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Utilizaco de Probi6tico Biorremediador na Agua do Cultivo de Tilapia do Nilo

RESUMO

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos sobre a qualidade da &gua,
desempenho produtivo e histologia de tecidos hepaticos e intestinais de tilapia do Nilo
submetidas a aplicacdo semanal de biorremediagcdo composta por uma mistura de Bacillus spp.
e Lactococcus lactis ssp. Foram utilizados 90 alevinos de Oreochromis niloticus, com peso
médio inicial de 3,67 £ 0,56 g, distribuidos em sistema estatico e cultivados durante 75 dias.
O biorremediador foi aplicado semanalmente nas doses crescentes (0,00; 0,02; 0,04; 0,06 e
0,08 g) diretamente na dgua das unidades experimentais de 60 L. Os dados de qualidade de
agua e histomorfométricos do intestino foram submetidos a analise de componentes principais
(PCA) e posteriormente as analises de medidas repetidas ANOVA MR e ANOVA One-way,
respectivamente. As variaveis de desempenho e histolégicas do figado dos peixes foram
submetidas a ANOVA One-way, em seguida ao teste de Tukey a 5% de significancia. As
concentragdes de nitrato, nitrito, nitrogénio total, demanda bioquimica de oxigénio e demanda
qguimica de oxigénio aumentaram ao longo do tempo devido o sistema de cultivo.
Considerando a avaliacdo por PCA verificou-se que as variaveis de qualidade de agua néo
apresentaram diferencas estatisticas, bem como, ndo houve efeito de interacdo tempo x dose
aplicada (p>0,05). As diferentes doses do biorremediador ndo influenciaram no desempenho
produtivo dos peixes. O numero de hepatdcitos nos peixes submetidos a aplicacdo de 0,08 g
de bioremediator foi menor em relagdo ao controle (p<0,05). A altura, comprimento,
espessura e largura dos vilos e a espessura da tunica intestinal nos peixes submetidos a 0,06 g
de biorremediacao foram maiores (p<0,05) em relacdo as demais doses avaliadas. Portanto, a
aplicacdo de diferentes doses do biorremediador na agua ndo interfere eficientemente em
sistema com déficit continuo na qualidade de 4gua, embora influencie o desenvolvimento dos
peixes.

Palavras-chave: Biotecnologia. Piscicultura. Metabolismo. Bactérias N&ao-patogénicas.



Use of Probiotic Bioremediator in Cultivation Water of Nile Tilapia

ABSTRACT

This study was carried out to evaluate the effects on water quality, productive performance
and histology hepatic and gut tissues of Nile tilapia submitted to weekly application of
bioremediation composed of a mix of Bacillus spp. and Lactococcus lactis ssp. Ninety
fingerlings of Oreochromis niloticus were used, with a mean initial weight of 3.67 + 0.56 g,
distributed in a static system and cultivated for 75 days. The bioremediator was applied
weekly at increasing doses (0.00, 0.02, 0.04, 0.06 and 0.08 g) directly in the water of
experimental units of 60 L. The data of water quality and gut histomorphometry were
submitted to principal component analysis (PCA) and analyzes of repeated measures
ANOVA MR and unidirectional ANOVA, respectively. The performance and histological
variables of fish liver were submitted to One-way ANOVA, following test of Tukey at 5%
significance level. Concentrations of nitrate, nitrite, total nitrogen, biochemical oxygen
demand and chemical oxygen demand increased over time due to the culture system.
Considering the PCA evaluation, it was verified that the water quality variables did not
present statistical differences, as well as, there was no effect of interaction time x dose
applied (p>0.05). The different doses of the bioremediator did not influence the productive
performance of the fish. The number of hepatocytes in the fish submitted to the application
of 0.08 g of bioremediator was lower in relation to the control (p<0.05). The height, length,
thickness and width of villi and the thickness of intestinal tunica in the fish submitted to
0.06 g of bioremediator were higher (p<0.05) in relation to the other doses evaluated.
Therefore, the application of different bioremediator doses does not interfere efficiently in
the system with continuous deficit in water quality, although it influences the development
of fish.

Keywords: Biotechnology. Fish farming. Metabolism. Non-pathogenic Bacteria.
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1 INTRODUCAO

O aumento da producéo aquicola requer maior atencdo a qualidade da agua, sobretudo,
nas condi¢bes ideais necessarias para produzir animais aquaticos, devendo seguir
procedimentos de manejo que sejam legais, rentaveis e sustentaveis. As estratégias de manejo
aplicadas na agua servem para garantir maior equilibrio das substancias, compostos e residuos
presentes na coluna da agua de cultivos aquicolas (HENRY-SILVA; CAMARGO, 2008).

Na aquicultura os fatores abioticos e bidticos da qualidade de &gua representam um
conjunto de caracteristicas 6timas que devem ser mantidas, com procedimentos, para garantir
0 sucesso da criacdo de peixes. Tal conjunto refere-se ao equilibrio dindmico de todas as
variaveis fisicas, quimicas, bioldgicas e tecnoldgicas da qualidade de agua que conferem
maior producdo de organismos aquaticos sob uma forma sustentavel e que atendam aos
objetivos sociais, ambientais e econdmicos da realidade em que o empreendimento se
encontra inserido (ARANA, 2004).

No entanto, o Brasil vem intensificando os cultivos aquicolas com o objetivo de
aumentar a produtividade e as consequéncias para tal pratica podem ser benéficas para a
economia, por outro lado, serem prejudiciais a0 meio ambiente. Nesse contexto, 0 meio
ambiente pode sofrer danos ambientais devido ao resultado das intensificagdes na aquicultura
como a descarga de alta carga de residuos organicos concentrados que influenciam na
deplecdo de oxigénio dissolvido e a geracdo de metabolicos toxicos como amdnia e nitrito
(CRUZ et al., 2012).

Para a criacdo de organismos aquaticos, 0s probidticos tém em sua composicao
microrganismos que desempenham func¢des importantes para a qualidade de agua no meio de
cultivo. Existem diversos conceitos gerais e aplicaces referentes aos probidticos, dentre 0s
quais podem afirmar que sdo um ou mais microrganismos com efeitos benéficos para o
hospedeiro no sistema gastrintestinal, crescimento, desenvolvimento celular e comportamento
das funcdes fisioldgicas. Pode ser utilizada a técnica de adicdo de bactérias vivas ao ambiente
onde os animais sdo cultivados ou diretamente como aditivos a ragdo (MORIARTY, 1998;
GATESOUPE, 1999; VERSCHUERE et al., 2000; MAILLARD et al.,, 2005; RAIFEE;
SAAD, 2005; BALCAZAR et al., 2006; TAOKA et al., 2006; DAWOOD et al., 2018).

Pesquisas relacionadas as areas de probidticos e biorremediadores, com foco na busca
de novas préaticas aquicolas ambientalmente corretas para promover a qualidade de agua vém
sendo executadas para a carcinicultura (LAKSHMANAN; SOUNDARAPANDIAN, 2008;
GUO et al., 2009), em reatores para tratamento de efluentes (SREEDEVIEMAIL,;



12

RAMASUBRAMANIAN, 2010), na manipulacdo de microrganismos para salde dos peixes
(DIMITROGLOU et al.,, 2011), nas redugdes dos impactos na aquicultura nas questfes
econbmicas e vantagens operacionais (IRIBARREN et al., 2012), modo de acdo dos
probidticos no que se refere a aplicacGes na racdo e/ou na agua de cultivo (DE et al., 2014;
HAI, 2015; DAWOOD; KOSHIO, 2016; DAS; MONDAL; HAQUE, 2017; LOH, 2017).

Nesse sentido, a biorremediacdo € definida como um ramo da biotecnologia que
apresenta diversas técnicas, com a ajuda de microrganismos, para tratamento de agua
contaminada, bem como, dos residuos organicos, transformando a um estado in6cuo ou a
niveis abaixo dos limites de concentracdo estabelecidos (MUELLER; CERNIGLIA;
PRITCHARD, 1996; STRONG; BURGESS, 2008). Além disso, a ferramenta
biorremediadora pode ser utilizada em cultivos aquicolas para a modulacdo de comunidade de
microrganismos benéficos na &gua (VENKATESWARA, 2007).

A aplicagdo dos probiéticos e biorremediadores diretamente na dgua na aquicultura
estd relacionada aos beneficios na saude dos peixes através da melhoria das varidveis
abioticas e bidticos da agua, solo e na inibicdo de patogenos (VENKATESWARA, 2007). Por
outro lado, determinadas bactérias sdo capazes de melhorar a qualidade da 4&gua decompondo
a matéria organica em diéxido de carbono em produces intensivas (LOH, 2017), bem como,
reducdo de bactérias patogénicas e fitoplancton prejuducial (ZORRIEHZAHRA et al., 2016).
Além disso, podem trazer beneficios nas alteracBes histologicas no figado e intestino
proporcionando melhor crescimento ao peixe (ZHOU et al., 2010).

As bactérias do genéro Bacillus spp. sdo classificadas como biorremediadoras para o
uso na aquicultura (DEVARAJA et al., 2013). As cepas bacterianas mais utilizadas sé&o
Bacillus acidophilus, B. subtilis, B. licheniformis, Nitrobacter spp., Aerobacter e
Saccharomyces (KOLNDADACHA et al., 2011). Os microrganismos do género Bacillus
possuem a particularidade de formar simples esporos, o que lhe configuram uma
potencialidade positiva para as formulacGes dos produtos comerciais, dentro das espécies.
Além das bactérias citadas séo destaque também o B. cereus, B. coagulans, B. clausii e B.
megaterium (OGGIONI et al., 2003).

Atualmente, no Brasil existem diversas industrias que disponibilizam probidticos e
biorremediadores especificos para aquicultura. Porem, hd uma caréncia em comprovagoes
cientificas que tais produtos disponibilizados conferem os beneficios para o meio de cultivo

pertinente a qualidade de agua.
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Desse modo, pretende-se avaliar se ha uma relacdo positiva entre 0 aumento das
dosagens do biorremediador na diminui¢cdo dos compostos nitrogenados toxicos e da matéria
organica. Além disso, verificar se 0 aumento das doses do produto ird proporcionar uma
relacdo benéfica com os indices produtivos e a histologia do figado e intestino dos peixes.

Este estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar a qualidade de 4gua, desempenho
e histomorfometria do técido hepatico e intestinal dos peixes submetidos a aplicacdo semanal
de doses crescentes do biorremediador comercial (BacTrat® P) composto por um mix de
Bacillus spp. e Lactococcus lactis ssp. na agua de criagcdo de tilapia do Nilo (Oreochromis

niloticus) em tanques de polietileno em sistema estatico.
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2 MATERIAL e METODOS
2.1 Local e animais

O estudo foi realizado em laboratério no periodo de 75 dias. Para tanto, foram
utilizados 90 peixes da espécie Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) da linhagem GIFT
(Genetic Improvement of Farmed Tilapia) com peso inicial médio de 3,67 £ 0,56 g e
comprimento padréo de 5,15 + 0,31 cm.

Os peixes foram adquiridos em piscicultura comercial, localizada no municipio de
Toledo, Parana, e alojados durante dois dias em tanque circular de 500 L com temperatura

controlada e 4gua sob constante renovacao, bem como, aeracao.

2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos e
trés réplicas com a aplicacdo do produto biorremediador comercial (Bac Trat® P) em
diferentes concentragdes crescentes para cada 60 L: Dose controle 0,00 g (DC), Dose 1 = 0,02
g (D1), Dose 2 = 0,04 g (D2), Dose 3 = 0,06 g (D3) e Dose 4 = 0,08 g (D4), totalizando 15
unidades experimentais.

O produto utilizado apresentava-se na forma de po6 liofilizado e sua composicao inclui
um mix de microrganismos em meio a 10% de bicarbonato de sodio, 5% de cloreto de sodio e
77,5% de farelo de trigo. Os microrganismos presentes sdo Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus e Lactococcus lactis ssp. nas
concentragdes 4,1 x 10’ UFC g?, 4,1 x 10’ UFC g%, 1,6 x 10’ UFC g, 0,8 x 10’ UFC g e
1,6 x 10” UFC g%, respectivamente (Biotecnal Solucdes Ambientais Ltda.).

O biorremediador comercial Bac Trat® P foi incorporado semanalmente na agua com
doses dividas em duas aplicacdes, sendo estas realizadas nas tercas e quintas-feiras no periodo
matutino, totalizando 20 aplicagfes por unidade experimental. O produto foi aplicado

diretamente na 4gua das unidades experimentais.

2.3 Condicdes experimentais

As unidades experimentais foram compostas por 15 tanques de polipropileno com

capacidade de 70 L e abastecidos com volume atil de 60 L de agua oriunda de pogo artesiano
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livre de contaminacdo. As unidades experimentais possuiam aeragdo individual através do
soprador de ar central e cada saida de ar foram compostas por pedras porosas. A temperatura
da agua foi mantida por termostatos regulados a um espaco de temperatura média de 26 + 2°C.
O fotoperiodo foi mantido em 12 horas luz e 12 horas de escuro através de iluminacéo
artificial.

O sistema adotado para o estudo foi com troca zero de &gua (estético). Praticou-se a
reposicdo de agua em cada tanque, para manter o nivel das unidades experimentais, devido as
perdas por evaporacdo, bem como, pelas coletas de amostras para analise. Para tanto, 0s
peixes foram individualizados em tanques-rede com dimensdes de 32 cm x 15 cm x 15 cm
(altura x comprimento x largura) dentro de cada unidade experimental totalizando seis
tanques-rede por unidade experimental com o intuito de evitar interferéncias de hierarquias e
alcancar sobrevivéncia de 100%. A densidade utilizada foi de 0,09 peixes L™ equivalente a 90
peixes m=.

No fundo dos tanques-rede foram inseridas aproximadamente 155 g de rochas
denominadas “pedra lavada” para servir de substrato para os peixes e reproduzir um ambiente
mais proximo do natural, pois, ndo havia sedimento no fundo das unidades experimentais. As
rochas e equipamentos foram devidamente higienizadas com solucgdes de hipoclorito de sddio
(NaClO) e permanganato de potassio (KMnOs) antes de serem utilizadas. Durante o periodo
experimental ndo houve a renovacdo da agua, bem como, as sobras de racdo e fezes dos
peixes permaneceram propositalmente dentro do sistema.

Adotou-se um periodo de adaptacdo de duas semanas, para 0s peixes, antes do inicio
do experimento. Durante o periodo de aclimatacdo (antes do inicio do experimento) foi
adicionada a agua, carbonato de célcio, cloreto de sddio e bicarbonato de sodio para a
manutencdo da alcalinidade, pH, bem como, aliviar e prevenir o estresse e possiveis agentes
patogénicos aos peixes.

No ultimo dia do periodo de adaptacéo optou-se em renovar aproximadamente 94% da
agua das unidades experimentais para reduzir parcialmente as quantidades de carbonato,

cloreto e bicarbonato de sodio que foram inseridas na adaptacao dos peixes.

2.4 Analise das variaveis de qualidade de 4gua

Quinzenalmente, durante o periodo matutino, foram coletadas amostras de agua em

frascos de polietileno devidamente esterilizados e etiquetados para cada unidade experimental.
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Os frascos, com as amostras, foram encaminhados para refrigeradores e mantidos a
temperatura de 5°C para posteriores anélises em laboratorio.

As analises das variaveis de qualidade de agua (Tabela 1) foram realizadas conforme o
método proposto por Carmouze (1994), manual Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (APHA, 2005; APHA, 2012), manual de andlises de &gua
HACH®company (HACH 2000) e o aparelho YSI®Professional Plus Multiparamater Water
Quality Meter (YSI, Pro Plus, Yellow Springs-Ohio, USA).

Tabela 1. Varidveis de qualidade de agua e os respectivos métodos utilizados no estudo.

Variavel Analisada Unidade Método Referéncia
Alcalinidade mg L* Titulagdo potenciométrica Carmouze (1994)
Amonia ndo-ionizada mg L* 4500-NH; F APHA (2012)
Condutividade Elétrica uS cmt Aparelho Digital YSI Professional Plus
Demanda Bioquimica de Oxigénio mgO; L* 5210-B APHA (2012)
Demanda Quimica de Oxigénio mgO, L 5220-D APHA (2005)
Nitrato mg L NitraVer 8083 HACH (2000)
Nitrito mg L 4500 -NO*? APHA (2012)
Nitrogénio Kjeldahl (Orgénico) mg L 4500-Norg B APHA (2012)
Oxigénio Dissolvido mg L Aparelho Digital YSI Professional Plus
pH - 4500 H* APHA (2012)
Temperatura °C Aparelho Digital YSI Professional Plus

2.5 Alimentacdo e desempenho zootécnico

A dieta utilizada para a alimentacdo dos alevinos foi a racdo comercial Nutriquality-
Ind® (Nutriquality IndGstria de Alimentos para Animais Ltda. ME), micro extrusada de 1,0
mm com umidade (méax.) 120 g kg*, proteina bruta (min.) 400 g kg, extrato etéreo (min.) 50
g kg*, matéria fibrosa (max.) 50 g kg, matéria mineral (max.) 75 g kg, calcio (min.) 10 g
kg, fosforo (min.) 0,8 g kg. A taxa de arragoamento adotada foi de 3% da biomassa total
dos peixes devido as condi¢fes experimentais praticadas em sistema estatico, isento de troca
de agua. Os alevinos receberam a racdo ofertada duas vezes ao dia, sendo uma no periodo
matutino as 08h00 e a segunda no vespertino as 16h00.

Apbs o periodo de 75 dias de ensaio experimental os peixes foram mantidos em jejum
por 24 horas para 0 esvaziamento do trato gastrointestinal e, posteriormente foram
insensibilizados e eutanasiados por aprofundamento anestésico na solucdo de eugenol a
concentracdo de 250,0 mg L™ (SIMOES et al., 2012).


https://www.netsabe.com.br/nutriquality-industria-de-alimentos-para-animais-ltda-me
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O peso e comprimento total das tilpias foram determinados no primeiro e no
setuagésimo quinto dia de experimento. As variaveis de desempenho zootécnico avaliadas no
término do experimento foram: ganho de biomassa (GB g) = biomassa final (BF g) - biomassa
inicial (g); consumo racdo (CR g); conversdo alimentar aparente (CA) = consumo ragao
(9)/ganho em peso (g); taxa de crescimento especifico (CE %/dia) = (In (peso final) — In (peso
inicial)/dias de experimento)*100; sobrevivéncia (SO %) = (numero de peixes final/nimero
de peixes inicial)*100; peso relativo do intestino (PRI %) = (peso do intestino/peso do

peixe)*100 e o indice hepatossomatico (IHS %) = [peso do tecido (g)/peso corporal (g)]*100.

2.6 Procedimentos histologicos

Nas analises histoldgicas utilizaram-se trés peixes por unidade experimental e as
amostras foram coletadas a partir de incisdo na cavidade celomética de cada animal para
retirada dos tecidos. Para avaliacdo histomorfométrica das vilosidades intestinais foram
coletadas amostras do segmento transversal do intestino medial dos peixes e para avaliacao de
alteracdes celulares dos hepatocitos foram coletadas porcdes do figado. Os figados e 0s
intestinos foram pesados em balanca de preciséo e todo o procedimento foi realizado em
laboratério.

Foram coletadas porcbes de aproximadamente quatro centimetros de comprimento
para a determinacdo histomorfométrica do intestino médio. Posteriormente, as por¢oes
intestinais foram lavadas em solucdo tampéo fosfato (0,1M, pH 7,4), e fixadas em solucdo de
Alfac (alcool 90%, formol puro e acido acético glacial) por 24 horas. Na sequéncia foram
lavadas em alcool 70% para retirada do fixador, posteriormente desidratadas em
concentragdes crescentes de alcoois, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina.

As laminas foram confeccionadas contendo quatro cortes histolégicos multisseriados,
de 5um de espessura em micrétomo (MICROM, Internacional GMBH 69190, Walldorf,
Alemanha), corados com hematoxilina-eosina e analisadas em microscopio optico (P1
Olympus BX 50-Manila, Filipinas) acoplado a camera (Olympus PMC 35B-Berlim,
Alemanha). As imagens foram capturadas e mensuradas por meio de Software (CellSens
Standard 1.15%).

Foram avaliadas as medigdes histologicas do intestino médio incluindo a altura dos
vilos, altura total dos vilos, comprimento dos vilos, largura e espessura dos vilos, espessura da

tunica muscular e o numero total de vilos, em objetiva de 10x (Figura 1).
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Figura 1. Fotomicrografia da mucosa do intestino medial da tilapia do Nilo com as indicacdes
das medidas realizadas (10x) em escala de 20 um (Fonte: arquivo pessoal).

Para a determinacdo das modifica¢des estruturais do figado foi seguido o protocolo de
processamento histolégico anteriormente utilizado. As laminas foram analisadas em objetiva
de 40x, determinando-se o numero de hepatdcitos por area (area Util de contagem
aproximadamente: 22000,00 um?), e a area dos hepatdcitos medida de 100 células por corte
(Figura 2).

e

Figura 2. Fotomicrografia representativa do figado da tilapia do Nilo com circulo indicando o
hepatdcito em escala de 20 um (Fonte: arquivo pessoal).
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2.7 Anélises estatisticas

Os dados das variaveis de qualidade de agua e histomorfométricos do intestino e
figado dos peixes foram observados quanto a sua normalidade (Shapiro-Wilk) e correlagdes
(Correlagdo de Pearson). Nesse sentido, a observagdo dos dados foi realizada de forma
integrada através da técnica de extracdo de componentes de maior variabilidade conhecida
como Analise dos Componentes Principais (PCA).

A escolha dessa técnica foi com o objetivo de reduzir a dimenséo das informacdes,
com perda minima de informacdes, para avaliar o comportamento e as relacdes existentes da
variacdo de forma conjunta das varidveis de qualidade de agua e histomorfométricas do
intestino, em sistema estatico, submetidas a diferentes doses do produto biorremediador ao
longo do tempo.

Os componentes gerados foram avaliados entre Doses e Doses versus Coletas (ao
longo do tempo), realizadas através da andlise de variancia para medidas repetidas (ANOVA-
MR). Enquanto para os dados da histomorfometria foi utilizada a andlise de variancia one-
way (ANOVA).

Quando observadas diferencas significativas (a=0,05), aplicou-se o teste de Tukey a
5% de probabilidade, a fim de determinar qual contraste entre as médias apresentou diferenca
significativa para cada variavel estudada.

Os dados de desempenho zootécnicos e histologia de figado dos peixes foram
submetidos a analise de normalidade e homocedasticidade e posteriormente ao atender 0s
pressupostos, foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao observar alguma

diferenca houve a aplicacdo do teste Tukey a 5% probabilidade.

2.8 Comité de Etica Animal

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (CEUA/Unioeste). Todos os procedimentos realizados nos
ensaios foram de acordo com os principios propostos pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério/Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (SBCAL/COBEA).
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3 RESULTADOS
3.1 Qualidade de agua

As variaveis de qualidade de agua apresentaram alteracdes ao longo do tempo durante
a criacdo de tilapia do Nilo em sistema estatico submetidas a diferentes doses do produto
comercial Bac Trat® P.

A amonia ndo-ionizada (NHzs) apresentou teores decrescentes ao longo do tempo para
todos os tratamentos. Ja o nitrato (NOz) expressou um aumento nos teores a partir do inicio do
estudo até 30° dia, seguido de um decréscimo nos teores no 45° dia, porém, com um aumento
crescente do 60° ao 75° dia de ensaio experimental.

Os niveis de nitrito (NO2) indicaram um constante aumento ao longo dos dias, mas
com uma breve estabilizacdo a partir do 45° dia. Por outro lado, o nitrogénio total (NT), que
consiste na soma do nitrogénio Kjeldahl (nitrogénio amoniacal + nitrogénio organico), nitrato
e nitrito, evidenciaram um acimulo nas quantidades ao decorrer do tempo.

A demanda bioquimica de oxigénio (DBO) retratou um aumento nos niveis a partir do
inicio ao 60° dia, seguido de uma estabilizacdo nos teores até o final do ensaio experimental.
Enquanto que os valores da demanda quimica de oxigénio (DQO) apresentaram teores
crescente até 0 45° dia e um decréscimo nos teores seguido de uma estabilizacdo até o final do
estudo.

As quantidades de alcalinidade total (CaCO3) apontaram constante decréscimo ao
longo do experimento para todos os tratamentos. Ja, o0 pH mostrou um leve decréscimo ao
decorrer dos dias de estudo. A condutividade elétrica (CE) expressou niveis baixos no inicio,
entretanto, ao longo do tempo os valores permaneceram constantes. Enquanto que a
temperatura da agua demonstrou um decréscimo do inicio ao 30° dia, seguidos de um
aumento e estabilizacdo até o final do experimento. Por outro lado, o oxigénio dissolvido (OD)
foi constante durante todo o experimento apresentando média de 6,93 + 0,22 mg L.

As avaliacdes dos dados das variaveis de qualidade de dgua permitiram a identificacdo
das alteragdes ao longo do tempo no decorrer do experimento de forma qualitativa. Embora,
ndo sendo possivel avalia-las apenas por meio de uma analise univariada, pois, as mesmas
apresentaram correlacdes (Correlacéo de Pearson) entre si.

Nesse sentido, as analises de correlagdo e a de componentes principais possibilitaram

identificar e correlacionar as variaveis de qualidade de agua significativas para avaliar as
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possiveis influéncias da insercdo das diferentes doses do produto Bac Trat® P aplicadas
durante a criagdo de tilapia do Nilo em sistema estatico (Tabela 2).

Tabela 2. Matriz de correlagdo entre as variaveis de qualidade de &gua e 0s componentes
principais (PC) gerados a partir da PCA.

PC1 PC2 NT NHs NOs CE DQO DBO NOz T CaCOs

Autovalores 528 1,94
Variancia Total (%) 53 19

NT (mg L) 091 0,14

NH; (mg L) 0,90 008 -0,79

NOs (mg L) 086 008 094 -073

CE (uS cm) 081 035 073 -071 068

DQO (mgO, LY 082 010 059 -066 051 0,72
DBO (mgO.L%) 071 -012 048 -079 039 059 0,73

NO, (mg L) 074 001 069 -055 063 052 055 0,33
T (°C) 063 -012 -058 042 -056 -0,35 -0,60 -0,19 -0,49
CaCOs(mgLl)  -029 092 -017 028 -023 008 -014 -021 -024 0,11
pH 023 095 -007 027 -011 011 -010 -027 -014 004 0,90

A Anélise de Componentes Principais (PCA) utilizando 10 varidveis de qualidade de
agua explicaram 72,2% da variabilidade dos dados nos primeiros dois eixos (Eixo 1 = 52,8%;
Eixo 2 = 19,4%). Por outro lado, os outros componentes principais (PC) gerados a partir da
PCA apresentaram uma baixa explicacdo na variabilidade (<11%) dos dados, sem fortes
associagoes e correlacBes com as varidveis de qualidade da dgua ao longo do tempo. Em vista
desses altos valores (52,8% e 19,4%), apenas os dois primeiros componentes principais (PC1
e PC2) foram apresentados e discutidos nesse trabalho (Tabela 2).

A PCA identificou que o gradiente de variacdo, contendo os dados do primeiro
componente (PC1), foi responsavel por aproximadamente 53% da variabilidade total e
apresentaram positivamente associado ao nitrato (NOz), nitrogénio total (NT), condutividade
elétrica (CE), demanda bioquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO),
nitrito (NO3), e negativamente a aménia nao-ionizada (NHz) e temperatura (T) da agua de
cultivo dos peixes. O segundo componente (PC2) foi responsavel por 19,4% da variabilidade
dos dados e positivamente associados a alcalinidade total (CaCO3) e pH (Tabela 2 e Figuras
3A e 3B).

O plano definido pelos dois primeiros componentes principais descreve o
comportamento das variaveis de qualidade de agua ao longo do tempo submetidas as
diferentes doses do biorremediador inserido na dgua em sistema estatico. Além disso, a PCA
revelou um comportamento homogéneo e crescente entre as varidveis aferidas para um

sistema sem troca de agua (Figuras 3A e 3B).
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Figura 3. Autovalores seguidos das percentagens no eixo. Projecdo da distribuicdo da
plotagem dos fatores no plano (A). Relagdo entre PC1, PC2 e as variaveis de
qualidade de &gua (B). Setas indicam a direcdo da associacdo com as variaveis.

Na avaliacdo das fontes de variacdo dos dados gerados do PC1 através da ANOVA-
MR para os valores de DBO, DQO, NO2, NOs, NT, CE, NHz e T, evidenciou que ndo houve
diferenga nas varidveis de qualidade de &gua (p=0,111) que foram submetidas a diferentes
doses aplicadas do biorremediador, bem como, ndo houve (p=0,182) influéncia da interacdo

Tempo versus Dose (Tabela 3).

Tabela 3. Teste estatistico (F e ¢) e probabilidades associadas (p) obtidas através da analise de
variancias de medidas repetidas aplicado a partir dos dados gerados da Anéalise dos
Componentes Principais (PCA).

PC1* PC2**
Fonte de Variacao F p F p G-G (g) p H-F(¢) p
Dose 2,48 0,111 12,18 0,001 - - - -
Tempo 580,93 <0,001 102,92 <0,001 0,42 <0,001 0,75 <0,001
Tempo vs. Dose 1,37 0,182 1,37 0,181 0,42 0,263 0,75 0,211

Para o caso de ndo-esfericidade as corre¢Bes Greenhouse-Geisser (G-G) e Huynh-Feldt (H-F) foram
apresentadas. Teste de esfericidade Mauchly’s: *W = 0,22 e p = 0,577; **W = 0,02 e p = 0,007.

Por outro lado, o PC1 apresentou diferenca (p<0,001) nos tempos relacionados as
variaveis de qualidade de dgua (Tabela 4). Nesse sentido, o teste de Tukey foi aplicado para a
observacao das diferencas entre os tempos dos dados gerados a partir da anélise de PCl1,
sendo que todos os valores nos tempos avaliados (0°, 15°, 30°, 45°, 60° e 75° dia) diferem
entre si (Figura 4A). O PC2 indica também diferenga (p<0,001) nos tempos na seguinte
relagdo: tempos 15°=30°, 30°=45° e 0°=60°=75° dia (Figura 4B).
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Figura 4. Médias e desvio padrdo ao longo do tempo para cada dose com os dados gerados a
partir da PCA. Autovalores seguidos das percentagens nos eixos para dados PC1 (A)
e PC2 (B). Letras distintas acusam diferencas entre os tempos através do teste
Tukey a 5% de probabilidade.

O teste ANOVA-MR para os dados gerados em PC2 indicaram diferenca (p=0,001) da
alcalinidade total e pH entre os tratamentos onde, foi realizado o teste de comparagdo de
médias, através do teste Tukey, e apresentaram a seguinte relacdo: DC=D1, D1=D3=D4 e
D3=D4=D2 (Figura 5).
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Figura 5. Médias e intervalos de confianca a 95% para o segundo componente (PC2) relativo
a diferenca dos tratamentos (doses) para a alcalinidade total e pH. Letras distintas
indicam diferencas significativas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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3.2 Desempenho zootécnico

O ganho em biomassa, biomassa final, ganho em peso diario, crescimento especifico,
consumo de racdo, conversao alimentar e sobrevivéncia de tilapia do Nilo ndo sofreram

influéncia (p>0,05) das doses crescentes do produto Bac Trat P® aplicadas semanalmente na
agua em sistema estatico (Tabela 4).

Tabela 4. Médias, desvio padrdo, teste estatistico (F) e probabilidade associada (p) as
variaveis do desempenho zootécnico de alevinos de tilapia do Nilo submetidas a
diferentes doses do biorremediador Bac Trat® P aplicadas na agua.

Dose Bac Trat® P

Variavel DC D1 D2 D3 D4 F p
GB! (g) 35,88+2,10 35,34+1,59 37,51+2,04 35,44+0,52 39,1241,04 3,19 0,06
BF2 (g) 60,14+1,99 59,72+0,84 61,68+1,54 59,27+0,33 62,85+1,49 3,57 0,05

GPD? (g/dia) 0,08+0,005 0,08+0,004 0,08+0,005 0,08+0,001 0,09+0,002 3,19 0,06
CE* (%/dia) 1,29+0,06 1,27+0,05 1,3340,07 1,30+0,04 1,38+0,02 222 0,14

CR® (g) 50,04 £3,47 4646+104 4812+105 49/42+266 5136+124 229 0,13
CA® 1,40+0,17 1,32+0,07 1,28+0,04 1,40+0,10 1,31+0,06 0,81 0,54
SO’ (%) 100,0+0,00 100,0+0,00 100,0+0,00 100,0+0,00 100,00+0,00  NS* NS*

!Ganho em biomassa; “Biomassa final; 3Ganho em peso diario; “Crescimento especifico; *Consumo de ragao;
®Conversao alimentar; “Sobrevivéncia, *N4o significativo.

3.3 Histologia de intestino e figado dos peixes

O indice hepatossomatico e peso relativo do intestino em tilapia do Nilo criadas em
agua submetidas a diferentes concentragdes do produto biorremediador em sistema estatico
ndo apresentaram diferencas significativas (Tabelas 5).

Tabela 5. Valores médios e desvio padrdo do indice hepatossomatico (IHS), nUmero de
hepatécitos (NHE) no tecido hepéatico e peso relativo do intestino (PRI) de

alevinos de tilapia do Nilo criadas em agua adicionada de diferentes doses do
biorremediador Bac Trat®P.

Dose Bac Trat® P

Variavel DC D1 D2 D3 D4 F p
IHS (%) 1,11+0,32 1,18+0,14 1,11+0,09 1,18+0,18 0,96+0,24 054 0,71
NHE* 124,669,102 112,45+1,93ab 114,15+5,82ab 117,52+12,14ab  110,32+3,04b 2,83 0,05
PRI (%) 6,05+0,84 5,27+0,51 5,06+0,13 5,65+1,13 4,81+0,22 1,57 0,25

Valores seguidos por letras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre os diferentes tratamentos pelo Teste
Tukey a 5% de probabilidade. *Area Util de contagem: 22489,98 um2,

As diferentes doses do biorremediador Bac Trat® P aplicadas na 4gua de criagdo dos
alevinos de tilapia do Nilo influenciaram no namero de hepatdcitos. Os peixes submetidos a

aplicacdo da dose de 0,08 g do produto apresentaram menor nimero de hepatocitos em
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relacdo ao controle (p<0,05). Através do resultado para o numero de hepatdcitos os
tratamentos apresentaram a seguinte relacdo: DC=D1=D2=D3 e D1=D2=D3=D4 (Tabela 5).
Para os valores da histomorfometria do intestino dos peixes através da correlacéo de
Pearson foi verificada correlacdo nas variaveis: altura do vilo (AV), comprimento do vilo
(CV), largura do vilo (LV), espessura do vilo (EV) e espessura da tunica (ET) (Tabela 6).
Nesse sentido, as anélises de correlacdo e componentes principais possibilitaram identificar e
correlacionar as variaveis de histomorfometria significativas para avaliar as possiveis
influéncias da insercio das diferentes doses do produto Bac Trat® P aplicadas durante a

criacdo de tilapia do Nilo em sistema estético.

Tabela 6. Matriz de correlacéo entre as variaveis de histomorfometria do intestino dos peixes
e 0s componentes principais (PC) gerados a partir da PCA.

PC1l PC2 NV AV ATV CV LV EV

Autovalores 5,0 1,0
Variancia Total (%) 71 14

NV -0,30 0,93

AV (um) -088 0,16 0,33

ATV (um) -088 0,11 0,29 10,85

CV (um) -09 -0,10 019 083 0,83

LV (um)) -090 -023 011 067 069 091

EV (um) -093 -011 023 071 068 087 0,9

ET (um) -088 -012 017 069 0,72 0,77 0,75 0,87

NV = nimero de vilos; AV = Altura do vilo; ATV = Altura total do vilo; CV = Comprimento do vilo; LV =
Largura do vilo; EV = Espessura do vilo; ET = Espessura da tanica.

A Anélise de Componentes Principais (PCA) utilizando sete varidveis de
histomorfometria explicaram 85% da variabilidade dos dados nos primeiros dois eixos (Eixo
1 = 71%; Eixo 2 = 14%). Optou-se na escolha para explicacdo dos resultados apenas 0s dois
componentes principais (PC1 e PC2) para ser apresentado e discutido nesse trabalho (Tabela
6).

A PCA identificou que o gradiente de variacdo contendo os dados do primeiro
componente (PC1) foi responsavel por aproximadamente 71% da variabilidade total e
apresentaram negativamente associado ao AV, ATV, CV, LV, EV da histomorfometria do
intestino dos peixes. O segundo componente (PC2) foi responsavel por 14% da variabilidade
dos dados e positivamente associados ao nimero de vilos do intestino das tilapias (Tabela 6 e
Figuras 6A e 6B).
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O plano definido pelos dois primeiros componentes descreve o comportamento das
variaveis da histomorfometria do intestino dos peixes que foram criados em &gua adicionadas

com diferentes doses do biorremediador.
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Figura 6. Autovalores seguidos das percentagens no eixo. Projecdo da distribuicdo da
plotagem dos fatores no plano. Relacdo entre PC1, PC2 e as variaveis histoldgicas
do intestino dos peixes. N° = numero de vilos; AV = Altura do vilo; AT = Altura
total do vilo; CV = Comprimento do vilo; LV = Largura do vilo; EV = Espessura
do vilo; ET = Espessura da tunica.

Na verificacdo dos dados, a partir da analise de variancia One-way ANOVA, com 0s
dados gerados de PCA, evidenciou que houve diferenca significativa entre os tratamentos
relacionados a AV, ATV, CV, LV e EV para PC1. Enquanto, a analise ANOVA com os dados
de PC2 ndo acusou diferencas significativas para o numero total de vilos dos peixes

submetidos a diferentes doses do biorremediador Bac Trat® P na 4gua (Tabela 7).

Tabela 7. Teste estatistico (F) e probabilidades associadas (p) obtidas através da andlise
ANOVA aplicado a partir dos dados gerados da Analise dos Componentes
Principais (PCA).

PC1 PC2

Fonte de Variacgio F P F p

Tratamentos 181,48 <0,05 1,54 0,22

Através da diferenca significativa para PC1, foi utilizado o teste Tukey para
observacdo das diferencgas entre os tratamentos. Os tratamentos submetidos as doses de 0,02 g,

0,04 g e 0,08 g de biorremediador Bac Trat® P apresentaram valores para os dados
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histoldgicos da AV, ATV, CV, LV e EV inferiores (p<0,05) aos observados nos tratamentos
com doses de 0,0 g e 0,06 g (Figura 7).

F(4, 25)=181,48,
51 p<0,05

SN
o o

PC1: 71%, 5,0

Dose 0,009 Dose 0,029 Dose 0,049 Dose 0,06g Dose 0,089
Tratamentos

Figura 7. Médias e intervalos de confianca a 95% para o primeiro componente (PC1) relativo
a diferenca dos tratamentos (doses) para os valores histologicos. Letras distintas
indicam diferencas significativas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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4 DISCUSSAO

4.1 Qualidade de agua

Os niveis de amdnia ndo-ionizada (NHz3), nitrito (NO>), nitrato (NOs), nitrogénio total
(NT) e condutividade elétrica (CE) permaneceram acima da faixa recomendada para a espécie
de peixe avaliada (BRASIL, 2005; EL-SAYED, 2006; LEIRA et al., 2017). Por outro lado, 0s
niveis de oxigénio, temperatura, pH e alcalinidade permaneceram na faixa recomendada de
acordo com El-Sayed (2006) e Rodrigues et al. (2013).

Os teores elevados de NHs, NO2 e NT no tempo zero referem-se aos dias antecedentes
ao inicio do experimento onde as unidades experimentais encontravam-se em condi¢cfes de
adaptacéo ao sistema, recebendo racao e excretas dos peixes. Embora, a realizagédo da troca de
aproximadamente 94% da &gua, de cada unidade experimental no final do periodo de
adaptacdo dos peixes, ndo foi o suficiente para diminuir os niveis de NH3z, NOz e NT.

O incremento nos teores de NOs e NO> ao longo do tempo esta correlacionado com a
diminuigdo dos teores de NHa, evidenciando o processo de nitrificagdo (BOYD; TUCKER,
1998; PEREIRA; MERCANTE, 2005), corroborando os dados de Pereira e Lapolli (2009)
que observaram comportamento similar com decréscimo nos niveis de NHz seguidos de
aumento nos teores de NO2 e NOz. Esperava-se que no presente estudo com as doses inseridas
favorecessem maior eficiéncia na nitrificacdo, acelerando o processo com efeitos benéficos.

Segundo Das, Lyla e Khan (2006) observaram que as bactérias heterotréficas totais
aumentaram a medida que as doses de probidtico e biorremediador aumentavam, e
diminuindo no tanque controle a medida que o experimento progredia. Porém, a colonizagédo
de microrganismos que auxiliem o processo de nitrificacdo em sistema de cultivo é algo
inevitavel, podendo ser benéficos ou prejudiciais (DAS; LYLA; KHAN, 2006).

A faixa 6tima de pH para as bactérias nitrificantes Nitrosomonas e Nitrobacter fica
compreendida em pH 7 a 9 (SURAMPALLLI et al., 1997), como também, as bactérias Bacillus
subtilis, B. licheniformis e B. cereus sdo capazes de se reproduzir e crescer a uma ampla faixa
de tempraturas, pH, salinidades e niveis de aménia, bem como ter sua acdo efetivada
(DEVARAJA et al., 2013; RAHIMAN et al., 2010). Nesse sentido, o experimento
permaneceu com o pH adequado e ndo foi possivel observar influéncias do produto na
contribuigéo do processo de nitrificagéo.

Os autores Ghosh, Sinha e Sahu (2008), relataram que o0s géneros Bacillus spp.

heterotroficos tém agdes quimicas, como a nitrificacdo e mineralizacdo de fosfato, e assim,
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quando adicionados a &gua de criacdo de peixes podem ter acGes na decomposicdo dos
metabdlicos dos peixes, das racbes e outros componentes organicos convertendo-0s em nitrato
e fosfato.

A adicéo de cloreto e bicarbonato de sddio na agua pode ter sido capaz de favorecer a
resisténcia dos peixes durante o experimento sob a intoxicagéo dos altos teores de NO». Nesse
sentido, o efeito agudo da toxidade do NO2 em aguas com concentragdes de 35-70 mg/L de
cloretos é de 28,18 a 44,67 mg/L-NO2 para O. niloticus (YANBO et al., 2006). Contudo,
possivelmente os teores observados nesse experimento podem ter causado danos fisiologicos
aos peixes.

As principais fungdes benéficas da adicdo de produtos microbianos para melhorar a
qualidade da agua na aquicultura incluem a conversdo de nitrogénios inorganicos toxicos
(NHs e NO3) e a inibicdo de patdgenos e algas nocivas (WANG; XU; XIA, 2005). Entretanto,
Lalloo et al. (2007) isolaram espécies de Bacillus spp. e observaram que a aplicacdo das
espécies denominadas pelos autores de Bacillus B002 e B0O03 poderiam agir como agentes
bioldgicos, sinergicamente ou isoladas prevenindo a acumulacdo e diminuicdo dos niveis de
NO2 no meio.

Hé estudos que comprovam a eficécia da inser¢do de microrganismos na influéncia no
processo de nitrificacdo (LAKSHMANAN; SOUNDARAPANDIAN, 2008; VERSCHUERE
et al., 2000). Contudo, existem pesquisas que evidenciam que microrganismos inseridos na
agua possuem limitacdo para a melhora da qualidade da dgua (DE et al., 2014; TANG et al.,
2016; DAS; MONDAL; HAQUE, 2017).

Entretanto, avaliando em uma perspectiva temporal neste estudo, os teores de NO2 no
tratamento controle permaneceram maiores que nos tratamentos que receberam as dosagens
do produto biorremediador na agua, porém, ndo diferiram significativamente. Resultados que
foram parcialmente similares aos observados por Gupta e Gupta (2016). Por outro lado, Tang
et al. (2016) ndo observaram influéncias no nitrito, nitrato e nitrogénio total na agua de
criagdo de peixes, suplementada pela aplicacdo de diferentes probidticos e biorremediadores
comerciais.

Neste estudo, o modo de aplicagcdo do produto biorremediador apresentou ndo ser
eficaz na diminuicdo dos compostos nitrogenados na agua. E importante salientar que a
aplicagdo de produtos microbianos devem ser bem avaliados quanto aos fatores, que na

pratica da aquicultura, podem afetar o funcionamento dos produtos, destacando a composicéo
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bacteriana, frequéncia (dosagem), densidade, métodos de manejo e espécie produzida (TANG
etal., 2016).

O aumento do NT, CE, DQO e DBO possivelmente deu-se a partir da reducdo dos
teores de amonia nao-ionizada (NHs), da conversdo por oxidacdo do ion aménio (NHs") a
nitrato, fezes, estocagem dos peixes, elevada decomposi¢do da matéria orgénica, inoculacéo
das bactérias, a ndo renovacdo de agua, bem como, das proteinas contidas na ragdo ofertada
onde parte sdo assimiladas pelos peixes e o restante eliminado ao sistema. Fatores também
observados por Lopes et al. (2011) que ja esperavam concentracbes méaximas de DBO,
fazendo com que favorecesse a biossintese de bactérias heterotréficas adicionadas ao meio.

Segundo Lopes et al. (2011) foram observadas as capacidades e aplicagdes dos
microrganismos B. subtilis, B. licheniformis e B. polymyxa combinados com Nitrosomonas
spp. e Nitrobacter spp. na reducdo da matéria organica diminuindo os teores de DBO. Por
outro lado, Tang et al. (2016) ndo observaram influéncias na DQO na cria¢do de peixes em
sistema de policultivo.

A partir dos resultados da PCA, indicaram que PC1 projetou um comportamento de
DBO, DQO, NO2, NOz, NT e CE para o sistema adotado no experimento (sistema estatico),
ou seja, 0 conjunto dessas variaveis expressa uma relacdo direta ao longo do tempo indicando
0 acumulo de matéria organica e compostos nitrogenados.

A particularidade da ndo renovacdo da agua neste estudo favoreceu o aumento dos
valores das variaveis DBO, DQO, CE, NO2, NOsz e NT. Isso j& era esperado, pois, a qualidade
da &gua de criacdo de organismos aquaticos se deteriora através do acumulo de residuos
metabolicos, decomposi¢do de alimentos ndo utilizados e matéria orgénica ao longo do tempo
(DAS; LYLA; KHAN, 2006).

A diferenca verificada nos tratamentos relacionados aos teores de CaCOgz e pH foram
influenciados pela dosagem do carbonato inserido a agua, ndo tendo influencias pelas
diferentes dosagens aplicadas do produto biorremediador. A reducdo do pH e alaclinidade ja
era esperada, devido as reacdes de autodepuracdo no sistema, pois, as reagdes que envolvem o
processo de nitrificacdo, quando a conversdao de NH4 para NO2 a NOsz liberam H*, dessa
maneira, acidificando o meio (ESTEVES, 2011), bem como, as populacdes de Bacillus spp.
gram-positivas consumirem matéria organica como unica fonte de carbono e converte-las em
diéxido de carbono influenciando na acidificacdo do meio (GHOSH; SINHA; SAHU, 2008;
CRUZ et al., 2012;). Além disso, as bactérias utilizadas e inseridas na agua podem ter

influénciado na redugdo do pH e alcalinidade devido as espécies Bacillus subtilis,
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Lactobacillus acidophilus, Clostridium butyricum e Saccharomyces cerevisiae serem
produtoras de acidos (TAOKA et al., 2006).

Acredita-se que a utilizacdo do produto em condicdes de criacdo de peixes que
apresente 0 solo como substrato, possa permitir a acdo dos microrganismos na diminuicéo e
mineralizacdo da matéria organica devam ser mais evidentes, devido ao fato de haver uma
interacdo solo-substrato-agua, bem como, o solo conter substancias que sejam benéficas para

nutrir e aumentar a eficiéncia das bactérias presentes no produto.

4.2 Desempenho zootécnico

Os valores de conversdo alimentar mostraram-se elevadas para a fase da espécie
utilizada. Vale ressaltar que foi adotada uma baixa taxa de alimentacdo/dia para a fase da
espécie devido as condigdes da auséncia de troca de 4gua nas unidades experimentais.

As sobrevivéncias alcancadas neste estudo podem ter sido favorecidas pela
individualizacdo dos peixes dentro das unidades experimentais eliminando a territorialidade.
Ja que, a baixa frequéncia alimentar poderia ter favorecido a agressividade, aumentando a
dominéancia de uma pequena parte da populacdo (VERA CRUZ; MAIR, 1994).

Os altos teores de NH3z ndo causaram interferéncias nas sobrevivéncias dos peixes,
pois, as concentragdes toxicas (CLso) de NHz para alevinos e juvenis de Oreochromis
niloticus variam de 1,01 e 7,4 mg/L-NHs (KARASU-BENLIE; KOKSAL, 2005; EL-
SHERIFE; EL-FEKY, 2008).

As sobrevivéncias maximas (100%) possivelmente estdo relacionadas também a
adic3o dos cloretos e carbonatos, pois, a adicdo de Ca®* na 4gua aumenta a sobrevivéncia de
exemplares submetidos a estresse e diminui a toxicidade de compostos nitrogenados
(BALDISSEROTTO, 2002). Zhou et al. (2010) analisaram o contetdo de lisozima no sangue
de tilapia do Nilo e perceberam que a insercdo de Bacillus coagulans e Rhodopseudomonas
palustris na dgua de criacdo ndo afetou o contetdo da lisozima e que isso possivelmente
beneficiou o alcance de 100% de sobrevivéncia.

Diferente dos resultados com a aplicagdo produto comercial Bac Trat® P, Zhou et al.
(2010) perceberam que a administracdo de Bacillus coagulans e Rhodopseudomonas palustris
na dgua de criagdo, apresentaram efeitos benéficos no desempenho alcangando um ganho de
peso diario de 0,66 e uma taxa de crescimento especifico de 3,97% para a tilapia (O. niloticus).

Os resultados de desempenho zootécnico sdo explicados pelo baixo fornecimento de

racdo, como também, a ma qualidade da agua, mas esta ndo influenciada pela inser¢édo dos
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microrganismos e sim pelas condi¢des do sistema estético (zero troca de &gua) adotada no
estudo.

4.3 Histologia de intestino e figado dos peixes

O presente estudo apresentou limitagbes para responder as diferencas
histomorfométricas do intestino médio observadas. S&o poucos trabalhos disponiveis que
apresentam pesquisas relacionadas ao delineamento realizado neste estudo, bem como, uma
real comprovacdo que haja uma influéncia da complexidade da acdo de produtos
biorremediadores aplicados a agua em sistema estatico que venham modificar e causar efeitos
na morfologia dos érgdos dos peixes.

O fornecimento de alimento aos peixes foi realizado com racdo balanceada, porém,
ofertada em quantidades abaixo do que é utilizada comercialmente para a fase de criagdo. O
arragoamento reduzido propositalmente, possivelmente tenha influenciado nos resultados do
figado e morfologia do intestino que ficaram abaixo dos recomendados. Ainda mais, sugere-
se que a qualidade da dgua pode ter sido crucial para ter influenciado nos valores encontrados
nas analises das varidveis do intestino e o figado. Nesse sentido, ao decorrer do experimento
0s peixes ficaram expostos a conturbacdes de agentes externos e ndo garantido condicoes
sanitarias para o bem-estar dos individuos, bem como, ndo garantido a eficiéncia dos
microrganismos contidos no produto.

As diferencas observadas no intestino dos peixes sugere-se que devido a composi¢do
do produto conter ingredientes atrativos do ponto de vista alimentar, podem ter contribuido
para que os peixes tenham ingerido quantidade suficiente do produto, influenciando
nutricionalmente de forma benéfica na histomorfometria intestinal. Contudo, € sabido que
guando o intestino responde aos fatores, como por exemplo, estresses, alimentacgdo,
desequilibrio na renovagdo de enzimas, agentes externos e crescimento ocorrem
transformacdes na altura e no perimetro das vilosidades que influenciam na diminuicdo ou
aumento na capacidade de digestdo e absor¢do de nutrientes (JONH; DAVID; IAN, 1997,
GUPTA; GUPTA, 2016).

Estudos realizados por Gupta e Gupta (2016), sugerem que as bactérias Paenibacillus
polymyxa inseridas foram capazes de colonizar tanto a &gua como o trato digestivo dos peixes
e assim influenciando na sobrevivéncia dos peixes. Apesar de que 0s microrganismos dos

autores citado ndo terem sido os mesmos utilizados neste ensaio experimental, mas sugere-se
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que possivelmente os microrganismos Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, B.
amyloliquefaciens, B. cereus e Lactococcuslactis ssp. tenham contribuido para manter a
sobrevivéncia e colonizado o intestino dos peixes.

A administracdo de Bacillus cereus via agua ou racdo apresentou efeitos benéficos
sobre o estado imunolégico das tilapias fato este observado por Wang et al. (2016). Vale
ressaltar que a eficacia da aplicagdo dos microrganismos na agua de criacdo de peixes difere
de acordo com a metodologia e forma de aplicacdo dos probioticos (WANG et al., 2016).

Ghosh, Sinha e Sahu (2008) observaram menores indices de conversdo alimentar para
0s grupos que receberam a aplicacdo de Bacillus subtilis inseridos na &gua. Os autores
atribuem que podem causar influencia, através da sua ingestdo, nas enzimas digestivas
favorecendo melhor aproveitamento do alimento. Contudo, ainda ndo ha evidéncias que
mostram que 0s microrganismos adicionados na agua colonizam o intestino dos peixes (XU
et al., 2015).

Por outro lado, possivelmente os teores de NHsz comprometeram a salide e o bem-estar
dos peixes, relacionadas a alteracbes bioquimicas, imunoldgicas, fisiologicas e
comportamentais, como também, o desempenho zootécnicos (HARGREAVES; KUCUK,
2001). Nos sistemas de criagfes comercias recomenda que os teores de NHsz fiqguem abaixo de
0,10 mg/L-NHs para inibir efeitos deletérios para O. niloticus (EL-SHAFAI et al., 2004).
Nesse sentido, 0s numeros de hepatdcios apresentaram baixos em todos 0s tratamentos para a
fase da espécie, sugere-se que elementos tdxicos possam ter influénciados, como por exemplo
0s niveis téxicos de aménia ndo-ionizada, bem como, os de nitrito (FIGUEREDO-
FERNANDES et al., 2007).
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5 CONCLUSAO

As diferentes doses do biorremediador comercial Bac Trat® P, que contém o0s
microrganimos Bacillus subtilis, B. licheniformis, B. cereus, B. amyloliquefaciens e
Lactococcus lactis ssp., inseridas na dgua de criacdo de tilapia do Nilo em sistema estatico
ndo apresentam aplicabilidade na melhora da qualidade de &gua, embora influencie o

desenvolvimento dos peixes para as condi¢des avaliadas em tanques de polietileno.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo buscou uma abordagem de maneira controlada dentro de um laboratério com
condicdes diferentes das criacGes de peixes comerciais quando se compara a interagéo solo -
agua - peixe. Acredita-se que para uma melhor observacédo das influéncias benéficas da adicao
de microrganismos na agua poderiam apresentar desafios dentro do sistema de criacdo
composto com diferentes tipos de solos recomendados para a piscicultura e com duragéo
similar ao praticado comercialmente.

Alternativas eficazes como outras dosagens, bem como, frequéncias de aplicacdes na
agua de criagdes que contenham solo como substrato, na qual o biorremediador ¢ adicionado,
poderdo contribuir na melhoria da qualidade da agua na criacdo de peixes. Recomenda-se
estudos complementares que proporcionem maiores esclarecimentos relacionados a qualidade
de &gua em criacBes de peixes com a utilizagdo de produtos biorremediadores aplicados na
agua.

Vale ressaltar que as dimensdes de quantidade de agua e numero de peixes utilizados
neste ensaio experimental tenham sido de pequenas proporcGes para ter sido possivel a
observacdo das influéncias do produto. As analises para compreensdo da acgdo
biorremediadora dos produtos inseridos diretamente na agua vdo muito além de variaveis
fisicas e quimicas da agua, e sim em analises de reacGes bioquimicas e microscépicas dos
microrganismos submetidas aos desafios de qualidade de dgua, bem como, analises referentes

a saude e bem-estar dos peixes.



