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RESUMO

O acompanhamento dos parametros fisico-quimicos de viveiros voltados a
producao de organismos aquaticos pode contribuir para a manutengao de niveis
adequados de qualidade da agua, impedir eventuais problemas produtivos e
ainda, melhorar a sustentabilidade. Nos ultimos anos, o uso de microrganismos
capazes degradar os contaminantes oriundos das excretas animais e dos restos
de racdo despertou o interesse da comunidade cientifica. O estudo foi
desenvolvido para avaliar o efeito de um blend biotecnolégico na qualidade de
agua, no desempenho produtivo da tilapia, nas vilosidades intestinais e no
sistema imune. Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de Duncan (5%).
O uso do blend biotecnoldgico se mostrou eficaz nos parametros de qualidade
de agua, incrementou o desempenho zootécnico e modulou o sistema imune dos
juvenis de tilapia-do-Nilo.

Palavras-chave:Biorremediacdo, Microrganismos, Probiotico, Sustentabilidade.
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

No setor agroalimentar o ramo que mais cresce em todo o mundo € a
aquicultura, atividade que desenvolve técnicas de cultivo e reproducdo de
organismos aquaticos. Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para
Alimentacéo e a Agricultura - FAO (FAO, 2021) as regi6es com maior potencial
de expansao estdo na Asia, Africa, América Latina e Caribe. Na década de 70,
a aquicultura correspondia inicialmente a 4% do pescado consumido no mundo,
contudo, a partir do ano de 2015 superou a pesca no fornecimento de pescado
para consumo humano, representando 53% de toda a producdo de carne de
peixes (HAMILTON, 2020).

No Brasil, a situacé@o nao é diferente, a aquicultura € uma das atividades
mais promissoras e tem gerado resultados socioecondmicos expressivos.
Segundo Ostrensky et al. (2020), a producao aquicola brasileira tem crescido
acima da média mundial. Dentre as atividades desenvolvidas na aquicultura, um
setor de grande destaque € a piscicultura. Esta notoriedade se deve,
principalmente, a grandes extensodes territoriais, cerca de 8,5 milhdes de km?2
(FAO, 2018), boa disponibilidade de recursos hidricos, boas éareas para
construcdes de tanques e acudes, além de muitas espécies passiveis de serem
cultivadas (ANA, 2020; MENEZES et al., 2003).

O crescimento da populacao, as mudancas nos habitos alimentares e a
melhora no poder aquisitivo, contribuiram para o aumento no consumo de
pescado e para o fortalecimento da piscicultura no mercado, uma vez que a
carne de peixe é reconhecida como um dos alimentos mais saudaveis, por ser
boa fonte de amino&cidos e acidos graxos poli-insaturados (XU et al., 2019).

De acordo com os dados fornecidos pela Peixe BR, a producado nacional
de peixes atingiu 802.930 toneladas em 2020, um crescimento que representou
5,9% quando comparado ao ano anterior (PEIXE BR, 2021). O carro chefe da
producdo brasileira é a tilapia e embora ndo seja uma espécie nativa, sua
producdo aumentou 12,5% em 2020, uma vez que seis a cada dez peixes
cultivados no Brasil sdo tilapias. A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
consolidou-se na cadeia produtiva pela facilidade de cultivo, rusticidade e por

apresentar uma carne de alta aceitabilidade pelos consumidores,
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correspondendo a 60,6% da producédo nacional (BARROSO et al., 2017; PEIXE-
BR, 2021).

A expanséo da atividade tem sido uma forma de suprir a alta demanda
mundial por pescado, com um consumo médio de 20,3 kg de pescado por
pessoa ao ano, e que segundo o relatdrio da Organizacdo das Nac¢des Unidas
para Alimentacdo e a Agricultura - FAO (FAO, 2020) deve chegar a 21,5 kg até
0 ano de 2030. Ainda de acordo com a FAO (2020), estima-se que a producéo
de pescado pela aquicultura ultrapasse a producdo da pesca de captura,
atingindo 53% da producéo total de pescado até o ano de 2030.

Diante do exposto, a intensificagdo da piscicultura, como qualquer outra
atividade, apresenta vantagens e desvantagens. A principal vantagem da
intensificacdo é a capacidade de produzir mais em uma area reduzida, alta
eficiéncia e previsibilidade de producdo (NUNES, 2019). Contudo, essa
intensificacdo faz com que haja uma maior entrada de residuos nitrogenados nos
meios de cultivo, que séo resultantes do alimento ndo consumido e das excretas
dos peixes que se decompdem, resultando em aumento na concentracao de
amonia e, consequentemente, nitrito e nitrato (SCHULTER e VIEIRA-FILHO,
2017). Esses problemas relacionados ao acumulo de nutrientes vém gerando
preocupacdes quanto a sustentabilidade desses empreendimentos e alguns
autores enfatizam que com os sistemas intensificados, o acumulo de residuos
nitrogenados leva a deterioracdo na qualidade de agua, sendo o principal fator
limitante da produtividade (STRAIN, 2005; LI e BOYD, 2016).

Em vista disso, uma medida promissora para mitigar esses problemas
seria 0 uso de ferramentas que visam a alta eficiéncia e melhor aproveitamento
dos nutrientes, promovendo a melhoria da qualidade de dgua e o bem-estar dos
animais (LITTLE et al.,, 2018; DE-MORAIS et al., 2020). Nesse contexto,
tecnologias mais sustentaveis vém ganhando importdncia quanto as suas
aplicacOes e efeitos em empreendimentos aquicolas, dentre estas destaca-se a
biorremediacao (REN et al., 2019).

12
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1. INTRODUCAO

1.1 Importéncia da qualidade de 4gua na piscicultura

A piscicultura, como qualquer outra atividade de producdo, gera
efluentes que alteram as condic¢des ideais do corpo de agua receptor. Segundo
Piedrahita (2003), em sistemas intensivos, a producao gera um excesso de
matéria organica e nutrientes que podem ocasionar danos ao ambiente. Diante
disso, os dejetos dos peixes e as sobras de alimento podem contribuir para
impactos ambientais relevantes, além do insucesso econdémico e produtivo
(AVNIMELECH, 2009), como a perda da biomassa aquatica e da biodiversidade
(LEFRANCOIS et al., 2010).

O bom desempenho produtivo, assim como a salde dos peixes e de
outros organismos aquaticos, depende de uma boa qualidade de &gua
(MERCANTE et al., 2018; ISHIKAWA et al., 2020). Diversos autores ressaltam
gue a manutencéo da qualidade de agua em viveiros de piscicultura tornou-se
requisito basico para uma boa criagcéo de peixes, sendo que essa qualidade pode
ser influenciada por diversos fatores (SIPAUBA-TAVARES, 2010; BOYD e
TUCKER, 1998; ELER et al., 2001; KUBITZA, 2003; ARANA, 2004; MERCANTE
et al., 2004; 2005; 2006; 2007). Vale ressaltar que a deterioracado na qualidade
de agua proporciona um ambiente de estresse aos peixes, tornando-o0s
predispostos ao desenvolvimento de doencas (ISHIKAWA et al., 2020).

Dentre os parametros fisico-quimicos que refletem a qualidade de agua
e que devem ser analisadas com cautela estdo: temperatura, concentracado de
oxigénio dissolvido, potencial hidrogeniénico, demanda bioquimica de oxigénio,
concentracdo de amonia, concentracdo de nitrito e concentracdo de nitrato e
transparéncia da agua (ZHAO et al., 2021). Diferentemente dos mamiferos, os
peixes sdo animais pecilotérmicos e, como caracteristica destes animais, a
temperatura corporal dos peixes varia de acordo com a temperatura ambiente.
Sabe-se ainda que a temperatura possui relacdo direta com as atividades
fisiologicas, mas o metabolismo também é influenciado pela temperatura e
valores, tanto acima quanto abaixo da faixa adequada, podem afetar o
desempenho dos animais (ARANA, 2004; MORO et al., 2013).

Concentracfes adequadas de oxigénio dissolvido sdo fundamentais
para garantir o crescimento ideal dos animais, assegurar a eficiéncia alimentar e

a sobrevivéncia (KUBITZA, 2003). Além de ser um recurso imprescindivel a
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qualquer espécie com vida, a concentracao de oxigénio dissolvido atua como um
otimo indicador da qualidade da 4gua (FREIRE, 2010).

O potencial hidrogeniénico ou pH pode ser definido como a concentracéo
de ions H* na 4gua e seus valores norteiam se esta encontra-se em reagdo acida
ou alcalina (KUBITZA, 2003; MORO et al., 2013). A escala do pH abrange
valores de 0 a 14, sendo a faixa ideal para o comportamento normal dos peixes
de 6,5 a 8,0 (EMBRAPA, 2009; KUBITZA, 2003)

De maneira simplificada, a demanda bioquimica de oxigénio (DBO),
pode ser definida como a quantidade de oxigénio dissolvido que foi consumido
pelos microrganismos durante um determinado periodo, com uma temperatura
especifica de incubacdo (VON SPERLING, 2005). Segundo Freire (2010), a
DBO é um parametro muito importante, pois indica o nivel de polui¢cdo da agua
de cultivo, uma vez que reflete a fracdo da matéria organica que € biodegradavel.

Proveniente da excrecdo e da decomposicdo de residuos, a amobnia
(NHs) é considerada um poluente preocupante em ambientes aquaticos, pois ela
€ capaz de atravessar a membrana celular dos peixes sem muito esforco
(MEHTA, 2017; MARTINEZ et al., 2006; KUBITZA, 2003). Ja o nitrito (NO2) &
oriundo da oxidacdo da aménia através da nitrificacdo (HA et al., 2019). Esse
composto pode causar toxicidade aos animais (ESTEVES, 2011). Esse
composto nitrogenado provoca a asfixia em peixes e isto pode ser explicado pela
oxidacdo da hemoglobina em metahemoglobina, impossibilitando o transporte
de oxigénio, ocasionando estresse aos peixes (VINATEA ARANA, 2004;
ALBANEZ & MATQOS, 2007). Embora ndo seja um composto toxico importante
para a aquicultura, quando em altas concentracdes, 0 nitrato afeta
negativamente o metabolismo dos animais cultivados (VINATEA ARANA, 2004).

1.2 Biorremediagéao
Atualmente, existem varias tecnologias capazes de recuperar ou
remediar ambientes aquaticos com consideravel contaminacdo. Dentre elas,
destaca-se a remediacéo. O termo remediacéo envolve a retirada de potenciais
ou reais fontes contaminantes dos locais impactados (RODRIGUES, 2013).
Quando se utiliza espécies vivas para a descontaminacdo do meio
aquatico, geralmente microrganismos, o termo correto é biorremediacdo. A

biorremediacdo consiste em proporcionar condicbes ideais para que 0s
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microrganismos consigam transformar ou decompor os contaminantes e, assim,
degradar os poluentes encontrados (KARIGAR e RAO, 2011; RODRIGUES,
2013). Essa tecnologia vém se mostrando como uma técnica eficiente, potente
e economicamente viavel (FULEKAR e GEETHA, 2009).

De maneira geral, podemos classificar os processos de biorremediacéo
em duas categorias: in situ e ex situ (SHIVALKAR et al., 2020). Visando melhorar
a problematica associada ao acumulo de matéria organica em viveiros, a
biorremediacao in situ se apresenta como a mais adequada, pois nao exige a
retirada do sedimento (LOPES, 2021).

A biorremediacdo microbiana destaca-se como a preferida, uma vez que
€ capaz de destruir e até imobilizar os contaminantes de forma eficaz (GADD,
2000). Isto é, os agentes microbiolégicos utilizam o nitrogénio e fésforo como
fonte de nutrientes (JASMIN et al., 2020; HASSAN et al., 2003). Os
microrganismos utilizados no processo de biorremediacdo diferem quanto a
fonte de carbono que precisam, por exemplo, alguns sédo capazes de sintetizar
o alimento utilizando substancias inorganicas (MUSYOKA, 2016), outros utilizam
a energia solar como fonte de energia (JASMIN et al., 2020).

As bactérias autotréficas conseguem adsover e transformar o fésforo e
0 nitrogénio para proliferar. JA as bactérias heterotroficas sdo capazes de
destruir ou imobilizar a matéria organica nédo viva para producéo de carbono.
Vale ressaltar que elas ndo s&o as principais contribuintes no processo de
nitrificacdo e desnitrificacdo, mas contribuem consideravelmente, para reduzir
essa carga (EBELING et al., 2006). Para a producdo de organismos aquaticos,
0s microganismos mais utilizados para biorremediacdo sdo as bactérias do
género Bacillus, as bactérias acido laticas do género Lactobacillus (ANTONY e
PHILIP, 2006) e leveduras Saccharomyces (CRUZ et al., 2012).

As bactérias do género Bacillus e Lactobacillus apresentam
caractéristicas mais favoraveis por serem consideradas seguras ou
reconhecidamente seguras (COLLINS et al., 1998; LEE et al., 1999). Diferentes
testes de biorremediacdo na aquicultura, envolvendo as bactérias do género
Bacillus, j& foram realizados. Segundo Dyva et al. (2015), em condi¢des
laboratoriais essas bactérias demonstraram capacidade de reduzirem a
demanda bioguimica de oxigénio (DBO), teores de amodnia e nitrogénio total em
efluentes de uma unidade de processamento de pescado.
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Em tanques de producdo de camardes (Penaeus monodon), um
consorcio bacteriano composto por Bacillus spp. foi utilizado e apés a aplicacéo
observou-se a diminuicdo de bactérias patogénicas do género Vibrio spp. e a
reducdo dos teores de matéria organica (DALMIN et al., 2001). Outro consorcio
bacteriano (Bacillus subtilis, Nitrosomonas spp., Nitrobacter spp. e Rhodobacter
spp.) foi aplicado em efluentes de aquicultura durante sete dias e foi capaz de
reduzir os teores de amonia, nitrito, nitrato e DBO (SONIA et al., 2015). Aplicando
diferentes dosages de Bacillus subtilis em tanques de producdo de Clarias
gariepinus por cinco dias, Anggraini et al. (2019) observaram reducgédo nos teores
de matéria organica total, sendo que no tratamento com concentracéo de 10°
UFC g foi observada uma reducédo de, aproximadamente, 85,3% no teor de
matéria organica total.

As bactérias 4cido-laticas possuem capacidade efetiva no combate a
uma série de microrganismos patogénicos e infec¢cdes (VERSCHUERE et al.,
2000). O uso dessas bactérias tem demonstrado um efeito positivo devido a
rapida capacidade de colonizar o trato gastrointestinal e aumentar a resposta do
sistema imune n&o especifico frente a um desafio (DOTTA et al., 2011; JATOBA
et al., 2011). Isto pode ser justificado pelo fato desses microrganismos se
aderirem a parede intestinal e criarem uma espécie de barreira imunoldgica,
competindo com 0s microrganismos patdgenos por sitios de adesdo
(STROMPFOVA et al., 2014; GRZESKOWIAK, 2015).

Segundo Pacheco et al. (2021), tilapias-do-Nilo apresentaram maiores
ganho de peso semanal, peso final e melhor conversdo alimentar quando
alimentadas com bactérias do género Lactobacillus. Talpur et al. (2013),
observaram que a incluséo de Lactobacillus plantarum melhoraram a qualidade
da 4gua em producdes de organismos aquaticos ndo convencionais, como em
fazendas de caranguejos.

Até mesmo com a aplicacdo através da racédo, efeitos benéficos sobre a
qualidade de agua foram observados. Thurlow et al. (2019) encontraram reducéo
dos teores de fosforo, nitrogénio e nitrato quando alimentaram Ictalurus
punctatus com dieta suplementada com bactérias dos géneros Lactobacillus e
Bacillus.

Apesar das bactérias serem 0s representantes mais utilizados na

biorremediagéo, alguns fungos como a Saccharomyces cerevisiae também
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despertou o interesse de alguns pesquisadores. Essa levedura, além de atuar
diretamente no peixe, promovendo a colonizacao do intestino (MEURER et al.,
2007), atua também no meio aquatico, através do combate a algumas doencas
bacterianas (MEURER, 2005). Além disso, ela é capaz de alterar a microbiota
da mucosa, trazendo beneficios ao organismo do peixe (GALLINA et al., 2009).

Alguns estudos realizados por Hisano et al. (2008) comprovaram que a
S. cerevisiae pode ser facilmente incorporada durante o processamento da
ragcéo. E sua incluséo nas dietas dos peixes melhoram a converséo alimentar, o
ganho de peso e o consumo da dieta de alevinos de tilapias-do-Nilo (SCHWARZ
et al., 2010).

As bactérias Lactobacillus plantarum em conjunto com a S. cerevisiae
demonstraram melhores resultados para ganho de peso, aumento da atividade
enzimatica e aumentaram a absorcdo dos nutrientes presente na racdo em
tilapias-do-Nilo (MAURILIO et al., 2002; ESSA et al., 2010).

O blend biotecnologico, elaborado pela Korin Agricultura e Meio
Ambiente, disponibiliza alguns microrganismos, com boa capacidade de
multiplicac@o e producéo enzimatica, que reduzem efetivamente estes residuos
e disponibilizam energia para o crescimento de outras bactérias benéficas ao
sistema. Os microrganismos presentes beneficiam a reducdo dos compostos
nitrogenados a partir do estimulo a nitrificacdo e sua acdo no processo de
desnitrificagéo (Figura 2).

Lamina de agua
Consumo O,
)‘9 NH, — NH,* —is NO, (+ 2H* + H,0)
g Nitrificagao
«sss Consumo O, (Nitrossomonas e Nitrobacter)
O N
© organico
Noa‘ -
N, « N,O « NO < NO, Desnitrificagdo

(anaerobiose ou Gram + - Bacillus)

Figura 1. Processo de nitrificacdo e desnitrificacdo na aquicultura. Fonte: Adaptado de
Antony e Phillip (2006).
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A nitrificacdo € o processo em que bactérias como as Nitrosomonas
oxidam amonia em nitrito para que bactérias como as Nitrobacter convertam
nitrito em nitrato. Esse € um processo que libera protons e por conseguinte
acidifica ligeiramente o pH da agua, o que aumenta a disponibilidade de
materiais solUveis. Sem filtros desnitrificantes, o nitrato se acumula na coluna
d’agua e nao é convertido a nitrogénio, 0 que cria uma regido anaerobica e
prejudica o cultivo. As bactérias do género Bacillus, por exemplo, possuem a
capacidade de reduzir o nitrato em gas nitrogénio que é eliminado no ar (Figura
1).

1.3 Sistemalmune

O sistema imune compreende estruturas e processos bioldgicos que
defendem o organismo contra infec¢des, substancias patogénicas ou estranhas
e é considerado um importante mecanismo que garante a sobrevivéncia de todos
os animais (ZHU et al., 2012). Semelhante aos vertebrados superiores, diante
de desafios, o sistema imune é estimulado e diversos mecanismos de defesa
sdo desencadeados (ELLIS, 1999). Tais respostas imunoldgicas atuam com o
objetivo de destruir os invasores (bactérias, fungos, virus ou parasitas) e sédo
divididas em inatas (ndo especifico) e adaptativas (especifico), podendo ser
influencidas por uma gama de fatores, tais como: micro e macronutrientes,
efeitos hormonais e agentes estressores (FLETCHER, 1997).

O sistema imune inato atua na primeira linha de defesa e é caracterizado
por barreiras fisicas e quimicas, além de algumas células e méleculas. E comum
a todos os organismos e é o sistema mais antigo na escala filogenética (JANE-
WAY, 1989; ELWARD e GASQUE, 2003; GOLDSBY et al., 2003). O tegumento,
as células de defesa organica e os componentes humorais sdo 0s componentes
do sistema imune inato (URBINATI et al., 2020).

Num primeiro momento, o tegumento, como a pele e o muco, é suficiente
para barrar a entrada de patégenos, uma vez que na superficie do corpo dos
peixes existem células especializadas na secre¢édo de substancias bactericidas,
impedindo a entrada desses microrganismos. No entanto, caso nao seja
suficiente, os componentes celulares e humorais sao sinalizados e atuam
reconhecendo 0 agente invasor e agem na tentativa de degrada-lo
(SUBRAMANIAN et al., 2007; ELLIS, 1999).
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Os componentes celulares, também conhecidos como células de defesa
organica, sao outro pilar importante do sistema imune. De maneira simplificada,
0os granulécitos sdo os primeiros a entrarem em acgdo, atingindo o foco da
inflamacdo e destruindo o patégeno. O segundo grupo a atuar sdo 0S
macréfagos, responsaveis por fagocitar os detritos celulares. As células natural
killers produzem imunorreguladores de citocinas e lisam células estranhas
(RAULET, 2004; MAGNADOTTIR, 2006; URBINATI et al., 2020).

Existe também a acdo dos componentes humorais que sdo muito
utilizados no diagnostico de doencas e que inibem o crescimento de bactérias
como por exemplo, o sistema complemento (BAYNE e GERWICK, 2001). Esse
sistema € considerado um dos mais importantes mecanismos de defesa do
sistema inato e mediador dos processos inflamatodrios (URBINATI et al., 2020).

Em contrapartida, o sistema inume adaptativo é acionando somente na
presenca de um antigeno, ocorrendo um aumento de anticorpos na circulacao e
formando uma espécie de memdéria imunolégica. Pode-se afirmar que o sistema
imune adaptativo existe quando o organismo foi previamente exposto ao
patégeno (URIBE et al., 2011). Diante disso, a a¢do do sistema ndo especifico e
especifico buscam garantir a sobrevivéncia dos animais, uma vez que em

ambiente aquaticos ha uma vasta variedade de microrganismos.

1.4 Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

O nome tilapia é comum para varias espécies da familia Cichlidae e
engloba os géneros Oreochromis e Saratherodon (TREWAVAS, 1983). S&o
originarias da Africa e Palestina, com excecdo de Madagascar (PHILIPPART e
RUWET, 1982).

A tildpia-do-Nilo passou a ocupar o 3° lugar no ranking mundial das
espécies de peixes mais produzidas no mundo (FAO, 2020). O Brasil consolida-
se como 0 4° maior produtor de tilapia no ranking mundial. Entre os estados
produtores dessa espécie, o Parana tem o destaque absoluto com 166.000
toneladas, deixando Sao Paulo na segunda colocagdo entre os estados
brasileiros (PEIXE BR, 2021).

As tildpias possuem o corpo lateralmente comprido, coberto com
grandes escamas cicloides, possuem nadadeiras dorsais e uma coloragao prata

com estrias verticais que variam de verde oliva a cinza (EL-SAYED, 2019). De
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maneira geral, apresentam habito alimentar herbivoro-onivoro, mas a
Oreochromis niloticus alimenta-se também de fitoplancton, perifiton, plantas
aguaticas e pequenos invertebrados (EL-SAYED, 2019).

A tilapia-do-Nilo apresenta carne branca com boa aceitacdo no mercado
e nao apresentam espinhas em formato de “Y”. Estudando o rendimento de
carcaca dessa espécie, Silva et al. (2009) confirmaram que a tilapia-do-Nilo de
250 a 600 g de peso corporal, apresenta um rendimento de carcaca de 59,9%.

Uma das vantagens em se produzir essa espécie € a sua facil adaptacao
em diferentes partes do mundo e facil reproducdo e rusticidade. Além disso,
atingem a maturidade sexual entre o terceiro e quarto més de idade,
apresentando crescimento acelerado quando submetidas a criacdo intensiva
(VICENTE et al., 2014). Por ser a espécie mais produzida em territorio nacional,
pela rusticidade, facil crescimento e adaptacdo aos sistemas de producédo, a

tilapia-do-Nilo foi escolhida como modelo bioldgico para o estudo proposto.

2. OBJETIVO

O principal objetivo do trabalho é verificar o efeito de um blend
biotecnoldgico, produzido pela Korin Agricultura e Meio Ambiente, na qualidade
de agua de cultivo, no desempenho zootécnico, nas vilosidades intestinais e no

sistema imune de juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).
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CAPITULO 2 - Avaliacdo do efeito de um blend biotecnolégico no
desempenho produtivo, nas vilosidades intestinais e no sistema imune de

juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) e na qualidade de agua

RESUMO

Para atender as demandas mundiais, a aquicultura passou a empregar sistemas
intensivos na criacdo de peixes, obtendo altos rendimentos e um bom retorno
econdbmico. Apesar das inumeras vantagens da intensificacdo, o rapido
desenvolvimento tem revelado preocupacdes sobre os impactos da piscicultura
ao ambiente, uma vez que a producdo de residuos desta atividade pode ser
grande. Visando produgbes ambientalmente mais responsaveis, uma das
opcoes que tem despertado interesse de muitos pesquisadores € o processo de
biorremediacdo. Um método que tem sido considerado mais sustentavel e
ecologicamente correto no tratamento de residuos organicos, pois nao envolve
nenhum uso de produto quimico. O objetivo da pesquisa foi verificar o efeito de
um blend biotecnoldgico no desempenho produtivo de juvenis de tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus), nas vilosidades intestinais, no sistema imune e na
qualidade de &gua de cultivo. O experimento foi inteiramente casualizado e
consistiu em quatro tratamentos e cinco repeticoes, sendo: T1, grupo controle;
T2: 100 mL/m?3 do biorremediador por tanque, 2 vezes na semana; T3: 200 mL
do biorremediador por quilograma de racéo e T4: 100 mL/m? do biorremediador
por tanque, 2 vezes na semana e 200 mL do biorremediador por quilograma de
racao. Durante 90 dias, 300 animais, com peso médio de 9,0 £ 0,07 g, por tanque
receberam os tratamentos e as seguintes variaveis foram avaliadas: peso final,
ganho de peso, taxa de crescimento especifico, consumo e conversao alimentar
aparente. Foram mensurados ainda, vilosidades intestinais e variaveis do
sistema imune. Além disso, as variaveis fisico-quimicas da agua: transparéncia,
demanda bioquimica de oxigénio, concentracdo de amonia, nitrito e nitrato,
concentragdo de oxigénio dissolvido e pH, também foram avaliadas. Nos
tanques cujo processo de biorremediacdo foi aplicado na agua, foram
observados os maiores valores para peso final, taxa de crescimento especifico,
maior altura das vilosidades e consequente absorcao dos nutrientes e menor teor
de aménia, nitrito, nitrato e maiores concentracdes de oxigénio dissolvido e
menor valor para DBO (p<0,05). Isso indica que a utilizagdo desses
microrganismos no processo de biorremediacdo tem potencial para ser uma
pratica que contribui para a melhoria da qualidade de agua, gerando maior bem-
estar aos peixes e garantindo o sucesso da criacao.

Palavras-chave: biorremediacdo, crescimento, tilapia, compostos nitrogenados
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CHAPTER 2 - Evaluation of the effect of a biotechnological blend on
productive performance, intestinal villi and immune system of Nile tilapia

(Oreochromis niloticus) juveniles and water quality

ABSTRACT

To meet global demands, aquaculture began to employ intensive systems in fish
farming, obtaining high yields and a good economic return. Despite the numerous
advantages of intensification, rapid development has revealed concerns about
the impacts of fish farming on the environment, since the production of waste
from this activity can be large. Aiming at more environmentally responsible
productions, one of the options that has aroused the interest of many researchers
is the bioremediation process. A method that has been considered more
sustainable and ecologically correct in the treatment of organic waste, as it does
not involve any use of chemicals. The objective of the research was to verify the
effect of a technological blend on the productive performance of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) juveniles, on the intestinal villi, on the immune system
and on the quality of cultured water. The experiment was completely randomized
and consisted of four treatments and five replications, as follows: T1, control
group; T2: 100 mL/m3 of bioremediator per tank, 2 times a week; T3: 200 mL of
bioremediator per kilogram of feed and T4: 100 ml/m3 of bioremediator per tank,
twice a week and 200 mL of bioremediator per kilogram of feed. For 90 days, 300
animals, with an average weight of 5.0 + 0.07 g, per tank received the treatments
and the following variables were evaluated: final weight, weight gain, specific
growth rate, consumption and apparent feed conversion. Intestinal villi and
immune system variables were also measured. In addition, the physicochemical
variables of the water: transparency, biochemical oxygen demand, concentration
of ammonia, nitrite and nitrate, dissolved oxygen concentration and pH, were also
evaluated. In the tanks whose bioremediation process was applied to the water,
the highest values were observed for final weight, specific growth rate, greater
height of the villi and consequent absorption of nutrients and lower content of
ammonia, nitrite, nitrate and higher concentrations of dissolved oxygen and
lowest value for BOD (p<0.05). This indicates that the use of these
microorganisms in the bioremediation process has the potential to be a practice
that contributes to the improvement of water quality, generating greater well-
being for fish and ensuring the success of the creation.

Keywords: bioremediation, growth, tilapia, nitrogen compounds
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1. INTRODUCAO

A piscicultura € considerada uma atividade produtora de uma proteina
animal com altissima qualidade nutricional, sendo um dos setores que mais
cresceu nas ultimas décadas no Brasil e no mundo (FAO, 2020). Apesar do
crescimento acelerado, todo este potencial da atividade esta atrelado a questfes
ambientais, uma vez que com o desenvolvimento da atividade, os impactos
ambientais causados também tendem a crescer.

Uma grande preocupacdo com o0s sistemas aquicolas tradicionais esta
associada ao consumo e uso de agua e a geracao de efluentes (HU et al., 2015).
Em vista disso, produzir organismos aquaticos adotando estratégias que tornem
a producdo mais sustentavel ao meio ambiente é uma alternativa para que a
atividade continue com seu crescimento exponencial (LISBOA, 2019).

A aquicultura sustentavel pode ser definida como aguela em que ha uma
interacdo harmoniosa entre 0s ecossistemas e comunidade local e, no caso da
piscicultura, que inclui estratégias que visem a reducao no consumo de agua e
tratamento dos residuos gerados (VALENTI, 2002). E sabido que a qualidade de
agua, independentemente do cultivo, é de suma importancia para a obtencéo do
sucesso da producédo, no caso da piscicultura, ela é a principal matéria prima do
processo, de tal modo que as caracteristicas da agua podem influenciar e afetar
diretamente o desempenho dos animais (LEIRA et al., 2017).

Nos Ultimos anos surgiu um grande interesse no uso de bactérias
benéficas para atuarem no processo de biorremediacdo na aquicultura. Devido
a intensificacdo da atividade, além da grande preocupacdo com 0s residuos
produzidos e seus impactos ao meio ambiente, a piora na qualidade de agua
afeta também o desempenho dos animais e, consequentemente, o sucesso de
criacdo (JASMIN et al., 2020). Vérios estudos relatam os beneficios em utilizar
microrganismos como as bactérias do género Lactobacillus e leveduras na
aquicultura (WANG, 2016; CARNEVALI et al. 2006; WANG; XU, 2006).

No Brasil, os estudos sobre qualidade da agua vém crescendo
lentamente se comparados aos trabalhos desenvolvidos acerca da nutricao,
reproducao, genética e patologia de peixes. O acompanhamento dos parametros
fisico-quimicos de viveiros voltados a produgdo de organismos aquaticos pode
contribuir para a manutencdo de niveis adequados de qualidade da agua,

impedir eventuais problemas produtivos e ainda, melhorar a sustentabilidade.
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Portanto, nosso estudo investigou os efeitos de um biorremediador no
desempenho produtivo, nas vilosidades intestinais e no sistema imune de juvenis

de tilapia-do-Nilo e nos parametros fisico-quimicos da agua de cultivo.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Instalacfes e condi¢cbes experimentais

O estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA), sob o Protocolo 605/22, da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias, UNESP, campus de Jaboticabal (FCAV-UNESP).

O experimento foi realizado no Centro de Aquicultura da UNESP
(CAUNESP), campus de Jaboticabal e ocorreu no periodo entre os meses de
junho a setembro de 2022. De acordo com a Estacdo Agroclimatélogica da
FCAV-UNESP, no periodo em que o experimento foi conduzido, a umidade
relativa (UR) foi de 58,96%, a Temperatura maxima foi de 28,1 °C e a
Temperatura minima de 12,9 °C.

Foram utilizados 20 tanques circulares com fundo de concreto (2000 L)
alocados em ambiente externo sujeito ao fotoperiodo natural e variacbes
climatoldgicas, e abastecidos continuamente com agua proveniente de poco
artesiano. Em cada um dos tanques foi instalado difusores de ar para aeracéo
individual e tampas com telas para protecdo contra predadores naturais.

Os peixes foram fornecidos pela Piscicultura Aquabel Ltda, localizada no
municipio de Porto Ferreira-SP e transportados até o Laboratério de Tilapicultura
do CAUNESP. Os juvenis de tilapia-do-Nilo ja masculinizados, com peso médio
de 5,0 + 0,07 g foram distribuidos na densidade de 300 animais/tanque.

Os animais foram submetidos a um periodo de aclimatacéo as condicées
experimentais durante 30 dias e alimentados com racao comercial, indicada para
a espécie, contendo 36% PB e granulometria de 2,6 mm (Laguna Alevinos, Socil,
Neovia Ltda, Descalvado, SP, Brasil), duas vezes ao dia (9:30 e 15:30), até a
saciedade aparente. A racdo comercial apresentou 0s seguintes niveis de

garantia: 12,0% (max) de umidade, 36,0% (min) de proteina bruta, 7,0% (min)
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de extrato etéreo; 5,0% (max) de fibra bruta; 14,0% (méx) de matéria mineral;

10,0% (min) e 25,0% (max) de calcio e (max) e 0,8% (min) de fosforo.

2.2 Delineamento experimental

O experimento foi realizado seguindo um delineamento inteiramente
casualizado com 4 tratamentos (Figura 2) e 5 repeti¢cdes, totalizando 20 unidades
experimentais. Cada tanque foi considerado como uma unidade experimental e

o valor médio de cada unidade foi utilizado para as andlises estatisticas.

— T — T2 — T3 — T4 —

Aplicagdo de 100 mL/m?

Sem aplicagéo do Aplicagdo de 100 mL/m?® Aplicacédo de 200 mL diretamente na dqua
produto diretamente na agua do produto por Ix/semana +g
2x/semana quilograma de ragéo

Aplicagao de 200 mL do
produto por quilograma
de ragéo

Figura 2. Apresentacdo dos tratamentos experimentais. Fonte: elaborado pela autora.

O blend biotecnolégico, identificado pelo codigo CPMO-
02.01.01/03.01.02.2022, corresponde a um produto produzido pela Korin
Agricultura e Meio Ambiente. Com o intuito de proporcionar um crescimento
exponencial mais rpido dos microrganismos este blend é misturado a um outro
produto comercial (Hibana, Korin Agricultura e Meio Ambiente) composto por
frutooligossacarideos (FOS) e mananoligossacarideos (MOS) na proporcao de
60 g do Hibana, para 400 mL do blend biotecnoldgico e 3.600 mL de 4gua néo
clorada. Para estimular o desenvolvimento dos microrganismos, a solugao foi
homogeneizada e o recipiente fechado ndo hermeticamente por um periodo de
trés dias.

O produto foi aplicado duas vezes na semana nos tanques dos
tratamentos que receberam o produto diretamente na agua. Nos peletes de
racdo o produto foi aplicado uma hora antes da alimentacdo, com o auxilio de
um borrifador. Diariamente, todos os potes de racao foram pesados para controle

da ingestdo de alimento.

31
Caunesp



Mestranda Amanda Miyuki Oshiro Orientador Leonardo Susumu Takahashi

2.3 Variaveis avaliadas
2.3.1 Parametros fisico-quimicos da agua

Para monitorar a qualidade da agua do sistema em funcdo dos
tratamentos foram aferidos diariamente por meio de aparelho digital (YSI - Pro
ODO, Yellow Springs Instrument, Ohio, USA): temperatura, potencial
hidrogeniénico e concentracdo de oxigénio dissolvido. A transparéncia da agua,
foi mensurada diariamente com o Disco de Secchi, disco plastico com 30 cm de
didmetro preso a uma fita com graduacdo a cada 0,5 cm para aferir a
profundidade visivel e o resultado expresso em cm.

Foram realizadas semanalmente coletas de amostra das aguas para
avaliacao dos niveis de compostos nitrogenados (aménia, nitrito e nitrato). Essas
andlises foram realizadas no Laboratorio Multiusuarios do CAUNESP. Para
quantificar o teor de amonia total presente na 4gua as analises foram realizadas
segundo metodologia descrita por Koroleff (1976) utilizando espectrofotémetro
de absorcao visivel e leitura em densidade 6tica de 630 nm. A quantificacdo do
teor de nitrito foi mensurada seguindo um método colorimétrico proposta por
Golterman (1978) e a leitura realizada em absorbéncia de 543 nm. O teor de
nitrato foi quantificado através da reducao a nitrito com o acréscimo de cadmio
amalgado e a leitura feita em densidade o6tica de 543 nm, seguindo a
metodologia adaptada por Golterman (1978). Os resultados para todos os
paradmetros mencionados foram expressos em microgramas por litro (pg/L).

Para as andlises da demanda bioquimica de oxigénio (DBO), as
amostras foram preparadas em garrafas especificas, e posteriormente
incubadas por 5 dias a 20 °C na auséncia de luz. O ensaio para determinacéo
da DBO foi realizado no Laboratério Limnologia do CAUNESP e os
procedimentos utilizados foram baseados na metodologia de Boyd e Tucker
(1992). De acordo com esta metodologia, duas amostras por tanque foram
preparadas. Em uma primeira amostra (DBO inicial) foi adicionado KI, MnSOa,
H20 (fixadores de oxigénio), acido sulfurico, amido (indicador) e em seguida
procedeu-se a titulagdo contra uma solugéo tiossulfato padronizado. Na outra
amostra (DBOs) foi adicionada dgua de diluigcdo e incubada durante cinco dias a
uma temperatura constante de 20 °C. Encerrado o tempo de incubacéo, repetiu-
se 0 processo de titulagdo que foi utilizado para determinacdo da DBO inicial.
Por fim, o resultado da DBO para cada ponto foi definido pela diferenca entre a
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DBO final e DBOs. Além disso, para o célculo dessa variavel, a condutividade
elétrica da agua dos tanques foi aferida semanalmente, por meio de sonda

multiparametros (modelo U-52, Horiba™, Kyoto, Japan).

2.3.2 Desempenho produtivo

Com a finalidade de comparar o desempenho produtivo da tilapia-do-
Nilo, foram realizadas biometrias no inicio e apos os 90 dias experimentais,
sendo pesados todos os individuos de cada tanque. Nas biometrias, os animais
foram anestesiados com solugdo de benzocaina (benzocaine, Sigma Aldrich,
EUA), na concentracdo de 0,1 g/L, pesados com uma balanca analitica de
precisdo (modelo S2202H, Bel Engineering Laboratories, Italy) e medidos
individualmente com ictibmetro. Com os dados biométricos foram determinadas
as seguintes variaveis de desempenho produtivo:

i. Peso final (PF);

ii. Ganho de peso (GP): calculado pela diferenca entre peso corporal ao final
do experimento e peso no inicio do experimento;

iii. Taxa de crescimento especifico (TCE): calculada pela formula de
Legendre e Kerdchuen (1995), onde TCE= [(log peso final — log peso
inicial) / duracdo em dias do experimento] *100;

iv. Consumo de alimento (g): quantidade de alimento ingerido durante todo o
periodo;

v. Conversdo alimentar aparente (CAA): quantidade de alimento ingerido

dividido pelo ganho de peso.

2.3.3 Vilosidades intestinais

Na biometria final, trés peixes de cada tanque foram submetidos a
retirada de um fragmento (2 cm) da porcéo anterior do intestino, para avaliacao
das caracteristicas morfolégicas do 6rgdo. Foram mensuradas: altura da
vilosidade (AV); altura do enterécito (AE) e tunica muscular (MUC). As amostras
fixadas em uma solugéo fixadora (formaldeido puro, etanol 95%, &cido acético e
agua destilada), foram incluidas em parafina, seccionadas em micrétomo (3 ym
de espessura) e coradas com hematoxilina-eosina (H&E) (HUMASON, 1972). A
analise das estruturas morfologicas foi realizada com auxilio de fotomicroscopio

Leica® DM2500 (Leica Microsystems, Germany), equipado com camera Leica®
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DFC295 (Leica Microsystems, Germany), e analisador de imagens Leica

Application Suite — LAS (Leica Microsystems, Germany).

2.3.4 Variaveis hematoldgicas

No sangue total heparinizado de trés peixes/tanque, foram determinados
o hematdcrito e nimero de eritrocitos. Na determinacdo do hematdcrito, as
amostras de sangue homogeneizadas foram introduzidas em capilares para
microhematdcrito para determinagcdo do hematdcrito. Os capilares foram
centrifugados por 5 minutos a 10.000 x g em centrifuga de microhematdcrito e a
avaliacao foi feita com o auxilio da tabela de microhematdcrito.

Para a contagem do nimero de eritrécitos, aliquotas de sangue de cada
animal foram coletadas e diluidas em tamp&o formol citrato na contracdo de
1:200. Ap6s a homogeneizacao da solugcdo a contagem foi feita em camara de

Newbauer.

2.3.5 Indicadores do sistema imune inato

Como indicadores do sistema imune inato foram avaliadas a atividade
respiratoria de leucécitos e atividade hemolitica do complemento a partir das
amostras de sangue coletadas na biometria final. Para analise da atividade
respiratéria de leucdcitos foi seguido o protocolo de Biller et al. (2013). O método
consiste na determinacdo das espécies reativas de oxigénio (ERO) produzidas
pelo “burst” oxidativo por ensaio colorimétrico baseado na redugédo do corante
“nitroblue tetrazolium” (NBT) que formam precipitados de material insoluvel com
coloracdo azul escuro no interior do fagocito, denominados granulos de
formazan (KLEIN, 1990). A densidade Optica da solucdo foi determinada em
espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 540 nm.

A atividade hemolitica do sistema complemento foi determinada de
acordo com a metodologia modificada, proposta por Zanuzzo et al. (2015). O
ensaio cinético determina o tempo (em segundos) necessario para as proteinas
das amostras lisarem 50% de uma suspensao de eritrocitos de coelho. Amostras
de sangue de coelho foram colhidas por punc¢éo venosa com seringas contendo
anticoagulante Alséver (pH 6,1), e a elas acrescentados 10 mL de trietanolamina
— TEA, gelatina 0,1% e acido etileno diamino tetracético (EDTA 0,1 M pH 7,4). A

mistura foi incubada por 15 minutos em banho maria a 37 °C e centrifugada por
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10 minutos a 2000 rpm por trés vezes. O sobrenadante foi descartado e as
hemacias ressuspendidas em TEA — Mg?*. Amostras da suspensdo foram
diluidas em tampéo TEA — EGTA /Mg?*/gelatina 0,1%. Em cubeta de 1 mL foram
pipetados 75 pL de amostra, 125 de tampao TEA — EGTA /Mg2+/gelatina 0,1%
e 400 pL da suspensdo de hemécias. As leituras foram realizadas a cada 20
segundos, durante 20 minutos a 700 nm, em espectrofotdbmetro Thermo
Scientific Genesys 10S UV-Vis. Assim, o tempo da ativacdo das proteinas do
sistema complemento representa o tempo necessario para lisar os eritrocitos de
coelho.

A determinacao da atividade de lisozima foi baseada no método classico
de causar lise em uma suspensao de Micrococcus lysodeikticus e medida por
meio da reducdo da densidade Optica verificada durante a lise da parede celular
da bactéria (SMOLELIS e HARTSELL, 1949). A andlise foi realizada por ensaio
turbidimético, segundo Parry, Chandan e Shahani (1965) com adaptacdes. A
partir da curva padrao determinada utilizando lisozima liofilizada de clara de ovo
de galinha, foram quantificadas as concentracdes de lisozima nas diversas
amostras utilizando a equacdo da reta. Apdés a determinacdo de curva de
calibracdo, todas as amostras de soro passaram por tratamento térmico (banho-
maria a 56 °C por 30 min) para inativacdo das proteinas do sistema
complemento, garantindo, assim, que a lise do M. lysodeikticus fosse provocada
exclusivamente por agéo da lisozima.

Assim, 50 uL soro (em triplicata) foram depositados em microplacas de
acrilico estéreis de 96 cavidades, em 50 uL de tampao fosfato de sédio (0,05 M,
pH 6,2). Depois de homogeneizados, o soro foi submetido a diluicbes sucessivas
com razao constante igual a 2, mantendo um volume final de 50 pL por cavidade.
Em cada cavidade foi depositado 125 uL de suspensao de M. lysodeikticus (0,2%
em tampao fosfato de sddio). A reducdo da densidade oOptica, em 450 nm, foi
avaliada entre 0,5 e 5,0 minutos a 30 °C. Os resultados em concentragao (ug
mL-1 de amostra) foram obtidos a partir da redugéo da & DO para cada volume
de amostra avaliada, e os resultados em unidade de atividade (U/mL) foram
determinados como a quantidade de enzima que produziu, em 450 nm, um & DO
de 0,001/min (WON, KIM e PARK, 2004).
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2.3 Analise dos resultados

Os dados foram verificados quanto a normalidade (teste de Shapiro-
Wilk) e homocedasticidade (teste de Bartlett) das variancias. Posteriormente, os
resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste
de Duncan para identificar diferencas entre as médias. Os efeitos dos
tratamentos foram considerados significativos em p<0,05. Todas as analises
foram realizadas por meio do pacote de software Statistical Analysis Systems
versao 1.2 do Rstudio Team (Rstudio, Inc., Boston, MA, 2018).

3. RESULTADOS

As variaveis fisico-quimicas da dgua mostraram que, com excecdo do
pH, nas demais variaveis foram observados efeitos significativos da
biorremediacdo, como apresentado na Tabela 1. Conforme pode ser observado,
a analise de variancia (ANOVA), realizada com os dados de desempenho
produtivo dos peixes, resultou em valores de p significativos ao nivel de 5% em
todas as variaveis avaliadas, com excecao do pH.

Os valores de transparéncia da agua variaram de 28,0 a 73,5 cm, sendo
grupos T1 e T2, respectivamente. A aplicacdo do produto diretamente na agua
(T2) resultou em menor valor para a variavel de DBO (17,8 mg L) e no grupo
controle o pior valor (49,3 mg L?). Quanto aos compostos nitrogenados, 0s
melhores valores para teores de amoénia, nitrito e nitrato foram obtidos nos
tanques que receberam o bioremediador diretamente na agua (T2). Além disso,
observa-se que no grupo controle, o acimulo desses compostos foi muito maior,
0 que contribuiu para uma piora na qualidade de agua. O pH da agua variou
entre 9,45 e 9,55 durante todo o periodo experimental e ndo diferiu (p>0,05) entre
os tratamentos avaliados. As condicbes de oxigenacdo estdo diretamente

relacionadas a transparéncia e a carga de matéria organica.
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Tabela 1. Valores médios, desvio padrdo e valores de P dos parametros de qualidade

de agua do sistema de piscicultura tratado com o blend biotecnoldgico.

. TRATAMENTO
VARIAVEL 1 > 3 2 valor de P
Transp, cm 280+110¢c 735+94a 387+28c 51,0+x3,1lb 0,0000
DBO, mg/L 493+4,0d 178+3,0a 386+22c 316+1,7b 0,0000
Nitrito, pg/L 64+18¢c 21+04a 46+0,6Db 3,7x1,1ab 0,0012
Nitrato, pg/L 16,4+0,5¢c 11,2+0,7a 123+12ab 136%+15b 0,0001
Amobdnia, pg/L 68,6+ 76D 420+41a 648+11,1b 519+52a 0,0011
pH 95+0,9 9.4+0,1 9,5+0,3 95+0,1 0,8524
OD, mg/L 49+04d 109+06a 71+0,7c 8,9+0,7b 0,0000

Transp = Transparéncia aferida com Disco de Sechhi; DBO = Demanda Bioquimica de Oxigénio; pH =
potencial hidrogeniénico; OD = Concentracdo de oxigénio dissolvido. Letras diferentes na mesma linha
indicam que as médias diferem estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste Duncan. 1 - Grupo
Controle (sem aplicagédo do produto); 2 - Tratamento com aplicagdo do produto diretamente na agua; 3 -
Tratamento com aplicacdo do produto pulverizado na ragéo; 4 - Tratamento com aplicagdo do produto
diretamente na agua e na ragao.

Durante 0 experimento 0s animais se mostraram aclimatados as
condicbes experimentais e aceitaram bem os tratamentos fornecidos. Os
resultados de desempenho produtivo para os juvenis de tilapia-do-Nilo estéo

presentes na Tabela 2.

Tabela 2. Valores médios, desvio padrao e valores de P de desempenho zootécnico de

juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) tratados com o blend biotecnolégico.

; TRATAMENTO
VARIAVEL 1 > 3 7 P valor
PF, g 425+75¢c 66,7 £ 6,6 a 53,8+ 4,6 bc 59,0+ 9,9 ab 0,0043
GP, g 33,1+54¢c 56,4+6,2a 43,0+ 4,9 bc 47,6 +£8,9 ab 0,0023
TCE, % 37+0,2b 42+0,1a 39%+0,1a 40+0,2a 0,0033
CRT, g/peixe 11,8+ 3,3 b 234+22a 238+x1,6a 239+3,7a 0,0001
CAA 1,09+0,11a 0,77+0,05b 1,18%0,14a 1,03+0,16ab  0,0030

PF = Peso final; GP = Ganho de peso; TCE = Taxa de crescimento especifico; CRT = Consumo de ragdo
total; CAA = Conversdo alimentar aparente. Letras diferentes na mesma linha indicam que as médias
diferem estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste Duncan. 1 - Grupo Controle (sem aplicagdo do
produto); 2 - Tratamento com aplicacéo do produto diretamente na agua; 3 - Tratamento com aplicacédo do
produto pulverizado na racao; 4 - Tratamento com aplicacdo do produto diretamente na dgua e na ragéao.

Pode-se observar maiores valores para peso final (PF) nos animais que
receberam o produto diretamente na agua de cultivo (T2) quando comparados
ao grupo controle (T1). O grupo dos animais que receberam o blend na agua e
na racdo (T4) também apresentou valores superiores para PF quando
comparados ao grupo controle. Consequentemente, os animais desses dois

grupos (T2 e T4) foram os que apresentaram maior ganho de peso (GP) no fim
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do periodo experimental, com valores entre 56,43 e 47,60 g. Contudo, 0s peixes
gue receberam o produto somente via racdo apresentaram resultados inferiores
no PF e GP. Quanto a taxa de crescimento especifico (TCE), os melhores
valores ficaram entre 3,98 e 4,19%, sendo representados pelos animais que
receberam o produto, tanto diretamente na agua quanto na ragdo ou por ambas
as vias de administracéo (T2, T3 e T4).

Os valores de consumo total de racdo (CRT) dos grupos que receberam
o produto, sejam na &gua, na racdo ou em ambos, ficaram entre 23,4 e 23,9
g/peixe, superiores (p<0,05) ao grupo controle (T1), sugerindo que o produto
pode proporcionar maior palatabilidade quando utilizado na ragéo. A converséo
alimentar aparente (CAA) aparentou ndo diferenciar em virtude dos tratamentos
utilizados.

Nas analises morfoldgicas foram observadas diferencas significativas na
altura das vilosidades dos junis de tilapia-do-Nilo quando utilizado o blend

biotecnolégico, como demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios, desvio padrdo e valores de P de vilosidades intestinais de
juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) tratados com o blend biotecnoldgico.

. TRATAMENTO Valor de
VARIAVEL 1 > 3 7 p
AV, um 70,1£71b 113,6+48a 102,9+153a 100,0+14,0a 0,0080
AE, pm 13,0+1,0 16,3+1,9 15,7+ 2,0 128+1,8 0,0800
MUC, ym 12,2+3,9 126+19 116+04 12,3+1,0 0,9570

AV = Altura da vilosidade; AE = Altura do enterdcito; MUC = Tanica Muscular. Letras diferentes na mesma
linha indicam que as médias diferem estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste Duncan. 1 - Grupo
Controle (sem aplicacdo do produto); 2 - Tratamento com aplicagdo do produto diretamente na agua; 3 -
Tratamento com aplicacdo do produto pulverizado na ragéo; 4 - Tratamento com aplicagdo do produto
diretamente na agua e na ragao.

Os peixes que receberam o blend biotecnoldgico (T2, T3 e T4)
apresentaram maiores valores para altura das vilosidades (AV) quando
comparados ao grupo controle (T1). O aumento da altura das vilosidades pode
ser compreendido como uma melhora na integridade da mucosa, favorecendo o
desempenho zootécnico desses animais. O maior valor de altura da vilosidade
pertence ao grupo T2 com 113,69 ym, enquanto o T1 apresentou um valor de
70,10 um. Os maiores valores brutos para altura do enterdcito correspondem a

16,37 uym (T2) contra 13,01 pm (T1) mas sem diferengas significativas.
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A inclusdo do blend biotecnolégico ndo apresentou efeito sobre as
variaveis hematoldgicas que foram avaliadas, com excecdo da contagem total
de globulos vermelhos (RBC). Nas variaveis relacionadas ao sistema imune
inato, o sistema complemento e atividade da lisozima foram alteradas em fungéo

do tratamento recebido, de acordo com os valores apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Valores médios, desvio padréo e valores de P do sistema imune de juvenis

de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) tratados com o blend biotecnol6gico.

. TRATAMENTO
VARIAVEL 1 > 3 2 Valor de P
HB, g/dL 79+26 8,7+26 79+1,4 9,1+1,9 0,8161
HTC, % 40,3+4,1 428 +9,2 412+75 38,7+5,9 0,8689
RBC (x109) 44+02a 3,2+0,0b 41+0,0a 34+0,20b 0,0001
Burst 0,4 +0,04 0,4 +0,02 0,4 + 0,05 0,4 +0,07 0,9970
Compl., seg 460,0+8,6b 3529+22a 2779+35a 276,3+3,7a 0,0036
Lisoz., U/mL 3,7+0,2b 42+0,1a 39+0,1a 40+0,2a 0,0033

HB = Hemoglobina; HTC = Hematdcrito; RBC= Numero de globulos vermelhos; Burst = Atividade
Respiratorio dos Leucdcitos; Compl. = Atividade hemolitica do sistema complemento; Lisoz. = Atividade da
lisozima sérica. Letras diferentes na mesma linha indicam que as médias diferem estatisticamente a 5% de
probabilidade pelo teste Duncan. 1 - Grupo Controle (sem aplicacdo do produto); 2 - Tratamento com
aplicacdo do produto diretamente na agua; 3 - Tratamento com aplicagdo do produto pulverizado na racao;
4 - Tratamento com aplicagdo do produto diretamente na agua e na ragao.

Nas variaveis de hemoglobina, hematdcrito e atividade respiratoria de
leucécitos ndo foram observadas diferencas (p<0,05) entre os tratamentos
avaliados. No numero de glébulos vermelhos, os maiores valores observados
foram de 4,4 e 4,1 x 10°, pertencentes aos peixes dos grupos T1 e T3. Por outro
lado, os peixes dos grupos T2, T3 e T4 exibiram a menor atividade do sistema
complemento e uma maior a atividade de lisozima quando comparados ao grupo
controle (T1).

4. DISCUSSAO

Sabe-se que a qualidade de agua influencia diretamente no
desempenho produtivo dos animais (MARINHO-SORIANO et al.,, 2011). No
entanto, com a intensificagdo da aquicultura a quantidade de residuos aumentou
significativamente, aumentando a velocidade de deterioracdo da qualidade de
agua, assim como os teores de compostos nitrogenados, como amdnia, nitrito e
nitrato (ZHU et al., 2019; ANTHONY e PHILIP, 2006). Esses compostos
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representam uma ameaca aos animais e plantas aquaticos quando presentes
em altas concentracbes, pois levam a eutrofizacdo e até a mortalidade
(LANANAN et al., 2014).

Partindo dessa premissa, o processo de biorremediagédo utilizado na
pesquisa melhorou as condi¢des de qualidade de agua quando comparadas ao
grupo controle e, provavelmente, ocasionou o melhor desempenho produtivo. Os
dados da DBO e de transparéncia confirmam a hipotese de que a
biorremediacdo atua diminuindo a carga organica, visto que no tratamento no
qual o produto foi aplicado diretamente na dgua (T2) foram observados melhores
valores.

Como o acumulo de amdnia ocorre devido as sobras de alimento e
excrecdes metabodlicas e as bactérias oxidantes desempenham um papel
fundamental na oxidacdo da amdnia em nitrito (ANTHONY e PHILIP, 2006), o
biorremediador ocasionou um efeito positivo nos teores de amoénia,
principalmente nos tanques que recebiam o tratamento direto na agua (T2). Esse
tratamento apresentou o menor valor de amoénia (42,01 pg/L), muito abaixo dos
niveis prejudiciais para a espécie, como relatado por Kubtiza (2003),
demonstrando ser o mais vantajoso.

O uso de bactérias capazes de reduzir a ambnia comecou em 1991,
quando um consorcio de Bacillus foi incorporado em aguas de cultivo para peixes
e provou ser capaz de reduzir os teores de amonia (PORUBCAN et al., 1991).
Ghosh et al. (2007) relataram que ap0s introduzir Bacillus na 4gua de criacéo de
peixes ornamentais, observaram uma reducdo de 93% da reducao total de
amonia.

Além de toxica, a sobrecarga de aménia resulta em diminuicdo do
consumo de oxigénio pelo tecido e a atividade enzimatica metabdlica é afetada
(YUSSOF et al.,, 2011). Nota-se ainda, que o biorremediador proporcionou
maiores concentragdes de oxigénio dissolvido. Sabe-se que, condi¢cdes de baixo
OD prejudicam o desempenho da bactéria do género Nitrobacter, favorecendo o
acumulo de nitrito na agua, corroborando os dados encontrados na pesquisa.

O nitrito € uma forma de transi¢cdo da aménia e uma vez que ele também
pode ser considerado toxico e causar grandes prejuizos, precisa ser removido
ou convertido em nitrato, uma forma mais segura de nitrogénio (JASMIN et al.,

2020). O nitrito € muito instavel e niveis acima de 500 pg/L o tornam ainda mais
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téxico, interferindo na capacidade de transportar oxigénio e levando os animais
a uma condicdo de anemia (ALCARRAZ e ESPINA, 1995). Presume-se que 0S
microrganismos presentes no biorremediador beneficiaram a reducdo dos
compostos nitrogenados a partir do estimulo a nitrificacdo e sua acdo no
processo de desnitrificacdo, o que foi evidenciado em todos os parametros fisico-
quimicos da agua.

Como esperado, a adi¢do das bactérias do género Bacillus influenciaram
no processo de desnitrificacdo, ou seja, converteram o nitrato até a reacao final,
convertendo-o em gas nitrogénio. Esse resultado esta evidenciado nos valores
obtidos das concentracfes de nitrato e nitrito, especialmente do tratamento que
recebeu o produto diretamente na agua (T2).

De acordo com Bratvold et al. (1997), uma biorremediacdo bem-
sucedida € aquela cuja taxas de nitrificacdo sejam capazes de nao prejudicar o
comportamento normal dos animais, manter a concentracdo de amonia baixa e
maximizar a mineralizacdo de carbono para CO2. Os resultados do presente
experimento confirmam a ideia dos autores, uma vez que 0s tanques que
receberam blend tecnolégico apresentaram, em geral, melhores indices de
desempenho produtivo e melhores parametros fisico-quimicos da agua.

A aplicacéo de bactérias probidticas por meio da racao ou diretamente
na agua é considerado benéfico a saude e desempenho animal (DASH et al.,
2019). Vérios estudos relatam que as bactérias dos géneros Bacillus e
Lactobacillus sédo eficazes em promover o crescimento e sobrevivéncia do
hospedeiro (ISOLAURI et al., 2001; DASH et al., 2018; GOMEZ-GIL et al., 2000).
No presente estudo, os animais expostos a biorremediacao direta na dgua ou 0s
gue receberam via ragdo apresentaram maiores resultados nos parametros de
PF, GP, CRT e TCE quando comparados ao grupo controle. Isto pode ser
justificado porque as bactérias do género Bacillus sdo conhecidas por
produzirem enzimas de digestdo de nutrientes que permitem melhorar a
atividade digestiva (DASH et al., 2019; ZIAEI-NEJAD et al., 2006).

A utilizacédo do Bacillus amyloliquefaciens 54A e Bacillus pumilus 47B no
processo de biorremediacdo resultou em maior taxa de crescimento especifico
em bagres listrados (Pangasianodon hypophthalmus) (THY et al., 2017). Além
disso, a adicdo de tais bactérias melhorou o ganho de peso e converséao
alimentar dos animais (YUNIASARI e EKASARI, 2010; YUSUF et al., 2015).
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Semelhante ao encontrado neste estudo com as tilapias-do-Nilo, Sartik
et al. (2012) relataram que a adicdo de Bacillus spp. com melagco aumentou o
crescimento da carpa comum (Cyprinus carpio) e melhorou a qualidade da agua,
mais especificamente, reduzindo a concentragdo de amonia, nitrito e nitrato. Da
mesma forma, um melhor desempenho produtivo, melhor crescimento e taxa de
conversao alimentar foram observados em bagres africanos (Clarias gariepinus)
guando criados em sistemas de bioflocos contendo Bacillus (HAPSARI, 2016).
Combinar as bactérias dos géneros Bacillus e Lactobacillus é uma 6tima
ferramenta para melhorar o crescimento de peixes (DASH et al.,, 2019;
BANERJEE et al., 2017). Adiciona-se a isto, a capacidade de algumas bactérias
do género Bacillus em remover nitrogénio em um sistema de aquicultura
(BANERJEE et al., 2017).

O uso de bactérias Bacillus spp. promoveu melhores taxas de
crescimento e melhorou a qualidade de agua em camardes rosa (Penaeus
monodon), diminuindo também a presenca de organismos patogénicos, Como 0S
vibrios (DALMIN et al., 2001). Um produto composto por Bacillus subtilis na ragcéo
promoveu melhora significativa na taxa de crescimento especifico (TCE) em
tilapias (HAROUN et al., 2006). Assim como no trabalho proposto, os valores de
TCE sédo um indicativo quantitativo que relaciona o bem-estar do peixe e sua
capacidade de desenvolver todo seu potencial de crescimento.

Sabe-se que no intestino dos peixes existem 0s vilos intestinais ou
vilosidades que s&o constituidos pelos enterdcitos, células caliciformes e
enteroendocrinas (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013; BOLELI et al., 2002).
Conhecer a mucosa intestinal fortalece os estudos relacionados a nutricao, pois
estdo diretamente ligados com a capacidade de absorcdo de nutrientes e,
conseguentemente, no ganho de peso dos animais (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2012; CECHIM, 2013; BOLELI et al., 2012). A aplicacdo do blend biotecnolégico
proporcionou um aumento aparente das vilosidades, tanto nos tratamentos que
o0 recebiam diretamente via agua ou através da racdo. Isto pode estar
relacionado as melhores CAA observadas nos grupos de animais que receberam
o produto via ragdo, reforcando a agdo probidtica dos microrganismos no
presente estudo.

A Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, é capaz de se aderir aos

sitios de ligagdo nos enterécitos e reduzir a colonizacdo de bactérias
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indesejaveis (FURLAN, 2005). Hisano et al. (2006), também encontraram um
aumento de tamanho das vilosidades e consequente aumento de peso em
tilapias-do-Nilo quando adicionaram a levedura Saccharomyces cerevisiae. Melo
et al. (2013) alimentaram tildpias-do-Nilo com bactérias do género Bacillus e
encontraram, ao fim do periodo experimental, aumento na altura e largura das
vilosidades intestinais, o que levou ao aumento da area de superficie aparente
dessas vilosidades, concordando com os resultados desse trabalho.

Os resultados deste trabalho demonstraram que no final do periodo
experimental, todos os animais que receberam o blend tecnolégico
apresentaram, de maneira geral, um desempenho produtivo melhor do que o
grupo controle. Deve-se ressaltar que o tratamento cuja aplicacdo foi
diretamente na 4gua (T2), pode ter viabilizado uma sinergia mais benéfica entre
0S microrganismos presentes, sendo o grupo de animais que apresentaram
maior peso final, maior ganho de ganho, taxa de crescimento especifico e maior
area de superficie aparente das vilosidades intestinais.

Avaliar os parametros hematologicos é uma interessante ferramenta
para monitorar o estado fisiolégico dos peixes (MOHAPATRA et al., 2012).
Muitos autores encontraram em seus estudos que a inclusao de microrganismos,
como os Bacillus pode causar alteracdes nesses parametros em tilapias-do-Nilo
(TELLI et al., 2014; KUMAR et al.,, 2008; SOLTAN e EL-LAITHY, 2008).
Semelhantemente aos resultados obtidos no estudo, Wang et al. (2017)
observaram melhora no estado imunolégico em tilapias-do-Nilo tratadas com
bactérias do género Bacillus.

Cerozi (2012) também néo registrou efeitos significativos ao incorporar
bactérias dos géneros Bacillus sobre a atividade respiratéria dos leucécitos
(“Burst”) no sangue de pacus (Piaractus mesopotamicus). A aplicacdo de
bactérias do género Bacillus aumentou significativamente os valores de “Burst”
em juvenis de rohu (KUMAR et al., 2008).

No presente estudo, a aplicacdo do blend biotecnolégico modulou o
sistema imune dos juvenis de tilapia-do-Nilo, como observado nos valores da
atividade hemolitica do complemento. Isto é, os menos valores, em segundos,
foram obtidos nos grupos que receberam o blend tecnolégico e indicam o tempo

necessario para lisarem 50% de uma suspenséo de eritrécitos de coelho.
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Conhecida por degradar a camada de peptideoglicano da parede celular
de bactérias, a lisozima é utilizada como indicador de respostas imunes inatas
(TORT et al., 2003). Para a atividade da lisozima, maiores valores demonstram
maior defesa frente a um desafio. Em juvenis de “olive flounder” Paralichthys
olivaceus ndo foi observado aumento na atividade da lisozima sérica quando se
aplicou uma mistura de microrganismos (Lactobacillus spp., Bacillus spp. e
Saccharomyces cerevisiae). No presente trabalho, os maiores valores para a
atividade da lisozima sérica foram observados nos grupos de juvenis de tilapia
que receberam o blend biotecnolégico e alguns autores sugerem que o valores
mais elevados dessa enzima proporcionam uma resisténcia a doencas nos
peixes (PAULSEN et al., 2003).

No presente trabalho, foi possivel observar que o emprego do blend
biotecnoldgico proporcionou melhores resultados gerais para desempenho
zootécnico e qualidade de agua. Ainda, aumentou a altura das vilosidades e
modulou o sistema imune dos peixes. Por fim, a utilizacdo de tecnologias
baseadas em um consorcio bactérias tenderd ser a mais eficiente e
ambientalmente mais responsavel em produgdes intensivas, proporcionando as

condicBes adequadas para a fase desejada.

5. CONCLUSAO

A utilizacdo do blend biotecnolégico melhorou os parametros de
qualidade de agua e, com isso, foi capaz de incrementar o desempenho
produtivo, aumentar as vilosidades intestinais e modular o sistema imune inato

da tilapia-do-Nilo.
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