,00
Premistura Minerais 0.50
Cloreto de Colina 0,40
BHT 0,20

Total 1000 g

Atendimento das Exigéncias Nutricionais- Matéria Natural (%)

Energia Digestivel (Mcal/Kg) 3,403

Proteina Bruta 36,000
Lisina Total 2,503

MET+ CIS 1,713
Treonina Total 1,490
Calcio 2,147

Fosforo 1,267

Amido 21,143

Os ingredientes foram misturados e logo apods peletizados a fim de reduzir a
perda de nutrientes por lixiviagdo e proporcionar a gelatinizacdo do amido a fim de
contribuir para a estabilidade da ragdo na agua. Os pellets apds serem secos,
passaram por moagem para alcancar a granulometria desejada. O probidtico (Bacillus
cereus var.toyol 4x10? UFC e Bacillus subtilis 4x 10%?), foi pesado em balanca
analitica, homogeneizado em 0leo de soja (20mL /kg de rac&o) e aspergido sobre a
racao peletizada. A mesma quantidade de Oleo foi adicionada a todos tratamentos
(OSHIRO, 2015).
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Os tratamentos foram constituidos de racdo basal, sem adi¢cado de probidtico
(RB 0); racao basal com adi¢éo de 0,2 g de probi6tico por kg de racdo (RB 0,2); racao
basal com adicdo de 0,4 g de probidtico por kg de racédo (RB 0,4) e racdo basal com
adicao de 0,6 g de probidtico por kg de racdo (RB 0,6), em dois ambientes de desafio

sanitario (8 e 16 horas sem recirculacéo).

As dietas referentes a todas as unidades experimentais foram armazenadas
em recipientes individuais, identificados e acondicionadas em freezer até 0 momento
do arragcoamento. Os animais foram arracoados até a saciedade aparente em quatro
vezes ao dia (07:00,11:00 ,15:00 e 18hs:00min do dia).

3.3. Desempenho Zootécnico

Para a avaliacdo de desempenho foram realizadas biometria inicial e final sendo
0S animais anestesiados com eugenol 25mg/L, com mensuracdo de comprimento
total, comprimento padréo, altura e peso, com 0os mesmos sob 24 horas de jejum. Os
dados coletados no inicio e final do experimento (comprimento, altura e peso) foram
utilizados para calcular os seguintes parametros de desempenho: Ganho de peso (g),
Consumo de racédo (g de racdo consumida por unidade experimental), Converséo
Alimentar Aparente (g/g), Taxa de Crescimento Especifico (%/dia), Fator de Condicéo,
Taxa de eficiéncia proteica (%) e Taxa de eficiéncia energética (%) utilizando as

seguintes formulas.

e Ganho de Peso: GP= Pf - Pi (g). Pf = peso médio final (g) e Pi = peso médio
inicial (g).

e Consumo de Racédo: CR (g) no periodo = (Racgao fornecida — Sobra de racdo)
/ numero de animais.

e Conversao Alimentar Aparente: CAA= CR / GP.

e Taxa de Crescimento Especifico: TCE= ((InPf — InPi)) /Ta) x 100. In Pf=
logaritmo natural do peso final, In Pi= logaritmo natural do peso inicial e Ta=
periodo de experimentacéo (dias).

e Fator de Condicdo: K= (P x 100) / C 3. P= peso (g), e C= comprimento total
(cm).

e Taxa de Sobrevivéncia: TS= (Nf/ Ni) x100. Nf = namero final de animais e Ni=

namero inicial de animais / unidade experimental.
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e Taxa de Eficiéncia Proteica: TEP= (GP/ (CR X %PB da dieta)) X 100. GP=
ganho de peso e CR consumo de racgdao.

e Taxa de Eficiéncia Energética: TEE= (GP/ (CR X energia digestivel da racao))
X 100. GP= ganho de peso, CR consumo de racgao.

Para calculo da Taxa de Sobrevivéncia, foi mensurado a mortalidade diariamente,
sendo que os animais mortos, eram retirados, contabilizados, e a sobra de ragao era

pesada para posterior corre¢ado no consumo.

3.4 indice Hepatossomatico

Para mensuracao do indice hepatossomatico, trés animais de cada repeticao, de
cada tratamento, totalizando 09 animais por tratamento e 72 animais no total, foram
escolhidos aleatoriamente, e eutanasiados através de perfuracdo cranial. Para a
coleta do figado, foi realizado corte ventral na cavidade peritoneal com auxilio de
bisturi. O figado dos animais foi retirado e pesado em balanca analitica de preciséao
de 0,1 mg. Para calculo do indice hepatossomético a relacdo entre o peso do animal

e peso figado foi calculada.

e indice Hepatossomatico: IHS= (Pff / Pc) x 100. Pff= peso do figado fresco (g) e

Pc= peso corporal (g).

3.5 Qualidade da Agua

A temperatura do sistema foi monitorada diariamente, com termdmetro digital
Incoterm de maxima e de minima, no interior dos aquarios, onde o eletrodo do
termbémetro foi imerso dentro de uma das caixas de recebimento de agua do filtro
bioldgico. Para afericdo e obtencdo de dados de temperatura dos aquarios, dois data
loggers base-u-1 Onset foram colocados dentro das unidades experimentais de 8 e
16 horas sem recirculacdo de agua, os data loggers eram trocados de caixas
diariamente, a fim de que todas as unidades recebessem o equipamento para o

monitoramento da temperatura.

O pH foi mensurado duas vezes por semana direto nas unidades

experimentais, com auxilio de peagametro de bolso portatil. A mensuracao do pH das
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unidades que permaneciam sem recirculacdo de &gua por 8 e 16 horas, eram
realizadas com o sistema estatico, antes da reabertura do fluxo das torneiras. As
sondas dos medidores de pH, eram imersas dentro das unidades experimentais de

maneira aleatoria.

As medidas de condutividade e sélidos dissolvidos foram realizadas duas vezes
por semana atraves de condutivimetro modelo digital TDS+ EC. O eletrodo era imerso
nas unidades experimentais mensurando diretamente a condutividade em puS/cm e

sélidos dissolvidos em ppm.

O oxigénio dissolvido foi mensurado com o auxilio do medidor portéatil Lutron,
modelo DO- 5519, duas vezes por semana. A sonda era imersa em profundidade de

pelo menos 10 cm, apos o equilibrio térmico entre a sonda e a agua.

As medicdes dos parametros de qualidade de agua, com excecdo da
temperatura, sempre ocorreram no fim do ciclo sem recirculagéo, exatamente antes
da abertura das torneiras para a retomada da recirculagdo. A reabertura do
fornecimento de agua foi de tal forma que o fornecimento de agua equivalia a mesma

guantidade para cada um dos aquarios.

3.6 Andlise Estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e posteriormente,
a andlise de regressdo polinomial. Independente de efeito de interacdo entre os
fatores (A = niveis de probidtico e B = 8 e 16 horas sem recirculacdo de agua no
sistema), foi realizado o desdobramento a fim de recomendar o nivel de probiético
mais indicado em funcdo de 8 e 16 horas sem recirculacdo. Os dados foram

analisados através do software R, adotando o nivel de 5 % de significancia.
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Os parametros de qualidade da agua (Tabela 2) sdo fatores que exercem

influéncia direta no estado fisiologico dos animais (FERREIRA, 2014). O pH

permaneceu entre 4,90 e 5,06, sendo que o recomendado estaria entre 6,5 e 8,0
(WURTS & DURBOROW, 1992).

Tabela 2- Valores médios de pH, oxigénio dissolvido (OD), condutividade elétrica (CE)
e sOlidos totais (ST) da agua e seus respectivos desvios.

Variaveis Desafio Probiodtico (g/kg)
0 0,2 0,4 0,6 Média
Ph 8 hrs 4,95+0,72 4,93+0,71 4,90+0,70 4,94+0,72 4,93+0,71
16 hrs 4,99+0,63 5,06+0,65 5,05+0,64 5,05+0,65 5,03+0,64
Média 4,97+0,67 4,99+0,68 4,97+0,67 4,99+0,68 4,98+0,67
OD (mg/L) 8 hrs 2,11+0,45 1,66+0,27 1,59+0,24 1,85+0,36 1,80+0,33
16 hrs 1,90+0,38 1,79+0,29 1,52+0,17 1,60+0,27 1,70+0,27
Média 2,00£0,41 1,72+0,28 1,55+0,22 1,72+0,31 1,75+0,3
CE 8 hrs 404,1+57,7 405,1+59,1 401,2+62,8 401,6+60,9 403+60,12
(Sfcm) 16 hrs 402,7+57,9 398,0£56,3 399,1+58,0 395,1+57,7 398,72+57,47
Média 403,4+57,8 401,5+57,7 400,1+60,4 398,3+59,3 400,8+58,7
ST (ppm) 8 hrs 226,8+15,9 223,5£15,2 225,1+154 224,6+15,5 225+15,5
16 hrs 222,04£15,7 221,9+17,2 224,1+17,7 224,2+19,2 223,05%£17,45
Média 224,4+15,8 222,7£16,2 224,6+16,5 224,4+17,3 224+16,4

*Dados ndo submetidos a andlise de variancia (ANOVA).

Os valores de oxigénio dissolvido permaneceram entre 1,52 mg/L e 2,11 mg/L.

Apesar do parametro ndo estar dentro da faixa ideal para a maioria dos peixes
tropicais (3 - 6 mg/L) (HEIN & BRIANESE, 2004), devido a rusticidade, a tilapia ainda

consegue sobreviver em condi¢cdes de baixas concentragdes (KUBITZA & KUBITZA,

2000; MACEDO, 2004). Os parametros condutividade elétrica e sdlidos totais

permaneceram entre 405,14 uS/cm e 395,16 uS/cm, 226,97 ppm e 221,9 ppm. Ambos

0s parametros, ndo estiveram dentro da faixa ideal para sistema de recirculacdo de
agua, sendo considerado ideal para condutividade 20 a 100 uS/cm (SANTOS, 2010),

e para solidos totais dissolvidos <5 mg/L (KUBITZA, 2006).
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Em sistemas de recirculacdo a remocdo das fezes e sobras de racao é
realizada mediante o fluxo de agua (KUBITZA, 2006). Como o sistema ficava por longo
periodo estatico (restricdo da oxigenacéo da agua) a retirada da matéria organica nao
era realizada de forma eficaz como se o0 sistema estivesse em recirculacao constante.
Essa deposicdo proporcionava aumento da demanda bioquimica de oxigénio e a
decomposicao anaerobica dos solidos (com isso ocorreu a diminuicdo do oxigénio
dissolvido e 0 aumento do pH possivelmente devido ao aumento da concentracao de
C0O2), de modo que parte dos soélidos permaneciam depositados e parte dissolvidos,
(METCALF & EDDY, 2003), tal decomposicdo proporcionou ainda aumento dos

sélidos totais dissolvidos e da condutividade elétrica.

Para o parametro temperatura foi possivel observar que os valores minimos e
maximos durante todo experimento se encontraram entre 24,8° C + 0,85e 299 C +
1,0, 25,2° C £ 0,76 e 29,9° C £ 0,97 para 8 horas e 16 horas sem recirculacao
respectivamente, sendo que na literatura o ideal recomendado para tilapias esté entre
27° C e 32 °C (OSTRENSKI & BOEGER, 1998). Oscilacdes na temperatura podem
causar reducdo no consumo, crescimento e aumentar a susceptibilidade a acdo de

patégenos oportunistas.

Observando os niveis de probittico e desafios testados constata-se influéncia
significativa para basicamente todos os parametros analisados, com excecao do fator
de condicdo que ndo demonstrou efeito significativo para nenhum dos desafios
testados (Tabela 3). Para o indice hepatossomatico, taxa de crescimento especifico e
taxa de sobrevivéncia observa-se efeito significativo para ambos os desafios,
engquanto que ganho de peso, consumo de racdo apresentaram efeito significativo e
ajuste quadratico para o desafio de 8 horas e conversao alimentar aparente, taxa de
eficiéncia proteica e taxa de eficiéncia energética efeito significativo para 8 horas com

ajuste linear.
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Tabela 3- Valores médios das variaveis zootécnicas dos juvenis de tilapias durante o

periodo experimental em funcéo dos fatores A (niveis de probidtico) e B (8 horas e 16

horas sem recirculacédo de agua no sistema).

Niveis de probiético

Desafio 0,0 0,2 04 0,6 P/ival  Efeito CV
(%)
CR 8 hrs 10,49+0,19 12,03+0,25 12,66+0,26 11,79+0,38 P<0,05 Q 6,16
16 hrs 10,76+0,49 11,27+0,82 11,51+0,55 11,52+0,71 P>0,05 NS
GP 8 hrs 12,39+0,46 13,16+0,51 14,19+0,28 13,39+0,94 P=<0,05 Q 7,89
16 hrs 10,43%#0,70 10,23%#0,92 10,63+#0,68 11,3+0,35 P>0,05 NS
CAA 8hrs 0,85+0,03  0,90+0,02 0,88+0,008 0,99+0,05 P=<0,05 L 5,99
16 hrs  1,02+0,05 0,97+#0,03 1,03+0,03 1,03+0,04 P>0,05 NS
IHS 8 hrs 1,89+0,28 2024+0,11  2,6+0,22 2,38+0,12 P=<0,05 Q 15,06
16 hrs  2,99+0,40 2,79+0,41 2,50+0,31 2,28+0,20 P=<0,05 L
TS 8 hrs 64+7,2 65+4 80+4 52,3+6,6  P<0,05 Q 13,85
16 hrs 49,5+3,8 50+8 87,516 47,56 P<0,05 Q
TCE 8hrs 4,8+0,08 4,83+0,19 4,98+0,10 4,67+0,11 P=<0,05 Q 3,17
16 hrs  4,27+0,02 4,36+0,06 4,77+0,08 4,7+0,05 P<0,05 L
FC 8 hrs 2,34+0,07 2,4+0,13 2,34+0,08 2,320,038 P>0,05 NS 5,70
16 hrs 2,24+0,1 2,30+0,14 2,28+0,02 2,20+0,05 P>0,05 NS
TEP 8 hrs 3,28+0,15 2,03+0,11  2,11+0,07 2,92+0,21 P<0,05 L 8,95
16 hrs  2,69+0,19 2,71+0,24  2,82+0,24  2,74+0,24 P>0,05 NS
TEE 8hrs 34,71+157 32,13+1,12 32,95+0,75 30,88+2,21 P=<0,05 L 8,97
léhrs  28,52+1,99 28,68+2,49 29,86+2,54 29,09+2,51 P>0,05 NS

Q = Modelo quadrético, L = modelo linear, NS = efeito ndo significativo. Ganho de peso (g) (GP),

consumo de racdo (g) (CR), conversdo alimentar aparente (CAA), indice hepatossomético (IHS), taxa

de sobrevivéncia (%) (TS), taxa de crescimento especifico (TCE), fator de condicdo (FC), taxa de

eficiéncia proteica (%) (TEP) e taxa de eficiéncia energética (%) (TEE) de juvenis de tilapia do Nilo,

com inclusédo de diferentes niveis de probiético na dieta e em ambiente de desafio (8 horas e 16 horas

sem recirculagdo de agua no sistema).

Para a varidvel consumo de racdo (Figura 2A) e ganho de peso (Figura 2B)

observa-se que para ambos, o0 melhor modelo ajustado foi o quadratico para o desafio

de 8 horas com maior efeito do aditivo ao nivel de 0,375g/kg de probidtico na racéo e

de 0,3139 g/kg de probidtico na racdo para consumo de racdo e ganho de peso

respectivamente.
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Figura 2- Andlise de regressao para as variaveis zootécnicas dos juvenis de tilapia
do nilo em funcao dos fatores A (niveis de probiotico) e B (8 horas e 16 horas sem
recirculagdo de agua no sistema).
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Pode-se associar as respostas crescentes do consumo de racdo e do ganho
de peso a saude dos animais. Possivelmente tal comportamento ocorre pelos
beneficios que o probidtico proporciona aos animais (modificagdo da microbiota
intestinal, producdo de &cidos organicos, estimulo do sistema imune, sintese de
enzimas e competicdo por nutrientes) descritos ao longo deste estudo. No entanto,
respostas decrescentes na curva de regressao, com o aumento do uso de probiotico
para esses parametros, podem ser justificados por meio de possiveis efeitos da
qualidade da agua, como oscilagcéo na temperatura, diminuigéo do oxigénio dissolvido,
aos quais influenciam negativamente no consumo de ragdo e consequentemente
ganho de peso (SIPAUBA-TAVARES, 1995; KUBITZA & KUBITZA, 2000).

Contata-se que embora a inclusdo de probidtico até os niveis de 0,375g/kg e
0,3139 g/kg tenham proporcionado maior consumo de racdo e ganho de peso, a
inclusdo do aditivo na dieta proporcionou aumento na conversao alimentar dos
animais (Figura 2C). Essa resposta pode estar relacionada possivelmente, a provavel
aumento na motilidade intestinal dos animais em virtude de uma populagéo excessiva

de microrganismos, o que alteraria a disponibilidade dos nutrientes e sua absorgéao
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em locais oportunos (XU et al.,, 2006). Ressalta-se ainda que o comportamento
decrescente da curva de regressao em niveis mais elevados de probidticos pode estar
ligada a alteracdo da microflora ja existente no intestino dos animais, em decorréncia
da maior quantidade de microrganismos que foram incluidos a dieta, proporcionando

assim em desequilibro da flora intestinal (MILES et al., 1981).

Além da resposta anteriormente descrita alguns autores associaram o quadro
de estresse sofrido pelos peixes com a menor eficiéncia de utilizacdo dos alimentos
(EI-SAYED, 2002; BRANDAO et al., 2004; AZEVEDO et al., 2015). Tal comportamento
pode estar relacionado com o maior requerimento de energia quando 0s animais
estavam em quadro de estresse pelos desafios que foram submetidos (BARTON e
IWAMA, 1991; AZEVEDO et al., 2016). Deste modo, a energia consumida pelos
animais pode ter sido mobilizada visando minimizar as alteracdes fisioldgicas
decorrente do estresse (AZEVEDO et al., 2016), explicando assim o aumento linear

na conversao alimentar aparente.

Ao ser observado o indice hepatossomatico (Figura 2D), percebe-se que no
grupo submetido a 8 horas sem recirculacdo, houve um aumento até o nivel de
inclusao de 0,388 g/kg de probidtico na racdo, comportamento quadratico crescente.
Por outro lado, para 16 horas sem recirculacdo, houve efeito linear decrescente.
Considerando que a higidez esta relacionada com as condi¢cdes de saude hepatica
(EVERAARTS et al., 1993), a medida que ha diminuicdo do indice hepatossomatico,
tem-se menor saude hepética. Desta maneira, percebe-se que no desafio de 16 horas,
o estresse foi grande o suficiente para fazer com que o figado ndo conseguisse
responder de forma positiva ao estresse e que o nivel de probidtico utilizado, nessas
condi¢gbes possam ter agravado o problema. De forma semelhante, no desafio de 8

horas esse dano hepético, ocorreu a partir do ponto de maximo.

A resposta diferenciada dos niveis de probiético nos desafios impostos para
esse parametro podem estar relacionados ao estado de estresse enfrentados pelos
animais (FERREIRA et al., 2015). De modo que, possivelmente o efeito do estresse
de 8 e 16 horas sem recirculacdo de agua no sistema foi intenso, que estimulou a
deplecdo (catabolismo) do tecido hepatico. Ou seja, foi necessaria maior carga de
trabalho com mobilizacdo de triglicerideos e glicogénio hepatico para atender os

tecidos musculares e o cérebro na resposta ao estresse (BUSACKER et al., 1990).
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Figura 3- Andlise de regresséo para as variaveis zootécnicas dos juvenis de tilapia
do nilo em funcgéo dos fatores A (niveis de probiético) e B (8 horas e 16 horas sem
recirculacdo de agua no sistema).
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Analisando o comportamento dos animais para a variavel taxa de crescimento
especifico (Figura 3B), observa-se resposta linear dos niveis de probibtico para o
desafio de 16 horas e quadréatica com ponto de maxima 0,2717 g/kg para o desafio de
8 horas. Tal comportamento condiz com o apresentado na literatura, onde os autores
associaram a inclusdo de probiético em melhorias no crescimento e na taxa de
crescimento especifico de peixes, em estudos com tilapias (HAN et al., 2015;
RIBEIRO, 2019), matrinxas (DIAS et al., 2012), truta arco-iris (BAGUERI et al., 2008;
MERRIFELD et al., 2009), carpa (KUMAR et al., 2006), no peixe coelho (Siganus
puellus) (EL- DAKAR et al., 2007) e bagre (AL-DOHAIL et al., 2009).

Essas respostas ao crescimento se justificam em virtude na acédo dos
microrganismos presentes no probidtico sob o aproveitamento dos nutrientes
fornecidos aos peixes (SAENZ DE RODRIGUEZ et al., 2009). No trato gastrointestinal
esses microrganismos quando incluidos em quantidade correta produzem
bactericidas e enzimas que melhoram a digestdo dos alimentos fornecidos e como
consequéncia melhoram a absorcéo de nutrientes (SANTANA et al., 2011; SUN et al.,
2011; SONSA-ARD et al., 2015).



40

Porém, quando ocorre o fornecimento de grandes quantidades de probidtico
nas dietas os microrganismos presentes nestes podem proporcionar aumento na
motilidade intestinal e alteracdo da microbiota intestinal ja existente (XU et al., 2006;
MOUNTZOURIS et al., 2010), explicando a auséncia no crescimento eficiente a
medida que se aumentava o nivel de inclusédo a partir de 0,2717 g/kg em desafio de 8
horas.

Contudo a resposta linear crescente para o desafio de 16 horas pode ser
explicada em virtude do possivel desequilibrio da microbiota intestinal pré-existente
decorrente do alto nivel de estresse que os animais foram expostos por esse
tratamento (MATHEW et al., 1993; SILVA & NORNBERG, 2003), assim o efeito

positivo do fornecimento de probiéticos para esse desafio foi mais evidenciado.

Ao analisar a respostas para a variavel taxa de sobrevivéncia (Figura 3A),
observa-se que o maior efeito do aditivo para as condi¢bes em estudo foi de 0,2745
g/kg e 0,331g/ kg, respectivamente para 08 el6 horas de desafio, com ponto de
maximo de 74,335% (08 horas) e 71,53% (16 horas). Esses valores crescentes até ao
ponto de maxima, podem estar associados assim como anteriormente explicado em
decorréncia da melhora na absorcéo de nutrientes pelos peixes (SUN et al., 2011;
SANTANA et al., 2011; SONSA-ARD et al., 2015) a melhoria na saude intestinal e
reducdo competitiva de possiveis agentes oportunistas (TACHIBANA et al., 2011;
FARAMARZI et al., 2011).

Conforme descrito na literatura, quando administrados em quantidade
adequada na dieta, 0s microrganismos presentes no probiético atuariam no intestino
dos animais por meio de estimulos a imunidade, producéo de acido latico, maiores
disponibilidades de enzimas e vitaminas, além de melhorar a digestao de alimentos,
aumento das vilosidades intestinais a fim de promover maior eficiéncia na absorgéo
dos nutrientes (FULLER, 1989; BAIRAGI et al., 2002; HISANO et al., 2006; SILVA,
2008), no entanto quando administrados em quantidades excessivas comprometem o
desempenho dos animais (CARAQ, 2011). Todos esses fatores atuam de forma direta
na saude do animal, agindo assim de forma significativa na taxa de sobrevivéncia dos
mesmos quando submetidos a condi¢cbes de estresse. Deste modo, mesmo que 0s

animais se encontram em condi¢des de estresse muito elevados o uso de probiético
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para garantir a sobrevivéncia dos animais torna- se necessaria, mesmo gue 0s outros

parametros afetem suas caracteristicas.

Para a variavel eficiéncia proteica (Figura 3C) e energética (Figura 3D) é
possivel observar que para o desafio de 8 horas sem recirculacéo de agua no sistema,
o0 modelo que melhor se ajustou foi o linear, de modo que a medida que aumentava
0s niveis de probidtico reduzia-se a taxa de eficiéncia proteica e energética.
Observando que os animais alimentados com a racdo sem adicdo do probiotico
apresentaram menor consumo (Figura 2A), menor ganho de peso (Figura 2B) e maior
conversado alimentar aparente (Figura 2C), pressupde-se que 0s peixes alcangaram
melhor aproveitamento da proteina da dieta para atingir a compensacdo do peso

(mantenca).

Observa-se ainda que a taxa de eficiéncia energética apresentou declive mais
intenso (b=-5,455) que a taxa de eficiéncia proteica (b = -0,525). Ressalta-se que os
animais estudados se encontravam na fase juvenil. Logo, devido ao fato dos mesmos
estarem depositando mais proteina corporal e em alta eficiéncia, a energia estaria
sendo mais utilizada (provavelmente na mantenca) (ROSSI et al., 2013), justificando

a maior declividade da reta para taxa de eficiéncia energética.

Ressalta-se ainda que o nutriente e a energia no corpo do animal, apresentam
duas funcdes base, que sdo mantenca e crescimento (levando em consideracao que
0s animais utilizados eram juvenis), sendo que a mantenca é a prioritaria, de modo
que, alteracbes da homeostase fisioldgica (condicdes de estresse) faz com que haja
aumento da necessidade da mantenca e redugcdo no crescimento (BERTECHINI,
2004).

Assim, em estudo com o objetivo de analisar a exigéncia proteica de juvenis de
tambaqui apos a privagdo alimentar os autores associaram a melhor taxa de eficiéncia
proteica desses animais que foram privados da dieta, as alteracdes fisiologicas
sofridas pelos mesmos apos a realimentacdo. De modo que os animais privados
conseguiram aproveitar melhor a proteina (SANTOS et al., 2010). Tal comportamento
ocorre provavelmente devido ao aporte energético utilizado para reverter o quadro de

estresse, e a restauracao da homeostase fisiolégica (BARTON, 2002).
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5. CONCLUSOES

Dentre os parametros avaliados pode-se concluir que o nivel de probiotico
(Bacillus cereus var.toyol 4x10*?2 UFC e Bacillus subtilis 4x 10%?) recomendado varia
em funcéo do desafio testado. Desta forma, para o desafio de 8 horas recomenda-se
0,3246 g/kg de probidtico na racéo e para o desafio de 16 horas a fim de melhorar a

taxa de sobrevivéncia dos animais recomenda-se 0,331g/ kg de probidtico na ragao.
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ANEXO A — Racéo peletizada

FONTE: arquivo pessoal

ANEXO B — Moagem da racao

FONTE: arquivo pessoal
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ANEXO C — Biometria inicial
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ANEXO D - Biometria final

FONTE: arquivo pessoal
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ANEXO E - Resultado da analise de variancia para os parametros ganho de
peso (GP) conversédo alimentar aparente (CAA), taxa de crescimento especifico
(TCE), consumo de racao (CR), fator de condicéo (FC), taxa de sobrevivéncia
(TS), taxa de eficiéncia proteica (TEP), taxa de eficiéncia energética (TEE) e

indice hepatossomatico (IHS)

Quadrado Médio

FV GL GP CAA TCE CR FC
Niveis de 3 4,27* 0,0126* 0,2204* 3,94* 0,0137ms
probiético (A)
Desafio (B) 1 37,92 0,1144* 0,8468* 2,27* 0,092*
Interacdo A*B 3 0,63ns 0,0085" 0,1690* 0,8477m 0,003"s
Erro 32 0,92 0,0033 0,2220 0,5022 0,0168
Ccv 7,98 5,99 3,17 6,16 5,65
Quadrado Médio
FV GL TS TEP TEE GL IHS
Niveis de 3 2183,87* 0,0558" 6,1571"s 3 0,2737m
probiético (A)
Desafio (B) 1 483,71* 1,179* 131,98* 1 1,8240*
Interacdo A*B 3 276,57* 0,0742m 8,523 3 1,4622*
Erro 32 73,95 0,0682 7,654 64 0,1401
Ccv 13,85 8,95 8,97 15,06

*F significativo (P>0,05); ns néo significativo.



