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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 HISTORIA DO USO DE PROBIOTICOS

A partir do conhecimento de que microrganismos sdo favoraveis a saude
humana, em 1960, Richard Parker utilizou pela primeira vez o termo probidtico, com o
significado de “a favor da vida”, de acordo com a origem grega do termo (VIEIRA, et al.,
2007). Para FULLER (1989), esses microrganismos vivos adicionados no intestino animal,
traz beneficios ao hospedeiro. Atualmente, a definicdo de probioticos utilizada pela
Organizacdo Mundial de Saude e Organizacdo de Agricultura e Alimentos € a seguinte:
“microrganismos Vivos, que quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficio a saude do hospedeiro” (JOINT FAO/WHO, 2002). Recentemente (YANG et al.,
2017) se refere aos probidticos, como microrganismos Vivos gque podem promover a
homeostase da microbiota intestinal, afetando a interacdo interespecifica na comunidade
microbiana.

Alguns grupos de bactérias Gram-positivas (Lactobacillus, Streptococcus,
Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Bifidobacterium, Bacillus, Clostridium), de
bactérias gram-negativo (Escherichia coli ndo patogénica) e de leveduras (Saccharomyces)
sdo estudados ou ja comercializados como probioticos (VIEIRA et al, 2007).

O uso desses organismos surgiu no oriente médio como alimentos funcionais,
usados para terapias contra infec¢fes do trato gastrintestinal e também como estimulante
para o apetite (LODDI, 2001). Na década de 80, esses alimentos foram introduzidos com
parte de uma dieta normal, evidenciando beneficios, na reducdo dos riscos de doencas
crénicas, entretanto, ndo substituindo o uso de medicamentos para o tratamento de doencas
(RAIZEL et al., 2011). Diversas pesquisas mostram os efeitos positivos da utilizacdo de
probidticos em humanos, estendendo-se 0 uso em animais de producdo como suinos,
ruminantes e peixes, caracterizando-se pela inclusdo do aditivo preferencialmente via
alimentacéo, promovendo o estimulo do sistema imunologico dos animais (VIEIRA et al.,
2017).

Nos dltimos anos, tem-se intensificado pesquisas relacionadas ao
desenvolvimento de alimentos funcionais para aquicultura, sendo em sua maioria, as
bactérias do acido latico (Lactobacillus), o género Bacillus, as bactérias fotossintéticas
(Rhodobacter sphaeroides) e as leveduras Pseudomonas ou Vibrio (WANG, 2011). Muitos
microrganismos foram reconhecidos como probiéticos potentes para praticas de

aquicultura, contudo, o grupo dominante sdo as bactérias gram-positivas, especialmente 0s
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grupos Bacillus, Lactobacillus e Bifidobacterium (CRUZ et al., 2012). Os bacillus, séo
caracterizados como um grupo diversificado de bactérias gram-positiva em forma de
bastonetes, capaz de produzir esporos robustos, mantendo-se estavel no ambiente géstrico
pois ndo é afetado pelas secrecdes gastricas (LEE et al., 2013). O uso de probiotico
composto por Bacillus subtilis melhora as respostas imunes e a resisténcia a doencas e
afeta positivamente as atividades de enzimas digestivas, capacidade anti-inflamatoria e
antioxidante em peixes cultivados (ADDO et al., 2017; CEREZUELA et al., 2012; HE et
al., 2013; ZAINELDIN et al., 2018). Além disso, B. subtilis pode ser resistente a alta
pressdo e alta temperatura durante o processamento na fase de incorporacdo a substrato na
fase de granulagdo (ZHANG et al., 2014).

Os esporos que sao estaveis ao calor tém varias vantagens em relacdo a outros
formadores de ndo esporos, como Lactobacillus spp., esse produto pode ser armazenado a
temperatura ambiente sem qualquer efeito prejudicial sobre a viabilidade, uma segunda
vantagem € que o esporo é capaz de sobreviver ao baixo pH da barreira gastrica, 0 que nao
é 0 caso de todas as espécies de Lactobacillus, portanto, em principio, uma dose
especificada de esporos pode ser armazenada indefinidamente sem refrigeracdo e toda a
dose de bactérias ingeridas atingira o intestino delgado intacto (SPINOSA et al., 2000;
BARBOSA et al., 2005; TUOHY et al., 2007)

O processo de selecdo de cepas microbianas como probidticos é baseado em
etapas criticas, porque a escolha inadequada pode levar a efeitos indesejaveis no
hospedeiro (ALMEIDA-JUNIOR et al., 2015). Para o uso comercial os microrganismos
devem passar por uma triagem e uma selecdo, para atenderem todas as necessidades de
seguranca, tecnologicas, funcionais e fisioldgicas (MORELLI, 2007; VASILIEVIC, et. al
2008). A seguranca de um probidtico incluem origem documentada, atividade metabdlica e
auséncia de caracteristicas como patogenicidade, infecciosidade e fatores de viruléncia,
incluindo a resisténcia aos antibiéticos (SAARELA et al., 2000; MUNOZ et al., 2014;
RUBIO et al.,, 2014). Recomenda-se 0 isolamento e desenvolvimento de probioticos
associados ao hospedeiro, pois as bactérias autdctones sao mais persistentes no intestino e
podem ser mais eficazes do que outros probidticos comerciais ndo associados ao
hospedeiro (RIDHA e AZAD, 2016; DOAN et al., 2018).

Os probioticos séo parte integrante das praticas de aquicultura para obter um
alto rendimento da producéo (CAPILLO et al., 2018; HOSSEIN et al., 2018). A aplicacédo

de probioticos na nutricdo, beneficia o crescimento, modulacdo imunolégica, resisténcia a
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doencas, imunizacao e outras vantagens em peixes (ANJUGAM et al., 2018; VAN DOAN
etal., 2018; ELUMALAI et al., 2019).

1.2 PROBIOTICOS NA AQUICULTURA

O aumento da demanda no mercado por proteina animal, fez com que a
piscicultura crescesse radicalmente, passando de uma atividade semi-intensiva para mais
intensiva, gerando um ambiente de alto estresse tornando os animais mais susceptiveis a
patogenos indesejados ou patdgenos mais resistentes, causando transtorno no sistema
imunolégico aumentando a suscetibilidade a doencas bacterianas e parasitarias
(HARIKRISHNAN et al. 2011; KIM et al., 2014; TELLI et al., 2014).

Embora existam indmeras bactérias patogénicas, algumas delas sdo de
ocorréncia frequente e apresentam maior impacto econémico na producdo comercial de
peixes cultivados, como: Aeromonas spp, Edwardsella spp, Flavobacterium columnare,
Francisella spp, Streptococcus spp (LEIRA., 2016; ZHANG et al., 2018; XU et al., 2019).

Para resolver a questdo das doencas, surge entdo a administracdo preventiva ou
terapéutica de antibidticos (HOSEINIFAR et al., 2017). A prevencao e o tratamento de
doencas infecciosas no cultivo de tilapias incluem vacinas, antibiéticos e quimioterapicos
(ABARIKE et al., 2018). No entanto, a aplicacdo de antibidticos e quimioterapicos causou
muitos problemas, como o surgimento de microrganismos resistentes a medicamentos e
residuos quimicos, podendo se acumular nos tecidos dos animais pondo em risco a salde
humana (KERSARCODI-WATSON et al.,, 2008; TELLI et al., 2014). Para isso a
vacinacdo foi instituida como a maneira mais eficaz de prevenir algumas doencas
infecciosas, pois melhora a resposta imune nos peixes, contudo, observa-se, que, a vacina
em peixes enfrenta algumas limitacGes: (1) Vacinas eficazes ndo foram desenvolvidas para
alguns patdgenos. (2) Uma Gnica vacina é um agente contra um tipo de patégeno (ARDO
et al. 2008).

Dentro deste contexto, a utilizacdo de probidticos, prebioticos, simbioticos,
entre outros tém recebido atencdo por parte dos pesquisadores como possiveis substitutos
dos antibidticos (MENTEN e PEDROSO 2005). Recentemente, novas estratégias surgiram
como alternativas para prevengdo de doencas e melhor desempenho na aquicultura, entre
elas, os probidticos tém recebido grande atencdo, pois podem ser administrados como
aditivos a dieta ou simplesmente adicionados a agua (ARAUJO et al., 2017; DOAN ET
AL., 2018; NAWAZ et al., 2018).
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Segundo FERREIRA et al (2012) o uso de probidticos na aquicultura, vem
sendo utilizado na perspectiva de substituirem os antibidticos, que na condicdo de
combater as enfermidades apresentam um aumento da selecdo de patdgenos indesejaveis
mais resistentes. A aplicacdo de probidticos na nutricdo, crescimento, modulacdo
imunolodgica, resisténcia a doencas e outras vantagens foram percebidas em estudos
realizados por (ANJUGAM et al., 2018; VAN DOAN et al., 2018; ELUMALAI et al.,
2019) quando testados em peixes.

Conforme NAKANDAKARE, et al., (2013) a incluséo de bactérias probidticas
na dieta de peixes podem ser realizadas misturando-se, tanto, o p6 (probidtico liofilizado)
na racdo na forma farelada/triturada para alimentar larvas e pos-larvas, como também
misturada antes ou depois da peletizagdo, em que ndo haja temperaturas superiores a 60°C,
no processamento.

Nesse contexto, para controlar possiveis patdgenos, melhorar a eficiéncia
alimentar e fortalecer a salde dos peixes é o0 uso de bactérias probiéticas (GATESOUPE,
1989; GATESOUPE, 1991; MAEDA, 1992; CARNEVALI et al., 2004; CARNEVALI et
al., 2006).

1.3 MONITORAMENTO DE PRODUTO COMERCIAL DE PROBIOTICOS

Para 0 uso comercial, esses microrganismos para serem usados requerem uma
triagem e uma selecdo, atendendo todas as necessidades de seguranca, tecnoldgicas,
funcionais e fisiologicas (MORELLI, 2007; VASILJEVIC, et al. 2008). A seguranca de
um probiodtico incluem origem documentada, atividade metabolica e auséncia de
caracteristicas como patogenicidade, infecciosidade e fatores de viruléncia, incluindo a
resisténcia aos antibioticos (SAARELA et al., 2000; MUNOZ et al., 2014; RUBIO et al.,
2014).

Segundo a legislacéo brasileira, para os aditivos probioticos beneficiar satde ao ser
humano, a Anvisa estabelece concentragdes minimas de 10® a 10° UFC de microrganismos
por grama de produto. Esses aditivos, necessitam de uma previa avaliagdo segundo
requisitos da Resolucdo RDC Anvisa n° 241, de 26 de julho de 2018, contempla trés
elementos: comprovacdo inequivoca da identidade da linhagem do microrganismo, de sua
seguranca e de seu efeito benéfico, devem estarem em concentragdes adequadas para
atingir os resultados almejados, e devem estar registrados no Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) como aditivo probidtico (ANVISA, 2008, MAPA,
2018).
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Tabela 1: Aditivos aprovados pelo MAPA para uso na alimentacéo animal

FAMILIA GENERO ESPECIE
Trichocomaceae Aspergillus ORYZAE
Bacillaceae Bacillus AMYLOLIQUEFACIENS
Bacillaceae Bacillus CEREUS
Bacillaceae Bacillus COAGULANS
Bacillaceae Bacillus LICHENIFORMIS
Bacillaceae Bacillus PUMILUS
Bacillaceae Bacillus SUBTILLIS
Bifidobacteriaceae Bifidobacterium ANIMALIS
Bifidobacteriaceae Bifidobacterium BIFIDUM
Bifidobacteriaceae Bifidobacterium LONGUM
Bifidobacteriaceae Bifidobacterium PSEUDOLONGUM
Bifidobacteriaceae Bifidobacterium THERMOPHILUM
Clostridiaceae Clostridium BUTYRICUM
Enterococcaceae Enterococcus FAECALI
Enterococcaceae Enterococcus FAECIUM
Lactobacillaceae Pediococcus ACIDILACTICI
Lactobacillaceae Lactobacillus ACIDILACTICI
Lactobacillaceae Lactobacillus CASEI
Lactobacillaceae Lactobacillus PARACASEI
Lactobacillaceae Lactobacillus REUTERI
Lactobacillaceae Lactobacillus HELVETICUS
Lactobacillaceae Lactobacillus RHAMNOSUS
Lactobacillaceae Lactobacillus LACTIS
Veillonellaceae Megasphaera ELSDENII

Fonte: MAPA, (2019)

1.4 ATIVIDADE DOS PROBIOTICOS

Os probidticos sdo microrganismos vivos capazes de estabelecer, multiplicar
e colonizar o intestino do hospedeiro, a fim de promover um equilibrio benéfico dos
microrganismos, inibem a proliferagdo de agentes nocivos na mucosa intestinal, melhoram
a digestibilidade e absorcdo de nutrientes, como também promovem a sintese de vitaminas
e melhoram o desempenho dos animais, aumentando a porcentagem de sobrevivéncia e a
qualidade da agua ( NAYAK, 2010; LEE et al., 2013; CHI et al., 2014; MOHAPATRA et
al., 2014; WU et al., 2014).

Mesmo nédo sendo completamente compreendido a atividade dos probidticos na
microflora intestinal, o mecanismo de acdo dos probidticos pode envolver exclusdo
competitiva com o0s microrganismos patogénicos fazendo com que melhore a flora
bacteriana intestinal, competicdo por locais de adesdo no trato digestivo, estimulacdo do
sistema imunolégico na producdo de substancias inibidoras e melhora na digestibilidade
dos alimentos, produzindo enzimas digestivas (MERRIFIELD et al., 2010; GARCIA-
MARENGONI et al, 2015; DAWOOD et al., 2017;).
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Alguns estudos revelam modulacdo da histomorfologia intestinal por aditivos
alimentares microbianos, com aumento da superficie de absorcdo das vilosidades
(GISBERT et al., 2013) e melhora da barreira epitelial (VASANTH et al. 2015).

A inclusdo dessas bactérias no intestino do hospedeiro, ird proporcionar uma
competicdo pela colonizacdo da mucosa intestinal, produzindo substancias bacteriostaticas
e estimulando a producdo de bactérias benéficas, ocupando o lugar de bactérias que séo
prejudiciais ao hospedeiro, reforcando os mecanismos de defesa (SAAD, 2006). Tais
bactérias podem ser do género Bacillus sp., Aeromonas sp., Pseodoaeromonas sp., e
Archromobacter sp. por exemplo, possuem caracteristicas, de liberar enzimas digestivas,
na qual acelera a degradacdo de componentes organicos em determinadas condicGes
(ZHOU et al., 2009). O uso desses microrganismos tambeém tem aplicabilidade como
biorremediadores, processo que consiste na degradacdo, desintoxicacdo, mineralizacdo e
transformacdo de contaminantes ou matéria organica presentes no meio contaminado
(AZUBUIKE et al., 2016).

Estudos realizados sugeriu que os probidticos promovem efeito benéfico ao
hospedeiro nos processos digestivos, de animais aquaticos, porque as cepas probidticas
sintetizam enzimas extracelulares como proteases, amilases e lipases, além de fornecer
fatores de crescimento, como vitaminas, &cidos graxos e aminoacidos, como também
ajudam na producéo de antimicrobianos (HAROUN et al., 2006; BALCAZAR et al., 2015;
KIRON, 2015). Sua colonizagdo no intestino é de suma importancia, uma vez que esse
Orgao tera como funcao de digerir e absorver os alimentos, € fundamental para o equilibrio
osmatico, a regulacdo enddcrina da digestdo, 0 metabolismo e a imunidade (IBRAHEM.,
2015).

1.5 ADITIVOS PROBIOTICOS LIQUIDOS/PO

Os probioticos usados na aquicultura, podem ser encontrados na forma liquida
ou po. A incorporacdo dessas bactérias (probidtico liofilizado) na racdo é realizada antes
ou apos a peletizacdo, isso porque dessa forma as temperaturas ndo passam de 60 °C,
diferente da extrusdo que sdo superiores a 100°C, outra forma de incorporacéo é feita com
adicdo de oleo, em seguida postos para secar em estufa ou em temperatura ambiente
(FURUYA et al, 2012). A inclusdo do probiotico liquido na racdo é feita através da
homogeneiza¢do com agua, para depois ser aspergidos na ragdo, ou homogeneizados em
misturadores ou adicionados diretamente na agua ( SOUZA et al., 2010; RAMIREZ et al.,
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2013; FERREIRA et al., 2014; FERREIRA et al, 2015; FERREIRA., 2018;
NAKANDAKARE et al., 2018).
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Artigo

Artigo: Incluséo de aditivo Bacillus subtilis e blend de bactérias em dietas

para tilapia do Nilo

RESUMO

Obijetivo-se avaliar a inclusdo de dois tipos de probiotico comercial sendo um blend de
bactérias e o0 outro contendo apenas Bacillus Subtillis em dietas para juvenis de tilapia do
Nilo. Foram investigados o efeito destes produtos sobre o desemprenho zootécnico,
parametros hematoldgicos, concentracdo de glicose, morfologia dos vilos intestinais e
histomorfometria dos nucleos dos hepatdcitos do figado. Foram utilizados 96 juvenis, com
peso médio inicial de 4,87+0,64 g e 6,50+0,2 cm de comprimento total, distribuidos
aleatoriamente em 12 tanques com capacidade de 18 L e com oito peixes em cada unidade
experimental em um periodo de 53 deias, alimentados com diferentes tratamentos: (C)
Controle; (BB) racdo com blend de bactérias; (BS) racdo com Bacillus subtilis. Entre os
grupos que receberam e o grupo que nédo recebeu probidticos nao diferiram no desempenho
zootécnico da tilapia do Nilo entretanto para comprimento intestinal médio teve diferenca
entre os tratamentos. Para os parametros hematoldgicos, verificou-se diferenca entres os
grupos tratados para o nimero de eritrocitos, onde o grupo tratado com BB teve 0s maiores
valores a frente do grupo controle e grupo tratado somente com BS, porém ndo teve
alteracdo para 0s outros parametros sanguineos. Na andalise da composicdo centesimal ndo
foi observado diferenca significativa entre os tratamentos. As histomorfometrias das
vilosidades intestinais foram maiores para BB em altura e largura dos vilos, porém na
espessura da tanica foi maior no grupo tratado com BS. Nas analises histomorfométrica
dos nucleos dos hepatocitos, os peixes tratados com BB teve maiores valores para area
(um?), perimetro (um) e volume (um?) dos niicleos. Os probidticos B. subtilis e 0 blend de
bactérias, incluidos na dieta para tilapia do Nilo, ndo produziu diferencas significativas no
desempenho zootécnico, composicdo centesimal e hematologia, mas modificou a estrutura
do intestino e células do figado.

Palavras chave: Aquicultura, Aditivo, Desempenho, Probiotico, Tilapicultura.
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Inclusion of additive Bacillus subtilis and blend of bacteria in diets for Nile

tilapia

ABSTRACT

The objective is to evaluate the inclusion of two types of commercial probiotics being a
blend of bacteria and the other containing only Bacillus Subtillis in diets for Nile tilapia
juveniles. The effect of these products on zootechnical performance, hematological
parameters, glucose concentration, intestinal villus morphology and histomorphometry of
liver hepatocyte nuclei were investigated. 96 juveniles were used, with an initial average
weight of 4.87 £ 0.64 g and 6.50 £ 0.2 cm in total length, randomly distributed in 12 tanks
with a capacity of 18 L and with eight fish in each experimental unit in a period of 53 days,
fed with different treatments: (C) Control; (BB) feed with bacteria blend; (BS) feed with
Bacillus subtilis. Between the groups that received and the group that did not receive
probiotics did not differ in the zootechnical performance of tilapia-do-Nile however for
mean intestinal length there was a difference between the treatments. For the
hematological parameters, there was a difference between the groups treated for the
number of erythrocytes, where the group treated with BB had the highest values ahead of
the control group and the group treated only with BS, but had no change for the other
blood parameters. In the analysis of the centesimal composition no significant difference
was observed between the treatments. The histomorphometries of intestinal villi were
higher for BB in height and width of the villi, but in the thickness of the tunic was higher
in the group treated with BS. In the histomorphometric analysis of hepatocyte nuclei, fish
treated with BB had higher values for area (um?), perimeter (um) and volume (um?) of
nuclei. The probiotics B. subtilis and the bacteria blend, included in the Nile tilapia diet,
did not produce significant differences in zootechnical performance, centesimal
composition and hematology, but modified the structure of the intestine and liver cells.

Keywords: Aquaculture, Additive, Performance, Probiotic, Tilapiculture.



25

1. INTRODUCAO

A producdo de pescado no Brasil através da aquicultura vem aumentando a cada
ano na frente dos outros setores de producdo de alimento de origem animal, sendo uma
forma de gerar renda, emprego, seguranca alimentar para populacao e sustentabilidade para
0 meio ambiente. Segundo a FAO (2018) a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € a
quarta espécie mais produzida no mundo, devido o vasto conhecimento sobre sua biologia
e 0 avango nas novas tecnologia desenvolvida para criacdo de peixes.

No Brasil os principais produtores de pescado s&o os estados do Parana, Rondénia,
Sdo Paulo, Mato Grosso e Santa Catarina (IBGE, 2018). Estes estados vém crescendo na
producdo de alimento e se destacando no territorio nacional (IBGE, 2017). Entre estes
estados o Parand é principal produtor de Tilapia do Nilo, principalmente na sua regido
oeste, onde se concentra a maior producdo do pais (SCHULTER e VIEIRA FILHO, 2017;
IBGE, 2018).

Com o crescimento no setor aquicola, comecaram a utilizar os antibidticos para
combater as enfermidades e melhorar a produgéo, contudo, alguns microrganismos ficaram
resistente a estes antibidticos, por falta de conhecimento técnico para uso ideal e/ou
indiscriminado dos farmacos (DA COSTA et al., 2008; AMARANTE et al.,2018; KHATI
et al., 2018). Em contrapartida ao surgimento destes problemas, o desenvolvimento de
estudos com uso de aditivos probidticos mostrou-se importante para aquicultura.
Atualmente na criacdo de peixes 0 uso de bactérias probidticas estdo desempenhando papel
importante no desenvolvimento e metabolismo dos peixes (RIBEIRO et al., 2008; REGO
et al.,2012; FERREIRA et al., 2015; IBRAHEM, 2015).

Os probidticos agem no desempenho dos peixes aumentando a digestdo dos
alimentos, diminuindo o estresse em sistema de alta densidade e melhorando o sistema
imunoldgico, além disso, reduz a quantidade de composto nitrogenados e fosforo da agua
de cultivo (IBRAHEM, 2015).

Porém, no mercado existem varios produtos de probiotico, podendo ser
comercializados em forma de liquido ou em po, contendo uma bactéria ou varias bacterias
em sua composi¢do. No entanto, os dois tipos sdo usados na criagdo de peixes devido a
seus pontos positivos. O produto liquido é mais fécil para o piscicultor incorporar na ragdo
e na agua de cultivo como biorremediador (VAN HAI, 2015), enquanto, que o produto em
po precisa de mais técnica para misturar 0 probiodtico na racdo, pois precisa utilizar uma

porcentagem de 2% a 3% Oleo vegetal ou animal em relacdo com o peso da racédo, contudo,
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as duas formas de apresentacdo do produto precisam de orientacdo técnica (CARVALHO
et al.,, 2011; NAKANDAKARE et al., 2013). Vale ressaltar que segundo (BRITO et
al.,2014) ainda ndo existem um tipo de composi¢éo ideal de probidtico.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar dois tipos de probiotico comercial,
sendo um blend de bacterias e o0 outro contendo apenas Bacillus Subtillis em de juvenis de

tildpia do Nilo.

2.Materiais e métodos
2.1 Material biologico e procedimentos

Foram utilizados 96 juvenis de tilapias do Nilo Oreochromis niloticus, com peso
médio inicial de 4,87+0,64 g e 6,50 £ 0,2 cm de comprimento total, distribuidos
aleatoriamente em 12 tanques com capacidade de 18 L e com oito peixes em cada unidade
experimental, com renovacdo de agua constante. O experimento foi realizado no
laboratério de aquicultura da Universidade Estadual do Oeste do Parana (Unioeste) campus
de Toledo-PR, durante o periodo de 54 dias. O sistema utilizado era independente,
mantinha um fluxo de agua sem a reutilizacdo, com fonte de oxigenacdo continua
promovida por um soprador de ar central conectado por mangueiras porosas e pedras
porosas em cada aquario, a drenagem era realizada com mangueira de 40mm no periodo da
tarde.

A alimentacdo dos peixes foi realizado quatro vezes ao dia até saciedade aparente,
com racdo comercial extrusada (tamanho 2,0 mm e 35% de proteina bruta), onde os peixes
foram submetidos aos tratamentos controle (C) ndo contendo probiético; (BB) ragdo com
blend de bactérias; (BS) racdo com probidtico Bacillus subtilis. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado e composto por trés tratamentos e quatro
repeticdes.

A composicdo da racdo fornecida no rotulo de fabricante foi: farelo de milho
desengordurado, milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, farinha de carne e
0ssos, calcério calcitico, cloreto de sédio (sal comum), metionina, lisina, antifingico,
premix vitaminico e mineral. Na tabela 1 encontram-se o0s niveis de garantia da racao

comercial.
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Tabela 2: Niveis de garantia apresentado no rotulo da ragcdo comercial.

Niveis de Garantia

Umidade 120,0 g/kg Vitamina B6 6,0 mg/kg
Proteina bruta 350,0 g/kg Vitamina B12 10,0 pg/kg
Extrato etéreo 50,0 g/kg Biotina 0,5 mg/kg
Matéria fibrosa 50,0 g/kg Antioxidante 120,0 mg/kg
Matéria mineral 80,0 g/kg Ac. Nitcotinico 30,0 mg/kg
*Energia bruta 4.127,5 kcal/kg Ac. Pantoténico 10,0 mg/kg
Calcio (minimo) 10,5 g/kg Ac.Félico 0,5 mg/kg
Calcio (méaximo) 15,0 g/kg Ferro 40,0 mg/kg
Fosforo 5.000,0 mg/kg Cobre 8,0 mg/kg
Vitamina C 450,0 mg/kg Manganés 70,0 mg/kg
Vitamina A 8.000,0 Ul/kg Zinco 50,0 mg/kg
Vitamina D3 2.100,0 Ul/kg lodo 1,2 mg/kg
Vitamina E 100,0 Ul/kg Selénio 0,12 mg/kg
Vitamina K3 3,0 mg/kg Colina 500,0 mg/kg
Vitamina B1 2,0 mg/kg

Vitamina B2 4 mg/kg

Fonte: Kowalski: Racéo para peixe. *Energia bruta calculada de acordo com o valor do calor de
combustdo de 9,44; 4,11 e 5,64 kcal/g para lipideos, carboidratos e proteinas, respectivamente
(BLAXTER, 1989).

A mensuracdo da temperatura (°C) da agua foi diariamente pela tarde. Sendo
observado os parametros, tais como pH, oxigénio dissolvido (mg/l) e condutividade
elétrica(ps/cm) da agua e sélidos totais dissolvidos(mg/l), que foram mensurados com um
multiparametro (Hanna H198196), sempre antes do sifonamento dos tanques.

Utilizou-se dois tipos de probiodticos comerciais. O probidtico comercial em
po (liofilizado) utilizado nessa presente pesquisa, continha um blend de bactérias (Bacillus
subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillu amyloliquefaciens, Bacillus cereus e Lactococcus
lactis) na concentracdo de 1,25 x 108 UFC/g. Efetivou-se o procedimento para a inclusio
nas ragoes experimentais pelo método de aspersao, misturando-se em 3% de 6leo de soja
referente ao peso da dieta, para melhorar a estabilidade. Enquanto o probidtico comercial
liquido, apresentava em sua composi¢do a bactéria (Bacillus subtilis) na concentragdo de
2,0x 108UFC/ml, sendo acrescentada em um teor de 2,5 ml/ kg da racdo experimental,

conforme recomendado pelos fabricantes. Ambas foram homogeneizada por 10 minutos.



28

No inicio e final do experimento foi realizada a biometria para obtencdo das
medidas individuais de peso e comprimento total dos peixes, que posteriormente foram
empregadas no calculo e avaliagdo das variaveis zootécnicas. Foram determinados por:
Sobrevivéncia (SO) = (n° de peixes no final/nimero de peixes inicial) x 100; Ganho de
peso (GP) = peso final - peso inicial; Eficiéncia alimentar (EA)= (ganho de
peso(g)/consumo de racdo (g)) /100; Taxa de crescimento especifico (TCE)= (In peso final
- In peso inicial) / tempo de experimento) x100; Indice viscerosomatico (IVS)= (peso das
visceras/peso corporal) x100; indice hepatossomatico (IHS)= (peso do figado/ peso

corporal) x100.

2.2 Analise centesimal

A composicdo corporal foi realizada no laboratério de qualidade de alimento (Lga)
com peixes inteiro de cada tratamento. Onde foi realizada a pré-secagem das amostras
biologica em temperatura de 55° C durante 72 horas em estufa com ventilacdo forcada.
ApOs a secagem, passaram por uma moagem em moinho, com objetivo de analisar a
umidade, extrato etéreo, proteina bruta e matéria mineral, segundo a Association of
Official Analytical Chemists, AOAC (1995) e o carboidrato de acordo com SILVA e
QUEIROZ (2002).

2.3 Amostras biologicas

No final do experimento trés peixes de cada unidade experimental por tratamento
foram anestesiados com eugenol diluido na agua (100 mg L) para os procedimentos de
coletas de amostras de sangue dos peixes, utilizando seringas de 1,0 ml banhadas com
anticoagulante EDTA (3,0%). O sangue foi coletado por meio de puncdo caudal, sendo
armazenado em eppendorf individual para cada individuos e duas laminas por individuos
foram empregadas para confeccdo do esfregago do sangue para posteriores analises
hematoldgicas. Posteriormente foram mensurados o comprimento total e o peso total com
uma trena métrica e uma balanga de precisdo (0,001g), alem disso, foram retirados o
intestino, figado para serem mensurados peso e comprimento e a gordura visceral com
materiais cirargicos (tesoura, pinga e bisturi), os 6rgdos de cada peixe foram colocados em
placa de Petri para avaliacdo dos indices somaticos.

O intestino e o figado foram conservados em Alfac durante 24 horas e

posteriormente transferida para o alcool 70 até o0 momento do processamento histoldgico.



29

2.4 Hematologia

O numero de eritrdcitos foi contado através de uma cdmara de Neubauer pelo
método de hemocitémetro, utilizando-se o liquido de Hayem (1:200) em pipeta automatica,
sendo os valores obtidos utilizados para calcular o nimero total de leucocitos.

A contagem diferencial e total dos leucdcitos foi atraves de duas laminas por peixe
de cada tratamento, realizado o esfregagco do sangue e em seguida coradas com corantes
hematoldgicos com May-Grunwald Giemsa. A contagem e identificacdo das células foi
através de microscépio (P1 Olympus BX 50, Manila, Filipinas), na objetiva de 100 vezes e
percorrendo toda a lamina em “zig-zag” conforme descrito por TAVARES-DIAS e
MORAES (2004). Para contagem diferencial foram contadas 200 células, sendo
estabelecido um percentual de linfécitos, neutréfilos e mondcitos. Na contagem total foram
contadas 2000 células e identificando o numero de leucocitos.

Para realizar a analise bioquimica plasmatica da glicose (mg. dL) de cada peixe,
as amostras foram centrifugadas a 2.500 rpm por cinco minutos e depois conservadas em
eppendorf em um freezer, para ser analisado com o uso de “kit de glicose” especificos
(Gold Analisa Diagnostica Ltda, Belo Horizonte — Minas Gerais, Brasil) através do método

Enzimatico-colorimétrico, conforme as instrucdes do fabricante.

2.5 Histologicas

Os intestinos e figados foram preparados no Laboratério de histologia do
Gemaq, na UNIOESTE/Campus Toledo/PR. Amostras do intestino médio e do figado
foram desidratadas em série ascendente de alcoois (70%, 80%, 90%,100 | %, 100% II,
100% I11), diafanizadas em xilol, e colocadas em parafina histoldgica, para a realizacdo dos
cortes semisseriados de 7um.

Para a coloragdo das laminas do intestino e figado foram preparadas uma
lamina por individuo, coradas com Hematoxilina-Eosina (HE), para as analises da
morfologia dos vilos e morfometria dos nucleos dos hepatocitos.

As analises dos cortes histoldgicos foram realizadas em Microscépio éptico
(P1 Olympus BX 50, Manila, Filipinas), acoplado a camera BEL Capture, utilizando as
objetivas de 40X e 100X para as capturas de imagens dos cortes de intestino e figado
respectivamente. Um sistema de analises de imagens Eurekam 3.0 Plus foi utilizado para
mensuracdo dos vilos e dos nucleos dos hepatocitos.

A histomorfometria das vilosidades intestinais foi realizada medindo a altura
de dez vilosidades (da base para o topo) e a largura das dobras (proximas a regidao do
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apice) por amostra, e a espessura da tunica muscular (masculo liso) em dez pontos por
amostra, usando 40x e Lente 100x. A histomorfometria foi realizada de acordo com
Rodrigues et al. (2017), a partir de cinco fotos selecionadas aleatoriamente com uma
ampliacdo de 1000x. A area (um?), perimetro (um), e o diametro (um) dos ntcleos dos
hepatocitos foram mensuradas em 50 células aleatoriamente por laminas para calcular o

volume do nutcleo do hepatocito Vnh (um?®) = 4/3 w.r?, onde r € o raio nuclear segundo
(STRUSSMANN et al., 1990).

2.6 Estatistica

Todos os dados obtidos no experimento foram submetidos aos testes de
normalidade, homocedasticidade e quando constatada distribuicdo normal, com a anélise
de variancia unifatorial (One-way ANOVA), e posteriormente o teste de comparacdo de
médias de Tukey. Para os dados que ndo seguiram distribuicdo normal, foram realizadas as
transformagdes (Log, Raiz e Rank), e quando a normalidade ndo pode ser atendida,
aplicou-se a andlise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis. O nivel de significAncia adotado
nos testes foi de 5% e todas foram realizadas utilizando-se o Software STATISTICA 7.0.

3. Resultados e Discussao

Foram registradas as varidveis fisico-quimicas da agua, de temperatura 25+1°C; pH
7,0+1,0; oxigénio dissolvido 5,0+1,0 mgLt; solidos totais dissolvidos = 223+98 mg/L e a
condutividade elétrica = 352+173 pS cm™. Entre os tratamentos e ao longo do experimento
ndo apresentaram diferencas que pudessem interferir nos resultados obtidos, pois 0s
mesmos permaneceram dentro da faixa ideal recomendada para producdo de peixes de
clima tropical (BOYD, 1990; SIPAUBA-TAVARES, 1995).

Analisando o desempenho zootécnico da tildpia do Nilo, ndo houve diferenca
significativa (p > 0,05) no peso médio final, no ganho de peso e comprimento do intestino
(Tabela 3). GUIMARAES et al. (2019) testando Bacillus subtilis e Lactobacillus
plantarum em larvas de tilapia do Nilo durante a fase de inverséo sexual, ndo constaram
efeito significativo no desempenho, os mesmos autores relatam que alguns probidticos
requerem um agente estressor para demonstrar 0s seus efeitos benéficos. Porém BRITO et
al. (2019) ao testar cepas probidticas comercial (Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus mycoides, megatherium) por 30 dias em juvenis de tilapias do

Nilo (Oreochromis niloticus), com desafio sanitario, ndo encontraram resultados que
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pudessem expressar diferencas estatisticas no ganho de peso entre os tratamentos. Porém
em um trabalho realizado por ALY et al. (2008) ao utilizar probidtico comercial (B.
pumilus e Organic GreenTM) no cultivo de tilapias do Nilo submetidas a infeccdo por
Aeromonas hydrophila (10® bactérias mL™), por 2 meses de cultivo obteve resultado
significativo no ganho de peso.

A sobrevivéncia dos juvenis de tilapia do Nilo ndo diferiu entre os tratamentos,
assim como a taxa de crescimento especifico. Esses resultados estdo de acordo com o0s
encontrados por ALBUQUERQUE (2011) ao adicionar na alimentacdo probioticos para
juvenis de tilapia do Nilo, linhagem GIFT e AZEVEDO et al., (2016) ofertando prebidtico,
probidtico e simbidtico para juvenis de tambaqui em duas densidades de estocagem. J&
RAMIREZ et al. (2016) ao testar o efeito da inclusdo de probidticos microencapsulado
(Bacillus megaterium, Bacillus polymyxa e Lactobacillus delbueckii) em tilapia vermelha
(Oreochromis sp.), em concentragdo de 1,2x10°UFC/g, encontraram resultados positivos
(p<0,05) para taxa de sobrevivéncia e taxa de crescimento especifico, 0 mesmo ainda
afirma que o uso de microorganismos enddgenos, melhora o desempenho zootécnicos em
peixes.

A adicdo do blend de bactérias e Bacillus subtilis também ndo influenciaram

(p>0,05) os indices hepatosomatico e viscerosomatico entre os tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. Desempenho zootécnico da tilapia-do-Nilo submetida ao blend de bactérias e B.

subtilis.
Tratamentos

Variaveis C BB BS Valor-p
PMI (g) 4,87+0,64 4,91%0,80 5,090,29 NS
PMF (g) 22,83+4,90 23,85+ 21,40+3,81 NS
Cl(cm) 34604650  36,99+697  32,45+7,86 NS
SO (%) 81,25+16,13  78,12+427,71  68,75+16,13 NS
CAA(g) 1,620,39 1,08+0,84 1,99+0,56 NS
GP(q) 17954514  1894+137  16,3143,82 NS
EA 0,1020,02 0,0920,01 0,0920,01 NS
TCE (%) 2,83+0,54 2,93+0,16 2,63+0,35 NS
IVS (%) 4,88+0,63 5,06+1,54 4,23+0,43 NS
IHS (%) 1,56+0,67 1,53+0,17 2,08+0,70 NS

Valores apresentados como média + desvio padrdo para dados normalmente distribuidos. C = tratamento
controle; BB = adi¢do de blend de bactérias; BS = adi¢do de probidtico B. subtilis ; NS= ndo houve diferenca
significativa; *= diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey e Kruskal-Wallis. Peso Inicial (PMI);
Peso Final (PMF); Comprimento do intestino (Cl); Sobrevivéncia (SO); Conversdo Alimentar Aparente
(CAA); Ganho de Peso (GP); Eficiéncia Alimentar (EA); Taxa de Crescimento Especifico (TCE); indice
Viscerossomatico (1VS): indice Hepatossomatico (IHS).
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A inclusdo de probidtico comercial adicionados a dieta para juvenis de tilapia do
Nilo, ndo influenciou, na composicdo centesimal para umidade, proteina bruta, extrato
etéreo e matéria mineral (Tabela 4). Este trabalho estd de acordo com o encontrado por
ALBUQUERQUE et al. (2015) que também ndo observaram diferencas para proteina
bruta, extrato etéreo, umidade e matéria mineral ao adicionar dois produtos comerciais B.
subtilis C-3102 e Bacillus cereus var. Toyoi em juvenis de tilapia, variedade gift.

Logo Schwarz et al. (2016) encontraram diferencgas, somente para proteina bruta na
composicao corporal em juvenis de tilapa do Nilo com a inclusdo de 0,25% levedura S.

cerevisiae.

Tabela 4. Composicéao centesimal da tilapia-do-Nilo durante 54 dias de experimento com

adicdo de probioticos.

Variaveis Tratamento

Inicial C BB BS Valor-p
Umidade (%) 79,52+0,02 76,46+0,02 76,76+0,04 76,05+0,005 NS
Proteina bruta (%) 11,82+0,02 12,45+0,15 12,21+0,35 13,16+0,22 NS
Extrato etéreo (%0) 5,13+0,08 5,79+0,10 5,51+0,17 5,67+0,10 NS
Matéria mineral (%0) 3,40+0,08 3,58+0,06 3,62+0,01 3,79+0,02 NS

Valores apresentados como média + desvio padrdo para dados normalmente distribuidos. C = tratamento
controle; BB = adicdo de blend de bactérias; BS = adi¢do de probidtico B. subtilis; NS= ndo houve diferenca
significativa pelo teste de Tukey e Kruskal-Wallis.

Nenhum efeito foi verificado nos nimeros de leucdcitos, linfdcitos, neutrofilos e
mondcitos. Além disso, para concentracdo de glicose também ndo foi observado diferenca
(Tabela 5). J& para os numero de eritrcito a analise de variancia evidenciou efeito
significativo (p<0,05) entre os grupos tratados. Para o grupo com blend de bactérias foi
observado maiores numeros de eritrocitos do que os grupos Controle e B. subtilis, porém
ndo é possivel afirmar causa ou implicacdo dessa diferenca entre os dois grupos tratados
com blend de bactérias e B. subtilis. Porem COSTA et al. (2014) observou valores
superiores ao do presente trabalho, ao adicionar diferentes fontes de 6leos na alimentagéo
de tilapia do Nilo. J4 PADUA et al. (2013) notou uma reducio nos niveis de eritrcitos
entre 0s grupos tratados ao testar dois anestesicos para 0 manejo de tambaqui (Colosoma
Macropomum). Entretanto diferente destes trabalhos citados no presente estudo néo houve

diferengas nos demais pardmetros sanguineos.
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Tabela 5. Pardmetros hematologicos da tilapia-do-Nilo submetida ao blend de bactérias e
B. subtilis.

Tratamento
Variaveis C BB BS Valor-P
Eritrécitos (UL-Y) 2,7x108+2,0x10%ab 3,3x10%+1,5x10% 1,6x108+5,2x10% *
Leucdcitos(uL-1)  2,6x105+210846 2,5x10°+116071 1,5x10%£51214 NS
Linfocitos (uL-1)  2,6x10%+210234 2,4x10°+115050 1,5x10°+50636 NS
Mondcitos (uL-1) 1522+1058 2523+1336 2526+1379 NS
Neutrdéfilos(uL-1) 2035+1413 2755+1502 3103+£2186 NS
Glicose (mg/dL)  0,0688+0,0440 0,0472+0,0157 0,0420+0,0167 NS

Dados apresentados como média + desvio padrdo para dados normalmente distribuidos. C = tratamento
controle; BB = adicdo do blend de bactérias; BS = adicdo de B. subtilis; NS= ndo houve diferenca
significativa; *= diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey e Kruskal-Wallis.

A analise do intestino revelou diferenca significativa na altura e largura dos vilos
dos tratamentos com B. subtilis em relacdo ao blend de bactérias e controle, ja para a
espessura da tanica o grupo tratado com o Mix probiotico teve o maior valor médio em
relacdo ao que recebeu probidtico com B. subtilis (Tabela 6). Segundo AZEVEDO et al.
(2016) a capacidade de absorcdo do intestino esta ligada ao tamanho e o0 numero das
vilosidades, sendo essas estruturas modificadas por fatores antinutricionais ou

microorganismos, evidenciando um desequilibrio e alteracdo nos vilos.

As vilosidades sdo estruturas que podem sofrer alteracdes em sua morfologia e
histologia, em funcdo dos ingredientes que compdem a dieta (SCHWARZ et al. 2011).
Essas alteracdes no comprimento das vilosidades e larguras do vilos, ira proporcionar
melhor absorcéo de nutrientes (CASPARY, 1992; BATISTA et al., 2016).

Em estudo realizado por MELLO et al. (2013) foi observado gue o incremento de
4.0g kg de Bacillus cereus e Bacillus subtilis na dieta de juvenis de tilapia, promoveu um
maior percentual de sobrevivéncia relativa no grupo tratado de (89,47%) em relacdo ao
grupo controle (76,61%), ocasionados pelo aumento da altura e largura das vilosidades, o
que aumentou a area de absorcdo. Resultados significativos para altura dos vilos e
espessura do epitélio também foram encontrados por (CARVALHO et al., 2011) ao
adicionar pré (0,5% de MOS), e probidticos (4,15 X 107 UFC de Bacillus subtilis) na
alimentacdo de juvenis de tilapias do Nilo. SILVA (2014), REDA e SELIM (2015)
também perceberam mudancas na vilosidades ao adicionarem probidtico em ragdo

comercial para tilapia-do-Nilo cultivada em tanque-rede. WANG et al. (2017) observaram
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melhora no estado imunologico em tilapias do Nilo, ap6s serem tratados com Bacillus

cereus na agua e na ragao.

O Tempo de alimentagéo, os tipos de microorganismos utilizado e a quantidade
administradas, sdo fatores que interferem no sucesso do uso do probidtico para a dieta
(KHOJASTEH, 2012 e RAMOS et al. 2017).

No presente estudo foi observado uma tdnica mais espessa no tratamento com
blend de bactérias, diferente dos tratamentos que continha B. subtilis e controle. Destaca-se
que para esse estudo, os animais utilizados, ndo foram submetidos a desafios. No presente
estudo mesmo constatado uma diferenca significativa na morfologia do intestino, isso ndo

foi o suficiente para alterar dados de desempenho zootécnico, ou parametros imunolégicos.

SHIRAISHI et al. (2009), identificou um aumento na tdnica muscular de 3,3% em
frangos submetidos a infeccdo por Toxoplasma gondii, sendo esse estrato um importante
indicador imunologico. BAUER (2008) ressalta que macréfagos e leucécitos contidos na
tinica muscular de roedores, sdo responsaveis pela expulsdo de endotoxinas secretadas por

microrganismos patogénicos.

Tabela 6. Parametros morfoldgicos do intestino de tilapia do Nilo submetida a blend de

bactérias e probiotico Bacillus subtilis.

Tratamentos
Variéveis valor-
C BB BS p
Altura dos vilos(um) 183,19+76,41ab 112,35+20,81b 209,19+72 422 *
Largura dos vilos (um) 90,34+27,60b 42,57+7,52¢ 94,83+11,402 *
Espessura da 20,90+8,92c 30,07+4,75a 21,18+3,21b *

tanica(um)

Valores apresentados como média + desvio padrdo para dados normalmente distribuidos. TO = tratamento controle; T1
= adigdo de blend de bactérias; T2 = adicdo de B. subtilis; *= houve diferenga significativa pelo teste de Tukey e
Kruskal-Wallis.

Nas analises morfometrias dos nudcleos dos hepatdcitos de tilapia do Nilo, o
tratamento que continha blend de bactérias, obteve maiores valores para as variaveis
mensuradas, area (um?), perimetro (um) e volume (um?®) dos nucleos dos hepatdcitos

apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos (Tabela 7).
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Tabela 7. Caracteristica morfométrica dos ndcleos dos hepatocitos de tilapia do Nilo

submetida ao blend de bactérias e B. subtilis.

Tratamentos
Variaveis C BB BS valor-p
Perimetro do Nucleo (pm) 8,49+0,53b 8,96+0,69a 8,01+0,71c *
Area do Ndcleo (pm?) 18,08+2,26b 20,14+3,06a 15,40+2,11c *
Volume do nicleo (pm?) 41,21+7,44b 47,97+10,63a 34,48+9,43c *

Valores apresentados como média + desvio padrdo para dados normalmente distribuidos. TO = tratamento
controle; T1 = adigdo de blend de bactérias; T2 = adigdo de probidtico B. subtilis; *= houve diferenca
significativa pelo teste de Tukey e Kruskal-Wallis.

Segundo CABALLERO et al. (2004) e RASKOVIC et al. (2011), o aumento do
tamanho do ndcleo dos hepatdcitos foram observados por elevados niveis de proteina e
lipidios na dieta, revelando alteragdes no metabolismo e o aparecimento de necrose
hepatica ou esteatose. Proteina na dieta em excesso, necessitara de maiores niveis de
energia para serem metabolizadas, e a parte ndo metabolizada se concentrard em forma de
gordura no figado, sobrecarregando suas funcbes (ALMEIDA et al. 2011). Ja
RODRIGUES et al. (2017) constataram a reducdo no metabolismo dos hepatdcitos, ao
submeter hibrido de surubim a uma dieta inadequada, e por consequéncia a diminuicdo da
area do nucleo. Da mesma forma CABALERRO et al. (2004) viu alteracdes histolégicas
ao aumentar niveis de 6leo de soja em ragGes para “sea bream” (Sparus aurata L.),

resultando no aparecimento de esteatose nos hepatdcitos.

O figado é fundamental para o metabolismo dos nutrientes e nos da respostas do
estado nutricional em peixes, essas alteracbes podem ser resultado de uma dieta
desbalanceada, exposicdo a substancias quimicas ou drogas, respondendo com adaptacdes,
lesdo ou morte celular (BOLLA et al., 2011; RASKOVIC et al., 2011; HONORATO et al.,
2014).

4. Conclusao

De acordo com os dados coletados, ndo ha diferencas significativas entre aplicar
apenas B. subtilis ou o blend de Bacterias, mesmo sendo observado diferencas

significativas na estrutura do intestino e nas celulas do figado entre os grupos.
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