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Resumo

Esta revisdo discorre como a biotecnologia pode ser aplicada no tratamento de
efluente de industria de pescado para obtencdo de biomassa e, ainda, como esta
biomassa pode ser utilizada na alimentagdo de peixes. Atualmente, com a intensificacao
da aquicultura hd o surgimento de surtos de doengas parasitirias e bacterianas que
devastam economicamente a criagdo de peixes. Com isso, surgem os problemas
relacionados ao uso inconsequente e erroneo de produtos como antimicrobianos e
desinfetantes com a finalidade de controlar mortalidades e evitar grandes perdas
econdmicas. A fim de contornar esse obstaculo do uso indiscriminado de substancias
ndo registradas para a aquicultura e controlar o surgimento das doengas em peixes, o
emprego de imunoestimulantes e vacinas t€ém se destacado como métodos preventivos
eficazes e seguros. Algumas substancias podem atuar como imunoestimulante e
influenciar as respostas do sistema imune dos peixes ¢ o seu desempenho produtivo.
Rubrivivax gelatinosus ¢ uma bactéria gram negativa, purpura fototrofica, anaerobica e
com movimentagao por flagelo que despolui efluentes industriais pois utiliza o carbono
organico como principal fonte de carbono para o seu crescimento, contribuindo assim
para a retirada de carbono e nitrogénio da agua. Além disso, esta bactéria fornece uma
biomassa com elevado valor nutricional, pois contém elevada quantidade de proteinas e
carotenoide da série esferoidene, considerado potente imunoestimulante devido sua
acdo antioxidante. O uso desta bactéria otimiza a cadeia produtiva de pescados,
renovando a dgua poluida de efluente, e ainda, nos proporciona através da biotecnologia

empregada, uma massa biologica imunoestimulante para uso na propria aquicultura.

Palavras-chave: aquicultura, efluente, imunoestimulante, imunologia, nutrigdo,

residuo, subproduto.



Abstract

This review clarifies how biotechnology may be applied on treatment of fish
industry effluent to obtain biomass, and also, how this biomass can be applied as a fish
food supplement. Currently, with the intensification of aquaculture has been occurrence
of parasitic and bacterial outbreaks diseases that economically devastate the fish
farming. Thus, arising problems related to inconsistent and incorrectly use of products
such as antimicrobials and disinfectants applied in order to control mortality and avoid
huge economic losses. To circumvent these obstacles of indiscriminate use of
unregistered substances and in order to control the emergence of fish diseases, the use
of immunostimulants and vaccines has been shown to be effective as prevention
methods besides safety. Some substances can act as an immunostimulant and influence
the responses of the fish immune system and its productive performance. Rubrivivax
gelatinosus is a gram negative bacterium, purple phototrophic, anaerobic with
movement by flagellum which depollute industrial effluents because it uses organic
carbon as the main carbon source for growth, thereby, contributing to the removal of
carbon and nitrogen from the water. Furthermore, this bacterium provides a biomass
with a high nutritional value because it contains a high amount of protein and
carotenoid of spheroidene class, considered potent immunostimulant due to its
antioxidant action. The use of this bacterium optimizes the fish supply chain, renewing
the polluted wastewater, and also gives us by the biotechnology employed, a biological

mass immunostimulatory for use in aquaculture itself.

Keywords: aquaculture, by-product, effluent, immunostimulant, immunology,

nutrition, waste.



Revisdo Bibliografica

1. Aquicultura e aspectos sanitarios

Em 2012, a producdo mundial de pescado ultrapassou a producdo de carne
bovina (Earth Policy Institute, 2013) e a crescente demanda por alimentos continuara
nos proximos anos, assim como a decorrente concorréncia por terra, agua € energia,
consequentes do aumento populacional mundial. Assim, a superexploragdo da pesca vai
afetar a nossa capacidade de produzir alimentos, assim como serd requerida,
urgentemente, a reducdo do impacto ambiental do sistema de produgdo (Godfray et al.,
2010).

Para suprir essa demanda, a intensificagdo da aquicultura vem sendo constatada,
ano ap6s ano, na qual se utilizam altas taxas de arragoamento e elevada densidade
animal em espaco cada vez menores. Nesta conjuntura, quando consideramos o aspecto
sanitario aquicola, ¢ alarmante o aumento de doencas associadas com a alta densidade
populacional e elevada carga de matéria organica presente na adgua decorrente dessa
intensificagdo produtiva. Logo, surgem as situagdes de desequilibrio ecoldgico
(hospedeiro:ambiente:parasito) responsaveis pelo aparecimento de doengas dentro do
sistema de criacdo. Normalmente, estas enfermidades se iniciam através de infestacdes
parasitarias, classificadas como doengas primdrias, as quais podem favorecer o
surgimento de lesdes oportunistas como as bacterioses. Ja as enfermidades secundarias
oportunistas (bacterianas ou fungicas), que em sua maioria compdem a microbiata
aquatica e flora intestinal de animais saudaveis, tém um potencial maior de causar surtos
de mortalidade quando o ambiente lhes ¢ favoravel e os animais estdo debilitados (Abd
El-Galil e Aboelhadid, 2012).

O pacu (Piaractus mesopotamicus) esta entre as espécies nativas com maior

potencial para a aquicultura, se destacando com mais de trinta espécies e representando



11.042 toneladas de producdo continental da espécie (a 6* maior do pais) (Dados MPA
2013, referente ao ano de 2010). Ainda, se destaca entre as espécies mais produzidas
pelo facil manejo (Urbinati et al., 2005). Esses peixes redondos sdo rusticos e
apresentam boas caracteristicas produtivas (habito alimentar omnivoro e alto
crescimento) ¢ de mercado (carne apreciada) (Castagnolli, 1995). Seu método de
criagdo normalmente utiliza viveiros escavados, com agua morna (Urbinati et al., 2005)
e com pouca ou nenhuma renovagdo de dgua, em sistemas semi-intensivo ou intensivo,
gerando um ambiente propicio para instalagdo de enfermidades. Apesar da crescente
intensificagdo na criagdo desta espécie, os cuidados sanitarios nao tém sido
considerados por grande parte dos produtores.

A FAO lista Aeromonas spp., Vibrio spp., Flavobacterium columnare,
Edwardsiella tarda, Streptococcus iniae e Enterococcus sp. como os principais agentes
causadores de doengas bacterianas em peixes, responsaveis por perdas econOmicas
significativas para os produtores. Todas estas bactérias também afetam o pacu, mas os
géneros Aeromonas, Pseudomonas ¢ Flavobacterium sao os mais frequentes (Sebastido,
2015), senado responsaveis por surtos de mortalidades. Isso pode estar relacionado,
diretamente, ao ambiente de criacdo, o qual favorece o desenvolvimento dos patogenos
e/ou, indiretamente, a satde do peixes, seja pelo adensamento, mad nutrigdo, ma
qualidade de 4gua ou falhas de manejo (Pickering e Pottinger, 1989).

Como nessas culturas intensivas os agentes infecciosos sdo facilmente
transmitidos entre individuos (Sommerset et al., 2005), os surtos se tornam fatores
agravantes (Diigenci et al., 2003). Contudo, ndo ha possibilidade de escolha de
protocolos especificos para cada doenca, principalmente, devido a falta de produtos

registrados para o tratamento em peixes (no Brasil ha apenas dois antimicrobianos de
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amplo espectro permitidos pela legislagdo: florfenicol e oxitetraciclina) (Brasil, 2013;
CPVS-SINDAN, 2013).

Para o controle e tratamento dessas enfermidades sdo utilizados a quimioterapia
e antimicrobianos (Abasali e Mohamed, 2010) e estas praticas tém sido criticadas
devido aos efeitos negativos do seu uso, como actimulo de residuos tanto no filé (Ansari
et al., 2014) quanto no ambiente (Hu et al., 2014) e também por causar resisténcia
bacteriana (Cabello, 2006).

Todas estas limitagdes motivam o desenvolvimento de estudos sobre as praticas
preventivas (Vaseeharan e Thaya, 2014), principalmente, através do uso de aditivos

alimentares para manutencao da satde do lote durante todo o ciclo produtivo.

2. Saude dos peixe e aditivos alimentares

2.1. Aspectos hematoldgicos (hemograma e leucograma) e bioquimicos

Animais sauddveis mantém uma condicdo de homeostase, regulando suas
respostas fisiologicas de acordo com as alteragcdes ambientais a que ¢ submetido. No
entanto, mudancgas nos valores de normalidade em analises bioquimicas, imunologicas e
hematoldgicas podem ser constatadas em fator das variagdes ambientais como
salinidade, temperatura, carga de matéria organica dissolvida, quantidade de oxigénio,
entre outros (Grant, 2015). Em algumas condi¢des, pode-se observar valores elevados
de hematocrito, hemoglobina e RBC (eritrdcitos), assim como HCM (hemoglobina
corpuscular média), VCM (volume corpuscular médio) e CHCM (concentracao de
hemoglobina corpuscular média) (Yavuzcan-Yildiz e Kirkavgag-Uzbilek, 2001).
Contudo, na producao de peixes, geralmente, ¢ mais comum encontrarmos alteracdes

relacionadas a presenca de anemia (diminuicao de valores de Ht, Hg, RBC que indicam

11



a presenca de anemia e medidas associadas de VCM, HCM e CHCM, as quais indicam
os tipos de anemia) (Ranzani-Paiva et al., 2013).

As principais células que participam do sistema imunolégico sdo os leucoécitos,
responsaveis pela destruicdo dos antigenos. O morfologia dos leucécitos, assim como a
presenca deles podem variar, substancialmente, entre as espécies de peixes. Os
monocitos sdo os maiores leucdcitos e considerados os principais fagdcitos em peixes
(Tavares Dias e Moraes, 2004). Ja os linfécitos (leucocito que participa da resposta
imune humoral e celular) sdo os menores e mais abundantes e responsaveis pelo
reconhecimento do antigeno (Ranzani-Paiva, 2007; Tizard, 2013). Os leucocitos LG-
PAS, ou leucécito granular PAS- positivo também ¢ conhecido como célula
granulocitica especial (CGE), e até o momento, ndo possui fun¢do elucidada, mas sua
migragdo pode ser verificada em focos inflamatérios (Ranzani-Paiva et al., 2013). Os
neutrofilos sdo células granulociticas consideradas como os principais leucocitos
responsaveis pela defesa do organismo em infecgdes bacterianas (Tizard, 2013). Os
eosinodfilos sdo leucocitos bem discutitos por pesquisadores, cuja fungdo ndo esta bem
esclarecida, mas ja foi relacionada a presenca de infestagdo parasitaria (Martins et al.,
2004). Os basofilos sdao os leucocitos mais dificilmente encontrados no sangue, cuja
fung@o também nao esta elucidada (Ranzani-Paiva et al., 2013).

Com relagdo ao leucograma de animais imunoestimulados pela dieta, pode-se
observar granulocitose (aumento de cé€lulas granulociticas) de mondcitos € neutrofilos
além de linfopenia (diminuicdo de linfocitos), ja que alimentos imunoestimulantes
podem ser considerados também como agentes estressores (Labh e Shakya, 2013). Para
a maioria das espécies de peixes, este quadro leucocitario ¢ muito parecido com o

leucograma de estresse, o qual ¢ manifestado por linfopenia e granulocitose relativa,
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contudo, os dois podem ser diferenciados pela contagem total de leucocitos (leucopenia
em situagoes de estresse) (Clauss et al., 2008).

Recentemente, os trombocitos, que sdo células sanguineas relacionadas com a
coagulagdo, também foram apontados como importante células fagocitarias (Nagasawa
et al, 2014), assim, valores altos podem ser verificados em quadros de
imunoestimulagao.

Distarbios na homeostase também podem afetar os valores bioquimicos. Em
animais sob condi¢des de estresse, o cortisol pode aumentar (Yavuzcan-Yildiz e
Kirkavgag-Uzbilek, 2001), assim como os valores de proteinas e albuminas. Mas estas
podem também estar aumentadas em animais imunoestimulados (Labh e Shakya, 2013).
Os niveis de glicose sdo relacionados a fonte de obtencdo energética, e considerados
fatores importantes relacionados ao metabolismo dos peixes (Hemre et al., 2002).
Valores de alanina transferase (ALT) e aspartato transaminase (AST) indicam o estado
de saude hepatico. Em peixes, o aumento destes valores pode indicar, principalmente,
sobrecarga hepatica por alimentacdo ou degeneragdo dos hepatdcitos (Sheikhzadeh et
al., 2012).

No geral, a avaliagdo da saude de peixes € complexa de ser realizada através
destes exames, uma vez que valores de referéncia variam muito entre espécies, e até
entre animais da mesma espécie, mas que se encontram em ambientes diferentes, ou

apresentam diferenga de idade e sexo (Cameron, 1970).

2.2. Sistema imune e processos oxidativos
O sistema imunitario dos peixes ¢ considerado primitivo em comparacao ao dos
mamiferos, de modo que a eficdcia das vacinas nestes animais ¢ discutida (Sommerset

et al., 2005). Uma vez que os imunoestimulantes sdo capazes de contornar estes
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inconvenientes e de reforcar o sistema imune do animal contra mais de um tipo de
agente patogénico (Ardo et al., 2008), a sua aplicag@o se torna cada vez mais rotineira,
até mesmo como aliado aos protocolos de vacinagdes.

O sistema imune, basicamente, ¢ dividido em duas partes: imunidade inata, que é
ndo especifica, e a adquirida, que ¢ aquela que o organismo adquire apos o contato com
o patégeno. A imunidade inata se resume ao processo inicial de combate ao antigeno,
sendo a primeira linha de defesa. E compreendida por defesas celulares e bioquimicas,
que ja existiam antes da infec¢cdo. Compreendem esta linha de defesa as barreiras fisicas
e quimicas como as escamas, muco ¢ as moléculas antibacterianas nestas superficies,
como a lisozima presente no muco. As células fagocitarias e células natural killers (NK)
também compdem essa linha de defesa, assim como fragdes protéicas do sangue como o
sistema complemento e mediadores inflamatdérios e citocinas, responsaveis por
coordenar e regular as respostas inatas. Complementando o sistema imune inato, ha o
sistema imune adquirido, que aumenta a intensidade da resposta de acordo com
exposi¢des prévias ao antigeno. Esta linha de defesa se caracteriza pela memoria
imunologica que se desenvolve apds a exposi¢do do organismo frente ao
microorganismo invasor € também pela especificidade, j4 que possui capacidade de
diferenciar micoorganismos extremamente semelhantes. Neste sistema, ao invés de
células fagociticas, NK e barreiras fisicas, o sistema ¢ composto por barreiras celulares
e quimicas de linfécitos (imunidade celular) e anticorpos (imunidade humoral) (Abbas

et al., 2008; Tizard, 2013)(Figura 1).
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Figura 1. Mecanismos de resposta imune inata e adquirida (Abbas et al., 2008).

O sistema imune inato ¢ fundamental nos peixes (Magnadéttir, 2006) e a
lisozima, assim como as enzimas antioxidantes, sdo consideradas moléculas
antibacterianas essenciais, que podem atuar direta ou indiretamente sobre os
componentes de células da parede bacteriana, resultando em lise (Tort et al., 2003). A
lisozima ¢ uma enzima produzida por macrofagos e neutrdfilos granulociticos, capaz de
digerir a camada peptideoglicana da parede celular bacteriana de patdogenos altamente
virulentos, como a A. hydrophila (Ellis, 1999; Muiswinkel e Nakao, 2014).

Ainda com relagdo a imunidade inata, os neutréfilos e macréfagos sdo as
principais células fagocitarias (Secombes e Fletcher, 1992) e este processo de defesa
aerdbico ¢ denominado atividade respiratoria dos leucocitos, que como o nome sugere,
necessita de oxigénio, gerando moléculas de oxigénio desemparelhadas (radicais livres)
(Diigenci et al., 2003). Estas células fagocitam os antigenos através da liberagdo de
ROS (Espécies Reativas em Oxigénio) e NO (Oxido Nitrico), e este processo de
fagocitose nao ¢ considerado apenas uma etapa de atividade do sistema imune inato,

mas um estepe para a resposta do sistema imune adquirido, j& que na resposta

15



imunoloégica had uma grande cadeia de cooperagdo entre o sistema imune inato (células
fagociticas) e sistema imune adquirido (imunoglobulinas).

Com relagdo ao sitema complemento, especular qual via (alternativa, classica ou
lectina) deste sistema ¢ mais ativa em peixes ¢ tentador (Muiswinkel e Nakao, 2014).
Yano (1996) sugeriu que a via alternativa ¢ mais desenvolvida em peixes do que em
mamiferos. Mas, assim como em diversos fatores fisiologicos, este também pode ser
afetado por fatores ambientais e fatores intrinsecos como idade ou condi¢do do
organismo (Muiswinkel e Nakao, 2014). Os teleosteos possuem todos os fatores do
sistema complemento presentes em mamiferos e, ainda, todas as vias deste sistema sdo
operantes (Boshra et al., 2006; Nakao et al., 2011). Sabe-se que a via alternativa do
sistema complemento ¢ a responsavel pela lise dos eritrocitos (RBC) de uma série de
animais, enquanto em humanos essa atividade ¢ restrita para RBC de coelhos (Boshra et
al., 2006). Esse fato sugere que esta via possui atividade mais ampla de reconhecimento
de superficie de antigenos do que em mamiferos. Assim, o sistema complemento possui
mecanismo fundamental no reconhecimento antigénico para a opsonizagao e fagocitose.
Convenientemente, a palavra opson deriva do grego, e significa molho, e o processo de
opsonizagdo € 0 mecanisSmo em que opsoninas se ligam a superficie antigénica,
facilitando a fagocitose, tornando-a mais atrativa (Abbas et al., 2008). Além disso, o
sistema complemento também pode acarretar na lise bacteriana através da formagao do
Complexo de Ataque a Membrana (MAC), que forma um buraco na membrana
bacteriana, levando ao influxo de dgua e ions, e consequente desequilibrio osmético, e
entdo, causando lise celular. A degranulacdo de mastocitos e quimiotaxia de neutrofilos
sao eventos verificados no aumento da inflamag¢do na cascata protéica do sistema

complemento. Outras atividades como regulacdo da imunidade, angiogénese, remog¢ao
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de células apoptdticas e coagulagdo sanguinea também sdo decorrentes da ativagdo
deste sistema (Tizard, 2013).

Deste modo, a estimulacdo do sistema imune inato ¢ um dos mais importantes
mecanismos de defesa contra patdégenos (Steck e Grassl, 2014) e em animais
imunoestimulados, os leucocitos podem produzir mais ROS, caso haja aumento da
fagocitose (Liu et al., 2014). Quando a producdo de ROS excede a capacidade
antioxidante do organismo, ocorrem danos celulares e até mesmo a morte de células
saudaveis, consequéncia da producdo excessiva de ROS no estresse oxidativo
(Betteridge, 2000). Assim, quando os microrganismos entram no corpo, estes sao
detectados pelos receptores de reconhecimento de padroes e defesa inata, e,
subsequentemente, ¢ desencadeada a produ¢do de ROS para combate ao antigeno.
Contudo, o metabolismo produz espécies reactivas de oxigé€nio, que sdo essenciais em
diversas fungdes fisioldgicas, tais como fagocitose de antigenos (Lademann et al., 2014)
e de acordo com Liu et al., 2014, com o uso de imunoestimulante, pode haver um
aumento de leucocito fagocitico, liberando maiores quantidades de espécies reativas de
oxigénio (ROS) no processo denominado queima respiratoria (Yang et al., 2014). De
um modo mais detalhado, neste processo, os leucocitos utilizam NADPH-oxidase para
reduzir o oxigénio em superdxido (O;) e em seguida perdxido de hidrogénio (H,0,). O
H,0; combina com o cloreto (CI") para sintetizar hipoclorito, cuja fun¢do ¢ destruir o
antigeno. Mas, quando a produgdo de espécies reativas de oxigénio (O, ou H,O;) excede
a atividade antioxidante do organismo, ocorre um processo denominado "estresse
oxidativo" (Betteridge, 2000).

A fim de combater ou amenizar os danos causados por este processo, algumas
enzimas antioxidantes sao produzidas pelos organismos, como a superdxido-dismutase,

catalase e glutationa peroxidase (Liu et al., 2014). Contudo, apenas o aumento destas e

17



de outras enzimas também ligadas a queima respiratoria ndo indicam que ha um estresse
oxidativo, ja que estas enzimas antioxidantes podem se apresentar em altos valores com
a resposta fisiologica do individuo adaptada aquela situacdo. Assim, para a confirmacgao
de dano celular causado pelo estresse oxidativo ¢ realizada a avaliagdo de peroxidagdo
lipidica, utilizando o método FOX, o qual fornece dados relacionados aos danos na
membrana celular (método direto), diferente do método TBARS, que proporciona dados
relacionados com o subproduto libertado pelos danos celulares (método indireto). Neste
aspecto, quando as enzimas antioxidantes ndo conseguem equilibrar a situagdo de
produgdo e eliminagdo de ROS, os imunoestimulantes antioxidantes podem ajudar,
atuando diretamente como eliminadores de radicais livres (Jorgensen e Skibsted, 1993).
A estimulagdo do sistema imune inato dos peixes através da administracao de
antioxidantes na dieta (por exemplo, carotenoides) €, especialmente, importante para
ajudar no combate aos efeitos do estresse, assim, o fornecimento de dietas com
suplemento antioxidante pode se tornar um fator limitante no desenvolvimento de
imunopatologias (Babin et al., 2014). Ainda, o uso de imunoestimulantes pode melhorar
diversos parametros, como a atividade respiratoria dos leucocitos, os processos de
fagocitose e a quantidade de espécies reativas de oxigénio (Samad et al., 2013), gerando
maior resisténcia frente ao estresse oxidativo causado pelas infec¢des, como por
exemplo as causadas por A. hydrophila (Awad e Austin, 2010). E ainda, os compostos
antioxidantes, como o carotendide, sdo um dos mais reconhecidos e tém sido descritos
como neutralizantes de radicais livres e potentes imunoestimulantes (Schloss e Vitetta,

2014).
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2.3. Aditivos alimentares

Para muitos pesquisadores, a vacina ¢ considerada o principal método profilatico
na aquicultura (Gudmundsdéttir e Bjornsdoéttir, 2007). Todavia, as vacinas sao
projetadas, principalmente, para espécies de elevado valor comercial, como salmdo e
truta (Brudeseth et al., 2013) e sdo especificas para cada patégeno. Assim, quando se
trata de método profilatico, a aplicacdo de alimentos imunoestimulantes no setor
produtivo se destaca, ndo s6 pela facilidade de aplicagdo, mas pela grande vantagem
sobre as vacinas de prevenir contra mais de uma enfermidade.

Os aditivos alimentares tém sido utilizados com a finalidade de estimular o
sistema imune de peixes. Estas substincias podem ser agrupadas como agentes
quimicos, preparos bacterianos, polissacarideos, extratos de animais ou plantas, fatores
nutricionais e citocinas (Sakai, 1999). Ainda, um imunoestimulante ¢ um quimico,
droga ou estressor que aumenta a resposta imune inata (ndo-especifica) através da
interagdo direta com células do sistema, ativando-as (Labh e Shakya, 2013). Desta
forma, o peixe fica protegido contra amplo espectro de patégenos, podendo agir,
diretamente, na ativagdo de receptores relacionados ao sistema imune inato e/ou
acionando os genes de ativagdo intracelulares especificos, resultando em produgdo de
moléculas antimicrobianas (Chakraborty et al., 2013). Assim, a imunoestimulagao
parece ser o melhor método de prevengdo de doengas (Ardo et al., 2008) e, o melhor
método de administragdo de substidncias imunoestimulantes para os peixes de todos os
tamanhos ¢ por via oral (Selvaraj et al., 2005). Em aquicultura, entre os
imunoestimulantes, destacam-se o uso de vitamina C, probioticos e prebioticos além
dos fitoterapicos e carotendides (Newaj-Fyzul e Austin, 2014).

Dentre eles, os alimentos com carotenoides na composicdo vém ganhando

destaque pelo elevado potencial de aplicagdo, ja que sdo pigmentos que apresentam, ao
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menos, seis fungdes ja comprovadas: ¢ o mais potente precursor da vitamina A
(Harrison, 2012); ¢ considerado um corante natural; (Zili¢ et al., 2012), e precursor de
compostos volateis responsaveis pelo aroma dos alimentos (Vogel et al., 2010), possui
elevada atividade antioxidante (Ngo et al., 2012.), é protetor contra a peroxidagdo
lipidica (Alshatwi et al., 2011) e ainda ¢ capaz de prevenir certos tipos de cancer
(Tanaka et al., 2012).

Tradicionalmente adicionados como pigmentos alimentares, os carotenoides
também sdo conhecidos por desempenharem fungdes essenciais em quase todos os
sistemas bioldgicos (Amar, 2012). Ainda, mostram grande capacidade em aliviar os
sintomas de muitas doengas cronicas ¢ degenerativas em humanos (Maiani et al., 2009),
além de melhorar a resposta imune em animais de cria¢ao e animais de estimagao (Kim
et al., 2000). Os carotendides sdo imunoestimulantes caros, por isso eles sdo muito
usados para humanos, mas nao tanto na piscicultura. Sdo bastante utilizados em peixes
ornamentais (Ho et al., 2013), trutas (Anderson et al., 2014), salmdes (Ottestad et al.,
2011) e camardes (Fanning et al., 2014) (Figura 3), visando, principalmente, a cor

vermelho-alaranjado e ndo para outros fins de produgdo como a prevenc¢ao de doengas.
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Figura 2. Camardo alimentado com dieta suplementada com astaxantina

(esquerda) e camardo alimentado com dieta controle (direita) (Wade et al., 2009).

Os produtos que contém carotendides apresentam efeitos positivos sobre os
parametros de producdo de peixes (Kalinowski et al., 2011;. Pan et al., 2011; Giiroy et
al., 2012) e camardes (Supammataya et al., 2005; Niu et al., 2009). Ainda, a utiliza¢do
dos aditivos alimentares com carotendide aumentam a resisténcia dos organismos
aquaticos em situagdes de estresse (Supammataya et al., 2005; Angeles et al., 2009; Pan
etal., 2011), e influenciam positivamente os pardmetros imunologicos (Supammataya et
al., 2005; Angeles et al., 2009; Kim et al., 2011; Pan et al., 2011). Assim, os produtos
que contém carotendides ndo podem ser considerados apenas como um grupo de
pigmentos, mas como substincias com propriedades muito promissoras para a saude

dos animais.

3. Rubrivivax gelatinosus e biomassa
Rubrivivax gelatinosus pertence ao maior filo de bactérias (Proteobactérias).
Informalmente, este grupo ¢ composto pelo grupo das bactérias roxas e seus familiares

(Woese, 1987). Essas bactérias podem ser encontradas na natureza em diversos
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ambientes como campos, tanques, rios, lagos e oceanos (Sasaki et al., 1998). R.
gelatinosus ¢ muito versatil, com varios modos de crescimento e metabolismo
energético (Wawrousek et al., 2014). Assim, pode ser classificada como bactéria
fotossintética ou fotoheterotrofica com capacidade de realizar fotossintese em ambientes
sem oxigénio, através do uso de elétrons derivados dos 4cidos organicos, e obtengdo de
energia da luz solar (Hu et al., 2012). Porém, também pode realizar respiragdo aerdbica
usando acidos organicos (Maness et al., 2002) e fixagdo de N, para suporte de seu
crescimento celular (Tang et al., 2011).

Como seu metabolismo ¢ favoravel a fixagdo do nitrogénio e carbono
(Nagashima et al., 2012), além de ser capaz de consumir diversas fontes de carbono e
nitrogénio, reduzindo o nitrito (NO,") para nitrogénio gasoso (N;) ela ¢ utilizada como
fator de tratamento de efluentes (Figura 4) e obtengdo de biomassa. Seu metabolismo

também acarreta na formagdo de CO,, H;O como subprodutos (Mérida et al., 2004;

Nagashima et al., 2012).

Figura 3. Efluente industrial de pescado utilizado para o tratamento com
Rubrivivax gelatinosus (a); cultivo biotecnologico de R. gelatinosus em efluente para o
tratamento e obtencdo de biomassa (b); compara¢do entre efluente antes (direita) e

depois (esquerda) do tratamento com R. gelatinosus (c).
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No caso do emprego de R. gelatinosus, a biomassa gerada neste processo se
caracteriza pela elevada quantidade de proteinas e presenga de carotendides (Ponsano et
al., 2003; Santo et al., 2013). De acordo com o Ministério do Meio Ambiente (MMA,
2015) pode ser considerada biomassa todo recurso renovavel que provém de matéria
organica, de origem vegetal ou animal. E este termo ¢ mais frequentemente utilizado

quando a matéria organica pode ser convertida em energia (Figura 5).

Figura 4. Biomassa de Rubrivivax gelatinosus.

Logo, o termo biomassa foi proposto porque R. gelatinosus ¢ fonte biologica
capaz de converter monodxido de carbono (CO) e 4gua (H,0) em didxido de carbono
(CO,) e hidrogénio (H;), podendo ser utilizada como combustivel celular produtora de
gas, gerando eletricidade através da alta combustao dos gases produzidos (Mérida et al.,

2004), e assim, outro grande potencial dessa bactéria ¢ a producdo de combustivel
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verde, ja que o hidrogénio ¢ uma fonte de energia renovavel promissora, que tem gerado
grande enfoque nas pesquisas cientificas (Maness et al., 2002).

Atualmente, R. gelatinosus ¢ considerado um microorganismo modelo para
diversos estudos (Wawrousek et al., 2014). Mesmo assim, ainda pouco se sabe a
respeito da fisiologia completa desta bactéria, e todo o seu potencial de aplicacdo. Com
0 avango e popularizagdo dos estudos genéticos, foi possivel estabelecer caracteristicas
imprescindiveis como a capacidade de sintese de carotenoides pela bactéria, assim como
a composicdo dos pigmentos da biomassa (Nagashima et al., 2012). Diversos estudos
enfatizam o uso da biomassa contendo carotendide (Chaumont e Thépenier, 1995;
Reynders et al., 1996) ¢ R. gelatinosus ¢ uma bactéria que possui genes envolvidos com
sintese destes pigmentos (Hu et al., 2012).

A vpartir da caracterizagdo genética, foi constatado que os pigmentos
fotossintéticos sdo a bacterioclorofila a e os carotendides (Willems et al., 1991) e ainda,
que os carotenoides presentes nesta biomassa sdo da série esferoidene (esferoidene,
hidroxiesferoidene e espiriloxantina) (Steiger et al., 2000), sendo, recentemente, alguns
destes identificados como licopeno e neurosporeno (Nagashima et al., 2012). O
licopeno € responsavel pela coloragdo avermelhada de diversos alimentos como a
melancia e tomate, ja o neurosporeno ¢ considerado um intermediario na biossintese do
licopeno e diversos outros carotenodides (Scolnik et al., 1980). Estes pigmentos sdo
responsaveis pela coloragdo vermelho-purpura do cultivo de R. gelatinosus (Ponsano et
al., 2002). Contudo, as caracteristicas mais apreciadas desta biomassa s3o os altos
valores protéicos (mais de 52%) e presenga de carotenoide (Santo et al., 2013), gerando
grande potencial a ser aplicado ndo s6 em estudos ambientalistas mas como em estudos

de animais de produgao.
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4. Uso de biotecnologia para obtencéo de subprodutos

A aquicultura vem sendo considerada como uma grande promessa para suprir a
lacuna existente entre a captura pesqueira mundial e a demanda por pescados,
entretanto, o uso excessivo dos recursos naturais € 0s impactos socios ambientais
negativos causados pela aquicultura precisam ser considerados (Boyd et al., 2006). Para
contornar esta problematica, nos ultimos anos tém se dado destaque ao emprego de
artificios biotecnologicos, os quais nos permitem a aplicacdo da engenharia bioldgica
com o intuito de usufruir recursos renovaveis degradados como a 4gua, otimizando sua
utilizagdo e ambicionando a extracdo de subprodutos rentaveis resultante de fontes
metabolicas destes microorganismos (Kouzuma e Watanabe, 2014).

Basicamente, com o uso de microorganismos especificos podemos utilizar a
biotecnologia para obtengdo destas biomassas bacterianas como subprodutos
metabolicos. Essas bactérias possuem capacidade de reduzir a carga poluente ambiental
através do metabolismo de alguns compostos quimicos como nitrogénio e carbono
(Nagashima et al., 2012). Ainda, estas bactérias podem crescer em ambientes com
meios especificos, como por exemplo em aquarios com efluente poluido, e assim,
possibilita a separacdo deste composto em duas partes principais: agua limpa e
biomassa bacteriana. Isso ¢ possivel devido a aplicacdo do processo de microfiltracao,
que permite a separacdo da bactéria e outros compostos (os quais sdo retidos pela
membrana do filtro) da molécula de agua (que atravessa esta membrana) (Ponsano et
al., 2002; Lima et al., 2013; Santo et al., 2013).

O uso deste tipo de tecnologia para obtencdo de biomassa € recente, e ainda, de
acordo com Bernrdes et al. (2003), a utilizacdo da biomassa como fonte para geragdo de
energia sera mais aplicavel no futuro. Além disso, podemos citar dois principais fatores

limitantes para a utilizagdo de biomassa: falta de disponibilidade de areas de cultivo e

25



falta de rendimento financeiro. Até o momento, as expectativas sobre a disponibilidade
de fontes de biomassa variam substancialmente entre os estudos, contudo, a combinagao
do uso destas biomassas com novas abordagens para o bioprocessamento seria uma boa
oportunidade para otimizagao de fontes degradadas (McLaren, 2005).

Neste contexto, os residuos solidos da industria de pescado tém sido explorados
para obter apenas alguns subprodutos: farinha de peixe (Jayathilakan et al., 2012), 6leo
de peixe (Yahyaee et al., 2013), silagem (Al-Abri et al., 2014) e compostagem (Eggen ¢
Vethe, 2001). No entanto, os efluentes (residuos liquidos) sdo gerados pelas industrias
de pescado em grande escala, e ndo tém utilidade, com excec¢do apenas como finalidade
para a irrigagdo agricola (El-Kady e Suloma, 2013).

Na area da aquicultura poucos estudos foram realizados com bactérias
fotoheterotroficas como Rhodobacter sphaeroidesin, capaz de remover fosforo da
criagdo de ostras (Takeno et al., 1999; Zilles et al., 2002) ¢ usada como redutora de
poluentes da industria de sardinha através da aplicacdo de biotecnologia com
Rhodovulum sulfidophilum (Azad et al., 2004), mas a biomassa ¢ bastante estudada na
area de microalgas, como Haematococcus pluvialis que produz matéria seca de
astaxantina (carotenoide) quando se encontra em ambiente com alta intensidade
luminosa e excesso de nitrogénio (Derner et al., 2006). Uma das informagdes mais
valiosas relacionadas as culturas de bactérias fotoheterotroficas como Rubrivivax
gelatinosus (Ponsano et al., 2002), Rhodopseudomonas palustris (Carlozzi e Sacchi,
2001) e Rhodospirillum rubrum (Gu et al., 2008) é que elas foram estudadas com éxito
na produgdo biotecnologica de biomassa, capazes de utilizar fontes com excessiva carga
de matéria organica e assim sintetizar carotenoide, pigmento que os animais nao sao
capazes de sintetizar. Ainda, essas trés bactérias sdo consideradas as fontes promissoras

produtoras de hidrogénio futuramente (Paterek, 2005).
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Dessa forma, com a aplicacdo de biotecnologia, podemos aproveitar o dindmico
metabolismo da bactéria Rubrivivax gelatinosus. Grande ateng@o tém sido direcionada
ao potencial desta bactéria ser capaz de produzir o combustivel ideal (H,), no qual ndo
produz gases responsaveis pelo efeito estufa (Li e Fang, 2008). Outra caractéristica
apreciada que torna esta bactéria muito atrativa para realiza¢do de estudos se baseia na
sua capacidade de acumular grandes quantidades de polihidroxialcanoatos, para a
geragdo de bioplasticos (Maness et al., 2012). Contudo, a escassez de estudos sobre o
uso da biomassa sélida co-produzida por esta bactéria nos mostra uma area com grande
potencial ainda pouco explorada. E ¢ com a produgdo desta biomassa que esta bactéria
se destaca na limpeza de efluentes, fornecendo uma solucdo para o uso de efluentes
industriais degradados e sem utilidade (Ponsano et al., 2008). Podemos ainda reforgar o
potencial imunoestimulante desta biomassa, ja que ¢ caracterizada pela elevada taxa de

proteinas, presenca de minerais e carotenodides (Santo et al., 2013).
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Abstract

In the future the demand for food will raise and high production of waste in the food
industry will be a huge problem. The development of techniques that employ the use of
microorganisms to obtain useful products is a recent issue with expectation to greater
use only in future. Bacteria Rubrivivax gelatinosus used for effluent treatment was
studied to assess biotechnological usage of its biomass as a feed additive for fish at 0.5
and 1.5 mg/kg in commercial diet during 2 months to young pacu (Piaractus
mesopotamicus). Hematological, biochemical and immunological parameters were
assessed at days 0, 30 and 60. Besides the R. gelatinosus use as a effluent cleaner, it was
discovered that the use of its biomass in feed improves fish health by improvement of
phagocyte cells, reduction on the time to activation of the complement system and by

improvement of energy status of fish.

Keywords: antioxidant; aquaculture; biotechnology; carotenoid; effluent treatment;

immunity.
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Introduction

In 2012, world production of fish exceeded the production of beef [1], but the
demand for food will continue to grow over the coming years with the increasing of
world population, as well as the residues generated from food industry. Thus there is a
growing demand for development of alternative sources to recover all the waste
generated in this activity. Biotechnology based on achieving sustainable energy sources,
through mechanisms that nature already uses, can be a solution to the problem of these
finite resources. The combination of the use of biomass with new approaches to
bioprocessing would be the best opportunity to create a sustainable platform applicable
in future [2]. Owning biotechnological alternative sources for obtaining biomass can
make this theory much more effective. In aquaculture, solid waste from fish industry
has some options for using such as fish meal [3], fish oil [4], silage [5] and composting
[6], whereas fish slaughterhouse effluent (liquid waste) is generated in aquaculture on a
large scale and has few use for industries being the main use for agricultural irrigation
[7].

Rubrivivax gelatinosus is a photoheterotrophic facultative bacterium present in
ponds, sewage, sludge, and food industries waste [8] which plays a role in depollution,
being able to treat industrial poultry [9] and fisheries wastewater, reducing significantly
in 43% the amount of organic material capable of being oxidized in only 72 hours of
cultivation [10]. In this process, R. gelatinosus metabolizes effluent saturated in organic
matter producing a biomass which is rich in proteins, vitamins and carotenoids [11],[12]
identified as lycopene and neurosporene [13]. This biomass shows a great potential for
use as a feed additive.

Carotenoids are contemplated by several functions with at least six of those

mentioned in the literature: natural coloring of many foods [14], the most potent
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precursor of vitamin A [14] as well as precursor of volatile compounds responsible for
flavor in food [16]; antioxidant [17], protective against lipid peroxidation [18] and
inhibitor of certain types of cancer [19]. Traditionally used as a pigment, carotenoids are
also known to perform essential functions in biological systems [20]. There has been
demonstrated that carotenoids has the ability to improve the symptoms of chronic and
degenerative diseases in humans [21] and are reported to improve the immunity of farm
animals, such as birds [22] and swine [23] but none use of wastewater to improve the
immune system of fish was ever reported. Also it is important to notice that this
biomass may have other immunostimulatory sources not mentioned yet, besides the
carotenoids and minerals.

In aquaculture, additives containing carotenoids showed positive effects on fish
[24],[25],[26] and shrimp production [27],[28], and also on immunological parameters
of fish[29]. In addition, carotenoids in the food increased resistance of aquatic
organisms submitted to stress [25], [27], [30]. Thus, products containing carotenoids
cannot be considered only as a group of pigments, but also as substances with very
promising properties to fish health.

Nutritional factors considered immunostimulants are an alternative to prevent
and control fish pathogens being able to replace the use of chemicals and antibiotics in
fish farming which occasionally can be potentially toxic to animal and harmful to
environment, enabling the development of resistance in the pathogens and thereby
putting in risk human health [31]. Within these aspects, R. gelatinosus biomass should
be evaluated for use in aquaculture overdue it promotes the treatment of industrial
effluent and produces a by-product with nutritional potential. Therefore, in this study
we evaluated the effect of their inclusion on performance, hematological, biochemical

and immunological response in fish.
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Material and Methods

Production of Rubrivivax gelatinosus biomass

Rubrivivax gelatinosus has being maintained in Pfennig semi-solid agar and was
reactivated for inoculum preparation, according to Ponsano et al. [32], a few days
before wastewater collect. Wastewater containing high concentrations of organic matter
(derived of skinning, evisceration, filleting and freezing from Nile Tilapia processing
industry) from a fish slaughterhouse was used as raw material for the biomass
obtainment. This material was first filtered (50 um mesh fast filter, Gardena 1731;
3,000 L h—1) and the resulting water was pasteurized (65°C/ 30 minutes) to remove any
bacteria capable of inhibiting or reducing the growth of R. gelatinosus. After cooling at
room temperature, wastewater was transferred to glass reactors (4 tanks with capacity of
50 L) and mixed with pre-prepared inoculum of R. gelatinosus. The tanks were filled
and illuminated with 60 W lamps to promote favorable conditions for the bacterial
growth (anaerobiosis and lighting).

One week after the inoculation, the product was filtered at 0.2 pm, 1.5 m?/ h and
4.5 bar (Frings), resulting in wet samples (containing the cell mass) which were
concentrated by centrifugation (3.400 g/ 30 min/5°C). For powered biomass the samples
were freeze-dried (Liobras L101) in the conditions of -40° C, flow rate 10.2 m3/h and
vacuum 3.7 pHg. The biomass was vacuum-packed and wrapped in a dark bag to
prevent oxidative degradation and stored in refrigerator, according to a study which
favors the oxidative stability of the product for 1.5 years [33].

Total carotenoid content in biomass was analyzed in duplicate following method
adapted by Liaaen-Jensen & Jensen [34] and showed 3.72 mg carotenoids to 1 g of
biomass. The amount of lipids (soxhlet method), ash (heating in muffle at 500°C),

moisture (oven drying method - 105°C) and protein (kjeldahl method) in the sample of
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biomass were determined in duplicate following the methods recommended by the

AOAC [35], resulting in 19 % of fat, 52 % of protein, 3 % of moisture and 5 % of ash.

Experiment design and diet production

Three hundred pacu Piaractus mesopotamicus (116.4 g + 20.5) were obtained
from commercial fish farm. Fish were divided into 24 tanks of 300 L with aeration and
continuous flow of water and kept with commercial feeding (2 % body weight) during
30 days for acclimation.

To the experiment, fish were randomly distributed in three treatments (with 8
replicates): in control, fish were fed with basal diet (commercial feed), whereas fish
from other 2 treatments were fed with 0.5 g/kg and 1.5 g/kg of R. gelatinosus biomass,
respectively. To diet production, commercial feed was automatic crushed, homogenized
with distilled water (50 % of the feed weight), and the mass was passed through electric
meat grinder. For the production of the treatment diets, the biomass was weighed on a
precision scale and mixed to commercial feed mass. The pellets were dried in an air
flow oven for 20 hours at 55 °C. After, it was properly stored in dark bags and then
frozen until use, to not affect the concentration of carotenoids and its viability through
oxidative process. New diet production was performed every 20 days of experiment.

Fish were fed 3 times (total of 2 % of body weight) daily during 60 days. At day
0, 30 and 60 of experiment, 16 fish per treatment were sampled. For the collection of
physiological samples, fish were anesthetized in an aqueous solution of eugenol (50 mg/
L) and blood was collected from caudal vessel for hematological, biochemical and
immunological analyses. Subsequent, anesthetized fish were euthanized by vertebral
disruption to collect the liver for enzymes analyses. The study was approved by Ethics
and Animal Welfare Committee of the School of Agricultural Sciences and Veterinary
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Medicine of Sdo Paulo State University, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brazil under protocol
number 027370/13.

Water parameters were kept constant during the experimental period.
Measurements were performed weekly and temperature was 28.87 + 0.39 (°C);
dissolved oxygen was 5.15 + 0.41 mg/L and the pH was 7.54 + 0.13 (mean + standard

deviation).

Hematological Analysis

Hemogram (hematocrit, hemoglobin and erythrocytes, thrombocytes and
leucocytes cells counting) was performed using total blood diluted in 10 pl of heparin
5000 IU. For erythrocyte count (RBC) it was diluted 1: 200 blood in formalin-citrate
solution was used with a Neubauer counting chamber according to Hesser [36]. Values
were measured in 10° cells/m’. Dosage of hematocrit (%) was established by the
technique of microhematocrit [37] and hemoglobin dosage (g/dL) with Labtest ® kit
reference 43. From data obtained, erythrocyte indices of mean corpuscular volume
(MCV was calculated by hematocrit/ RBC*10 and measured in fl), mean cell
hemoglobin (MCH was calculated by hemoglobin/ RBC *10 and measured in pg) and
mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC was calculated by hemoglobin/
hematocrit and measured in %) were calculated. Blood extensions were stained with
May Griinwald-Giemsa-Wright (MGGW), and used for blood cells counting [38]. The
complete blood count provided white blood cells (WBC) and thrombocytes data with
counting of 2000 erythrocytes. Reading was performed on entire length of the smear.
For differential blood cell counting, 200 white blood cells counting were performed

(lymphocyte, monocyte, neutrophil, eosinophil and LG-PAS special granulocytic cell).
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Biochemical Analysis

Total protein and albumin were performed with serum analysis in
spectrophotometer with Labtest® Kit reference 19-1/ 250. From data obtained globulin
was calculated subtracting the value of serum albumin from protein [39]. Values were
obtained in g/dL.

To determine levels of physiological stress, cortisol and glucose were evaluated
and after associated with leukogram. Glucose were measured with total blood, using the
equipment AccuChek Performa® in mg/dL and cortisol levels measured (pg/dL) in
spectrophotometer with kit Biomedix® enzyme immunoassay using serum.

For analyses of antioxidant enzymes, 100 mg of hepatic tissue was homogenized
with 1 ml of buffer and then centrifuged at 1000 G for 10 minutes at 4°C, following
Gallagher et al. protocol [40]. Supernatant was used for Superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), lipoperoxidation (LPO) and protein analyses.

Analyses of SOD were performed using method purposed by McCord et al. [41].
In this methodology SOD inhibits reduction of cytochrome C. For LPO analyses it was
applied the technic with butyl hidroxytoluen which measures oxidation of lipid layer of
membrane. Analyses were performed following Jiang et al. methodology [42]. Analyses
of CAT were evaluated according to Beutler [43]. In this method, H,O; is consumed by
the enzyme catalase. As this enzymes have a fast action and low affinity, it is used a
high quantity of hydrogen peroxide (10mM). The activity was measured in intervals
during a minute of reaction at 240 nm. Proteins were measured using the method of

Bradford [44] to measure the activity of each enzyme.
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Immunological Analysis

Burst respiratory activity (in optical density) was performed to evaluate
tendency of oxidative stress along with biochemical analysis of SOD, CAT and LPO.
Respiratory activity of leukocytes assay was carried according to Biller-Takahashi et al.
[45].

Lysozyme and complement activity acquainted analyzes for assessment of fishes
immune system. Lysozyme levels were measured in U/ml according to Ellis [46] using
duplicate serum samples. Complement system activities were estimate by protocol of

Zanuzzo et al. [47].

Energy Status Analysis

Fish were weighted and length was measured. Liver were weighted and with
these data it was possible to calculate the hepatosomatic index (HSI) and condition
factor (K). Hepatosomatic index (HSI in %) was calculated by the formula (Weight of
liver/Weight of fish) *100 and Condition Factor (K) by the formula 100*(Weight of
fish/ (Total length (TL) %). Alanine aminotransferase (ALT) and aspartate
aminotransferase (AST) analysis were performed using Labtest® kit (ref. 108 and 109,

respectively) using serum and values are shown in UI/L.

Statistical analysis

In order to compare the treatments, the mixed-model procedure of the Statistical
Analysis System (SAS) [48] was used, in which probabilities less than or equal to 0.05

were considered statistically significant.

50



Results

Hematological Analysis

RBC, Ht, Hg, thrombocytes and leukocytes (lymphocytes, monocytes and
neutrophils) parameters significantly changed (p<0.05) according to the period of
supplementation.

The level of biomass in feed influenced significantly to thrombocytes and
neutrophils enhancing and lymphocytes decreasing (p<0.05) (Figure 1; Table S 1).
Eosinophils were not found in leukocyte count.

Values of MCV, MCH, MCHC and CGE were kept constant during the two

months of feeding and they were not influenced by period and diet (Table S1).

Biochemical Analysis

Glucose levels were higher according to increasing amounts of biomass in feed
(p<0.05) (Figure 2). Cortisol increases (p<0.05) at the higher level of biomass included
in feed (Figure 2). Protein, albumin and globulin did not differ between treatments.
Antioxidant enzymes SOD, CAT and also analyses of LPO did not differ between

treatments (Table S2).

Immunological Analysis

Complement system significantly differed among treatments. The period for
activate the system reduced according to biomass levels in diet increased (p<0.05)
(Figure 3). The activity of respiratory oxidative burst was lower (p<0.05) according to
biomass inclusion in diet (Figure 3). Lysozyme did not differ between treatments
(p>0.05) (Table S3).

51



Energy Status Analysis

Weight and Hepatosomatic index (HSI) significantly differed among treatments,
increasing according to addiction of biomass levels in diet (p<0.05) (Figure 4).
Condition factor did not differ between treatments. ALT and AST did not differ

between fish fed with supplemented and control diet (Table S4).

Discussion

There are no studies using R. gelatinosus metabolite as a potential
immunostimulant for fish feed addictive. In fish health, the improvement of innate
immune system comprising by leukocytes synthesis and complement system activation
are especially important and the administration of dietary antioxidants (e.g. carotenoids)
to help the fight against oxidative stress is convenient. Diets with antioxidant properties
can become a limiting factor of immunopathology [49]. In fish, innate immunity is
considered the main mechanism of defense against pathogens, and this system
potentiates the ability of phagocytic cells and antibodies, which can result in efficient
elimination of foreign pathogens and induction of the acquired immune response. Due
to the improvement of some stages of the innate immune system, the whole complex
chain of this system is beneficiated by diet.

To make possible the use of an immunostimulatory dietary additive is essential
that its use not cause hematological abnormalities. Biomass supplementation three times
a day ensures healthy fish, without any deleterious hematological signs. Still, in total
blood cells counting, the increasing number of leukocytes and thrombocytes in factor of
biomass supplementation indicates immunostimulant character of biomass dose-
dependent. Administration of a dietary additive with a consequent increasing of
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thrombocytes can be linked to the immunostimulatory characteristic of the diet since
thrombocytes have phagocytic activity against antigens [50]. Moreover, in addition to
the immunostimulatory character of the diet containing biomass, in differential WBC
counting the group supplemented with the highest concentration of biomass presents
lower percentage of lymphocytes in consequence of increasing of granulocyte cells.
Neutrophils and monocytes (circulating blood cells, precursor of macrophages)
enhanced in consequence of biomass administration and these cells are considered the
most important phagocytic cells [51]. These phagocytic cells combat antigens through
the release of ROS and NO (Nitric Oxide), and this process is not considered just a
stage of innate immune system activity, but a step for the response of the acquired
immune system, as in immunology there is a large chain of cooperation between the
innate immune system (phagocytic cells) and acquired immune system
(immunoglobulins) [52]. Even with leukocytes improved by this type of cells, oxidative
burst was lower in fish supplemented with biomass due to the capacity of the carotenoid
antioxidant to neutralizes the free radicals that are the responsible to reduction of
nitroblue tetrazolium (NBT) into formazan granules [45] and also LPO was not
different from control group, proving great antioxidant efficacy of the biomass. This
differential WBC leukogram is similarly found on stress leukogram that in fish it is
manifested as a lymphopenia and a relative granulocytosis [53] and it is important to
note that an immunostimulant is also classified as stressor agent, a chemical or drug that
enhances the innate (non-specific) immune system activating them by directly
interaction [54]. Besides biomass, several others microorganisms components (b-
glucans, lipopolysaccharide and Vibrio anguillarum cells) are successfully used as
immunostimulants [55], mainly for acting as a stressor agent, confirming the reason of

the increase in cortisol in animals treated with the supplemented diet.
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The administration of biomass significantly active complement system that is
considered one of the main immune defenses in fish and its use discloses a rapid
activation of proteins cascade as the dose of supplement increases in feed. The
complement system has already been well quoted in several studies in aquaculture, and
speculate which pathway of this system is more active in fish is tempting [52].
Complement system alerts the host of the presence of pathogens and their clearing and
also it is fundamental on development of an acquired immune response. There are three
existing pathways (classical, alternative or lectin) composing this system and they are
responsible to promote phagocytosis, respiratory burst, antigen-uptake process
formation of the membrane attack complex (MAC) which cause antigen cells lysis and
also inflammation, leukocyte chemotaxis, Reactive Oxygen Species (ROS or free
radicals) production and TNF IL-1, IL-6 and IL-8 production [56]. This system was
already suggest a potent defense of innate immune system, moreover even been
proposed that some pathways in fish are more developed than in mammals [57] and it is
well known that animals who are depleted of complement have a strongly reduced
ability to mount an optimal immune response [58]. As other physiological mechanisms
in fish, it also can be affected by extrinsic factors such as environmental conditions as
well as intrinsic factors such as age or condition of the body [52] being the dietary
factor of extreme relevance.

Among functions of liver, the proteins synthesis like albumin and the production
of coagulation factors and erythrocytes are highlighted because these biochemical
parameters can be affected by diet [59], [60]. Liver is also responsible to storage
glycogen as energy source and diet with high doses of lipids can cause steatosis. So,
both ALT and AST were evaluated to ensure the health status of the liver whereas high
values of these enzymes can indicate liver damage or disease. Sheikhzadeh et al. [60]

found that high doses of another natural source of carotenoids Haematococcus pluvialis
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supplementation (10 g/kg) increases AST rates, but the values of both enzymes after
biomass supplementation ensure no toxic activity or overload of liver in both
concentrations of biomass in feed (0.5 and 1.5 mg/Kg). With the weight of the body
and/or weight of the liver it is possible to calculate the hepatosomatic index (HSI) and
condition factor (K) that are indirect indices indicatives of health status and measures of
energy status [61]. Fish supplemented with enhance quantities of biomass proves a
higher amount of glucose circulating in blood and also higher energy reserve and even
diet with addition upper quantities of biomass (1.5 g/Kg) provides an animal with
highest growth rate and better health with more energy reserves.

As another beneficial factor, this by-product derivate from effluent can be a
growing promotor. According to Ma et al. [62] both intrinsically (genetic) and
extrinsically (environment conditions such as dietary supplementation and also
physiological regulation of stress) characters influences on growth performance.
However, in this study, besides the improvement of fish healthy the biomass content
may have influenced significantly to improve zootechnical parameters.

R. gelatinosus biomass enhances fish health by increased phagocytic blood cells,
rapid activation of the complement system and improves the energy status, which

provides exploitation for a current environmental issue of wastewater recovery.
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Figure Legends

Figure 1. Thrombocytes, neutrophils and lymphocytes cells count of fish from
control group and groups fed with 0.5 and 1.5 g/kg of Rubrivivax gelatinosus
biomass.Thrombocytes measured in 2000 erythrocytes counting, neutrophils and

lymphocytes cells measured in 200 leukocytes counting.

Figure 2. Glucose and cortisol analysis of fish from control group and groups fed
with 0.5 and 1.5 g/kg of Rubrivivax gelatinosus biomass. Glucose was measured in
mg/dL and cortisol in pg/dL.

Figure 3. Complement system and burst analyses of fish from control group and
groups fed with 0.5 and 1.5 g/kg of Rubrivivax gelatinosus biomass. Complement
system activity was measured as the time (minutes) required for the initial optical
density to be reduced by one-half and burst measured in optical density.

Figure 4. Energy Status of fish from control group and groups fed with 0.5 and 1.5
g/kg of Rubrivivax gelatinosus biomass. Weight measured in grams and HIS

(hepatosomatic index) in %.
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Supporting Information Legends

Table_S1. Hematological and WBC differential count analysis of fish from control
group and groups fed with 0.5 and 1.5 g/kg of Rubrivivax gelatinosus biomass. RBC
measured in 10° cells/m™ Hematocrit in %, Hemoglobin in g/dL, MCV (mean
corpuscular volume) in fl, MCH (mean cell hemoglobin) in pg, and MCHC (mean
corpuscular hemoglobin concentration) in g/dL, Thrombocytes and Leukocytes cells in
2000 erythrocytes counting and WBC differential count in 200 leukocytes counting.
Table_S2. Biochemical, Antioxidant enzyme (SOD and CAT) and cellular
membrane damage (LPO) analysis of fish from control group and groups fed with
0.5 and 1.5 g/kg of Rubrivivax gelatinosus biomass. Glucose measured in mg/dL,
Cortisol in pg/dL, protein in g/dL, albumin in g/ dL and globulin in g/dL and
antioxidant enzymes activity and LPO membrane cells damage analysis.

Table_S3. Immunological Analyses- Innate Immune System of fish from control
group and groups fed with 0.5 and 1.5 g/kg of Rubrivivax gelatinosus biomass.
Measurement: Complement System Activity measured as the time (minutes) required
for the initial optical density to be reduced by one-half, Burst measured in optical
density and Lysozyme in U/ml.

Table_S4. Energy Status, ALT and AST analysis of fish from control group and
groups fed with 0.5 and 1.5 g/kg of Rubrivivax gelatinosus biomass.

Weight measured in grams and K (condition factor), HIS (hepatosomatic index) in %,

AST (aspartate transaminase) in UI/L and ALT (alanine transaminase) in UI/L.
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Appendices

Thrombocyte (cells count) Neutrophils (cells count) Lymphocytes (cells count)

60.00 20.00 200.00 }
45.00 15.00 - 190.00
180.00

30.00 10.00
170.00
15.00 5.00 160.00
- 150.00
0 0.5 1.5 0 0.5 1.5 0 0.5 1.5

mu Biomass effect -=-Period effect

Figure 1. Thrombocytes, neutrophils and lymphocytes cells count of fish from control
group and groups fed with 0.5 and 1.5 g/kg of Rubrivivax gelatinosus biomass.

Glucose (mg/dL) Cortisol (ng/dL)
150.00 80,00
120.00 60.00
90.00
40,00
60.00
30.00 20,00
0 0.5 1.5 0 0,5 1,5
m Biomass effect -=Period effect

Figure 2. Glucose and cortisol analysis of fish from control group and groups fed with
0.5 and 1.5 g/kg of Rubrivivax gelatinosus biomass.

Complement system (minutes) Burst (optical density)
8.00 0,60
6.00 0,45
4.00 0,30
2.00 0,15
0 0.5 1.5 0 0,5 1.5
m Biomass effect -=-Period effect

Figure 3. Complement system and burst analyses of fish from control group and groups
fed with 0.5 and 1.5 g/kg of Rubrivivax gelatinosus biomass.
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Weight (g) HSI (%)

200.00 2.00
150.00 1.50
100.00 1.00
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Figure 4. Energy Status of fish from control group and groups fed with 0.5 and 1.5 g/kg
of Rubrivivax gelatinosus biomass.
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Table S1. Hematological and WBC differential count analysis of fish from control
group and groups fed with 0.5 and 1.5 g/kg of Rubrivivax gelatinosus biomass.

Hematology ~ Feed Group Biomass effect Period effect
Mean £ SE  p value Mean + SE  p value
Control 269.70 + 4.65 0 265.65+5.33
RBC 0.5 g/kg biomass 274.54 +4.65 0.168 30 256.73+3.50 0.0001
1.5 g/kg biomass 261.89 +4.71 60 283.75+4.97
Control 39.37 £ 0.86 0 38.40+0.86
Ht 0.5 g/kg biomass 40.33 +0.69 0.616 30 38.60+0.77 <0.0001
1.5 g/lkg biomass 40.38 £0.74 60 43.08+0.66
Control 9.57+0.18 0 9.50+0.13
Hb 0.5 g/kg biomass  9.90+0.16  0.057 30 9.12+0.17 <0.0001
1.5 g/lkg biomass 9.40 £0.13 60 10.25+0.16
Control 1.48 +0.04 0 1.48 £0.05
MCV 0.5 g/lkg biomass  1.49+£0.03  0.341 30 1.51+£0.04 0.566
1.5 g/lkg biomass 1.56 +0.04 60 1.54+0.03
Control 0.36 £0.007 0 0.36+£0.008
MCH 0.5 g/kg biomass 0.37+0.008 0.772 30 0.36+£0.006 0.583
1.5 g/kg biomass 0.36 = 0.005 60 0.36+0.005
Control 24.77 £ 0.57 0 2523+0.71
MCHC 0.5 g/kg biomass 24.63 £0.53  0.266 30 23.88+0.55 0.223
1.5 g/kg biomass 23.59 + 0.55 60 23.90+0.33
Control 3321+1.42 0 5430+2.26
Thromb 0.5 g/kg biomass 37.72+1.55 0.019 30 28.77+1.31 <0.0001
1.5 g/kg biomass 39.83 + 1.99 60 27.69+1.25
Control 10.63 £ 0.82 0 6.78+0.43
Leuk 0.5 g/lkg biomass 11.03+£0.77 0.062 30 20.15+1.13 <0.0001
1.5 g/lkg biomass 13.71 + 1.05 60  8.44+0.65
Control 184.96 +2.60 0 189.42+2.07
Lymph 0.5 g/kg biomass 174.88 +3.23  0.035 30 169.50+£3.86 <0.0001
1.5 g/kg biomass 173.92 +4.61 60 174.83 +3.43
Control 7.83 +£1.70 0 6.88 + 1.54
Mono 0.5 g/lkg biomass 12.88 £2.21  0.133 30 12.58+1.56 0.001
1.5 g/kg biomass 12.58 +£2.30 60 13.83+1.83
Control 571+£1.30 0 321+2.24
Neutr 0.5 g’lkg biomass 11.46+1.71  0.021 30 16.17+2.24  0.001
1.5 g/lkg biomass 12.67 +£3.07 60 10.46+2.24
Control 0.79 £0.19 0 050+0.17
GEC 0.5 glkg biomass  0.79+0.22  0.91 30 1.13+0.29 0.12
1.5 g/lkg biomass  0.92 +£0.24 60 0.88+0.18

RBC: red blood cells; Ht: hematocrit; Hb: hemoglobin; MCV: mean corpuscular
volume; MCH: mean cell hemoglobin; MCHC: mean corpuscular hemoglobin
concentration; Thromb: thrombocytes; Leuk: leukocytes; Lymph: lymphocytes; Mono:

monocytes; Neutr: neutrophils; GEC: granulocytic special cell.
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Table S2. Biochemical, Antioxidant enzyme (SOD and CAT) and cellular membrane
damage (LPO) analysis of fish from control group and groups fed with 0.5 and 1.5 g/ kg
of Rubrivivax gelatinosus biomass.

Biomass effect

Period effect

Biochemical — Feed Group Mean+ SE  p value Mean = SE  p value
Control 89.13 £2.12 0 121.67+2.45
Glucose 0.5 g/lkg biomass  97.90 +2.12  0.0006 30 81.98+1.82 <0.0001
1.5 g/kg biomass 101.27 +2.12 60 84.65+1.74
Control 58.51 £5.45 0 60.68+6.35
Cortisol 0.5 g/kg biomass 45.94+3.76 0.009 30 51.45+3.50 0.396
1.5 g/kg biomass 63.34 +4.06 60 55.67+2.78
Control 4.08 +0.08 0 4.86+0.10
Protein 0.5 g/kg biomass 4.32+£0.08 0.14 30 3.79+0.07 <0.0001
1.5 g/lkg biomass 4.23 +0.09 60 3.98+0.08
Control 0.97 +0.03 0 0.99+0.05
Albumin 0.5 g/lkg biomass  0.95+0.03  0.694 30 0.89+0.02 0.0055
1.5 g/lkg biomass  0.93 + 0.03 60 0.97+0.02
Control 3.09 +£0.07 0 3.70+£0.08
Globulin 0.5 g/lkg biomass 3.25+0.07  0.182 30 291+0.05 <0.0001
1.5 g/lkg biomass  3.26 + 0.07 60 2.99+0.08
Control 0.77+0.13 0 0.80+0.09
SOD 0.5 g/lkg biomass  0.69+0.07  0.722 30 0.60+0.13 0.19
1.5 g/lkg biomass  0.77 + 0.08 60 0.84+0.03
Control 61.32+2.33 0 61.32+1.88
CAT 0.5 g/kg biomass 57.85+2.33 0.162 30 59.98+2.46 0.0002
1.5 g/kg biomass 54.81 +2.33 60 52.69+1.52
Control 42.81 £3.77 0 53.24+4.40
LPO 0.5 g/kg biomass 35.18+2.13  0.229 30 39.47+3.91 <0.0001
1.5 g/kg biomass 36.97 +4.05 60 22.26=+0.69

SOD: superoxide dismutase; CAT: catalase; lipoperoxidation.
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Table S3. Immunological Analyses- Innate Immune System of fish from control group
and groups fed with 0.5 and 1.5 g/ kg of Rubrivivax gelatinosus biomass.

Immunological  Feed Group Biomass effect Day Period effect

Mean + SE  p value Mean + SE  p value
Control 7.06 +0.67 0 533+£0.50

Complement 0.5 g/kg biomass 4.99 + 0.47  0.008 30 7.31+0.71 <0.0001
1.5 g/kg biomass 4.40 + 0.46 60 3.81+0.36
Control 0.42 +0.007 0 0.39+0.008

Burst 0.5 g/kg biomass 0.40 +0.007 0.046 30 0.36£0.007 <0.0001
1.5 g/kg biomass 0.40 + 0.007 60 0.47+0.006
Control 18.3+0.86 0 19.70+0.58

Lyzosyme 0.5 g/lkg biomass 18.86 £0.99 0.73 30 18.78+0.77 0.044

1.5 g/lkg biomass 17.97 + 0.56 60 16.66+1.05

Table S4. Energy Status, ALT and AST analysis of fish from control group and groups
fed with 0.5 and 1.5 g/kg of Rubrivivax gelatinosus biomass.

Energy Feed Group Biomass effect Period effect
status Mean + SE  p value Mean+ SE  p value
Control 129.62 +£3.72 0 115.65+£2.96
Weigth 0.5 g/kg biomass  125.19+4.14  0.002 30 135.7+£4.19 <0.0001
1.5 g/kg biomass  151.12 £5.54 60 154.59+£5.91
Control 1.08 £ 0.03 0 1.23 +£0.04
HSI 0.5 g’/kg biomass  1.12+0.04 0.014 30 1.2+0.03  <0.0001
1.5 g/lkg biomass  1.23 +0.03 60 1.01+0.03
Control 2.72+£0.03 0 2.79 £ 0.02
K 0.5 g/lkg biomass  2.74 +0.03 0.62 30 2.81+0.05 <0.0001
1.5 g/lkg biomass  2.78 + 0.05 60  2.64+0.02
Control 3.57+0.30 0 3.23+0.17
ALT 0.5 g’lkg biomass  4.14 £0.31 0.413 30 4.65+0.43 0.0073
1.5 g/lkg biomass  3.91 £0.30 60 3.74+0.25
Control 55.32+7.56 0 41.57+4.09
AST 0.5 glkg biomass  66.11+7.56  0.195 30 74.97+10.79 0.01
1.5 g/lkg biomass  46.45 + 7.57 60 51.35+5.04

HIS: hepatosomatic index; K: condition factor; ALT: Alanine aminotransferase; AST:

aspartate aminotransferase.
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