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RESUMO GERAL

O presente objetivou avaliar a utilizacdo dos pritwsBacillus cereus var. Toyoi eBacillus
subtilis C-3102 adicionados a dieta para juvenis de tilgmaNilo da linhagem GIFT
(Genetically Improved Farmed Tilapia), a fim de verificar a colonizacdo do epitélio siteal

e agua do cultivo, a influéncia sobre a microflbeateriana, o desempenho zootécnico, 0s
indices de composicdo corporal, composicdo cenatsenmos parametros da qualidade da
agua Realizaram-se dois experimentos: cultivo em tasqade com individuos jovens por
127 dias (g) e cultivo em viveiros com individuos adultos @2 dias (k). Utilizou-se no
Centro de Pesquisa em Aquicultura Ambiental (CPA®d0-PR), vinte viveiros escavados
com 8,4 m de agua e tanques rede com volumes Uteis de mi7®s peixes de cada
experimento foram distribuidos aleatoriamente ewmtrqutratamentos com cinco repeticoes.
Os tratamentos foram constituidos de racdes coameara cada fase de cultivo, adicionadas
de 0,5% deB. cereus var. Toyoi (BC), 0,5% d&. subtilis C-3102 (BS), 0,5% da combinacéao
dos dois probioticos (BC+BS) e sem adicdo de ptmoi® (SP). No experimentoE
verificou-se que 0s probidticos contend cereus var. Toyoi e B. subtilis C-3102
colonizaram o epitélio intestinal dos peixes e aaddo cultivo, mas nao influenciaram os
demais parametros analisados (p > 0,05). A sok#etia variou de 80% a 90% e a conversao
alimentar de 1,69 + 0,29 a 1,96 + 0,94 para oanrahtos BS e SP. Os niveis de PB variaram
de 13,08% a 13,78% para BC+BS e BC e o indice asoenatico variou de 9,71% a 10,9%
para BC+BS e BS, respectivamente. No experimentooBservou-se também, que o0s
probidticos colonizaram o intestino e a agua ddivayl mas nao influenciaram os demais
parametros (p > 0,05). A temperatura meédia da igoa em 20,7°C, estando abaixo da faixa
Otima para a espécie. O peso e o crescimento éspatids peixes apresentaram variacdo de
324,81 g did e 398,51 g dia e 0,62 % did a 0,73 % did, respectivamente para BC e BS.
A conversao alimentar variou de 2,40 = 0,24 a 29241 para BS e BC e a sobrevivéncia
variou de 84,5% a 86% para BC e SP. Os probiéta®reus var. Toyoi eB. subtilis C-
3102 utilizados individualmente e combinados rea#im a colonizacdo do epitélio intestinal
dos peixes e da agua do cultivo, contudo, ndodntliaram a microflora bacteriana intestinal,
o desempenho zootécnico, os indices de composiggoral e centesimal e os parametros de

qualidade da agua.

Palavras chave:desempenho zootécnico, microflora intestinal, prtdms, Oreochromis

niloticus



GENERAL ABSTRACT

This study aimed to evaluated the use of probidd@sllus cereus var. Toyo andBacillus
subtilis C-3102 added to the diet for juvenile Nile tilaps&rain of GIFT (Genetically
Improved Farmed Tilapia) in order to verify the @akation of the gut epithelium and water,
the influence on the bacterial microflora, the prcttbn performance, the indexes of body
composition, the chemical composition and paramsetérwater quality. Two experiments
were conducted: culture in cages with young indiaid by 127 days ¢ and culture in
ponds with adults by 201 days,jEThere was used the Center for Environmental &ekan
Aquaculture (CPAA/Toledo-PR) twenty ponds with 8¥ of water and cages with useful
volumes of 0.175 th The fishes from each experiment were randomlygaed to four
treatments with five replicates. The treatmentssistad of diets for each phase of
commercial cultivation, added 0.5B6 cereus var. Toyoi (BC), 0.5%8. subtilis C-3102 (BS),
0.5% of the combination of two probiotics (BC+BS$idawithout addition probiotics (SP). In
experiment kg, it was found thaB. cereus var. Toyo and. subtilis C-3102 colonized the gut
epithelium of fishes and water culture, but did méluence the other parameters (P > 0.05).
Survival ranged from 80% to 90% and feed convergibri.69 = 0.29 to 1.96 + 0.94 for
treatments BS and SP. The CP levels ranged fro68%3to 13.78% for BC and BC+BS and
vicerosomatic index ranged from 9.71% to 10.9% B8 and BS+BC, respectively. In
experiment E was also observed that the probiotics colonize itltestines and water
cultivation, but did not influence the other paraene (p > 0.05). In this experiment, the
indexes of production performance were influencedhe average temperature of the water
that stood at 20.7°C and is below the optimal rafogethe species. Weight and specific
growth of the fishes ranged from 324.81 g and 398.51 g day and 0.62% dayto 0.73%
day’, respectively, for BC and BS. Feed conversion ednfjom 2.40 + 0.24 to 2.92 + 0.41
for BS and BC and survival ranged from 84.5% to 8@%BC and SP. The probiotid3
cereus var. Toyo and. subtilis C-3102 used individually and in combination coimd the
gut epithelium of fishes and cultivation water, lemer, did not influence the gut microflora,
the production performance, the indexes of bodypmsition, the chemical composition and

parameters of water quality.

Keywords: gut microflora,Oreochromis niloticus, probiotics, production performance
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1 INTRODUCAO GERAL

Os peixes sdo extremamente importantes na alindntapis constituem fonte de
proteina de alto valor bioldgico, sendo em alguaises da Europa e Asia a fonte de proteina
de origem animal mais consumida, cujo teor protéa® diferentes espécies oscila entre 15 e
20% (GERMANO et al., 2008).

Desta forma, a aquicultura é considerada pelanrggdo das Na¢des Unidas como
atividade estratégica para a seguranca alimenttergavel do planeta, pois é capaz de
fornecer alimento proteico de alta qualidade eaigperar empregos em paises desenvolvidos
e em desenvolvimento (FAO, 2006).

No Brasil a aquicultura tem um papel de destaquerascimento da producédo de
pescado. Somente a piscicultura teve uma elevae&®) 2% entre os anos de 2008 e 2009
em comparag¢do com o ano de 2007. A producdo geatihegou a 132 mil toneladas/ano,
sendo o carro chefe da atividade aquicola e remes9% do total de pescado cultivado
(BRASIL, 2011).

A criacdo de tildpia do Nilo apresenta uma graratgagem sobre as espécies nativas
em relacdo ao conhecimento técnico e cientificpaisrel, tanto no campo da biologia
quanto de tecnologias de producdo. Além disso, lapidi tem se destacado devido,
principalmente a qualidade de sua carne, apre@adanivel mundial, e a facilidade que
apresenta para a criacdo em diferentes sistenm@edigcao (FITZSIMMONS, 2009).

Na tilapicultura utilizam-se diversos sistemas dedp¢édo destacando-se os sistemas
semintensivos e intensivos, onde se mantém altasidéeles de populacdes de peixes em
areas limitadas o que pode favorecer, caso namagjlizadas boas praticas de manejo, 0
surgimento de estresse nos animais e com issosijidade do surgimento e propagacao de
doengas com perdas econdmicas significativas (PARAN et al., 2008).

Segundo El-Sayed (2006), dentre as doencas, asggendoacteriana sao as principais
responsaveis pelas perdas na aquicultura comebaata forma, a utilizacéo de antibioticos é
uma pratica comum para o controle da proliferagdagentes bacterianos patogénicos, além
disso, foram também muito utilizados adicionadaieta como promotores de crescimento.
Porém, no ano de 2006 a Unido Europeia ratificquagbicdo da utilizacdo de todos os
antibioticos subterapéuticos como agentes pronmmtdeecrescimento na producdo animal
(DENEYV et al., 2009).
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Desta forma, isto estimulou uma série de pesquigas buscam produtos néao
antibiéticos, que possam auxiliar a saude dos peexéambém melhorar o desempenho
zootécnico. Entre as alternativas mais promissibeatacam-se os probiéticos e os prebidticos
(CABELLO, 2006).

Os probibdticos sao conhecidos como aditivos aliarest compostos de
microrganismos vivos que melhoram o desempenhcéeoicb e beneficiam a saude dos
animais. Estes microrganismos atuam estimulandallipiicacdo de bactérias benéficas no
ambiente intestinal ou na agua em detrimento afgpratdo de bactérias potencialmente
prejudiciais, com isso, melhorando o equilibricwdlaroflora (FULLER, 1989).

Diversos sdo os mecanismos de agdo dos probid@ismsncluem a competicdo por
sitios de adesdo e por nutrientes essenciais, dugio de compostos antagonicos contra
patogenos, a estimulacdo e melhoria da respostaeipara resisténcia a doencas e o auxilio
na digestibilidade e aproveitamento alimentar peionda producdo exdgena de enzimas
digestivas e de vitaminas (BALCAZAR et al., 2008z ®IMITROGLOU et al., 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito gasbiéticosBacillus cereus var.
Toyoi e Bacillus subtilis C-3102 adicionados a dieta para juvenis de til@oiaNilo GIFT
(Genetically Improved Farmed Tilapia), em dois experimentos: cultivo de individuos ja/en
com peso inicial de 0,34 g por 127 dias em tange@s e cultivo de individuos adultos com

peso inicial de 91,65 g por 201 dias em viveiros.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar durante as biometrias e ao término dogivad de tilapia do Nilo a
colonizagdo do intestino dos peixes pelos prolética influéncia sobre a microflora
bacteriana, o desempenho zootécnico, os indicemmposicdo corporal e centesimal e os

parametros da qualidade da agua dos viveiros.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Tilapia do Nilo

A tilapia do Nilo Qreochromis niloticus) é pertencente & Ordem Perciformes, familia
Cichlidae, oriundas do continente africano, senumetrada principalmente nas bacias dos
rios Nilo, Niger, Tchade e nos lagos do centro-eod3bi introduzida em mais de 100 paises
em sua maioria das regides tropicais e subtropitardo para melhorar a produtividade
pesqueira como para auxiliar o desenvolvimento glaicaltura (EL-SAYED, 2006). No
Brasil é a espécie mais produzida, podendo semémacia em praticamente todo o territorio
nacional, exceto nas regides abrangidas pelas BacdaAmazonas e Paraguai, onde seu

cultivo ndo é permitido pela legislacdo ambienigémnte (BRASIL, 2011).

3.2 A producéo de tilapias

A tilapia do Nilo foi introduzida no Brasil, em 19,7por intermédio do Departamento
Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS) nos agalémrdeste, difundindo-se para todo
0 pais (BEZERRA, 2009).

Atualmente, a tilapia € a espécie que ocupa o itertegar entre 0s peixes mais
utilizados em piscicultura no mundo, ficando atf@snas das carpas e dos salmdes (FAO,
2010).

No Brasil, a producdo de tilapias cresceu sigrtifreanente nos ultimos 20 anos
chegando em 2007 a 132 mil toneladas (BRASIL, 2011)

A criacéo de tildpias em tanques rede, principatmes de pequeno volume (1 a 4
m3), tem crescido muito em diversos paises, ingusd Brasil, podendo tornar-se o sistema
mais importante em varios paises que praticam aliutia, pois de acordo com Beveridge
(2004) este sistema apresenta algumas vantagenslagéio a piscicultura tradicional como:
menor investimento inicial, aproveitamento dos regsl aquaticos ja disponiveis, maior
controle da producédo, eliminagcdo dos problemascasims a reproducdo excessiva e a
facilidade no manejo e na despesca.

Segundo Mdller (1990), a producao de uma toneladaetkes em tanques rede, custa
em torno de 30 a 40% menos, que produzir essa nepsamdiidade de peixes em viveiros que

exigem um investimento inicial maior.
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As tilapias apresentam varias caracteristicas &g a criacao, entre elas podem ser
citadas altas taxas de crescimento, principalmdagemachos, menor conversdo alimentar
aparente, resisténcia a doencas, altas densidadestatagem e baixa demanda de oxigénio
dissolvido (BOYD, 2005; EL-SAYED, 2006).

3.3 Probidticos na aquicultura

O campo daprobiosis surgiu como uma nova ciéncia com aplicacdes tambam
aquicultura, a fim de servir de alternativas aia#@do subterapica de antibioticos. Os
probidticos estdo sendo desenvolvidos comerciakngrara utilizacdo juntamente com
alimentos para os animais, na prevencao de infeagé&rointestinais, com ampla utilizacéo
na agropecuaria (HONG et al., 2005).

Contudo, os estudos nesta area sdo relativameceates. Um dos pioneiros foi
Kozasa (1986), que desenvolveu pesquisas com @nmarismoBacillus cereus var. Toyoi
onde observou que apesar de ser exdégena a baméitrdbuia positivamente com a flora
bacteriana intestinal de suinos, diminuindo a cdraeteriana patogénica e melhorando o
desempenho. A partir dai, o assunto rapidamenfgedes grande interesse da comunidade
cientifica (GATESOUPE, 1999).

Gomez-Gil e Roque (1998) informam que a selecaprdbidticos € muito critica,
porque microrganismos inadequados podem levarim®fiadesejaveis no hospedeiro. Um
probidtico ideal, independentemente da sua fonte der capaz de estabelecer-se, colonizar e
multiplicar-se no intestino hospedeiro.

O espectro da acéo dos probidticos através densecenismos e as condi¢cdes que 0s
tornam mais efetivos ainda sdo objetos de estudotu@o, sabe-se que a utilizacdo de
culturas bacterianas probioticas estimula a midagbo de bactérias benéficas no ambiente
intestinal dos animais, em detrimento a prolifecagé bactérias potencialmente prejudiciais.
Isso reforca os mecanismos naturais de defesa gfgetleiro incluindo fatores como efeitos
antagonicos, competicdo e efeitos imunologicogjltaasdo em um aumento da resisténcia
contra patdégenos (NAYAK, 2010).

De acordo com a caracteristica de cada génerotiaiddde dos probidticos pode
ocorrer de diversas formas como, por exemplo, m@duwe substancias inibidoras a outros
organismos patogénicos, competicdo por sitios de&mdna parede epitelial, competicdo por

nutrientes, producdo de enzimas digestivas queriboetn com a digestibilidade dos
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alimentos, estimulo ao sistema imunoldgico e, s ¢k aquicultura, atuar positivamente na
qualidade da agua (SAHU et al., 2008).

Diversos estudos realizados buscam testar diferanierorganismos com potencial

probiotico e entender quais as formas de acdodbie estirpe em relacédo a espécie de peixe a

ser produzida. Verifica-se na Tabela 3.1 algumasjyieas com microrganismos probiéticos

aplicados a tilapias.

Tabela 3.1 Probioticos para diversos parametros analisadogiléma, alterado de DIMITROGLOU et al.
(2011) e DENEV et al. (2009).

Probi6tico

Par&metro investigado

Espécie de peixe

dReréncia

Bacillus subtilis (ATCC
6633) e Lactobacillus
acidophilus

Enteroccus faecium ZJ4

Lactobacillus
rhamnosus GG
Micrococcus luteus

Micrococcus luteus e
Pseudomonas spp.

Sreptococcus  faecium,
Lactobacillus
Acidophilus e
Saccharomyces
cerevisae

Bacillus subtilise
Lactobacillus
acidophilus

Saccharomyces
cerevisiae

Lactobacillus

acidophilus, Aspergillus
oryzae, Bifedobacterium
bifedum , Sreptococcus

faecium e Bacillus
subtilis

Bacillus subtilis, B.
licheniformis

e B. pumilus

Bacillus subtillis

Bacillus subtilis,
Bacillus coagulans
Rhodopseudomonas

palustris

Resposta imune
desempenho zootécnico.

eTilapia do Nilo

Resposta imune eTilapia do Nilo
desempenho zootécnico.

Resposta imune eTilapia do Nilo
resisténcia a doencgas.

Resposta imune eTilapia do Nilo
resisténcia a doencgas.

Desempenho  zootécnico,Tilapia do Nilo
eficiéncia  alimentar e

resisténcia a doengas.
Desempenho zootécnico €Tilapia do Nilo
eficiéncia alimentar.

Resposta imune, atividadeTilapia do Nilo
respiratoria, atividade
bactericida do soro, adeséo

de neutréfilos lysozimas e
percentual do hematécrito.
Inibico de potenciais Tilapia
bactérias nocivas, estimulo(Oreochromis
de bactérias

resposta imune nao-aureus J)
especifica, desempenho

zootécnico e eficiéncia

alimentar.

Desempenho zootécnico €Tilapia do Nilo
digestibilidade de

nutrientes.

Desempenho zootécnico €Tilapia
proporcao sexual

Desempenho zootécnico €Tilapia do Nilo
eficiéncia alimentar.
Desempenho zootécnico €Tilapia do Nilo
eficiéncia alimentar.

hibrida

benéficashiloticus @ x O.

vermelha
(Oreochromis sp.)

Mesalhy et al. (2008)

Wang et al. (2008)
Pirarat et al. (2006)
Taoka et al. (2006)

Abd EI-Rhman et al. (2009)

Lara-Flores et al. (2003)

Aly et al. (2008)

He et al. (2009)

Ghazalah et al. (2010)

Marengoni et al. (2010)

El-Haroun et al. (2006).

Zhou et al. (2009).
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Os microrganismos mais utilizados em pesquisas paacultura incluem os
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Carnobacterium, Shewanella,
Bacillus, Aeromonas, Vibrio, Enterobacter, Pseudomonas, Clostridium e espécies
Saccharomyces (NAYAK, 2010).

O envolvimento de probidticos na nutricdo, resistém doencas e outras atividades
benéficas em peixes aos poucos vao sendo conheEidive os inUmeros beneficios a saude
atribuidos aos probioticos a modulacdo do sistemané € um dos beneficios mais
comumente verificados. Os probibticos possuem pa@kerpara estimular a imunidade
sistémica e local dos animais. Diferentes Prolmétitanto monoespécies ou suplementacao
multiespécies, pode eventualmente, elevar a atleidi@gocitica, do sistema complemento, de
lisozimas, de explosédo respiratdria bem como aessfo de varias citocinas em peixes
(DENEV et al., 2009).

Na aquicultura os probiéticos sdo comercializadoforma de pé ou liquida, podendo
ser ministrados pulverizados no alimento, adiciosaal agua de cultivo, na dieta artificial e
em alimentos vivos. Antony e Philip (2006) alertajue os probioticos utilizados na
aquicultura podem ser desativados ou néo se tonndigponiveis ao hospedeiro em funcéo
da exposicdo a altas temperaturas no processo tdes@x do alimento e também pela
utilizacdo de dosagem probidtica inadequada.

Nayak (2010) considera que, a maioria dos prolmsticomerciais utilizados para
animais terrestres ja estao sendo usados em grdgcaquacultura. Embora, estes probidticos
sejam exdgenos, seu sucesso em praticas de aqraaudio pode ser negligenciado.

Dentre o grande namero de produtos probioticodratrde utilizados, a maioria sao
aqueles formadores de esporos, onde se destacamBécillus. Disponiveis principalmente
na forma de po, estes produtos foram apresentatasimppedir distirbios gastrointestinais.
Compreender a natureza do efeito probiotico tera i grande desafio, devido a maioria
das espécies do géneBacillus serem microrganismos aléctones ao ambiente ingdsti
(BALCAZAR et al, 2006).

Os probidticos do génerBacillus podem agir positivamente sobre os organismos
cultivados, aumentando a sobrevivéncia e o crestonestimulando o sistema digestivo e 0
sistema imunoldgico, além de contribuir na melhaldaqualidade da agua em termos de
biorremediacdo (NAYAK, 2010).

De acordo com Hoa et al. (2000) a principal vantagesBacillus sobre as bactérias

acido lacticas, na elaboracédo de probioticos, eesid sua capacidade de esporular, o que lhes
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confere maior sobrevivéncia durante o transitoreat@l, assim como, durante a elaboracao,
o transporte e 0 armazenamento das racdes (GIL-B3R¥ al., 1999).

Uma das espécies dgacillus utilizada como probiotico é 8acillus cereus var.
Toyoi, originario do solo o qual ndo produz entexotas diarréicas ou emeticas. Este
probidtico promove a melhora do desempenho zoatégpara suinos, frangos e bezerros
(ZANI et al., 1998; LOHNERT et al., 1999; RICHTER a&., 1999) e realiza o controle de
diarréias em suinos (ZANI et al., 1998). Na aquical este probidtico foi testado
experimentalmente por Bagheri et al. (2008) partatvermelha@nchorhynchus mykiss) e
verificaram que a utilizagdo do probidtico melhoroufator de condi¢do, a taxa de
crescimento especifico e taxa de eficiéncia pratéic

Os mecanismos de acao dos probioticos tém sidoaameplte abordados, porém, suas
aplicacdes na aquicultura ainda ndo sdo consensoessitam de mais estudos. A funcao que
cada espécie de microganismo probidtico desempadhédualmente na saldde e na nutricao
dos peixes, assim como, a forma como isso ocondaaao pouco compreendidas (DENEV
et al., 2009)

Por estes motivos, as pesquisas nesta area saodnipe e devem ser ampliadas,

garantindo a seguranca alimentar e a aplicagaorc@héos probidticos para aquicultura.
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4 Bacillus cereus VAR.TOYOI E Bacillus subtilis C-3102 PARA JUVENIS DE TILAPIA
DO NILO CULTIVADOS EM TANQUES REDE

4.1 Resumo

O presente trabalho objetivou estudar o efeito mlobioticosBacillus cereus var.Toyoi e
Bacillus subtilis C-3102 adicionados a dieta para juvenis de tildpi&lilo da linhagem GIFT

e com isso avaliar a colonizagao do intestino,flaéncia sobre a microflora bacteriana, o
desempenho zootécnico, os indices de composic@orabre centesimal e os parametros da
qualidade da agua, no cultivo de juvenis de til@gmaNilo da linhagem GIFTGenetically
Improved Farmed Tilapia). Distribuiu-se aleatoriamente 1800 alevinos mackesyalmente
revertidos, em quatro tratamentos com cinco repesic Utilizaram-se ragbes comerciais
adicionadas de 0,5% d=acillus cereus var. Toyoli, 0,5% d@acillus subtilis C-3102, 0,5% da
combinacéo dos dois probidticd3. Cereus var. Toyoi eB. subtilis C-3102) e sem adicéo de
probidticos. Utilizou-se tanques rede com volumeDd 75 m, contendo 90 alevinos com
peso médio de 0,34 g, instalados em viveiros escaveom 8,4 rhde agua. Os indices de
sobrevivéncia variaram de 80% a 90% e a converfawrdar de 1,69 a 1,96 para os
tratamentos contendB. subtilis C-3102 e sem adicdo de probioticos, respectivameds
niveis de proteina bruta das carcacas variaranB@8% para 0s juvenis que receberam a
combinacdo dos dois probioticos a 13,78% paraetagiconB. cereus var. Toyoi. O indice
vicerosomatico variou de 9,71% para a combinac&dibids probidticos a 10,9%, paBa
subtilis C-3102, respectivamente. Ao longo do experimemidfizou-se que os probidticos
utilizados realizaram a colonizacdo do epitélicestinal das tilapias e a agua do cultivo,
porém, nao influenciaram (p > 0,05) o numero dedfiles totais e coliformes totais. O
desempenho zootécnico, a composicdo corporal,tasieral dos juvenis de tilapia do Nilo e
a qualidade da agua nao foram influenciados (©%)@ela adicdo dos probidticos a ragéao.

Palavras-chave desempenho zootécnico, microflora intestinal,bgiicos, qualidade da

agua, tilapicultura.
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4.2 Abstract

Bacillus cereus VAR. TOYOI AND Bacillus subtilis C-3102 FOR JUVENILE NILE
TILAPIA REARED IN CAGES

The present study investigated the effect of pridsd3acillus cereus var. Toyoi and
Bacillus subtilis C-3102 added to the diet for juvenile Nile tilagEFT strain and thus
evaluate the colonization of the gut, the influencethe bacterial microflora, the productive
performance, the indexes of body composition, tiesracal composition and water quality in
the cultivation of juvenile Nile tilapia GIFT straiGenetically Improved Farmed tilapia). A
total of 1800 fingerlings males, sexually reversakre randomly distributed in four
treatments with five replicates. The commercialdfeelded 0.5% oBacillus cereus var.
Toyo, 0.5% ofBacillus subtilis C-3102, 0.5% of the combination of two probiot{Bs cereus
var. Toyoi andB. subtilis C-3102) and without addition of probiotic. Therer& used cages
with volumes of 0.175 fia containing 90 fingerlings with average weight0o34 g, installed
in ponds with 8.4 rhof water. Survival rates ranged from 80% to 90% feed conversion
from 1.69 to 1.96 for treatments containiBg subtilis C-3102 and without addition of
probiotic, respectively. The crude protein levefscarcasses ranged from 13.08% for the
juveniles fed the combination of the two probiotiosl3.78% for the diets witB. cereus var.
Toyo. The viscerosomatic index ranged from 9.71%4He combination of the two probiotics
to 10.9% forB. subtilis C-3102, respectively. Throughout the experimentas found that
probiotics used made the colonization of the guthepum of tilapia and water cultivation,
however, did not influence (p > 0.05) the numbemuwdsophiles and total coliforms. The
productive performance, body composition, chemicahposition of juvenile Nile tilapia and

water quality were not affected (p > 0.05) by tddiaon of probiotics to the diet.

Keywords: gut microflora, probiotics, production performantlapia culture, water quality
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4.3 Introducéo

A producéo brasileira de pescado tem aumentaddfisagiivamente com sucessivos
indices de crescimento e no ano de 2009 chegao248.813 toneladas. Neste quantitativo, a
aquicultura que atualmente responde por aproximed#an33% desta producdo, vem
merecendo lugar de destaque (BRASIL, 2011).

O crescimento da aquicultura € muito importante @aeconomia, porém, o aumento
desta atividade nos corpos de agua doce pode trezer consequéncia, o risco de epidemias
causadas por bactérias patogénicas, visto quefioaegé o ambiente natural para a producao
de organismos aquaticos. A manutencao de altasgddeles de populacdes de peixes em areas
limitadas também pode favorecer o surgimento e @gwacdo de doencas que séo
responsaveis por perdas econdmicas significatB@y¥ D; MASSAUNT, 1999).

Para melhorar a produtividade na aquicultura, a&itdms e quimioterapicos tém sido
utilizados em cultivos intensivos como promotores desempenho e no controle da
proliferacdo de agentes bacterianos patogénicdsetBnto, esta pratica tem preocupado a
comunidade cientifica em razdo da possibilidadéedggrodutos deixarem residuos na carne
ou no ambiente aquatico, promovendo 0 aparecintEtaicrorganismos resistentes e peixes
mais suscetiveis a outras infeccdes e infestagdesifarias, podendo também prejudicar a
saude humana (DENEV et al., 2009).

Estas questbes tém levado pesquisadores a estuddizacdo de outros produtos
alternativos aos antibiéticos, como por exemplobjarticos, prebidticos, simbidticos, acidos
organicos e fitoterapicos (HOA et al., 2000).

Segundo Sahu et al. (2008) e Cutting (2011), obigticos vém sendo destaque na
indUstria mundial. Sdo organismos vivos que, quaadministrados e consumidos em
guantidades adequadas sobrevivem ao trato gassbtitdl, aderindo a parede epitelial e
proliferando-se no intestino do hospedeiro (FAG)0

Os probioticos podem atuar na reducéo e prevenedautbhgenos com a melhoria da
flora bacteriana intestinal, diminuir a carga baaten por exclusdo competitiva, produzir
substancias inibidoras, auxiliar na digestdo denealtos com a producdo de enzimas
digestivas suplementares e estimular o sistemadlagico dos animais. Quando adicionados
a dieta devem também, sobreviver aos longos periddoestocagem e armazenagem das
racdes (VERSCHUERE et al., 2000).

A utilizacdo de microrganismos do géndacillus na aquicultura € uma pratica de
manejo nutricional que esta se expandindo rapidsramn regides com cria¢do intensiva de
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peixes, principalmente na Asia (HONG et al., 20Q8; et al., 2009; CUTTING, 2011).
Contudo, ainda s@o necessérias pesquisas ciestiica verificar a espécie ou a combinacéo
mais adequada, a sua eficacia e modo de acao ficakid trato grastrointestinal das tilapias
(ZHOU et al., 2010).

Os Bacillus tém sido utilizados como probidticos para algunsxgse como
Scophthalmus maximus (GATESOUPE, 1994)ctalurus punctatus (QUEIROZ; BOYD,
1998), Oncorhynchusmykiss (NIKOSKELAINEN et al., 2003) Dentex dentex (HIDALGO et
al., 2006),0reochromis niloticus (EL-HAROUN et al., 2006; ALY et al., 2008a; ALY at.,
2008b; GHAZALAH et al., 2010, ZHOU et al., 20100eeochormis sp. (MARENGONI et
al., 2010), porém os estudos com tilapia do Nilditeagem GIFT ainda sé&o incipientes.

Os Bacillus cereus var. Toyoi eB.subtilis C-3102 s&o produtos autorizados pela
European Food Safety Authority (EFSA). S&o compostos por esporos liofilizados que
adicionados a racdo animal objetivam colonizartestino e influenciar favoravelmente a
producdo e o desempenho do animal, contribuind® parescimento, a eficiéncia alimentar
e modulando a flora gastrointestinal. Suas estigi#s suscetiveis a antibidticos e néo
possuem potencial toxigénico. Estes probioticosusgiaados comercialmente para bovinos,
aves, coelhos e suinos (SILLEY, 2006) e experinmetate tém sido objetivo de estudo no
cultivo de camardes e peixes (RENGPIPAT et al. 26DBALGO et al., 2006; EI-DAKAR
et al. 2007; SOUZA et al., 2011).

Objetivou-se avaliar a colonizacao do intestinaggdrobidticos, a influéncia sobre a
microflora bacteriana, o desempenho zootécnico,indgces de composicdo corporal e
centesimal e os parametros da qualidade da aguaultieo em tanques rede de juvenis
tilapia do Nilo da linhagem GIFTGenetically Improved Farmed Tilapia), submetidas as

racOes comerciais adicionadasB#eillus cereus var. Toyoi eBacillus subtilis C-3102.

4.4 Material e métodos

O experimento foi desenvolvido no Centro de Pesgaim Aquicultura Ambiental
(CPAA) em Toledo, Parand, Brasil, durante os mdsesovembro de 2009 a abril de 2010,
totalizando 127 dias.

A fonte de abastecimento foi oriunda do Rio Samé&iszo Verdadeiro e a renovacgéo
da agua ocorria apenas para a manutencédo de perdagaporacao ou infiltracdo, mantendo

a replecao dos viveiros.
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Utilizou-se 1.800 alevinos de tilapia do Nil®reochromis niloticus) da linhagem
GIFT (Genetically Improved Farmed Tilapia), sexualmente revertidos, com peso inicial
meédio de 0,34 + 0,06 g, e tamanho inicial médio2g®9 + 0,26 cm, adquiridos de uma
piscicultura comercial.

Realizou-se a biometria inicial em uma amostragemote com 100 peixes para
verificagdo de peso e comprimento médio. Os alevioram distribuidos aleatoriamente em
um delineamento inteiramente casualizado em 2Quemngede de dimensdes 0,5m x 0,5m x
0,7m, respectivamente, para comprimento, larguedtiea, resultando em um volume de
0,175 m3. Os tanques redes com malha 4,0 mm farstalados individualmente em viveiros
escavados de 8,4°e dimensdes de 3 m x 4 m, com paredes revestidasvenaria e fundo
de solo natural. Foi considerado como uma unidagerenental cada tanque rede contendo
90 peixes, respeitando-se o periodo de adaptaciarimais as condicdes experimentais de
sete dias.

O experimento foi composto por uma dieta com quaatamentos sendo trés com
adicdo de probidticos e um sem adicado de probidtom cinco repeticdes, totalizando 20
unidades experimentais. A dieta constituiu-se géaaomercial, indicada para cada fase de
cultivo (Tabela 4.1), adicionada de 0,5% de pratddt na forma liofilizada que foram
dissolvidos em 2% de 6leo vegetal. Os probidticilizados para este fim foramacillus
cereus var. Toyoi e Bacillus subtilis C-3102, padronizados para proporcionalmente
representarem 500 milhdes de esporos por gramalgueticionados a racéo, sendo testados
de forma individual e combinada. O tratamento seatigdo de probiotico foi constituido
apenas da racdo acrescida do 6leo vegetal, na mpsyparcdo utilizada nos demais
tratamentos.

Na fase inicial, foi utilizada a racdo na formaefada contendo 50% de proteina bruta
até os animais atingirem peso médio de aproximadi@m€g, fornecida manualmente cinco
vezes ao dia nos horérios das 7, 10, 13, 16 e fi#shoa fase de cultivo onde 0s peixes
possuiam de 10g a 30g foi utilizada a racdo exdausi® 2 mm com 38% de proteina bruta,
fornecida quatro vezes ao dia nos horarios dag,718. e 19 horas; apds 0s peixes atingirem
30g até o final do experimento utilizou-se a rag&tusada de 4 mm com 36% de proteina
bruta fornecida trés vezes ao dia as 10, 13 e @ ho

Diariamente, a dieta foi oferecida na proporcad @ da biomassa nos primeiros 74

dias de experimento, 6% entre o 75° e 0 102° &6 entre 0 103° e 0 126° dias.
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Tabela 4.1 Composicdo das racBes comerciais para alevinadlagéa do Nilo de acordo com as fases de
cultivo, adaptada de AlgonfixAgroindustrial Ltda.

Racao

Composicéo Farelada (%) Extrusada 2 mm (%) Extrusada 4 mfy

(%)
Calcio maximo 5 5 5
Calcio minimo 2 2 2
Extrato etéreo 9 6 6
Fosforo 2 2 2
lodo 0 0 0
Matéria fibrosa 5 3 3
Matéria mineral 10 9 8
Proteina bruta 50 38 36
Umidade 13 13 13

Niveis de garantia por kg dos produtos (1), (1(18: vit. A 12.000 Ul, 11.000 Ul e 11.000 Ul; viB1 6 mg, 8
mg e 9 mg; vit. B12 25 pg, 25 pg e 25 pg; vit. B2mg, 4 mg e 0 mg; vit. B6 5 mg, 6 mg e 20 mg; @500
mg, 400 mg e 400 mg; vit. D3 1.500 UI, 2.100 Ul.e0® UI; vit. E 25.000 UI, 25.000 Ul e 25.000 Uit.\K3
1.500 mg, 1.500 mg; 1.500 mg; acido félico 1 m@, hg e 1,5 mg; acido pantoténico 33 mg, 31 mg eng0
biotina 0,25 mg, 0,7 mg e 0,75 mg; cobalto 0,5 &§,mg e 0,5 mg; cobre 25 mg, 2,5 mg e 2,5 mgnadli700
mg, 500 mg e 0 mg; ferro 50 mg, 40 mg e 90 mg; maég 25 mg, 25 mg e 25 mg; niacina 50 mg, 35 nfYy e 3
mg; zinco 250 mg, 250 mg e 250 mg.

A quantidade de racéo ofertada seguiu a recomeodtctabricante (Tabela 4.2) com

0 objetivo de avaliar o efeito da fonte de variagcéo

Tabela 4.2Taxa de arracoamento para tilapia do Nilo em furdgitemperatura da agua e peso vivo (PV).

Temperatura da agua (°C)

Peso dos peixes Arracoamento
<20 20a 24 24 a 28 28a32 >32

(% PV/dia) - 4a6 6al0 10a 20 6al0
Pos-larvasalg

Refeicdo/dia - 3 4a5 5a6 4a5b

(% PV/dia) 2a3 3ab 5a7 7al0 5a7
lab5g

Refeicdo/dia laz2 2a3 3a4 4ab 3a4d

(% PV/dia) laz 2a3 3ab 5a6 3ab
5a30g

Refeicdo/dia 1 2 2a3 3a4d 2a3

(% PV/dia) 1 laz2 2a3 3ab 2a3
30a100g

Refeicdo/dia 1 la?2 2 2a3 2

Fonte: Algomiﬁ5 Agroindustrial Ltda

As biometrias foram realizadas mensalmente comletacde todos os individuos de
cada tanque rede para determinar a biomassa ¢tof@so medio e a quantidade total de
peixes, com isso realizaram-se 0s ajustes na gaaetide racédo a ser fornecida.

As analises microbiol6gicas das amostras de intestida agua do cultivo, ocorridas a
cada biometria, foram realizadas no Laboratéridamobiologia da Pontificia Universidade
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Catdlica do Parandcampus de Toledo (PUCPR/Toledo), de acordo com os métodos
analiticos oficiais para analises microbiol6gicasapcontrole de produtos de origem animal e
agua, propostos pelo Ministério da Agricultura, IBe@ e Abastecimento (BRASIL, 2003).

Durante as biometrias, coletou-se aleatoriameétepeixes de cada tanque rede para
a extracdo do intestino e 10 mL de &gua, a fimqimntificar o nimero de bactérias
mesofilicas totais, coliformes totais e a colondzapelos probidticos por grama de intestino e
por mililitro de agua.

Os peixes coletados foram mantidos vivos em retipieom agua para o transporte
ao laboratério de microbiologia. No laboratérioaysmais foram abatidos através da secgéo
da medula, em seguida foi realizada a higienizatii@bdémen de cada peixe através de
solucéo com alcool 70%, para o corte abdominal.

Os intestinos foram retirados assepticamente codili@ae pinca e tesoura cirargica
sob a presenca da chama, para obtencdo de 1 gla@eiae. As amostras coletadas foram
maceradas com auxilio de pistilo e capsula de [morae previamente esterilizados. Houve
entdo a adicdo de 1 mL de agua destilada estéailnmmogeneizacéo e passagem do material
para os tubos de ensaio estéril contendo 9 mL da édgstilada estéril. Os tubos com as
amostras foram homogeneizados novamente com aadaibquipamento vortex.

Dos materiais homogeneizados, realizaram-se désigfiecimais em tubos com agua
destilada estéril (I§ 10% e 10% para o posterior plagueamento com semeadura em
profundidade em cada meio de cultura especifico.

Os meios de cultura utilizados nas andlises qadints foram o Agar Padrdo de
Contagem, para contagem de mesodfilos totais e a MgConkey, para contagem de
coliformes totais; e para a andlise qualitativegpnca/auséncia) dos probidticos o meio Agar
Diferenciacao d@&acillus.

As amostras contidas nas placas de petri forambadas em estufa microbiolégica
com temperatura regulada a 27 °C por 24 horas. Apdsubacdo foram realizadas as
contagens de bactérias tipicas para mesoéfilosstetaioliformes totais com o auxilio do
equipamento contador automatico de colénias moektwenix CP 600. Ja, para as analises
qualitativas pertinentes aos probioticos, ocorrepata analise dos aspectos morfolégicos das
colénias e também pelo método de coloracdo de Goamauxilio de microscopio Optico.

O monitoramento da qualidade da agua do cultivdniem seguida ao enchimento
dos viveiros, com a temperatura da agua medidaadiante e semanalmente o oxigénio

dissolvido, utilizando-se o0 oximetro digital modeldanna HI 9828, o potencial
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hidrogenibnico pelo peagametro portatii Hanna HI284 a condutividade com o
condutivimetro Hanna HI 9835 e a transparénciagda @&om o disco de Secchi.

Registrou-se também a média pluviométrica semargérente ao periodo
experimental, medida em milimetros por metro quiémirpor meio dos dados coletados pela
Estacdo Agrometeoroldégica modelo Agrosystem AdgmtaPro2, instalada na
PUCPR/Toledo.

Os indices de desempenho zootécnico foram acomgesimaensalmente por meio
dos dados de cada biometria e ao término do expetan Na ultima biometria, foram
determinados os parametros de peso médio finalndssa final, consumo de racéo,
conversao alimentar, sobrevivéncia, ganho em p&sm ¢ taxa de crescimento especifico
(TCE) definida pela equacdo TCE (%) = [1d@x(Peso médio findih Peso médio
inicial)]/namero de dias, utilizado por Legendr&Kerdchuen (1995), ond representa o
logaritmo neperiano e o fator de condicéo (Kn) déda (1904) por meio da equacédo Kn =
W/(L3/100), sendo W o peso (g) e L o comprimento tata)(

Ao final do experimento trinta e cinco peixes ddac&ratamento, mantidos em jejum,
foram anestesiados, abatidos e dissecados, paemdecdo dos indices de composicéo
corporal, viscerosomatico, hepatosomatico e gordisieral e para a analise da composicéo
centesimal das carcagas para proteina bruta, mateca, extrato etéreo e matéria mineral,
conforme AOAC (1995).

Os valores médios coletados ao longo do experimamtaneio das biometrias foram
submetidos a andlise de variancia por medidasidage(MANOVA) e os valores médios
coletados somente na ultima biometria, ou sej&moino do experimento, foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) e, quando detectadifésrenca significativa entre os
tratamentos, aplicou-se o teste de Tukey (p < P@)zando o software Statistica 7.1
Além disso, estimou-se o coeficiente de correlagéoPearson entre os resultados das
contagens de mesdfilos totais das amostras deintesda agua.

Todos os procedimentos foram realizados de acaydoas principios propostos pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Labao/Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (SBCAL/COBEA) e foram aprovsdpelo Comité de Etica na
Experimentacdo Animal e Aulas Praticas da Univexdéd Estadual do Oeste do Parana
(protocolo n° 81/2009 CEEAAP/Unioeste).

4.5 Resultados e discussao
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Verificou-se que os probidticd3acillus cereus var. Toyoi eBacillus subtilis C-3102

adicionados a dieta para alevinos de tilapia da Niblonizaram o intestino dos peixes

(Tabela 4.3) e ndo foram observadas doencas owlidades. Tal caracteristica enquadra

estas bactérias como probioticos ideais segundeserigdo de Nayak (2010), onde afirma

gue para ser atribuido como probiético, indeperaldatsua fonte, 0 microrganismo deve ser

capaz de se estabelecer, colonizar e multiplicantestino do hospedeiro sem causar efeitos

maléficos.

Tabela 4.3Valores médios e desvios padrfes de contageneséfilns totais e coliformes totais das amostras
de intestino e agua, oriundos do cultivo de alevide tilapia do Nilo alimentados com ragfes adaias de
0,5% deB. cereusvar. Toyoi (BC), 0,5% dé. subtilis C-3102 (BS), 0,5% da combinacao Becereus var.
Toyoi eB. subtilis C-3102 (BC+BS) e sem adicao de probidticos (SP).

. . Probiético
Amostra/m|crorgan|smo P
BC BS BC+BS SP

Intestino
Mesdfilos totais (UFC x Tg™) 2,08+0,85 2,38+1,31 256%0,50 2,50+0,59,816
Coliformes totais (UFC x foy') 2,80+0,82 2,61 +0,51 3,09+1,39 3,85+ 0,9,227
Bacillus cereus var. Toyoi g* + - + -
Bacillus subtilis C-3102 ¢ - + + -

Agua
Mesodfilos totais (UFC x L") 503+1,32 526 +1,41 560+143 575391, 0,852
Coliformes totais (UFC x fenL?) 2,43+0,21 2,53 £0,27 2,43+0,22 2,52 +0,060,797

Bacillus cereus var. Toyoi mL*
Bacillus subtilis C-3102 mL*

+
+

+

+
+

+=presenca; -=auséncia.

O numero de bactérias mesofilicas totais, assinncomimero de coliformes totais

nao diferiu entre os tratamentos (p > 0,05), tg@@ as amostras de intestino como para as

amostras da agua do cultivo (Tabela 4.3). Dentrcatka biometria ndo houve diferenca

significativa (p > 0,05) entre os tratamentos fmtes parametros (Figura 4.1).

Observou-se que o quantitativo de UFC para bastéresofilicas totais por grama de

intestino (UFC/g) estabilizou durante as biometrias, nédo apresedatsariacéo (p > 0,05),

apesar do fornecimento diario dos probidticos adailos a racdo (Figura 4.1).

Gunther e Jimenez-Montealegre (2004), utilizaBdoillus subtilis como probidtico

para tilapia do Nilo, também verificaram que augficia sobre a comunidade bacteriana

mesofilica foi relativamente pequena, porém, noianté intestinal, assim como na agua este

comportamento poderia ser compensado por outra®efeositivos como a producdo pelo

probiotico de bacteriocinas sobre bactérias paiogén
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Figura 4.1 Médias da microflora intestinal para mesofilos ifa) e coliformes totais (b), durante o cultivo d
juvenis de tilapia do Nilo, submetidos as racGasiadadas de 0,5% dB. cereusvar. Toyoi (BC), 0,5% d@&.
subtilis C-3102 (BS), 0,5% da combinacao Blecereus var. Toyoi eB. subtilis C-3102 (BC+BS) e sem adicao
de probidticos (SP).

Os probioticos colonizaram o ambiente aquatico €lal.3), mas nao influenciaram
as populacdes de microrganismos mesofilos totagoléormes totais que apresentaram
resultados variaveis (Figura 4.2) de acordo concaemlicbes da agua e das precipitacdes

pluviais (Figura 4.3b).

‘,’;10 | DR B @=042D) a) < Sl —— (p=0,874) BS (p=0,923) b)
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Figura 4.2 Valores médiosde mesdfilos totais (a) e colifornagsis (b) na agua, durante os meses de cultivo de
juvenis de tilapia do Nilo, submetidos as racdésiatadas com 0,5% d& cereusvar. Toyoi (BC), 0,5% d8.
subtilis C-3102 (BS), 0,5% da combinacao Blecereus var. Toyoi eB. subtilis C-3102 (BC+BS) e sem adicao
de probidticos (SP).

De acordo com Avault (2003), em sistemas de prawlugd peixes ocorrem
modificacdes nas condi¢cbes ambientais da aguaemdladas por fatores aléctones e
autoctones, que incluem as variaveis fisicas, qaisne biolégicas, as quais determinam as
condicbes de cultivo. Em viveiros localizados emadrabertas, as variaveis ambientais sao

mais impactantes, como por exemplo, a radiacdo soka pluviosidade. Nos periodos que
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ocorrem maior precipitacao pluvial ha uma diluig@goquantidade de nutrientes presentes no
meio, e consequentemente no numero de microrgasisd@® em épocas com baixa
pluviosidade e maior radiacdo solar ocorre o auméattemperatura da agua e alteracdes nas
taxas biologicas de ciclagem de nutrientes, faww@c a multiplicacdo de microrganismos
presentes no meio. A relacdo entre as precipitagiieéais e a transparéncia da agua dos
viveiros ao longo do tempo foi verificada neste exkpento e encontra-se apresentada na
Figura 4.3b.

Ao longo do periodo experimental as contagens d€ P&ra mesofilos totais das
amostras de intestino e da 4gua néo apresentarastacéo (r = 0,003).

Na Figura 4.3 verifica-se que nao houve diferersggsificativas (p > 0,05) entre os
valores médios dos parametros de qualidade da gguezenalmente avaliados, em relacdo a
adicao de probidticos nas dietas dos juvenis dpiéildo Nilo. Zhou et al.(2010), avaliando o
efeito da adicdo déacillus subtilis B10, Bacillus coagulans B16, Rhodopseudomonas
palustris GO6 na agua de cultivo de tildpia do Nilo, tambB&o observaram diferencas

significativas nos parametros de qualidade de égtra os tratamentos.

—+— BC BS
——BC BS —&—BC+BS =—C—SP —&— BC+BS —Cc—§P
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Figura 4.3 Valores médios dos parametros de qualidade da pgum condutividade (a), transparéncia e
precipitacéo (b), oxigénio dissolvido (c), pH e pmratura (d), observados durante o periodo expetahe
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Carvalho et al. (2009) testaram a eficacia da adigiagua de uma combinacdo de
microrganismos probidticosBécillus subtilis, B. coagulans e Saccharomyces cerevisiae)
utilizados diretamente na agua para o transportgudenis de tambaquiCplossoma
macropomum) e verificaram que houve menor concentracdo dinamos tanques onde 0s
peixes foram transportados com probibticos, o qoasequentemente diminuiram o0s
parametros indicadores de estresse sanguineoeixes,pdurante a fase de recuperacédo, ao
contrario dos demais peixes transportados semdgirods.

A condutividade média (Figura 4.3a) variou de 284(0,3 a 51,04 + 156 cm'e a
transparéncia (Figura 4.3b) apresentou variacadamiE 31+ 8,47 a 50 + 11,20 cm, sendo
influenciada pelos indices de precipitacdo pluvisto que durante periodos em que ocorrem
as precitacdoes, o fitoplancton diminuiu significathente o que ocasionou maior
transparéncia da agua nos viveiros. Inversamemgeeiodos de estiagem e maior incidéncia
solar ocasionou proliferacdo do fitoplancton e egogntemente a diminuicdo da
transparéncia da agua determinada pelo disco de. Ssgundo Macedo e Sipauba-Tavares
(2005), na aquicultura é normal ocorrer o crescimate algas que sdo favorecidas pela
elevada temperatura, assim, como, pela alta taxacti/gem de nutrientes provenientes de
dejetos dos peixes e sobras de racéo.

O oxigénio dissolvido (Figura 4.3c) variou de 28@,8 mg [* e o pH (Figura 4.3d)
de 6,7 a 7,8. Estes dois parametros sdo diretameliatdonados segundo Sipauba-Tavares
(1992), pois o fitoplancton produz oxigénio no pdd do dia, consumindo o gas carbénico
que é acidificante, provocando aumento do pH em&uorda respiracdo e decomposicao do
meio. O pH por sua vez frequentemente interferdistaibuicdo dos organismos aquéticos e
no decorrer do dia 0s processos biolégicos na iagerderem na flutuacéo do pH.

Os parametros verificados sé@o considerados adesjudcultivo da espécie, sendo
que apenas os valores médios da temperatura makaria (Figura3d), que variou entre
23,40° e 26,60°C ficou relativamente abaixo da &ratpra ideal indicada para o cultivo de
tilapia do Nilo que é entre 25° a 30°C, conformgd3(2005).

A adicdo dos probidticoB. cereus var. Toyoi eB. subtilis C-3102 néo influenciou (p
> 0,05) o desempenho zootécnico dos juvenis deidildo Nilo (Tabela 4.4). A converséo
alimentar e a sobrevivéncia variaram de 1,69 + @2B96 + 0,94 e 80+ 18 a 90 + 2%,
respectivamente para os tratamentos &rsubtilis e sem adigdo de probidtico, estando de
acordo com o os indices esperados para o cultiespiecie segundo Boyd (2005). Zhou et al.
(2010), avaliando o efeito da adicdo Becillus subtilis B10, Bacillus coagulans B16,

Rhodopseudomonas palustris GO6 na agua de cultivo de tilapia do Nilo, tambéé&o
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observaram diferencas significativas para desehgpentre o tratamento coBh subtilise o

controle.

Tabela 4.4Valores médios e desvios padrdes dos parametrdestenpenho zootécnico no cultivo de alevinos
de tilapia do Nilo alimentados com racdes adiciasadom 0,5% d@. cereusvar. Toyoi (BC), 0,5% d&.
subtilis C-3102 (BS), 0,5% da combinacao Blecereus var. Toyoi eB. subtilis C-3102 (BC+BS) e sem adicao
de probidticos (SP).

Probi6tico

Parametro p
BC BS BC+BS SP

Peso médio (g) 88,95+ 16,59 100,52 +8,14 87,632,839 89,52 +16,870,44
Biomassa final (kg) 6,28 + 1,03 7,69+0,71 6,54,/ 6,5+1,85 0,19
Consumo de racao (kg) 11,94+0,92 12,83+1,71 566,0,00 10,43+1,97 0,23
Converséo alimentar 1,95+0,31 1,69+ 0,29 1,017 1,96 £0,94 0,84
Sobrevivéncia (%) 85+9 90+2 887 80+18 0,43
Ganho em peso diario (g) 0,70 +0,13 0,79 +0,06 69 @&,0,09 0,70 +0,13 0,44
Crescimento especifico (% dia 4,14 +0,15 4,24 + 0,06 4,14 +0,10 4,15+ 0,15,470
Fator de condicdo (Kn) 1,45+0,16 1,6+ 0,07 1,5280, 1,37+0,21 0,10

Marengoni et al. (2010), utilizando como probiésicoomerciais uma mistura de
Bacillus subtilis, B. lincheniformis e B. pumilus em racdes para alevinos de tilapia vermelha,
encontraram resultados semelhantes, onde os poosiotambém ndo influenciaram o
desempenho zootécnico e a sobrevivéncia. Seguruds (2002), os probioticos tém sua acao
evidenciada em periodos de baixa resisténciactam estresse e contaminacao por bactérias
prejudiciais aos organismos, 0 que nao foi obserdaglante o periodo experimental.

Diferentemente dos resutados de performance daegdo presente trabalho, Aly et
al. (2008b) mostraram que uma dose baixaBdeillus pumilus induziu um aumento
significativo no ganho em peso quando utilizadoadte dois meses no cultivo de tilapia.
Efeitos positivos (p < 0,01) no ganho em peso a thxcrescimento especifico dos juvenis de
tilapia do Nilo que receberam a adicéo de proldtiogerf) na dieta foram observados por
El-Haroun et al. (2006). A administracdo de prabas, B. coagulans B16 eR. palustris GO6
via agua do tanque, teve também efeitos benéfiobeeso desempenhode tilapia do Nilo
(ZHOU et al., 2010).

Os efeitos positivos dos promotores de crescimeotalesempenho produtivo em
peixes nem sempre sao evidenciados, isso poderekiaionado com as caracteristicas de
cada produto utilizado como probidtico em divemsisecies, o tipo de ingrediente das dietas
ou nivel de estresse aos quais 0s animais estaeetdbs (Marengorst al. 2010).

O fator de condi¢do (Kn) é um indicador quanti@tilo grau de higidez ou do bem-
estar dos peixes (FROESE, 2006). Desta forma, wiisese que o Kn nao foi influenciado (p
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> 0,05) pela utilizagédo dos probioticos e variould® + 0,21 a 1,60 £ 0,07, respectivamente
para os tratamentos adicionadosBiesubtilis C-3102 e sem adi¢do de probioticos (Tabela
4.4), estando abaixo dos verificados por Marengwrsantos (2006), que encontraram
variacdes entre 1,87 a 1,95, em pesquisa de adalda rendimento e composicao de filés de
tilapia do Nilo cultivados em pesque pagues.

A adicdo dos probioticoB. cereus var. Toyoi eB. subtilis C-3102 néo influenciou (p
> 0,05) os indices de composicdo corporal viscenatoos, hepatosomaticos e de gordura
visceral dos peixes (Tabela 4.5).
Tabela 4.5 Valores médios e desvios padrées dos indicesde agigdip corporal e indices de composigdo
centesimal dejuvenis de tilapia do Nilo GIFT, subides as racdes adicionadas com 0,5%Bdeereus var.

Toyoi (BC), 0,5% deB. subtilis C-3102 (BS), 0,5% da combinacdoBlecereus var. Toyoi eB. subtilis C-3102
(BC+BS) e sem adicéo de probidticos (SP).

- Probiético
Indice p
BC BS BC+BS SP
Composicao corporal (%)
Viscerosomético 10,4+1,35 10,9 + 3,03 9,71+0,62 10,31 +1,00 0,765
Hepatosomético 2,5+0,39 3,0+0,45 2,27+0,33 24#%0,47 0,264
Gordura visceral 2,0+0,29 20+0,44 1,72+0,39 1,67+0,46 0,560
Composicao centesimal
Matéria seca 23,80+ 0,83 23,60+1,14 23,6 £1,5123,08+1,42 0,827
Proteina bruta 13,78 £ 0,90 13,65+ 1,38 13,0680 13,48+1,38 0,776
Extrato etéreo 4,78 +0,84 04,33+ 1,00 04,13960, 4,49+0,67 0,690
Matéria mineral 3,08 £ 0,80 2,20+ 0,64 296+1,28 3,10+1,11 0,441

A deposicéo de gordura visceral variou de 1,6746 @& 2+ 0,29%, respectivamente
para os tratamentos adicionadosBdeereus var. Toyoi e sem adi¢cao de probidticos, estando
dentro do nivel esperado para o bom desempenht@pia o Nilo, apesar da utilizacdo do
6leo vegetal na proporcédo de 2%ldp racdo para a adicdo dos probiéticos (Tabe)a 4.5

A utilizag@o dos probiéticoB. cereus var. Toyoi eB. subtilis C-3102 adicionados a
dieta ndo influenciou (p> 0,05) a composicao cemigspara proteina bruta, matéria seca,
extrato etéreo e matéria mineral das carcacasveaigide tilapia do Nilo da linhagem GIFT
(Tabela 4.5). El-Haroun et al. (2006) também n&ooetraram diferencas para cinzas,
umidade e teor de proteina, utilizando difererdgag de inclusdo de um probiotico comercial

contenddBacillus subtilis (Bioger!’) nas dietas de juvenis de tilapia doNilo.

4.6 Conclusao
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Os probidticosBacillus cereus var. Toyoi e Bacillus subtilis C-3102 adicionados
individualmente ou combinados a racdo comerciaprgorcdo de 0,5% para juvenis de
tilapia do Nilo, colonizaram o intestino dos peixesa agua dos viveiros, contudo, nao
influenciaram a microflora bacteriana intestinaldesempenho zootécnico, os indices de

composicao corporal e centesimal e os parametrgealalade da agua.
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5 Bacillus cereus VAR. TOYOI E Bacillus subtilis C-3102 NO CULTIVO DE TILAPIA
DO NILO DA LINHAGEM GIFT EM VIVEIROS

5.1 Resumo

O presente estudo objetivou avaliar a utiliza¢é® mlobioticosBacillus cereus var. Toyoi e
Bacillus subtilis C-3102 adicionados a dieta para juvenis de tildpi&lilo da linhagem GIFT
(Genetically Improved Farmed Tilapia), a fim de verificar a colonizacdo do epitélio stieal
e agua do cultivo, a influéncia sobre a microflbeateriana, o desempenho zootécnico, 0s
indices de composi¢cdo corporal e os parametrosudddgde da agudltilizou-se 1000
juvenis de tilapia do Nilo revertidos, com peso médicial de 91,65 g + 13,74, distribuidos
aleatoriamente em quatro tratamentos com cincotigées. Foram utilizadas racdes
comerciais adicionadas de 0,5% Blecereus var. Toyoi (BC), 0,5% dé. subtilis C-3102
(BS), 0,5% da combinag&o dos dois probidticos (BEre sem a adicdo de probidticos (SP).
Durante o experimento observou-se que 0s probgtotonizaram o intestino dos peixes e a
agua do cultivo, mas néo influenciaram os demaianpetros (p > 0,05). Verificou-se que a
temperatura média da agua ficou em 20,7°C, estalpai®ao da faixa 6tima para a espécie. O
peso e o crescimento especifico dos peixes apeeagnvariacdo de 324,81 g dia 398,51 g
dia®; e 0,62% did a 0,73% dia, respectivamente para BC e BS. A conversdo alemend
fator de condicéo ficaram entre 2,40 a 2,92; e 4,8301, para BS e BC e o rendimento de
filé ficou entre 33,64% para BS e 30,12% para BCKBSprobidticosB. cereus var. Toyoi e
B. subtilis C-3102 utilizados individualmente e combinadoslizaeam a colonizagdo do
epitélio intestinal das tilapias e da agua do wojtcontudo, néo influenciaram a microflora
bacteriana intestinal, o desempenho zootécnicoindi€es de composicdo corporal e os
parametros de qualidade da agua.
Palavras-chave Bacillus, microflora, desempenho zootécnico, probiotticogaligade da
agua.
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5.2 Abstract

Bacillus cereus VAR. TOYO AND Bacillus subtilis C-3102 IN THE CULTURE OF
NILE TILAPIA GIFT IN PONDS

This study aimed to evaluate the use of probioBasillus cereus var. Toyo andBacillus
subtilis C-3102 added to the diet for juvenile Nile tilaps&rain of GIFT (Genetically
Improved Farmed Tilapia) in order to verify the @akation of the gut epithelium and water,
the influence on the bacterial microflora, the prcttbn performance, the indexes of body
composition and parameters of water quality. Theeze used 1000 juvenile Nile tilapia
reversed, with initial average weight of 91.65 +£743g were randomly allotted to four
treatments with five replicates. The commerciablfadded 0.598. cereus var. Toyoi (BC),
0.5% B. subtilis C-3102 (BS), 0.5% of the combination of two prdiwe (BC+BS) and
without probiotics addition (SP). During the expeent it was observed that the probiotics
colonize the gut of fish and water, but did notuehce the other parameters (p> 0.05). It was
found that the average water temperature was 20nAtOs below the optimal range for the
species. The weight and specific growth of the fisAnged by 324.81 g dayo 398.51 g
day’, and 0.62% dayto 0.73% day, respectively, for BC and BS. The feed conversaio
and condition factor ranged from 2.40 to 2.92, &r@8 to 2.01 for BS and BC and fillet yield
ranged from 33.64% to 30.12% for BS and BC+BS. ffiodioticsB. cereus var. Toyo and.
subtilis C-3102 used individually and in combination cofmnthe gut epithelium of tilapias
and water, however, not influence the gut bacteniaroflora, the animal performance, rates

of body composition and parameters of water quality

Keywords: Bacillus, microflora, production performance, pailes, water quality.
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5.3 Introducéo

A aquicultura mundial tem crescido significativarreenos ultimos anos, tornando-se
uma atividade economicamente importante, senddoo de producdo de alimentos que mais
rapidamente cresce no mundo e com maior potenara gtender a demanda crescente de
alimentos de origem aquatica (FAO, 2010).

Uma caracteristica da aquicultura mundial é a miaeigdo da eficiéncia de producdo
para otimizar a rentabilidade. Contudo, a intecafdo pode desencadear o surgimento de
doencas nos ambientes de criacdo, devido ao estaegee os animais ficam submetidos,
sendo considerado um grave problema para o seBN[IRAD-REANTASO et al., 2005).

Desta forma, durante as Ultimas décadas, os aintidsotém sido utilizados como
estratégia tradicional ndo sO para o tratamentdadmcas dos peixes, mas também para a
melhoria do crescimento e da eficiéncia da coneersdimentar. No entanto, o
desenvolvimento e a disseminacdo de patdégenosterdsis aos antibidticos é uma
preocupacdo que pode impedir a utilizacdo destesnigferapicos na aquicultura
(CABELLO, 2006).

Devido ao risco associado da transmissao aos kareanos de bactérias resistentes
presentes nos ambientes de aquicultura ou até megsraasferéncia de genes de resisténcia
para patdégenos humanos (FAO, 2005), desde janei2086 a Unido Europeia ratificou a
proibicdo do uso de todos os antibioticos subterap®Es como agentes promotores de
crescimento na producdo animal (DENEV et al., 2009)

Desta forma, concomitante a proibicdo de antibd&tipromotores de crescimento
houve também o aumento na demanda global por alimeeguros, o que levou a busca por
promotores de crescimento naturais para serenzadds em organismos aquaticos. Essas
novas estratégias em alimentacdo e salude na pdaigascicultura, tém recebido muita
atencdo das empresas e da comunidade cientifmafaredo em um numero crescente de
pesquisas para desenvolver novos produtos de seiplegdio e adicdo das dietas
(BALCAZAR et al. 2006).

Os probidticos, prebioticos, simbioticos, fitoba@s funcionais entre outros
suplementos dietéticos sdo exemplos destes novogosbos que estdo sendo avaliados. No
caso dos probidticos, diversos artigos ja foranipatbos demonstrando efeitos positivos em
varias espécies de peixes, incluindo por exempluta arco-iris ©Qncorhynchus mykiss),
carpa comumQ@yprinus carpio), tilapia de MogcambiqueQreochromis mossambicus), tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus), entre outros (DENEYV et al., 2009).
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A Organizacdo Mundial de Saude define como praimétios organismos vivos, que
guando administrados em quantidades adequadagreonbeneficio a satde do hospedeiro
(FAO, 2006). Estes aditivos podem atuar de divelimasas como, por exemplo, diminuindo
a carga bacteriana por exclusdo competitiva, piadozsubstancias inibidoras, estimulando o
sistema imunolégico dos animais e produzindo erzimigestivas suplementares
(VERSCHUERE et al., 2000).

No entanto, o papel que cada espécie de microgasigrobiéticos desempenha
individualmente na saude e na nutricdo dos pexesm como a forma como isso ocorre
ainda sdo pouco compreendidas, por este motivovastigacdes nesta area sdo importantes
para a aquicultura (DENEYV et al., 2009).

No presente trabalho objetivou-se avaliar a cobog@ip do intestino pelos probidticos,
a influéncia sobre a microflora bacteriana, o dgmaTho zootécnico, os indices de
composicao corporal e os parametros da qualidadeyda, no cultivo de tilapia do Nilo da
linhagem GIFT (Genetically Improved Farmed Tilapia), submetidas a racdes comerciais

adicionadas dBacillus cereus var. Toyoi eBacillus subtilis C-3102 em viveiros.
5.4 Material e métodos

O experimento foi conduzido no Centro de PesquisaAguicultura Ambiental
(CPAA) localizado na cidade de Toledo-PR, no pericoimpreendido entre 10 de abril a 01
de novembro de 2010, totalizando 201 dias.

Foram utilizados vinte viveiros escavados com pesexin alvenaria e fundo em solo
natural com capacidade para 8,Zde 4gua. A 4gua de abastecimento foi proven@miio
Séo Francisco Verdadeiro, através de canais deagén.

Utilizou-se 1000 juvenis de tilapia do Nil®reochromis niloticus) da linhagem GIFT
(Genetically Improved Farmed Tilapia) revertidos, com peso médio inicial de 91,65 g +
13,74. O experimento foi constituido de quatrtatreentos com cinco repeti¢des, totalizando
20 unidades experimentais com 50 peixes.

A dieta foi constituida de racdo comercial extrasadm granulometria de 4 mm
contendo 36% de proteina bruta, 6% de extrato ®t&% de fibra bruta, 8% de matéria
mineral, 5% de calcio (maximo) e 2% de fosforo.droradicionados a racdo 0,5% dos
probioticosBacillus cereus var. Toyoi eBacillus subtilis C-3102 na forma liofilizada com 5 x
1¢® e 1 x 18 esporos ¢, respectivamente, sendo padronizados para propatoiente

representarem 500 milhdes de esporos por gramalg@alicionados a ragao.
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Semanalmente, os probidticos foram adicionadosmbeneizados a ragdo extrusada,
por meio da adicdo de 2% de dleo de soja pararérada dos probidticos aos peletes, sendo
mantida sob refrigeracao.

Desta forma, os quatro tratamentos foram constitutth racdo comercial adicionada
de 0,5% déB. cereus var. Toyoi (BC), 0,5% dB. subtilis C-3102 (BS), 0,5% da combinacéo
dos dois probidticos (BC+BS) e sem a adicdo dei@tiob (SP). O tratamento isento de
probiotico foi composto por racdo acrescida do @ecsoja, ha mesma proporcao utilizada
nos demais tratamentos para a inclusao dos prosoti

O cultivo foi realizado durante as estagOes dormytinverno e primavera na
regido Oeste do Parana (abril a novembro) e a daxarracoamento diario (TAD) foi
realizada em funcédo da biomassa total dos viveiides temperatura da agua (BOYD, 2005).

A TAD inicial foi de 4%, ocorrendo duas vezes aa. dilos meses de junho e julho,
devido a queda na temperatura da agua que ficaxoatbas 20 °C, foi corrigida para 0,5%,
em agosto para 1% e em setembro para 1,4% e elroytara 2%, tomando-se o cuidado de
realizar a observacéo visual dos viveiros a finvelgficar se os peixes haviam consumido
integralmente a racao ofertada. Nos dias em gaepdratura da agua manteve-se abaixo de
15°C a alimentacéo foi suspensa.

As biometrias foram realizadas mensalmente com @magesn minima de 20% dos
peixes de cada viveiro, onde os individuos erantucagos com auxilio de rede de arrasto, a
fim de serem pesados e medidos.

Realizou-se o monitoramento da qualidade de &grajo mensurada diariamente a
temperatura, e semanalmente o oxigénio dissolM@d),( utilizando-se o oximetro digital
modelo Hanna HI 9828, o potencial hidrogenionicd)(pelo peagametro portatil Hanna Hl
8424, a condutividade com o condutivimetro Hann®885 e a transparéncia da agua com o
disco de Secchi

Registrou-se também a média pluviométrica semardérente ao periodo
experimental, medida em milimetros por metro quimratravés dos dados coletados pela
Estacdo Agrometeorolégica modelo Agrosystem AdwygmntaPro2, instalada na
PUCPR/Toledo.

As andlises microbiolégicas das amostras de ine&tiagua do cultivo, ocorridas a
cada biometria, foram realizadas no LaboratérioMierobiologia da PUCPR/Toledo, de
acordo com os meétodos analiticos oficiais paraiseslmicrobiolégicas para controle de
produtos de origem animal e agua, propostos peluisirio da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2003).
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Durante as biometrias, coletou-se aleatoriamentepaixe de cada viveiro para a
extracdo do intestino e 10 mL de &gua, a fim dantijicar em unidades formadoras de
colonias (UFC) o numero de bactérias mesofilictsdpoo niamero de coliformes totais e a
colonizacéo pelos probiodticos por grama de intestipor mililitro de agua.

Os peixes coletados foram mantidos vivos em radipieom agua para o transporte
ao laboratorio de microbiologia, onde foram abatidtravés da sec¢do da medula. Realizou-
se a higienizacado do abdémen de cada peixe ataveéslucdo com alcool 70%, para o corte
abdominal e dissecacdo do intestino. As amostrastéstino retiradas assepticamente com
auxilio de pinga e tesoura cirurgica sob a preselacahama, foram pesadas em balanca
analitica para obtencdo de 1 g. Cada amostra foeérada, com auxilio de pistilos e cdpsulas
de porcelana e adicionadas a 1 mL de agua destistail para homogeneizacdo com
equipamento voértex. Passou-se o material parastdieoensaio contendo 9 mL de agua
destilada estéril e seguida foram realizadas dikscdecimais (If) 10° e 10°% para o
plagueamento com semeadura em profundidade emnoeidade cultura especifico através
do métodoPour-Plate. Nas analises quantitativas para meséfilos tattiizou-se o Agar
Padrédo de Contagem e para coliformes totais o MgaConkey. Para as analises qualitativas
(presencga/auséncia) dos probidticos o meio AgasrBiflciacido d8acillus. A incubacéo das
placas inoculadas ocorreu em estufa microbioloégira temperatura regulada a 27°C por 24
horas.

A contagem de bactérias tipicas para mesofilosstetaoliformes totais ocorreu com
o auxilio do equipamento contador automatico dérsat modelo Phoenix CP 600. As
analises qualitativas pertinentes aos probidticasrreram pela andlise dos aspectos
morfologicos das colbnias e também pelo método aeracdo de Gram com auxilio de
microscopio optico.

Mensalmente foram verificados os indices de desehtpeootécnico através dos
dados de cada biometria, sendo determinados osne@od de peso médio, biomassa,
consumo de ragdo, conversdo alimentar, sobrevéfigeinho em peso diario e taxa de
crescimento especifico (TCE), definida pela equagzh (%) = [100xh Peso médio findih
Peso meédio inicial)]/nimero de dias, utilizados pegendre e Kerdchuen (1995), orde
representa o logaritmo neperiano e o fator de ¢aod{Kn) de Fulton (1904) por meio da
equacdo Kn=W/t, sendo W o peso (g) e L o comprimento total (cm).

Ao final do experimento, para determinacdo doscaslide composi¢cado corporal
viscerossomatico, hepatossomatico, gordura viseerahdimento de filé, 30 peixes de cada

tratamento, mantidos em jejum, foram anestesiahzidos e dissecados.
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Os valores médios coletados ao longo do experimainéwyés das biometrias foram
submetidos a andlise de variancia por medidasidagefMANOVA) e os valores médios
coletados somente na ultima biometria, ou sej&moino do experimento, foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) e, quando detectadifésrenca significativa entre os
tratamentos, aplicou-se o teste de Tukey (p < 0,08)zando o software Statistica 7.1
(STATISOFT, 2009).

Todos os procedimentos foram realizados de acanoas principios propostos pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Labao/Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (SBCAL/COBEA) e foram aprovsdpelo Comité de Etica na
Experimentacdo Animal e Aulas Praticas (protoc818 112009 CEEAAP/Unioeste).

5.5 Resultados e discussao

Verificou-se nas analises microbiolégicas realizagieensalmente que os probidticos
Bacillus cereus var. Toyoi eBacillus subtilis C-3102 colonizaram o intestino dos peixes
(Figura 5.1), sendo esta uma caracteristica primloqphra os probidticos que € a de

sobreviver ao trato gastrointestinal, aderir a gaepitelial e coloniza-la (SAHU et al, 2008).

(1000x) a partir amostras intestinais de juvenisiléipia do Nilo submetidos as racdes adicionadas @,5% de
B. cereusvar. Toyoi e 0,5% d8. subtilis C-3102.

Mesalhy et al. (2008) realizaram estudos sobreilzagféo deBacillus subtilis e
Lactobacillus acidophilus, como potenciais probiéticos, sobre a respostaériresisténcia
de tilapia do Nilo e também verificaram que houe®gizacdo intestinal pelos probidticos
com recuperacao de numeros significativos de @luéveis.

Observa-se na Figura 5.2 que durante o perioderiexgntal o numero de

bactérias mesofilicas totais e 0 nimero de colié&srmantiveram-se constantes, independente
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do tratamento, com uma média de 3,39 X WBC g* e 4,33 x 18 UFC g* de intestino,
respectivamente. Considerando cada tratamento rgo ladlo experimento, nota-se uma
estabilidade tanto no numero de mesdfilos totaigntp no numero de coliformes nao

havendo diferenca significativa entre as biometrias
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Figura 5.2 Médias da microflora intestinal para meséfiloai®{a) e coliformes totais (b), durante os meses d
cultivo de juvenis de tilapia do Nilo, submetidessragfes adicionadas com 0,5%Bleereus var. Toyoi (BC),
0,5% deB. subtilis C-3102 (BS), 0,5% da combinacéo Blecereus var. Toyoi eB. subtilis C-3102 (BC+BS) e
sem adicéo de probidticos (SP).

Analisando o efeito da adicdo dos probidticos @aagom 0,5% dé. cereus var.
Toyoi (BC), 0,5% déB. subtilis C-3102 (BS), 0,5% da combinacaoBleereus var. Toyoi e
B. subtilis C-3102 (BC+BS) e sem adi¢cdo de probidticos (Septrd das biometrias,
verificou-se que os valores medios de mesofilagidat coliformes totais ndo diferiram (p >
0,05).

Desta forma, a flora bacteriana mesofilica e cotifes totais do intestino ndo foram
influenciados pelos probidticd3acillus cereus var. Toyoi eBacillus subtilis C-3102 (p >
0,05), possivelmente, pelo fato dos microrganisprobidticos serem espécies exdégenas, nao
encontradas naturalmente no intestino de peixesmesmo na agua, desta forma, os
probidticos ndo chegaram a afetar as demais bastgresentes no intestino.

Nayak (2010) considera que, por vezes, os prob®tiisponiveis comercialmente séo
relativamente ineficazes pelo proprio fato de semdgenos, ndo adaptados ao novo
ambiente, podendo ser incapazes de sobreviverrauapecer viaveis na concentracao otima
no intestino. Carnevali et al. (2004), testaramuiameamente por meio de Artemia salina
como vetor, duas estirpes Hactobacillus fructivorans, isolados do intestino de adultos de
dourada $parus aurata) e Lactobacillus plantarum, isolado de fezes humanas, na

alimentacdo de larvas e alevinos de dourada eicadim que o tratamento probidtico
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influenciou a flora intestinal, com a diminuicdo damero de patégenos o que reduziu

significativamente a mortalidade das larvas e ateviratados.

Os probidticos colonizaram o ambiente aquatico, mdasinfluenciaram as populacdes
de microrganismos mesofilos totais e coliformeaifotjue apresentaram resultados variaveis
de acordo com as condi¢Bes da agua (Figura 5.8)intero de bactérias mesofilicas totais
manteve-se constante, independente do tratamemtopma média de 5,45 x 10FC mL*
de agua. Assim como, o0 numero de coliformes tambénmanteve constante durante os
meses de cultivo com uma média de 2,71 %UBC mL* de 4gua, observando-se variacdes
em periodos onde ocorreram precipitacdes pluviocadtrdevido a diluicio da matéria

organica e dos microrganismos presentes na agua.
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Figura 5.3 Média da microflora da dgua para mesdfilos tofajse coliformes totais (b), durante os meses de
cultivo de juvenis de tilapia do Nilo, submetidasractes adicionadas com 0,5%Bdeereus var. Toyoi (BC),
0,5% deB. subtilis C-3102 (BS), 0,5% da combinacéo Blecereus var. Toyoi eB. subtilis C-3102 (BC+BS) e
sem adicéo de probidticos (SP).

Verifica-se na Tabela 5.1 que nao houve diferengigsificativas quanto aos
parametros de desempenho zootécnico, sendo quegparura média da agua que ficou em
20,7°C interferindo no consumo de racéo, visto guetemperaturas inferiores a 25°C, que
sdo caracteristicas das esta¢ces do outono, inegorimavera na regido, ha a diminuicdo do
metabolismo da tilapia do Nilo (BOYD, 2005). Esatof pode ter contribuido para a extenséo
do periodo de terminacdo o que resultou em menohogam peso meédio diario e pior
conversao alimentar, em comparagcéo com o modabeadstido pela EMATER/PR (HEIN et
al., 2004) que preconiza 450g em 150 dias de culpiara a tilapia do Nilo, com uma

conversao alimentar média de 1,5.
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Tabela 5.1Valores médios e desvios padrées dos parametrdesEmpenho zootécnico durante o cultivo de
tilapia do Nilo submetidos as rac¢des adicionadas @®% deB. cereusvar. Toyoi (BC), 0,5% d8. subtilis C-
3102 (BS), 0,5% da combinacédo Be cereus var. Toyoi eB. subtilis C-3102 (BC+BS) e sem adicdo de
probidticos (SP).

Probi6tico

Parametro p
BC BS BC+BS SP
Peso médio (g) 324,81 +66,16 398,51 +23,87 354,72+5145 32%6891 0,17
Comprimento médio (cm) 28,08 £1,41 29,22 £ 0,47 28,57 +1,17 28,71 £0,76,41
Biomassa (kg) 13,90 £ 2,82 17,14 £1,03 15,17 £ 2,09 13,79 £2,6D0,11
Consumo de racao (kg) 26,33 £5,03 29,98 £1,65 27,30 £3,43 25,36 £5,56,37
Converséo alimentar 292+041 2,40 +0,24 2,62 +0,38 2,80+0,23 20,1
Sobrevivéncia (%) 85,60 = 0,89 86,00 = 0,00 85,60 + 0,89 84,50 + 3,00,51
Crescimento especifico (% dja 0,62+0,11 0,73 +0,03 0,67 £0,07 0,63+0,11 90,1
Ganho em peso diario (g) 1,16 £0,33 1,53+0,12 1,31+0,26 1,17+0,34 70,1
Fator de condic&o (Kn) 2,01 +0,00 1,83 00 2,04 00 1,96 £ 00 0,31

Ao final do experimento (Tabela 5.1) o peso, o ga@m peso diario e o crescimento
especifico dos peixes apresentaram variacoes #2481 g + 66,16 a 398,51 g + 23,87, 1,16
g dia' + 0,33 a 1,53 g dia+ 0,12 e 0,62 % dia+ 0,11 a 0,73 % dia + 0,03,
respectivamente para os tratamento adicionad®s ckeeus var. Toyoi (BC) eB. subtilis C-
3102 (BS).

Marengoni et al. (2010dvaliando o desempenho produtivo e a propor¢cacaseba
alevinos de tilapia vermelh®{eochromis sp., linhagem Saint Peter) em aguas mesohalinas a
0,5 e 1,0% sob inclusdo de niveis crescentes daidmrobidtico contend®acillus subtilis,
Bacillus lincheniformis e Bacillus pumilus (0, 5, 10 e 15 g de probiético kgde racdo
comercial) também verificaram ao término do experitoa que 0s parametros zootécnicos
nao foram influenciados pelos probioticda.Aly et al. (2008), testando a atividade prob#ti
de Bacillus subtilis combinado contactobacillus acidophilus, em tilapia do Nilo verificaram
resultados siginificativos para taxa de sobreviigeco ganho em peso corporal em relacao
ao tratamento controle, diferentemente do obsermadwesente estudo.

A utilizacdo dos probi6ticoB. cereus var. Toyoi eB. subtilis C-3102 n&o influenciou
(p > 0,05) os indices de sobrevivéncia que varigatre 84,5% e 86%, respectivamente para
B. subtilis C-3102 (BS) e para o tratamento sem a adicdo dbigico (SP), sendo
satisfatério, considerando-se que durante o pemagerimental as temperaturas minimas da
agua registradas nos dias de inverno chegaramCa 10°

Segundo Sahu (2008), a efetividade dos probiofiessam a ser mais evidentes em
situacOes de cultivo onde os animais ficam expastuseis de estresse ou desafios. Contudo,

no presente experimento a temperatura da aguatoansim fator estressante para os peixes,
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visto que, a temperatura média ficou abaixo daafa@ittma para a tilapia do Nilo, e em
determinados momentos esteve muito proxima a textyarletal que seria abaixo de 10°C.
Mesmo assim, os probidticos utilizados nado infliem@en os indices de produtividade
(Tabela 5.1).

Desta forma, os impactos sobre o desempenho zamiéaimda ndo sdo comumente
observados como ponto forte dos probidticos testato peixes. Contudo, outros aspectos
envolvendo estes microrganismos apontam para aesgltmais promissores relacionados a
saude e o bem-estar dos peixes, como parametro®lidgicos e resisténcia a doencas, a
exemplo dos trabalhos publicados por Ortuno €abD2), Raida et al. (2003), Mesalhy et al.
(2008), Wang et al. (2008), Pirarat et al. (2008pka et al. (2006), Abd EI-Rhman et al.
(2009), Aly et al. (2008), He et al. (2009), NayaR10), entre outros.

Tabela 5.2Valores médios e desvios padrfes dos indicesrosmmatico, hepatosomatico, gordura visceral e
rendimento de filé de tilapias do Nilo GIFT, subities as racdes adicionadas com 0,59%.dmreus var. Toyoi
(BC), 0,5% deB. subtilis C-3102 (BS), 0,5% da combinacédo Becereus var. Toyoi eB. subtilis C-3102
(BC+BS) e sem adigédo de probidticos (SP).

indice (%) Probidtico 0
BC BS BC+BS SP
Viscerosomatico 12,87 + 4,36 9,65 +4,18 13,27161, 9,92+3,64 0,272
Hepatosomatico 1,45 +0,17 1,65+0,20 1,49+0,16 1,57 +0,07 0,227
Gordura visceral 1,66 £ 0,31 1,67 £ 0,40 1,8880,3 1,71+0,35 0,714
Rendimento de file 30,60 + 2,40 33,64 +4,61 31213 33,18 +4,11 0,305

Os indices viscerosomaticos, hepatosomaticos, dkuigovisceral e rendimento de
filé, ndo foram influenciados (p > 0,05) pela atigdo dos probidticd’. cereus var. Toyoi e
B. subtilis C-3102 (Tabela 5.2). Quanto ao rendimento deoBl&alores variaram de 30,12%
+ 2,13 a 33,64% + 4,61 em relacdo a carcaca testdndo dentro da faixa encontrada por
Marengoni e Santos (2006), que avaliaram tilaprasgnientes de pesque-pague diferentes,
obtendo um resultado entre 28,47% a 34,1%.

O peso visceral dos peixes submetidos aos probsdBc cereus var. Toyoi eB.
subtilis C-3102 néo foi influenciado, assim como o pesdigado. A deposicdo de gordura
visceral variou entre 1,66% + 0,31 e 1,88% = Or88pectivamente paEa cereus var. Toyoi
(BC) e combinacéo dB. cereus var. Toyoi eB. subtilis C-3102 (BC+BS); e o rendimento de
filé variou entre 30,12% + 2,13 e 33,64% * 4,64pextivamente para a combinac¢do dos dois
probidticos B. cereus var. Toyoi €B. subtilis C-3102) (BC+BS) . subtilis C-3102 (BS).
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Analisando a Tabela 5.3, verifica-se as médiasstegias dos parametros da
qualidade da &gua para temperatura, oxigénio didsolpH, condutividade e transparéncia
durante o periodo experimental que ndo apresentdifarencas significativas (p > 0,05). Os
valores médios para oxigénio dissolvido, pH, conilldde e transparéncia foram de 4,7 mg
L + 0,80, 7,4 + 0,20, 46,66S cm' + 3,21 e 40,99 cm * 3,51, respectivamente, sendo
considerados valores aceitaveis para um bom desémpl® cultivo desta espécie.

Tabela 5.3Valores médios e desvio padréo dos parametrosaalgde da agua durante o periodo experimental
no cultivo de tilapia do Nilo, linhagem GIFJubmetidos as ragfes adicionadas com 0,598. dereus var.

Toyoi (BC), 0,5% deB. subtilis C-3102 (BS), 0,5% da combinac&@oRlecereus var. Toyoi eB. subtilis C-3102
(BC+BS) e sem adigédo de probiéticos (SP).

A Probiotico
Parametro
BC BS BC+BS SP

Temperatura média (°C) 20,4+19 20,8+2,1 2017 = 20,8+2,2 0,963
Oxigénio dissolvido (mgt®)  4,7+1,9 50+1,9 4417 49+28 0,426
pH 75+0,1 7,5+0,30 74+0,1 7,5+0,3 0,896
Condutividade (S cm?) 44,19+75 44,92 + 6,6 43,53 +6,9 44,8 + 7,00,984
Transparéncia (cm) 41,2+7,0 39,1+5,68 39,6686, 37,2 +6,74 0,357

Contudo, devido a época do ano em que o experinfentealizado, a temperatura
média da agua registrada foi de 20,7°C + 0,30,ndstaabaixo da temperatura ideal
preconizada para um bom desempenho da tilapia ooNe é de 25°C a 30°C, conforme
Boyd (2005).

5.6 Conclusao

Os probiodticosBacillus cereus var. Toyoi e Bacillus subtilis C-3102 adicionados
individualmente e combinados a ragdo comercialropgrcdo de 0,5% para tilapia do Nilo
da linhagem GIFT, colonizaram o intestino dos peigea agua dos viveiros, contudo, nao
influenciaram a microflora bacteriana intestinaldesempenho zootécnico, os indices de

composicao corporal e os parametros da qualidadguta
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A tilapicultura € uma das atividades agropecuat@snaior crescimento nos ultimos
anos, impulsionado por seu desempenho zootécnimaredutivo. Desta forma, a inclusédo de
novas tecnologias a fim melhorar os resultadosradugdo e ao mesmo tempo diminuir 0s
impactos ambientais devem ser levados em cons#terac

A utilizag&o de probidticos na aquicultura aos psuganha cada vez mais forga, visto
que, o estimulo a multiplicacdo de bactérias beagfno ambiente intestinal e na 4gua, em
detrimento a proliferacdo de bactérias potencialen@nejudiciais aos peixes, dentre outros
efeitos benéficos podem trazer um avanco tecnaldgiicontribuir com a sustentabilidade do
setor.

Embora a ciéncia da nutricdo de peixes estejeelaegestabelecer um padrdo geral a
necessidade do desenvolvimento de produtos de lrapacto ambiental que melhorem a
eficiéncia de producdo, reduzam custos e permitawdupos mais saudaveis aos

consumidores sdo objetivos que deverdo ser alcasgdhvés da pesquisa.



