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RESUMO

Foram realizados trés experimentos no Laboratorio de Aquicultura da Pontificia
Universidade Catolica do Parand, Campus de Toledo, objetivando avaliar a levedura viva
(Saccharomyces cerevisiae) como probiotico para as fases iniciais da tilapicultura, com e
sem desafio sanitario. O primeiro experimento objetivou avaliar a S. cerevisiae (SC) como
probidtico em ragdes para a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) durante o periodo de
reversdo sexual (28 dias). Foram utilizadas 200 larvas de dois dias de idade, pesando 9 +
1,15 mg, distribuidas num delineamento completamente casualizado com dois tratamentos
e quatro repeti¢cbes em oito aquarios de 50 L. Os tratamentos constituiram-se de uma ragédo
comercial para reversdo sexual de tilapia contendo 0,1% de SC (10'° Unidades Formadoras
de Coldnia de SC por g de produto) (TP) e outra sem a inclusdo do probiético (TT). Ao
final do experimento os alevinos foram contados, medidos e pesados. Dois alevinos de
cada tratamento foram escolhidos aleatoriamente, retirados e tiveram seus figados pesados
para analise do indice hepato-somatico (IHS). O intestino de um destes alevinos foi
retirado assepticamente e o seu contetdo foi submetido a contagem e identificacdo dos
géneros bacterianos presentes, outros dez alevinos foram analisados quanto a efetividade
da reversdo sexual (ERS). O desempenho, sobrevivéncia, ERS e IHS ndo foram
influenciados pela inclusdo de SC (p>0,05). A SC colonizou o intestino dos alevinos do
TP, porém ndo foi encontrada no TT. Ndo foram observadas diferencas significativas
(p>0,05) quanto ao nimero de bactérias por g de contetdo intestinal. Os principais géneros
bacterianos isolados foram Bacillus sp. e Enterococcus sp., ndo sendo observadas bactérias
gram negativas. A utilizacdo de SC como probiotico em racdes para a tilapia do Nilo,
durante o periodo de reversdo sexual, ndo influenciou no desempenho produtivo,
sobrevivéncia, ERS e IHS, porém proporcionou a colonizacdo do intestino desta, e a

modificacdo da sua microbiota. O segundo experimento foi realizado durante 29 dias e



objetivou avaliar a SC como probiotico em racgdes para a tilapia do Nilo durante o periodo
de reversdo sexual, submetida a um desafio sanitario. Foram utilizadas 300 larvas de dois
dias de idade, pesando 8,9 + 1,02 mg e 0,71 + 0,09 cm, distribuidas num delineamento
completamente casualizado com dois tratamentos e seis repeti¢cfes em 12 aquérios de 50 L.
Cada aquario recebeu como desafio sanitario 0,5 mL de esterco de suino in natura
diariamente. Os tratamentos constituiram-se de uma racdo comercial para reversao sexual
de tilapia, uma contendo 0,1% de SC (TP) e outra sem a inclusdo do probiotico (TT). As
larvas foram alimentadas cinco vezes ao dia a vontade. Ao final do experimento 0s
alevinos foram contados, medidos e pesados. Dois alevinos de cada tratamento foram
escolhidos aleatoriamente para a retirada e pesagem de seus intestinos. O contetdo
intestinal foi submetido a contagem do nimero de bactérias e coliformes totais presentes.
O desempenho e a sobrevivéncia ndo foram influenciados pela inclusdo de SC (p>0,05). A
SC colonizou o intestino dos alevinos do TP e ndo foi observado no TT. Ndo foram
observadas diferencas (p>0,05) quanto ao numero de bactérias e totais por g de contetdo
intestinal e da 4gua dos aquarios. Entretanto, o nimero de coliformes fecais na agua e no
intestino foi significativamente (p<0,08) influenciado pela incluséo de levedura, sendo
menor no TP que no TT. A utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae como probidtico em
racdes para a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) durante o periodo de reversao sexual
promoveu a colonizacdo do intestino e diminuiu o nimero de coliformes totais do intestino
e do ambiente aquatico de um sistema de cultivo com desafio sanitario. O terceiro
experimento foi realizado com o objetivo de avaliar a inclusdo de SC como probidtico em
racOes para alevinos de tilapia do Nilo submetidos a um desafio sanitario. Foram utilizadas
60 alevinos com cerca de 30 dias de idade (0,45 + 0,02 g e 3,10 + 0,14 cm) distribuidos
num delineamento semelhante ao do experimento anterior. O desafio sanitario e 0s
tratamentos também seguiram o protocolo experimental do ensaio anterior. Dois alevinos
de cada tratamento foram escolhidos aleatoriamente para a retirada e pesagem dos seus
intestinos. O seu contetdo foi submetido a contagem do nimero de bactérias e coliformes
totais presentes. O desempenho e a sobrevivéncia ndo foram influenciados pela incluséo de
SC (p>0,05). A SC colonizou o intestino dos alevinos apenas do TP. N&o foram
observadas diferencas (p>0,05) quanto ao numero de bactérias e coliformes totais por g de
conteddo intestinal e por mL da agua dos aquérios. A utilizacdo de SC como probid6tico em
racBes de alevinos de tilapia do Nilo promoveu a colonizacéo do intestino, entretanto, nao
influenciou o desempenho e a sobrevivéncia num sistema de cultivo com desafio sanitario.

Palavras-chave: aditivo, alevinagem, nutri¢ao, piscicultura, reversao sexual, tilapicultura



ABSTRACT

Three experiments were performed in the Laboratory of Aquaculture of the Pontificia
Universidade Catolica in the state of Parand, Campus of Toledo, with the objective to
evaluate the live yeast (Saccharomyces cerevisiae) as probiotic for the initial phases of the
Nile tilapia culture, with and without sanitary challenge. The obeject of the first
experiment was to evaluate the S. cerevisiae (SC) as probiotic rations for the Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) during the period of sexual reversion. The treatments consisted of
a commercial ration for tilapia sexual reversion content 0.1% of SC (10'° SC Colony
Formation Unit per g of product g) (TP) and another one without the inclusion of the
probiotic (TT). Throughout the experiment the fingerlings were counted, measured, and
weighed. Two fingerlings were randomly chosen for each treatment. The liver was
removed, weighed, and analyzed for the hepato-somatic index (IHS). On one of these
fingerlings, the intestine was removed and its content was submitted to counting and
identification of present bacterial sorts. Another ten fingerlings were analyzed for the
effectiveness of sexual reversion (ERS). The performance, survival, ERS, and IHS were
not influenced by the inclusion of SC (p>0.05). The SC that colonized the intestine of the
fingerlings of the TP and TT was not found. Significant differences (p>0.05) relating to the
number of bacteria for g of intestinal content was not observed. The main isolated bacterial
sorts were Bacillus sp. and Enterococcus sp.. There was not any negative bacteria gram
observed. The use of SC as probiotic rations for the Nile tilapia, during the period of sexual
reversion, did not influence the productive performance, survival, ERS, and IHS in the
system of culture without sanitary challenge. However, it provided for the colonization of
the intestine of this, as well as the modification of its microbiota. The second experiment
was carried through during 29 days with the objective to evaluate the SC as probiotic

rations for the Nile tilapia during the period of sexual reversion, submitted to a sanitary
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challenge. There were used 300 two day old larvae, weighing 8.9 + 1.02 mg, and 0.71 +
0.09 cm of length, distributed in a completely random design with two treatments and six
repetitions in twelve aquariums of 50 L. The daily sanitary challenge was a supply of 2.0
ml of fresh swine manure. Treatments consisted of a commercial ration of sexual reversion
for tilapia The first content 0.1% of S. cerevisiae (TP) and another one without the
inclusion of the probiotic (TT). The larvae were fed five times a day to the will.
Throughout the experiment the fryes were counted, measured, and weighed. Two fryes
were randomly chosen for each treatment. The intestines were removed and weighed. Their
content was submitted to count the number of bacteria and total present coliforms. The
performance and survival were not influenced by the inclusion of SC (p>0.05). The SC that
colonized the intestine of fryes of TP, and TT, were not found. Significant differences
(p>0.05) were not observed in the bacteria and the total coliforms number per g of
intestinal content and the aquariums” water. The use of SC as probiotic rations for the Nile
tilapia during the period of sexual reversion promoted the settling of the intestine.
However, it did not influence the performance and survival, in a system of culture with
sanitary challenge. The third experiment was carried through with the objective to evaluate
the inclusion of SC as probiotic rations for fingerlings of Nile tilapia submitted to a
sanitary challenge. Sixty fingerlings of approximately 30 days of age with weigh and
length of 0.45 + 0.02 g and 3.10 = 0.14 cm were used, and distributed in a completely
random design with two treatments and six repetitions in twelve 50 L aquariums. The daily
sanitary challenge of each aquarium was the equivalent of 2.0 ml of fresh swine manure.
The treatments consisted of a ration content of 0.1% of SC (TP) and another one without
the probiotic (TT). Throughout the experiment the fingerlings were counted, measured, and
weighed. Two fingerlings of each treatment were randomly chosen, removed, and
weighed. The intestines” content were submitted to count the number of bacteria and total
present coliforms. The performance and survival were not influenced by the inclusion of
SC (p>0.05). The SC that colonized the intestine of the fingerlings of the TP and TT were
not found. Significant differences (p>0.05) relating to the number of bacteria and total
coliforms for g of intestinal content and the water of the aquariums were not observed. The
use of Saccharomyces cerevisiae as probiotic rations of fingerlings of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) promoted the settling of the intestine. However, it did not
influence the productive performance and survival in a system of culture with sanitary
challenge.

Key words: Nile tilapia, nutrition, probiotic, Saccharomyces cerevisiae, yeast



l. INTRODUCAO

1.1. Introducédo Geral

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é uma das espécies que mais desperta
interesse na piscicultura, ocupando lugar de destaque dentro da piscicultura de agua
doce, tanto no contexto nacional quanto mundial. Caracteristicas desejaveis para o
cultivo, como rusticidade, facilidade de producdo de alevinos, qualidade dos produtos
que dela derivam e a capacidade de adaptacédo a variados sistemas de cultivo, sdo alguns
dos fatores que levam ao sucesso que esta espécie apresenta na piscicultura.

O produto nobre da tilapia do Nilo é o filé, € muito apreciado e bem aceito no
mercado nacional e internacional em funcdo da sua qualidade organoléptica e
nutricional. Além do filé, o peixe adulto é apreciado também na pesca esportiva em
estabelecimentos denominados de “pesque-pague”. Possui ainda alguns subprodutos
que sdo derivados da industrializagdo do seu filé, como a pele, a farinha bruta de
residuos, a farinha desengordurada e o 6leo.

Com o aumento constante da piscicultura e, portanto, do cultivo da tilapia do Nilo,
ou tilapicultura, uma série de estudos foram e estdo sendo conduzidos, nos mais

diversos estagios de desenvolvimento e condi¢Bes experimentais, com o0 objetivo de



desenvolver conhecimento e estratégias de manejo para que o seu cultivo racional seja o
mais economicamente viavel e ambientalmente adequado.

A inclusdo de aditivos em ra¢Ges de monogastricos, como aves e suinos, que
diminuem a ocorréncia de microrganismos indesejaveis no trato digestério € uma
pratica bastante comum. Os antibidticos sdo pertencentes a uma das classes destes
aditivos amplamente utilizados e combatem estes problemas de maneira eficaz. Devido
a problemas relacionados com o aumento da resisténcia dos agentes infecciosos, bem
como a possibilidade de acumulo de residuos na carcaca dos animais, uma ampla gama
destes antibidticos foi proibido em paises da Europa, mercado este, responsavel por uma
grande parte do consumo dos produtos carneos, tanto de suinos como de aves.

Em contrapartida, a utilizacdo de probi6ticos sempre foi uma alternativa ao uso de
antibidticos. Porém, com uma eficiéncia nem sempre comprovada cientificamente,
quando comparados aos antibioticos.

Dentro da piscicultura nacional a utilizacdo de antibidticos em ragdes, com o
objetivo de diminuir a carga de microrganismos patogénicos € uma pratica usual com o
objetivo de evitar infeccBes que geralmente ocorrem nas fases iniciais de cultivo, porém
ndo ha estudos sobre este tipo de procedimento. Na aqliicultura mundial, os antibiéticos
sdo utilizados com frequéncia, principalmente na carcinocultura e nas fases iniciais da
piscicultura. Entretanto, é uma pratica que vem sendo discutida e existe a preocupacdo
na busca de alternativas, como por exemplo, o uso de probioticos.

Com aumento da densidade de cultivo em funcdo da necessidade do maior
aproveitamento dos tanques escavados ou mesmo na utilizacdo de tanques-rede,
problemas relacionados ao aumento de doencas sdo mais freqlentes, levando a
necessidade do aumento da utilizagdo de antibidticos. Em funcdo dos problemas

advindos da utilizacdo de antibioticos, sejam eles de ordem econémica, mercadoldgicas



ou sanitarias, devem ser estudadas alternativas a utilizacdo de antibidticos na
aquicultura, como as vacinas e 0s probioticos.

Peixes de maneira geral s8o monogastricos, com um sistema digestorio
semelhantes ao dos monogastricos terrestres mais cultivados. Portanto, o uso de
probidticos na piscicultura pode agir de forma semelhante aquela observada para os
outros monogastricos. Entretanto, a relacdo de organismos aquéaticos com o ambiente de
cultivo ¢ bem mais complexa que aquela envolvendo animais terrestres. Os
microrganismos presentes no ambiente aquatico estdo em contato direto com o exterior
do peixe, branquias e com o alimento fornecido, tendo facil acesso ao trato digestdrio.
Microrganismos potencialmente patogénicos sdo oportunistas, isto €, aproveita-se de
alguma situacdo de estresse do animal para entdo causar infeccdes, podendo,
dependendo da situacdo ocasionar perda no desempenho e até a morte.

Um fato interessante em relacdo aos probid6ticos para organismos aquaticos é que
o seu efeito ndo é somente no animal, mas também no ambiente de cultivo. A utilizacdo
de probidticos em organismos aquaticos parece ter efeito positivo em alguns
experimentos e atividades de cultivo, controlando o aparecimento de algumas doencas
bacterianas. Algumas cepas de microrganismos foram e estdo sendo testadas nos mais
diversos sistemas de cultivos, espécies e fases de cultivo, dentro da aquicultura.

A Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo que pode ser utilizado como
probidtico na aquicultura. Pouco se sabe sobre o efeito deste como probidtico nos
organismos aquaticos, portanto, o seu estudo se faz necessario em func¢éo da geracédo de

conhecimento especifico para a tilapicultura.



1.2. Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Tilapia € a denominacdo que abrange varias espécies de peixes da tribo Tilapiinii
pertencentes a familia Cichlidae. Sdo peixes que, conforme Popma & Phelps (1998),
originaram-se do Centro-Sul da Africa até o Norte da Siria. Muitas espécies destes
cecideos sdo cultivadas no mundo, entretanto, em funcdo das suas caracteristicas
produtivas, poucas destas especies sdo comercialmente cultivadas. A tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), a tilapia mossambica (O. mossambicus), a tilapia azul (O.
aureus), O. maccrochir, O. hornorum, O. galilaeus, Tilapia zillii e a T. rendalli, podem
ser consideradas como as principais espécies comercialmente cultivadas (El-Sayed,
1999).

Depois da Segunda Grande Guerra até os presentes dias, as tilapias foram
exportadas da Africa, primeiro para a Asia, depois para todo o mundo, para o controle
bioldgico de plantas e insetos aquaticos e, mais recentemente, pelo desenvolvimento da
aquicultura (Costa-Pierce, 2003). Entretanto, Lovshin (1997) cita que a disseminagéo
deste peixe pelo mundo, inicialmente foi feita com o objetivo da producéo de alimento
para a subsisténcia em paises em desenvolvimento. A sua distribuicdo foi feita através
da introducéo artificial em mais de 100 paises tropicais e subtropicais (Coward &
Bromagel, 2000).

A primeira espécie introduzida em outros paises foi a O. mossambicus (Popma &
Phelps, 1998), entretanto, esta espécie apresentava baixo desempenho produtivo (Lazard
& Rognon, 1997). De acordo com Lazard (1984) citado por Lazard & Rognon (1997),

no final dos anos setenta a O. niloticus demonstrou um alto potencial para a aquicultura,



em varios sistemas de criacdo. Porém, de acordo com Castagnolli (1992), a tilapia do
Nilo (O. niloticus) ja havia sido introduzida no Brasil em 1971.

A tilapia do Nilo € o segundo peixe de agua doce mais cultivado em todo o
mundo, ficando atras apenas da carpa comum (Borguetti et al. 2003; Alceste & Jorry,
1998). A producdo mundial anual de tilapias ultrapassa as 1.385.000 t e sua criacao esta
em continua expansdo (Borguetti et al. 2003). Os maiores produtores mundiais
encontram-se no continente asiatico, a China com 706.585 t, Filipinas com 102.584 t e
Tailandia com 100.478 t (FAO, 2005). Dentre as espécies de tilapia cultivadas no
mundo a O. niloticus é a mais utilizada (Lazard & Rognon, 1997; Popma & Phelps,
1998).

Nas Américas do Norte e Central, a tilapia do Nilo é o peixe de &gua doce que
ocupa a quarta colocacao entre os mais cultivados e, na América Latina, o Brasil aponta
como o0 maior produtor desta espécie, respondendo por cerca de 64,2% da producédo
(Borguetti et al., 2003). O cultivo da tilpia nas Américas estd em expansao, visto o
crescimento do seu mercado doméstico e a exportacdo para os Estados Unidos (Alceste
& Jorry, 1998).

A tilapia do Nilo é cultivada desde a bacia do rio Amazonas até o Rio Grande do
Sul. O interesse por este peixe no Sul e Sudoeste do pais cresceu rapidamente nos
ultimos anos pela introducdo da tecnologia da reversdo sexual e pesque-pagues. A
tilapia € criada em diversos sistemas cultivo, desde a cultura semi-intensiva em tanques
que recebem dejetos animais, até os cultivos intensivos em raceways e tanques-rede
(Lovshin, 1997). No Brasil, a exemplo do que ocorre a nivel mundial, a tilapia ocupa o
segundo posto entre as espécies de agua doce mais cultivada com sua producéo
crescendo anualmente, passando de 12.014 t no ano de 1995 para 42.003 t em 2002

(FAO, 2005).



No Estado do Parana a tilapia é responsavel por 70,62% do total de peixes
cultivados, com 16.172 t, sendo responsavel por 48% da receita bruta gerada pela
aquicultura e pesca, cerca de trinta milhdes de reais. A regido Oeste é responsavel pela
maior parcela desta producdo, com destaque para os Municipios de Toledo e Cascavel,
onde a producdo atinge respectivamente, 7.339 t e 1.618 t (SEAB, 2004).

A tilapia do Nilo destaca-se como uma espécie de peixe com bom potencial para
piscicultura, por sua rusticidade, crescimento rapido e adaptacdo ao confinamento
(Hayashi et al., 1999, Hayashi, 1995; MaclIntosh & Little, 1995). Pode ser cultivado
tanto em &gua doce, quanto estuarina ou salobra (Meurer et al 2003). Outros fatores
favoraveis ao seu cultivo sdo o baixo custo relativo a outras espécies, principalmente em
relacdo ao custo com a producéo de alevinos e alimentacdo, bem como a qualidade da
sua carne (Lahav & Ra’nam, 1997).

Lovshin (1997) afirma que a espécie de tilapia preferida para o cultivo é a O.
niloticus por causa do seu rapido crescimento e sua coloragdo clara. A tilapia do Nilo
pode ser cultivada tanto em sistemas intensivos quanto extensivos (Conte, 2002), onde a
alimentacdo pode ser derivada apenas do plancton do ambiente ou somente da racéo
artificial completa, ou do consorcio entre estes (Meurer et al., 2002).

A tilpia do Nilo é a espécie mais resistente entre as comumente cultivadas, a alta
temperatura, a baixa concentracdo de oxigénio dissolvido e a alta concentracdo de
amonia na dgua (Popma & Phelps, 1998). As tilapias tém conforto térmico entre 27 a 32
°C, sendo que em temperaturas abaixo e acima desta faixa, diminuem o apetite e
também o crescimento. Entre 27 e 20 °C o consumo de alimento e o crescimento
reduzem linearmente, de 20 a 14 °C o apetite fica bastante reduzido, diminuindo-se
bastante a resisténcia as doencas e a0 manuseio e as temperaturas entre 14 e 8 °C

geralmente levam & morte. A medida que a temperatura eleva-se entre 32 até 38 °C



ocorre diminui¢do do consumo de racdo e também maior susceptibilidade a doencas e
manuseio, temperaturas acima de 38 °C pode causar morte (Kubitza, 2000).

A tilapia do Nilo possui habito alimentar onivoro e aceita ragdes artificiais desde
o periodo pos-larval (Meurer et al., 2002; Santiago et al., 1987). E de baixo nivel
trofico, tendo vantagem em relacdo as espécies carnivoras que utilizam grande
quantidade de farinha de peixe nas ra¢des (Fitzsimmons, 2000). Durante a fase larval, as
tilapias do Nilo podem utilizar pelo menos 50% da proteina da sua dieta proveniente de
fontes vegetais (Souza et al., 2000). Apresenta bons valores de digestibilidade dos
alimentos comuns e alternativos, tanto de origem animal quanto vegetal (Boscolo et al.,
2004; Meurer et al., 2003a; Boscolo et al., 2002).

A partir da fase de alevino, a tilapia do Nilo pode utilizar fontes protéicas de
origem vegetal, como fonte Gnica de proteina, sem apresentar problemas relacionados
ao desempenho (Boscolo et al., 2001), desde que sejam tomados os devidos cuidados
quanto ao balanco aminoacidico adequado ao requerimento dos peixes (El-Dahhar &
El-Shazly, 1993). Também devem ser observados a presenca e o tipo dos
polissacarideos ndo-amilaceos presentes nos alimentos de origem vegetal, que podem
influir de forma negativa no desempenho do peixe (Meurer & Hayashi, 2003). A tilapia
do Nilo utiliza eficientemente os carboidratos da dieta (Viola & Arieli, 1983; Anderson
et al., 1984; Shiau, 1997), quando comparada a outras espécies de peixes comumente
cultivados (Degani & Revach, 1991).

A cadeia produtiva da tilapia do Nilo possui véarios segmentos, podendo ser
dividido em alevinocultores, criadores, frigorificos e pesque-pagues. Os alevinocultores
sdo produtores de alevinos e juvenis. Os criadores sdo responsaveis pela engorda dos
alevinos até o peso de abate. Os frigorificos compram, abatem e processam 0s peixes; e

por fim o pesque-pague que adquire 0s peixes com 0 peso de abate e 0s estocam em



lagos para a pesca esportiva (Sonoda, 2002). A tilapia apresenta mercado promissor
tanto em pesque-pagues quanto na industria de filetagem (Zanoni et al., 2000). Dentre
os peixes cultivados no Brasil, a tilapia do Nilo pode ser destacada como uma das
especies que dispdem de uma das cadeias produtivas mais bem estruturadas.

O mercado consumidor aceita muito bem o produto principal da tilapicultura, o
filé de tilapia, o qual possui excelente qualidade organoléptica e nutritiva, destacando a
carne branca, a textura firme (Souza, 2002), o valor de proteina bruta entre 16,9 e 20,0%
(Dietrich, 2003; Visentainer et al., 2003; Soccol, 2002; Beux et al., 2001; Kubitza,
2000), baixo contetdo calérico de 172 kcal/100g de filé e teor de gordura de 0,9%
(Borguetti et al., 2003). E a auséncia de espinhos em “Y” facilitam a sua filetagem e
proporcionam filés sem espinhos (Hildsorf, 1995).

Outros subprodutos que podem ser aproveitados da tilapia do Nilo sdo o couro,
farinha de residuos bruta, farinha de residuos desengordurada e o dleo de tilapia. A
producéo de residuos de frigorificos na filetagem da tilapia representa entre 62,5 e 66,5
% da matéria prima que € desperdigcada, sendo fundamental o processamento destes
residuos para reducdo do impacto ambiental. Além disto, a transformacdo destes
residuos em farinha pode ser mais uma opc¢édo de renda para as industrias, aumentando
sua lucratividade (Boscolo et al., 2001).

Os alevinocultores séo responsaveis por uma parte extremamente importante do
cultivo, pois é deles a responsabilidade da producdo de alevinos ou juvenis, em
quantidade e qualidade para as fases subsequentes do cultivo (Hayashi et al., 2002). O
inicio da alevinagem é denominada de fase de reversdo sexual em fungdo do processo a
que o0s peixes sdo submetidos neste periodo (Bombardelli et. al., 2004). A reversao
sexual € de fundamental importancia dentro do cultivo racional da tilapia do Nilo, em

funcdo da necessidade de obtencdo de individuos machos para a engorda, evitando



problemas provenientes dos gastos energéticos com a reproducéo e a desova, além do
excesso populacional nos viveiros e a heterogeneidade causada pelo maior crescimento
do macho em comparacdo a fémea (Meurer et al., 2005; Meurer et al., 2003b; Toyama
et al., 2000).

O inicio da engorda em piscigranjas pode ser feito com alevinos pesando
geralmente entre 0,3 e 3g, ou na fase juvenil de 30 a 50g, pratica feita principalmente
quando se utiliza o cultivo em tanques-rede. A tilapia do Nilo pode atingir mais de 3kg,
entretanto, é vendida com 400 a 700g, variando em funcdo do mercado consumidor. O
tempo necessario para que o0 peixe atinja o tamanho comercial pode variar de cerca de
quatro meses a um ano, em funcdo de uma série de fatores, como o tipo de alimentacao,
temperatura da agua, qualidade da agua de cultivo, densidade de estocagem, entre

outros.

1.3. Probioticos em peixes

O aumento de problemas advindos de doencas leva a perdas significativas na
producgdo aquicola, afetando o desenvolvimento econdmico do setor em muitos paises
(Gram et al., 1999). Com o crescimento da piscicultura intensiva no Brasil, observa-se o
aumento da ocorréncia de doencgas nos sistemas de producdo (Costa, 2003). Aeromonas
salmonicida, Vibrio anguillarum, Flavobacterium psychrophilum s&o os agentes
causadores das doengas mais comuns na aquicultura da Finlandia, causando as maiores
perdas econémicas no setor (Nikoskelainem et al., 2001). No Brasil, as bactérias do
género Aeromonas sdao um dos principais causadores de consideraveis perdas na

piscicultura (Costa, 2003).
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A utilizacdo de antibioticos para o controle destas infec¢Bes tem tido um sucesso
limitado na prevencdo ou cura em ambientes aquaticos. O uso indiscriminado de
antibioticos para o controle de doengas ou como promotores de crescimento, aumenta a
pressdo da selecdo sobre os microrganismos, levando naturalmente ao aumento da
resisténcia bacteriana. Além da proliferacdo das bactérias resistentes apos a morte das
bactérias ndo resistentes ao antibiético, ha também a possibilidade da transferéncia dos
genes de resisténcia a outras bactérias que nunca foram expostas a tal antibiotico
(Verschuere, et al., 2000a).

Em fungdo dos problemas advindos com a utilizagdo de antibidticos em ragdes, a
Unido Européia proibiu a utilizacdo de alguns dos antibidticos comumente utilizados,
como a tilosina, virginamicina, espiramicina e bacitracina de zinco (Jin et al., 2000).
Estes antibidticos foram bastante utilizados como promotores de crescimento,
particularmente em monogéstricos, como suinos e aves (Denli et al., 2003).

Uma série de alternativas ao uso de antibi6ticos no controle de doencas tém sido
propostas e tem tido sucesso na aquicultura, sendo os probidticos uma das possiveis
alternativas (Nikoskelainen et al., 2001; Gram et al., 1999; Gildberg et al., 1997).
Probioticos podem ser definidos como microrganismos vivos, suplementados por meio
dos alimentos, que afetam beneficamente o hospedeiro pela melhora em seu balango
intestinal (Fuller, 1989). Mattar et al. (2001) acrescentam que melhoram ou previnem
uma doenca. Verschuere et al. (2000a) especificam ainda, que na aqlicultura pode ter
um efeito nos microrganismos presentes no ambiente aquatico.

Microrganismos aptos a colonizar o intestino devem se adaptar a especificidade
fisica, quimica e bidtica do ambiente intestinal devendo resistir a agdo da bile, enzimas
digestivas, ao sistema imunoldgico do hospedeiro, anaerobiose e variagcbes do pH. O

sucesso da colonizacdo também envolve a competicdo com outras bactérias por sitios de
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ligacdo, nutrientes e resisténcia a toxinas produzidas por outras bactérias (Ouwehand et
al., 2002; Vaughan, et al., 2002; Makridis et al., 2000; Dunne et al., 1999).

Uma das caracteristicas desejaveis a um microrganismo, para que este seja
utilizado como probidtico, é ser capaz de colonizar o trato gastro-intestinal. Porém, a
microbiota intestinal de animais aquaticos pode mudar rapidamente em funcdo do
constante fluxo de microrganismos provenientes do ambiente e alimento (Abidi, 2003).
Outras caracteristicas importantes para os probioticos é que estes elementos impecam a
presenca ou diminuam a quantidade de microrganismos patogénicos (Vaugham et al.,
2002; Dunne et al., 1999). A forma de acdo do probidtico pode ser a competicdo por
sitios de ligacdo, producdo de inibidores ou competicdo por nutrientes e energia (Patra
& Mohamed, 2003; Verschuere, et al., 2000a; Gildberg et al., 1997), e estimulacdo do
sistema imunoldégico (Heyman & Ménard, 2002; Gill et al., 2001; Dunne et al., 1999).

A interacdo entre 0 ambiente e 0 hospedeiro num ambiente aquatico é complexa,
pois os dois dividem o mesmo ecossistema, onde 0s microrganismos presentes na agua
influenciam a microbiota do intestino do hospedeiro e vice-versa. Os géneros presentes
no intestino dos hospedeiros parecem ser aqueles microrganismos presentes no
ambiente ou no alimento que conseguem sobreviver e se multiplicar neste (Verschuere,
et al., 2000a). Makridis et al. (2000) demonstraram que o fornecimento de duas cepas de
bactérias tanto via alimento vivo, quanto diretamente na dgua da incubadora de larvas
de turbot (Scophthalmus maximus) promoveram a manutencdo destas no ambiente, bem
como promoveram a colonizagdo do trato digestdrio das larvas.

Microrganismos de diversos géneros sdo utilizados como probidticos, podendo ser
destacados os Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Bacilus, Enterococcus,
Saccharomyces, entre outros (Griffith et al., 2004; Denli et al., 2003; Panda et al., 2003;

Heyman & Ménard, 2002; Ouwehand et al., 2002; Shu & Harsharnjit, 2001; Lee et al.,
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2000; Duffy et al., 1999; Ichikawa et al., 1999; Sakata et al., 1999). De maneira geral,
em humanos bactérias produtoras de acido latico inibem o crescimento de muitos
microrganismos patogénicos (Klewicki & Klewicka, 2004). Lactobacillus casei
rhamnosus tem apresentado resultados benéficos no tratamento de diarréia, colite
provocada por Clostridium difficile, inflamagéo do intestino. A gastrenterite provocada
por Heliobacter pylori, possui efeito inibitério para Salmonella typhimurium,
Camyilobacter jejuni, Escherichia coli diarreiogénica e Clostridium difficile (Mattar et
al., 2001).

Goldberd et al. (1997), estudando o efeito da Carnobacterium divergens em
alevinos de Bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) expostos a banhos com Vibrio
anguillarum, concluiram que ndo houve inibicdo do crescimento in vitro de V.
anguillarum, porém houve um aumento na resisténcia a doenca provocada pelo agente
infeccioso, bem como a colonizagdo do intestino do alevino pelo probidtico. Gram et al.
(1999) demonstraram que o uso do probidtico Pseudomonas fluorescens AH2 diminui a
mortalidade de juvenis de truta arco-iris (Onchorynchus mykiss) expostos ao Vibrio
anguillarum.

Saccharomyces boulardii, sinbnimo de Saccharomyces cerevisiae Hansen CBS
5926, apresentou efeito positivo contra problemas intestinais provocados por uma série
de microrganismos patogénicos como Escherichia coli, Clostridium dificille entre
outros, além da estimulacdo do sistema imunoldgico (Schroeder et al., 2004). Herek et
al. (2004) concluiram que a Saccharomyces boulardii € capaz de proteger o balango da
flora gastrintestinal pela inibigdo do crescimento de bactérias Gram-negativas, auxiliar o

crescimento de bactérias anaerdbicas e aumentar a resposta imunolégica do hospedeiro.
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Verschuere et al. (2000b) concluiram que a colonizacdo do trato digestdrio de
juvenis de Artemia sp. por uma série de cepas de bactérias especificas preveniram a
proliferacdo de Vibrio proteolyticus e uma série de outros patdgenos oportunistas.
Nikoskelainem et al. (2001), estudando potencial de seis probidticos de uso humano e
um de uso animal com vistas ao uso em peixes, demonstraram habilidade de adesédo a
mucosa, resisténcia a bile dos peixes, bem como a supressdo do crescimento de
patdgenos como Aeromonas salmonicida, Vibrio anguillarum, Flavobacterium
psychrophilum, o que revela a possibilidade do uso destes microrganismos como
probidticos em peixes. Carnevali et al. (2004) concluiram que administracdo conjunta
de Lactobacillus fructivorans e Lactobacillus plantarum, através de alimentagdo seca ou
viva, promoveu a colonizac¢do do intestino de larvas de sea bream (Sparus aurata) e a
diminuigdo da mortalidade dos animais durante a larvicultura e alevinagem.

Algumas cepas de leveduras podem colonizar o intestino de truta arco-iris e turbot
em concentracdes acima de 4 x 10* células por grama de intestino sem afetar
negativamente o peixe (Andlid et al., 1995). Andlid et al. (1998) isolaram a cepa CBS
7764 de Saccharomyces cerevisiae e determinaram que a adesdo ao muco intestinal da
truta arco-iris depende do estado fisiologico da célula e que estas crescem rapidamente
tendo 0 muco como Unica fonte de energia e nutrientes.

Lara-Flores et al. (2003) concluiram que a utilizacdo da Saccharomyces cerevisiae
para alevinos de tilapia do Nilo como promotor de crescimento, levou ao melhor
crescimento e eficiéncia alimentar, sugerindo que a levedura € um promotor de
crescimento adequado no cultivo da tilapia. Apesar do uso de levedura como probiotico
apresentar efeitos significantes em humanos e animais, seus efeitos sdo pouco estudados

na aqlicultura (Patra & Mohamed, 2003).
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I1. OBJETIVOS GERAIS

Foram realizados trés experimentos que objetivaram o estudo da inclusdo de
levedura viva (Saccharomyces cerevisiae) como probidtico em racdes para as fases
iniciais do cultivo da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

O objetivo do primeiro experimento foi avaliar o efeito da levedura (S. cerevisiae)
como probiotico, em ragdes para a tilapia do Nilo (O. niloticus) durante o periodo de
reversdao sexual, sobre os parametros de desempenho, sobrevivéncia, indice hepato-
somatico, efetividade da reversdo sexual, colonizacgdo intestinal e géneros bacterianos.

O objetivo do segundo experimento foi avaliar o efeito da inclusdo do probiotico
levedura (S. cerevisiae) em racGes para a tilapia do Nilo (O. niloticus) durante a fase de
reversdo sexual, sobre os parametros de desempenho, sobrevivéncia e colonizacao
intestinal, recebendo esterco suino in natura como desafio sanitario.

O objetivo do terceiro experimento foi de avaliar o efeito da inclusdo do
probidtico levedura (S. cerevisiae) em racdes para alevinos de tilapia do Nilo (O.
niloticus), sobre os pardmetros de desempenho, sobrevivéncia e colonizacdo intestinal,

recebendo esterco suino in natura como desafio sanitario.



I11. Saccharomyces cerevisiae como Probidtico para a Tilapia do Nilo Durante o
Periodo de Reverséo Sexual

RESUMO: O objetivo do presente experimento foi avaliar a Saccharomyces
cerevisiae (SC) como probiotico em ragdes para a tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) durante o periodo de reversdo sexual (28 dias). Foram utilizadas 200 larvas de
dois dias de idade, pesando 9 + 1,15 mg, distribuidas num delineamento completamente
casualizado com dois tratamentos e quatro repeticbes em oito aquarios de 50 L. Os
tratamentos constituiram-se de uma racdo comercial para reversdo sexual de tilapia
contendo 0,1% de SC (10" Unidades Formadoras de Coldnia de SC por g de produto)
(TP) e outra sem a inclusdo do probiotico (TT). Ao final do experimento os alevinos
foram contados, medidos e pesados. Dois alevinos de cada tratamento foram escolhidos
aleatoriamente, retirados e tiveram seus figados pesados para analise do indice hepato-
somatico (IHS). O intestino de um destes alevinos foi retirado assepticamente e o seu
conteddo foi submetido a contagem e identificacdo dos géneros bacterianos presentes,
outros dez alevinos foram analisados quanto a efetividade da reverséo sexual (ERS). O
desempenho, sobrevivéncia, ERS e IHS ndo foram influenciados pela inclusdo de SC
(p>0,05). A SC colonizou o intestino dos alevinos do TP, porém néo foi encontrada no
TT. Nao foram observadas diferencas significativas (p>0,05) quanto ao numero de
bactérias por g de conteldo intestinal. Os principais géneros bacterianos isolados foram
Bacillus sp. e Enterococcus sp., ndo sendo observadas bactérias gram negativas. A
utilizacdo de SC como probiotico em racOes para a tilapia do Nilo, durante o periodo de
reversdo sexual, ndo influenciou no desempenho produtivo, sobrevivéncia, ERS e IHS,
porém proporcionou a colonizagdo do intestino desta, bem como a modificacdo da sua
microbiota.

Palavras-chave: aditivo, alevinagem, levedura, nutri¢do, piscicultura, tilapicultura
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Probiotic Saccharomyces cerevisiae to Nile Tilapia During Sexual Reversion Phase

ABSTRACT: The object of this experiment was to evaluate the Saccharomyces
cerevisiae (SC) as probiotic in rations for the Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
during the period of sexual reversion. The treatments were consisted of a commercial
ration of sexual reversion for tilapia contend 0.1% of SC (10*° SC Colony Formation
Unit per g of product g) (TP) and another one without the inclusion of the probiotic
(TT). Throughout the experiment the fingerlings were counted, measured, and weighed.
Two fingerlings were randomly chosen for each treatment. The liver was removed,
weighed, and analyzed for the hepato-somatic index (IHS). On one of these fingerlings,
the intestine was removed and its content was submitted to count and identify the
present bacterial sorts. Another ten fingerlings were analyzed for the effectiveness of
sexual reversion (ERS). The performance, survival, ERS, and IHS were not influenced
by the inclusion of SC (p>0.05). The SC that colonized the intestine of the fingerlings of
the TP, and TT was not found. Significant differences (p>0.05) relating to the number
of bacteria for g of intestinal content was not observed. The main isolated bacterial sorts
were Bacillus spp. and Enterococcus spp., there were not any negative bacteria gram
observed. The use of SC as probiotic rations for the Nile tilapia, during the period of
sexual reversion, did not influence the productive performance, survival, effectiveness
of the sexual reversion, ERS, and IHS in the system of culture without sanitary
challenge. However, it provided for the settling of the intestine of this, as well as the
modification of its microbiota.

Key Wods: growth promoter, Nile tilapia, probiotic, Saccharomyces cerevisiae, sexual

reversion, yeast
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Introducgéo

A piscicultura € um dos ramos da producdo animal que mais crescem atualmente,
cerca de 187,6% entre os anos de 1991 a 2001, totalizando cerca de 31,5 milhdes de
toneladas, sendo 50,2% provenientes do ambiente marinho, 44,9% de agua doce e 4,9%
da agua salobra. No Brasil a aquicultura cresceu no referido periodo cerca de 924,9%,
as tilapias constituem o segundo grupo de peixes de dgua doce mais cultivados, tanto no
mundo quanto no pais, ficando apenas atras das carpas (Borguetti et al., 2003).

A larvicultura de peixes é uma das fases mais importantes para a piscicultura,
sendo etapa é responsavel pela obtencdo de animais de qualidade e em quantidade para
as fases posteriores de criacdo (Hayashi et al., 2002). No cultivo racional da tilapia, a
fase de larvicultura dos animais destinados a engorda, é conhecida também como fase
de reversdo sexual, basicamente por causa do processo que estes individuos sofrem

neste periodo (Bombardelli et. al., 2004a).

A reversao sexual é um manejo de fundamental importancia na tilapicultura, em
funcdo da necessidade de obtencdo de individuos machos para a engorda. O macho tem
maior crescimento em comparacdo a fémea, e o cultivo monossexo, evita a perda de
desempenho proveniente dos gastos energéticos com a copula, desova, cuidado parental
e 0 excesso populacional nos viveiros (Meurer et al., 2005; Bombardelli et al., 2004a;

Meurer et al., 2003a; Toyama et al., 2000).

Dentro da piscicultura nacional a utilizacdo de antibidticos em ragdes, com o
objetivo de diminuir a carga de microrganismos patogénicos € uma pratica usual, porém
ndo ha informacdes confidveis sobre este tipo de manejo. Esta prética é realizada com o
objetivo de evitar infec¢Oes, geralmente nas fases iniciais de cultivo, em fungdo da

menor resisténcia dos peixes a agentes agressores nestas fases. Entretanto, esta pratica
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acaba por aumentar a resisténcia bacteriana contra os antibiéticos, levando ao
aparecimento de bactérias cada vez mais dificeis de serem controladas por meio de
antibioticos.

O aumento de problemas advindos de doencas leva a perdas significativas na
producdo aquicola, afetando o desenvolvimento econdmico do setor em muitos paises
(Gram et al., 1999). No Brasil, com o crescimento da piscicultura intensiva observa-se o
aumento da ocorréncia de doengas (Costa, 2003). Como exemplo, na Finlandia bactérias
como Aeromonas salmonicida, Vibrio anguillarum, Flavobacterium psychrophilum sé&o
0s agentes causadores das doencas mais comuns na aquicultura, causando as maiores
perdas econdmicas no setor (Nikoskelainem et al., 2001).

Vérias alternativas ao uso de antibidticos no controle de doencas tém sido
propostas e tém tido sucesso na aquicultura. Neste contexto, 0s probidticos aparecem
como uma das possiveis alternativas (Nikoskelainen et al., 2001; Gram et al., 1999;
Gildberg et al., 1997).

Probidticos podem ser definidos como microrganismos vivos, suplementados por
meio dos alimentos, que afetam beneficamente o hospedeiro pela melhora em seu
balanco intestinal (Fuller, 1989). Ja Verschuere, et al. (2000a) especificam que na
aqlicultura, os probidticos ndo influenciam somente o hospedeiro, mas também a
microbiota presente no ambiente aquatico. Mattar et al (2001) afirmam que os
probidticos tém a capacidade de melhorar ou prevenir uma doenga.

Lactobacillus,  Bifidobacterium,  Streptococcus, Bacilus, Enterococcus,
Saccharomyces, entre outros, sdo alguns microrganismos utilizados como probiéticos
(Heyman & Ménard, 2002; Ouwehand et al., 2002). Patra & Mohamed (2003) afirmam

que apesar do uso de Saccharomyces sp como probidtico em humanos e animais
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apresentar efeitos significativos, seus efeitos sdo pouco estudados em organismos
aquaticos.

O objetivo do presente experimento foi de avaliar a Saccharomyces cerevisiae,
como probidtico em racdes para a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) durante o

periodo de reversao sexual.

Material e Métodos

O presente experimento foi realizado no Laboratorio de Aquicultura da Pontificia
Universidade Catolica do Parana - Campus de Toledo, de 31 de janeiro a 28 de fevereiro
de 2004. Foram utilizadas 200 larvas de tilapia do Nilo, provenientes da coleta de ovos
na boca, fornecidas pela Aquacultura Tupi (Guaira-Pr). As larvas tinham dois dias de
idade, peso médio de 9 + 1,15 mg e foram distribuidas num delineamento experimental
completamente casualizado com dois tratamentos e quatro repeticbes em oito aquarios
de 50 L, onde foi considerado como unidade experimental um aquério de 50 L contendo
25 larvas.

Os aquérios possuiam aeracdo constante por contato, através de pedras
microporosas ligadas por meio de mangueiras de silicone a mini-compressores de ar de
saida dupla. Os aquérios foram sifonados diariamente para a retirada das fezes e
eventuais restos de racdo, uma vez durante a manha (6h00) e outra no periodo da tarde
(18h00), com a remogdo de cerca de 20% da agua nos primeiros dez dias e 50% até final
do periodo experimental.

A 4agua utilizada no experimento era proveniente da rede Municipal de
abastecimento, portanto, tratada com cloro, o qual foi neutralizado com a adi¢do de

tiossulfato de sddio. A temperatura da dgua foi aferida diariamente pela manha e a tarde.
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Os demais parametros, pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica da agua, foram
mensurados semanalmente pela manhd, sempre antes da sifonagem. A agua utilizada
nos aquarios foi analisada em relacdo ao contetido microbiologico para coliformes e
bactérias totais, segundo a metodologia descrita posteriormente.

Foi utilizada no experimento uma racdo comercial fabricada pela Piscicultura
Piracema (Maringé-Pr). A racdo continha 38,6% de proteina digestivel (PD), 3.800 Kcal
de energia digestivel (ED)/Kg de racdo e 60 mg/Kg de racao de 17-a-metil-testosterona,
formulada de acordo com as exigéncias preconizadas por Hayashi et al. (2002). Os
valores de nutrientes digestiveis dos alimentos utilizados no calculo das mesmas foram
os determinados por Boscolo et al., (2004), Meurer et al. (2003b) e Boscolo et al.
(2002).

Os alimentos utilizados para a fabricacdo da racdo foram a farinha de visceras de
aves, farelo de soja, milho moido, calcario calcitico, fosfato bicalcico e um
complemento vitaminico-mineral. O fornecimento de racdo foi a vontade, na forma
farelada (Meurer et al., 2003a), o arragoamento foi feito numa freqliéncia de cinco vezes
ao dia, as 7h00, 10h00, 13h00, 16h00 e 19h00 (Sanches & Hayashi, 2002).

O presente experimento foi composto por dois tratamentos. O tratamento
testemunha (TT) utilizou a racdo comercial sem a adicdo de probidtico. O tratamento
teste (TP) possuia a inclusdo de 0,1% de probidtico na racdo comercial. O probidtico
utilizado foi um produto que garantia a quantidade de 10 células vivas de
Saccharomyces cerevisiae a cada grama deste, portanto, em cada quilograma de ragédo
do TP existiam cerca de 10° células vivas. Estes valores foram confirmados pelo
namero unidades formadoras de col6nia (UFC) de S. cerevisiae, estimado através de
contagem em placa de Petri, utilizando meio seletivo para leveduras yeast growth

cloramphenicol (YGC), conforme a metodologia descrita adiante.
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Ao final do periodo experimental, todos os alevinos de cada unidade experimental
foram contados, pesados e medidos individualmente para a determinagdo dos
parametros de sobrevivéncia, biomassa, peso final médio, comprimento final médio e
fator de condigdo corporal (peso corporal/comprimento corporal® x 100). Outros dez
alevinos de cada unidade experimental foram conservados em formalina para a analise
de efetividade de reverséo sexual, conforme a metodologia de Popma & Green (1992).

De cada unidade experimental foram escolhidos, aleatoriamente, dois alevinos
que foram insensibilizados em agua gelada (cerca de 2 °C), pesados e abatidos por
decapitacdo. Posteriormente, o figado foi extraido para determinacéo do indice hepato-
somatico (IHS), ((peso do figado/ peso corporal)x100). De um destes animais foi
também extraido o intestino para a analise da colonizagdo pela S. cerevisiae, coliformes
totais, bactérias totais e determinacdo dos géneros bacterianos presentes.

Cada animal escolhido teve o seu intestino retirado assepticamente, pesado e
diluido em 2 mL de &gua destilada estéril num tubo de ensaio. Apds este passo, o tubo
contendo o intestino foi homogeneizado em vortex. Do material homogeneizado, foram
feitas diluices decimais em tubos com agua destilada estéril (10, 102 e 107%).

Para a contagem de bactérias totais foi utilizado o meio em &gar padrdo de
contagem (PCA) em placas de Petri, utilizando 1 mL das solucdes de 107, 10% 107 e
pura. Para a contagem de coliformes totais, foi utilizado o meio agar violeta bile
vermelho neutro (VBR) em placas de Petri, utilizando 1 mL das solucdes de 107, 102 e
10 e pura. Para a identificacdo dos géneros bacterianos foram utilizadas placas de Petri
contendo os meios &gar sangue e agar Mac Conkey, que foram semeados com aliquotas
do contetdo intestinal puro, utilizando para isso uma alga de platina.

Para verificar a presenga e efetuar a contagem da S. cerevisiae, foi utilizado o

meio seletivo contendo YGC, em placas de Petri, utilizando 1 mL das solugdes de 107,
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102 e 10 e pura. Ap6s o preparo das placas de Petri, as mesmas foram colocadas em
uma estufa microbiologica, para incubagdo a 27 °C por 48 horas. ApoOs este periodo
foram contados as colénias e identificados os géneros bacterianos.

Depois de calculados os valores de desempenho, sobrevivéncia, IHS, efetividade
da reversao sexual, bem como os parametros fisico-quimicos da dgua, foram submetidos
a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, os valores de S. cerevisiae, coliformes totais, bactérias totais e géneros
bacterianos foram comparados pelo teste de Wilcoxon a 5% de probabilidade, ambos
pelo SAEG - Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas (UFV, 1997), quando

necessario.

Resultados e Discussao

A média dos resultados dos parametros fisico-quimicos da agua dos aquarios das
unidades experimentais, temperatura da manhd, temperatura da tarde, oxigénio
dissolvido, condutividade elétrica e pH sdo apresentados na Tabela 01. O resultado
destes parametros ndo apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos (p>0,05).

Os resultados médios finais da biomassa, peso, comprimento, fator de condicao,
indice hepato-somatico e sobrevivéncia dos alevinos das unidades experimentais, estdo
apresentados na Tabela 02. Os valores médios dos parametros estudados ndo diferiram
entre os tratamentos (p>0,05). A efetividade da reversdo sexual foi de 100%, néo

diferindo entre os tratamentos (p>0,05).
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Tabela 1. Parametros fisico-quimicos da agua das unidades experimentais

Table 1. Quality water parameters of experimental units

Tratamento TP TT? CcVv
Treatment (%)
Temperatura manha (°C) 27,2 27,3 45
Morning temperature

Temperatura tarde (°C) 27,1 27,2 4,1
Afternoon temperature

pH 7,5 7,4 2,0
Condutividade (uSm/cm) 96,0 97,6 3,0
Conductivity

Oxigénio dissolvido (mg/L) 6,5 6,2 7,8

Dissolved Oxygen,

TP tratamento com probiético (‘Treatment with probiotic).

TT tratamento sem probi6tico (*Treatment without probiotic).

29

Tabela 2. Pardmetros de desempenho dos alevinos de tildpia do Nilo (Oreochromis

niloticus) submetidos a ragdes com e sem probidtico
Table 2. Values of the parameters of the Nile tilapia (Oreochromis niloticus) fingerlings submitted the

rations with and without probiotic

Parmetro (Parameter) TP! TT” CV (%)
Biomassa (Q) 37,68 40,02 6,0
(Biomass)

Peso final médio () 1,55 1,62 6,1
(Final weight average)

Comprimento final médio (cm) 4,60 4,65 1,7
(Final lenght average)

Fator de condicéo corporal 1,61 1,61 2,0
(Factor of corporal condition)

Sobrevivéncia (%) 97,3 99,0 2,2
(Survival)

indice hepato-somatico 1,89 2,23 12,8

(Hepatic somatic index)

TP tratamento com probié6tico (‘Treatment with probiotic). *TT tratamento sem

probi6tico (*Treatment without probiotic).

Os valores dos parametros fisico-quimicos da &dgua dos aquarios permaneceram

dentro dos valores recomendados para o bom desempenho do cultivo desta espécie

(Popma & Phelps, 1998). O nimero de bactérias e coliformes totais confirmou a boa

qualidade da agua utilizada no experimento, valores estes que estdo dentro dos

parametros para se considerar a agua boa tanto para 0 consumo humano quanto para o

cultivo de peixes (CONAMA, 1986).
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A S. cerevisiae foi encontrada apenas no intestino dos alevinos submetidos ao TP,
apresentando um ndmero médio de 1,0x10°> UFC. O nimero médio das contagens de
UFC de bactérias totais encontradas no intestino das tilapias do Nilo submetidas as
races com e sem probioticos ndo tiveram diferenca significativa entre os tratamentos
(P>0,05), apresentando valores de 1,08x10" e 1,68x10°, respectivamente para 0s
alevinos do TP e TT, com o coeficiente de variacdo de 72,3%. Ja em relagdo aos
géneros bacterianos, nos alevinos submetidos ao TP foi encontrada a presenga do
género Bacillus sp, ja nos alevinos submetidos ao TT foram encontrados os géneros
Bacillus sp e Enterococcus sp., ndo foram observadas bactérias gram negativas
comumente encontradas no trato digestorio de peixes.

Os valores da efetividade de reversdo sexual estdo de acordo aos apresentados por
Bombardelli et al., (2004a), Boscolo et al., (2005) e Meurer et al., (2005). Os valores
encontrados podem ser considerados excelentes de acordo com a afirmacdo de
Bombardelli et al., (2004a) de que niveis acima dos 95% de machos sdo excelentes.
Esse é um pardmetro a ser avaliado, tdo ou mais importante que o proprio desempenho
produtivo, pois um lote de alevinos de peso abaixo do ideal pode se recuperar através do
manejo e alimentacdo adequados (Meurer et al., 2005). Porém, se 0 mesmo lote possuir
baixa taxa de reversdo sexual, a engorda desse lote podera estar seriamente prejudicada
pelos problemas advindos de reproducdo nos viveiros de engorda (Meurer et al., 2005;
Bombardelli et al., 2004a; Meurer et al., 2003a; Toyama et al., 2000).

Os valores de desempenho e sobrevivéncia do presente experimento descordam
dos apresentados por Lara-Flores et al. (2003), que utilizaram dois tipos de probiéticos
(Saccharomyces cerevisiae e uma mistura de Streptococcus faecium e Lactobacillus
acidophilus) em um nivel de inclusdo semelhante ao do presente experimento (0,1%)

para alevinos de tilapia do Nilo com trés semanas de idade e 152,3 mg de peso médio e
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concluiram que o Saccharomyces cerevisiae proporcionou um melhor desempenho apos
um periodo de nove semanas de cultivo. Makridis et al., (2000) ndo obtiveram efeito da
adicdo de duas cepas de bactérias (4:44 e PB52) sobre os parametros de desempenho e
sobrevivéncia durante a larvicultura do turbot (Scophthalmus maximus), dados que
corroboram com o0s apresentados neste experimento.

Os resultados da mortalidade apresentada no presente experimento divergem de
Gildberg et al. (1997), onde larvas de Bacalhau do Atlantico (G. morhua), expostas ao
patégeno Vibrio anguillarum e alimentadas com a racdo contendo o probidtico
Carnobacterium divergens apresentaram uma mortalidade significativamente menor do
que as gque nao receberam o probidtico. Os valores de mortalidade de larvas do sea
bream (Sparus aurata), do trabalho de Carnevali et al. (2004) tiveram efeito positivo da
adicdo de probioticos, um consorcio entre L. plantarum e L. fructivorans, dados que
divergem dos apresentados neste experimento.

A inclusdo da S. cerevisiae promoveu a colonizacgdo dos intestinos das tilapias do
Nilo durante a fase de reversédo sexual, dados que corroboram com Andlid et al. (1995)
que afirmam que certas cepas de levedura podem colonizar o intestino do turbot e da
truta arco-iris em valores acima de 4x10* UFC. Da mesma forma, concordam com 0s
valores apresentados por Carnevali et al. (2004), da colonizacdo intestinal de larvas de
sea bream, por L.fructivorans e L.plantarum, bem como, com o0s dados apresentados por
Gildberg et al. (1997) para a colonizagdo do intestino do Bacalhau do Atlantico por
C.divergens.

A adicdo de S. cerevisiae a racdo ndo proporcionou uma diminui¢do do nimero
de bactérias totais presentes no intestino das tilapias do Nilo durante o periodo de
reversdo sexual, dados que concordam com os apresentados por Carnevali et al., (2004),

que durante os primeiros 35 dias de cultivo de larvas de sea bream, tanto as bactérias
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anaerdbicas quanto as aerobicas intestinais ndo haviam sofrido modificacdo com a
inclusdo dos Lactobacillus sp. O autor anteriormente citado também demonstrou haver
uma mudanca significativa da microbiota apos o 66° dia de cultivo. A adi¢do de S.
cerevisiae a racdo de tilapias do Nilo apds o periodo de reversdo sexual influenciou no
tipo de género encontrado, onde no TP foi encontrado apenas o género Bacillus sp. e no
TT além do anterior também o Enterococcus sp.

Apesar da adicao de S. cerevisiae a ragdo das tilapias do Nilo durante o periodo
de reversdo sexual ndo apresentar efeito significativo no desempenho, a S. cerevisiae
possui alguns fatores que sdo pré-requisitos para microrganismos utilizados como
probidticos, como a colonizacdo do trato digestorio (Abidi, 2003; Verschuere et al.,
2000a) e a modificacdo da microbiota intestinal (Vaugham et al., 2002; Dunne et al.,
1999).

Estudos relacionados ao uso de probioticos na aquicultura sdo raros e muitas
vezes inconclusivos (Gildberg et al., 1997). Poucos sdo os trabalhos envolvendo a
inclusdo de probidticos em racdes para a tilapia do Nilo, porém, em monogastricos,
como aves e suinos, existem varios trabalhos nesta area (Lara-Flores et al., 2003, Lima

et al., 2003; Pedroso, 2003; Loddi et al., 2000; Zuanon, et al., 1998).

Vaérios autores tém demonstrado o efeito de probidticos sobre a diminuicdo do
desenvolvimento de microrganismos patogénicos, geralmente utilizando para este fim, a
inoculacdo artificial de patégenos especificos (Gildberd et al., 1997; Gram et al., 1999;
Verschuere et al., 2000b; Nikoskelainem et al., 2001). De acordo com Abidi (2003) os
probidticos tém um efeito sobre os outros componentes da microbiota que €

denominado de exclusdo competitiva.

Um fator que deve ser ressaltado é que, animais mantidos em boas condicfes de

manejo (nutricionais e sanitarias), muitas vezes ndo sdo constatados efeitos da incluséo
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de probioticos sobre o desempenho destes (Lima et al., 2003). Pois nestas condicdes a
possibilidade de contato destes animais com microrganismos patogénicos € menor
(Loddi, et al., 2000; Zuanon, et al., 1998), portanto, ndo havendo efeito da incluséo de
probidticos nas racdes sobre o desempenho animal nestes casos.

A possibilidade da presenca de microrganismos potencialmente patogénicos no
ambiente do presente experimento foi reduzida em funcdo da qualidade da &4gua e o
manejo sanitario utilizado no experimento. A &gua foi proveniente da rede de
abastecimento do Municipio, portanto com baixa quantidade de microrganismos
presentes, fato este comprovado pelas andlises microbioldgicas. As sifonagens
periddicas retiravam todo o material organico (fezes e restos de ragdo) presentes no
aquario. Além de que os alevinos encontravam-se em bom estado nutricional, em
funcdo da utilizacdo de uma racdo e um manejo alimentar adequado aliado as boas
condicBes ambientais presentes (temperatura, quantidade de oxigénio, pH e da dgua dos
aquarios experimentais).

Portanto, a contaminacdo dos aquarios por microrganismos potencialmente
patogénicos, ndo ocorreu no curto periodo de reversdo sexual, que foi de 28 dias.
Fatores que devem ter sido responsaveis pelo ndo efeito da adicdo de S. cerevisiae a
racdo da tilapias do Nilo, durante o periodo de reversdo sexual, sobre os pardmetros de

desempenho e sobrevivéncia.
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Conclusodes

A utilizacdo de levedura viva (Saccharomyces cerevisiae) como probidtico em
racOes para a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) durante o periodo de reversao
sexual, ndo influenciou no desempenho produtivo, sobrevivéncia, efetividade da
reversdao sexual e indice hepato-somatico, porém, proporcionou a colonizacdo do

intestino, bem como alteragdes na sua microbiota.
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V. Saccharomyces cerevisiae como Probidtico para a Tilapia do Nilo Durante o
Periodo de Reversdo Sexual, Submetida a um Desafio Sanitario

RESUMO: O presente experimento foi realizado durante 29 dias e objetivou
avaliar a Saccharomyces cerevisiae (SC) como probiotico em racOes para a tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) durante o periodo de reversdo sexual, submetida a um
desafio sanitario. Foram utilizadas 300 larvas de dois dias de idade, pesando 8,9 + 1,02
mg e 0,71 £ 0,09 cm, distribuidas num delineamento completamente casualizado com
dois tratamentos e seis repeticdes em 12 aquarios de 50 L. O desafio sanitario foi o
fornecimento diario de 0,5 mL de esterco de suino in natura para cada aquario. Os
tratamentos constituiram-se de uma racdo comercial para a reversdo sexual da tilapia,
uma contendo 0,1% de S. cerevisiae (TP) e outra sem a inclusdo do probidtico (TT). As
larvas foram alimentadas cinco vezes ao dia, a vontade. Ao final do experimento 0s
alevinos foram contados, medidos e pesados. Dois alevinos de cada tratamento foram
escolhidos aleatoriamente, retirados e pesados seus intestinos. O seu contetudo foi
submetido & contagem do numero de bactérias e coliformes totais presentes. O
desempenho e sobrevivéncia ndo foram influenciados pela inclusdo de SC (p>0,05). A
SC colonizou o intestino dos alevinos do TP e ndo foi encontrada TT. Ndo foram
observadas diferencas significativas (p>0,05) quanto ao numero de bactérias e totais por
g de conteldo intestinal e da dgua dos aquérios. Entretanto, o namero de coliformes
fecais na agua e no intestino foi significativamente (p<0,08) influenciado pela inclusao
de levedura, sendo menor no TP que no TT. A utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae
como probidtico em racdes para a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) durante o
periodo de reversdo sexual promoveu a colonizacdo do intestino e diminuiu 0 nimero
de coliformes totais do intestino e do ambiente aquéatico de um sistema de cultivo com
desafio sanitario.

Palavras-chave: desafio sanitario, tilapia do Nilo, probidtico, promotor de crescimento,

reversao sexual, Saccharomyces cerevisiae
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Probiotic Saccharomyces cerevisiae to Nile Tilapia During Sexual Reversion Phase,
Submitted to a Sanitary Challenge

ABSTRACT: The present experiment was carried through during 29 days and
with the objective to evaluate the Saccharomyces cerevisiae (SC) probiotic rations for
the Nile tilapia (Oreochromis niloticus) during sexual reversion period, submitted to a
sanitary challenge. There were 300 two day old larvae used, weighing 8.9 + 1.02 mg,
and 0.71 £ 0.09 cm, distributed in a completely random design with two treatments and
six repetitions in twelve aquariuns of 50 L. Sanitary challenge was supplied daily of 0.5
ml of fresh swine manure. Treatments consisted of a commercial ration of sexual
reversion for tilapia. The first content consisted of 0.1% of S. cerevisiae (TP) and the
other one without the inclusion of the probiotic (TT). The larvae were fed five times a
day to the will. Throughout the experiment the fryes were counted, measured, and
weighed. Two fryes were randomly chosen for each treatment. The intestines were
removed and weighed. Their content was submitted to count the number of bacteria and
total present coliforms. The performance and survival were not influenced by the
inclusion of SC (p>0.05). The SC that colonized the intestine of the fryes of TP and TT
were not found. Significant differences (p>0.05) were not observed in the bacteria and
total coliformes number per g of intestinal content and the aquariums” water. The use of
Saccharomyces cerevisiae as probiotic rations for the Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) during the period of sexual reversion promoted the settling of the intestine.
However, it did not influence the performance, survival and hepato-somatic index, in a
system of culture with sanitary challenge.

Key Wods: growth promoter, Nile tilapia, probiotic, Saccharomyces cerevisiae,

sanitary challenge, sexual reversion
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Introducgéo

A tilapia do Nilo € o segundo peixe de agua doce mais cultivado em todo o
mundo, ficando atras apenas das carpas (Alceste & Jorry, 1998). A producdo mundial
anual de tilapias ultrapassa as 1.385.000 t e sua criacdo estd em continua expansdo
(Borguetti et al. 2003). Os maiores produtores mundiais encontram-se no continente
asiatico (FAO, 2005) e dentre as espécies de tilapia cultivadas no mundo a O. niloticus é
a mais utilizada (Lazard & Rognon, 1997).

A utilizacdo de antibioticos para o controle de infeccBes tem apresentado um
sucesso limitado na prevencdo ou cura de infecgcdes na aquicultura. O uso massivo de
antibidticos para o controle de doengas ou como promotores de crescimento, aumenta a
pressdo de selecdo sobre os microrganismos, levando naturalmente ao aumento da
resisténcia bacteriana. Além da proliferacdo das bactérias resistentes apds a morte das
bactérias ndo resistentes ao antibiético, ha também a possibilidade da transferéncia dos
genes de resisténcia a outras bactérias que nunca foram expostas a tal antibiotico
(Verschuere et al., 2000a).

Uma série de alternativas ao uso de antibi6ticos no controle de doencas tém sido
propostas e tém tido sucesso na aquicultura. Dos quais, 0s probi6ticos aparecem como
uma das possiveis alternativas (Nikoskelainen et al., 2001; Gram et al., 1999; Gildberg
et al., 1997). De acordo com Fuller (1989), os probioticos podem ser definidos como
microrganismos vivos, suplementados por meio do alimento, que afetam beneficamente
0 hospedeiro pela melhora em seu balango intestinal. Verschuere, et al. (2000a),
acrescentam que os probidticos podem exercer efeito sobre 0s microrganismos presentes
no ambiente aquatico e Mattar et al (2001) citam que os probiéticos podem melhorar ou

prevenir doencas.
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A interacdo entre o ambiente e o hospedeiro num ambiente aquéatico é complexa,
pois os dois dividem o mesmo ecossistema, onde 0s microrganismos presentes na agua
influenciam a microbiota do intestino do hospedeiro e vice-versa, 0s géneros presentes
no intestino dos hospedeiros parecem ser aqueles microrganismos presentes no
ambiente ou no alimento que conseguem sobreviver e se multiplicar neste (Verschuere,
et al., 2000a).

Vaérios autores tém demonstrado o efeito de probidticos sobre a diminuicdo do
desenvolvimento de microrganismos patogénicos, geralmente utilizando para este fim, a
inoculacdo artificial de patégenos especificos (Gildberd et al., 1997; Gram et al., 1999;
Verschuere et al., 2000b; Nikoskelainem et al., 2001). Um fator que deve ser ressaltado
é que, animais mantidos em boas condi¢des de manejo (nutricionais e sanitarias), muitas
vezes nao sdo constatados efeitos da inclusdo de probidticos sobre o desempenho do
animal (Lima et al., 2003). Pois nestas condi¢Oes a possibilidade de contato destes
animais com microrganismos patogénicos é menor (Loddi et al., 2000; Zuanon et al.,
1998), portanto, ndo podendo ndo haver efeito da inclusdo de probidticos nas racdes

sobre o desempenho animal nestes casos.

Meurer et al. (2004) n&o verificaram efeito da adicdo da Saccharomyces
cerevisiae no desempenho da tildpia do Nilo durante o periodo de reversdo sexual.
Citando que o resultado encontrado poderia ser em funcdo de ndo haver a presenca de
microrganismos potencialmente patogénicos no ambiente experimental. Entretanto,
Lara-Flores et al. (2003) encontraram efeito da S. cerevisiae no desempenho e
sobrevivéncia de alevinos de tilapia do Nilo, porém neste caso alguns fatores de estresse

foram utilizados.
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Um dos manejos bastante utilizados na aquicultura € a utilizagdo da fertilizacéo
de viveiros, principalmente nas fases iniciais do cultivo (Palhares et al., 1998). Um dos
fertilizantes usualmente utilizados é o esterco suino, geralmente em propriedades que
possuem a suinocultura (Menti et al., 2003). O objetivo deste manejo é baratear a
atividade, pois a tilapia do Nilo € uma espécie que utiliza tanto a dieta artificial quanto a
natural ou seu consorcio (Meurer et al., 2003a; Meurer et al., 2002).

Porém, o fornecimento de esterco in natura pode levar a contaminacdo do
ambiente aquéatico por microrganismos patogénicos (Muratori et al., 2001). Portanto,
apesar do efeito benéfico do esterco suino sobre o alimento natural dos viveiros, este
pode vir a se tornar um desafio sanitario aos peixes presentes nos tanques. Pois, de
acordo com Abidi (2003) os microrganismos patogénicos sdo oportunistas e estdo
geralmente no ambiente aquético natural.

O objetivo do presente experimento foi avaliar o efeito da inclusdo do probiotico
Saccharomyces cerevisiae em ragdes para a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
durante a fase de reversé@o sexual, sobre os parametros de desempenho, sobrevivéncia e

colonizagdo intestinal, recebendo um desafio sanitario.

Material e Métodos

Esta pesquisa foi realizada no Laboratério de Agquicultura da Pontificia
Universidade Catolica do Parana - Campus de Toledo, de 12 de mar¢o a 11 de abril de
2004. Foram utilizados 300 larvas de tilapia do Nilo, com dois dias de idade, peso e
comprimento médio de, respectivamente, 8,9 + 1,02 mg e 0,71 £+ 0,09 cm, provenientes

da Aquacultura Tupi (Guaira-Pr). As larvas foram distribuidas num delineamento



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

43

completamente casualizado com dois tratamentos e seis repeticdes, em 12 aquarios de
50 L. Foi considerado como unidade experimental um aquario de 50 L com 25 larvas.

Os aquarios eram equipados com um sistema de aeracdo composto por pedras
microporosas ligadas por meio de mangueiras de silicone a mini-compressores de ar.
Diariamente, os aquarios foram sifonados para a retirada das fezes e restos de racao,
durante a manha (6h00) e a tarde (18h00), com a troca de cerca de 20% da agua nos
primeiros dez dias e 50% ateé final do periodo experimental.

A &gua utilizada no experimento foi proveniente da rede Municipal de
abastecimento, sendo o cloro neutralizado pela adicdo de tiossulfato de sodio. A
temperatura da agua foi aferida diariamente pela manhd e a tarde. Os outros parametros
como o pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica da agua, foram quantificados
semanalmente pela manh&, sempre antes da sifonagem.

Diariamente, cerca de 30 mL de fezes de suinos in natura eram dissolvidos em
600 mL de agua destilada e cada aquario recebeu 10 mL desta mistura, manejo este,
feito durante o periodo da manha logo apds a sifonagem. Em termos praticos, a adi¢ao
diria de esterco sufno correspondeu a 100 L a cada 10.000 m® de 4gua, ou 3.000 L por
10.000 m*® mensalmente. O fornecimento deste material foi considerado como desafio
sanitario. O esterco suino era proveniente de um lote de suinos em terminacdo de uma
propriedade rural do Municipio de Toledo - PR. O mesmo era coletado e estocado em
uma geladeira e utilizado por um periodo de uma semana, as sobras eram descartadas e
entdo coletado e armazenado novamente.

Para a confirmacdo do desafio sanitario imposto, a dgua utilizada nos aquarios
experimentais depois de contaminada pelas fezes suinas foi analisada semanalmente,

quanto ao numero de bactérias e coliformes totais, antes da sifonagem da manha. O
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esterco suino também foi analisado quanto ao nimero de coliformes totais, ap0s a sua
coleta na propriedade, conforme metodologia descrita adiante.

Foi utilizada no experimento uma racdo comercial fabricada pela Piscicultura
Piracema (Maringa-Pr). A racédo continha 38,6% de proteina digestivel (PD), 3.800 Kcal
de energia digestivel (ED)/Kg de racdo e 60 mg/Kg de racdo de 17-o-metil-testosterona,
formulada de acordo com as exigéncias preconizadas por Hayashi et al. (2002). Os
valores de nutrientes digestiveis dos alimentos utilizados no céalculo das mesmas foram
os determinados por Boscolo et al., (2004), Meurer et al. (2003a) e Boscolo et al.
(2002).

Os alimentos utilizados para a fabricacdo da racdo foram a farinha de visceras de
aves, farelo de soja, milho moido, calcario calcitico, fosfato bicalcico e um
complemento vitaminico-mineral. O fornecimento de racdo foi a vontade, na forma
farelada (Meurer et al., 2003b), o arragcoamento foi feito numa freqiiéncia de cinco vezes
ao dia, as 7h00, 10h00, 13h00, 16h00 e 19h00 (Sanches & Hayashi, 2002).

O presente experimento foi composto de dois tratamentos, um tratamento
testemunha (TT) e o tratamento com probidtico (TP), ambos tratamentos utilizaram a
mesma racdo experimental base, entretanto, a racdo experimental do TP foi incluido
0,1% de probidtico.

O probidtico consistia de um produto comercial contendo dez bilhdes de células
vivas/g de Saccharomyces cerevisiae, portanto, cada quilograma de racdo do tratamento
TP possuia cerca de um milhdo de células vivas. Os valores do nimero de leveduras por
kg de produto, bem como de racdo foram analisados através de contagem em placa,
utilizando meio seletivo para leveduras yeast growth cloramphenicol (YGC), conforme

metodologia descrita adiante.
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As andlises microbiologicas executadas no presente experimento tiveram como
objetivo a determinacdo de S. cerevisiae, coliformes e bactérias totais. Inicialmente,
uma amostra do material a ser analisado foi pesado e diluido em 2 mL de &gua destilada
estéril num tubo de ensaio. Apos este passo, o tubo contendo o material para analise foi
homogeneizado em vortex. Do material homogeneizado, foram feitas diluigdes decimais
em tubos com &gua destilada estéril, as diluicdes utilizadas foram, 107, 102 e 107.

Para a contagem de bactérias totais foi utilizado o meio em &gar padrdo de
contagem Agar padrdo de contagem (PCA) em placas de Petri, utilizando 1 mL das
solucdes de 10, 10 e 107 e pura. Para a contagem de coliformes totais, foi utilizado o
meio &gar violeta bile vermelho neutro (VBR), em placas de Petri, utilizando 1 mL das
solucdes de 10, 102 e 10 e puro. Para verificar a presenca e efetuar a contagem da S.
cerevisiae, foi utilizado o meio seletivo yeast growth cloramphenicol (YBR), em placas
de Petri, utilizando 1 mL das solucdes de 10™, 10? e 10 e pura. Apds o preparo das
placas de Petri, as mesmas foram colocadas em uma estufa microbioldgica, para
incubacéo a 27 °C por 48 horas.

Ao final do periodo experimental, todos os alevinos de cada unidade experimental
foram contados, pesados e medidos individualmente para a determinagdo dos
parametros de sobrevivéncia, biomassa, peso final médio, comprimento final médio e
fator de condicdo corporal (obtido através da expressdo peso corporal/comprimento
corporal® x100).

De cada unidade experimental foram escolhidos aleatoriamente, dois alevinos que
foram insensibilizados em &gua gelada (cerca de 2 °C), pesados e abatidos.
Posteriormente, o intestino foi extraido assepticamente, para a determinacdo de S.

cerevisiae, coliformes e bactérias totais.
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Depois de calculados os valores de desempenho e sobrevivéncia, bem como os
parametros fisico-quimicos da &gua, foram submetidos a analise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, os valores de S.
cerevisiae, coliformes totais, bactérias totais e géneros bacterianos dos peixes e agua,
foram comparados pelo teste de Wilcoxon a 8% de probabilidade, ambos pelo SAEG -

Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas (UFV, 1997), quando necessario.

Resultados e Discussao

O resultado médio dos parametros fisico-quimicos da &gua dos aquéarios
experimentais, temperatura, oxigénio dissolvido, condutividade elétrica e pH, foram
respectivamente de 26,1 + 0,7 °C, 4,9 + 0,8 mg/l, 105,9 + 6,5 uSm/cm e 7,6 + 0,3. A
temperatura média da agua dos aquarios nao apresentou diferenca entre os tratamentos
(p>0,05), porém na maior parte do periodo experimental situou-se abaixo dos 27 °C,
temperatura recomendada para o0 bom desempenho da espécie (Kubitza, 2000). Os
valores dos demais parametros fisico-quimicos da agua foram semelhantes entre os
tratamentos (p>0,05), permanecendo dentro dos valores recomendados para 0 bom
desempenho desta espécie (Popma & Phelps, 1998).

O ndmero médio das unidades formadoras de colbnia (UFC) de bactérias e de
coliformes totais da dgua dos aquarios experimentais, bem como o do intestinos das
tilapias do Nilo submetidas ao tratamento com e sem probidtico encontram-se na Tabela
03, os valores de UFC de bactérias totais do intestino e da agua dos aquéarios ndo foram
influenciados pelos tratamentos (p<0,08); entretanto os valores de UFC de coliformes
totais foram significativamente menores (p>0,08) para os peixes alimentados com racéo

contendo probidtico.
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Tabela 03. Numero médio das contagens de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de
bactérias e coliformes totais da agua dos aquarios experimentais e do
intestino de alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) submetidos a

racBes com e sem probidtico
Table 03. Average number of the countings of Units of Colony Formation (UFC) of bacteria and total
coliforms of the water of the experimental aquariums and the intestine of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) fry submitted the rations with and without probiotic

Microrganismos TP! TT? CV (%)
Microrganisms

Coliformes totais (UFC/mL) 3,05x10°a 9,93x10°b 96,17

Total Coliforms (UFC/mL)

Bactérias totais (UFC/mL) 481x10*a 4,16x10*a 170,55
Total Bacteria (UFC/mL)

Coliformes totais (UFC/g intestino) 3,33a 38,33 b 169,14

Total Coliforms (UFC/g of intestine)

Bactérias totais (UFC/g intestino) ~ 4,5x10°a  24x10°a 157,73

Total Bacteria (UFC/g of intestine)
TP tratamento com probidtico (‘Treatment with probiotic). “TT tratamento sem
probidtico (*Treatment without probiotic). Letras diferentes na mesma linha diferem
pelo Teste de Wilcoxon.

O numero médio de UFC de coliformes totais encontrados no esterco suino,
utilizado para o desafio sanitario foi de 8x10° (7,4x10%). O nimero de UFC de
levedura (S. cerevisiae) no produto e na mistura final da racdo confirmou os valores de
garantia do produto (10°°UFC/Kg probiético), bem como da quantidade desta
adicionado a ragdo (10°UFC/Kg ragdo). O niimero de UFC de S. cerevisiae encontrado
por g de intestino dos alevinos do TP foi de 1,79x10° (+650), no TT nenhuma UFC de
S. cerevisiae foi encontrada.

Os resultados médios finais da biomassa, peso individual, comprimento
individual, fator de condicdo e sobrevivéncia dos alevinos das unidades experimentais,
estdo apresentados na Tabela 04. Os valores médios dos parametros estudados nédo

diferiram entre os tratamentos (P>0,05).
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Tabela 04. Valores dos parametros mensurados e calculados da tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) submetidos a ra¢cbes com e sem probiotico, durante

a fase de reverséo sexual.
Table 04. Values of the mensurements and calculated parameters Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
submitted the rations with and without probiético, during revertion phase.

Parametro TPY  TT? CV (%)
Parameter

Biomassa () 6,69 6,79 38,28
Biomass

Peso final (g) 046 044 36,18
Final weight

Comprimento (cm) 306 302 114
Lenght

Fator de condicdo corporal 1,50 1,52 4,15
Body condiction factor

Sobrevivéncia (%) 60,67 62,00 25,45
Survival

TP tratamento com probidtico (‘Treatment with probiotic).
2TT tratamento sem probi6tico (*Treatment without probiotic).

O fornecimento diario de esterco suino foi considerado como desafio sanitério, em
funcdo dos valores de coliformes totais encontrados na agua dos aquarios experimentais,
0s quais estavam acima do nivel maximo estabelecido pela resolucdo do CONAMA
(1986) para agua destinada a aquicultura. Fato este, que concorda com a afirmacéo de
Menti et al. (2003) que o esterco suino pode comprometer 0 aspecto sanitario da agua
em funcdo da possibilidade da presenca de microrganismos patogénicos nas fezes
lancadas aos viveiros.

O objetivo do desafio sanitario foi promover um ambiente adverso ao peixe,
proporcionando a possibilidade de contato do peixe com microrganismos patogénicos,
pois animais mantidos em boas condi¢cbes de manejo (nutricionais e sanitarias)
dificilmente véo apresentar algum efeito positivo da inclusdo de probidticos sobre o seu
desempenho (Lima et al., 2003). Nestas condi¢cdes a possibilidade de contato destes
animais com microrganismos patogénicos € menor (Loddi, et al., 2000; Zuanon, et al.,
1998). Entretanto, o tratamento com o probidtico ndo promoveu nenhuma melhora no

desempenho bem como no numero de UFC de bactérias totais do intestino e agua,
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porém foi eficiente na diminuicdo do nimero de UFC de coliformes totais presentes na
agua e no intestino destes.

Os valores de desempenho e sobrevivéncia do presente experimento estdo de
acordo com os dados apresentados por Makridis et al., (2000) que ndo encontraram
efeito do fornecimento de duas cepas de bactérias (4:44 e PB52) sobre os parametros de
desempenho e sobrevivéncia durante a larvicultura do turbot (Scophthalmus maximus).
Da mesma forma, os valores de desempenho e sobrevivéncia deste experimento
concordam com os apresentados por Meurer et al. (2004) em relacdo ao ndo efeito da
inclusdo de S.cerevisiae em racOes para a tilapia do Nilo durante a fase de reversao
sexual, sobre os parametros anteriormente citados. Entretanto, descordam dos valores de
desempenho e sobrevivéncia apresentados por Lara-Flores et al. (2003), onde a incluséo
de Saccharomyces cerevisiae em ragdes de alevinos de tilapia do Nilo apresentou um
efeito positivo apds um periodo de nove semanas de cultivo.

Os niveis de sobrevivéncia deste experimento descordam dos apresentados por
Carnevali et al., (2004) e Gildberg et al. (1997). O primeiro autor encontrou um efeito
positivo da adicdo de probidticos (L. plantarum e L. fructivorans) sobre a sobrevivéncia
de larvas do sea bream (Sparus aurata). O segundo autor demonstrou que a adigéo de
Carnobacterium divergens em racOes para larvas de Bacalhau do Atlantico (G.
morhua), expostos ao patégeno Vibrio anguillarum apresentaram uma mortalidade
significativamente menor do que as que ndo receberam o probiético. Gram et al. (1999),
também apresentaram resultados contraditoérios ao presente experimento, quanto a
sobrevivéncia de juvenis de truta arco-iris, onde a utilizacgdo do probiotico
Pseudomonas fluorescens AH2 aumentou a sobrevivéncia destes peixes quando

submetidos a infeccdo com Vibrio anguillarum.
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Os valores de colonizacdo do intestino pelo probidtico apresentados neste
experimento estdo de acordo com Carnevali et al. (2004), que verificaram a colonizagéo
do intestino de larvas de sea bream através do fornecimento de L. fructivorans e L.
plantarum. Da mesma forma, concordam com Costa et al. (2004), os quais
demonstraram que a inclusdo de S. cerevisiae proporcionou a colonizacdo do intestino
da tilapia do Nilo durante a fase de reversdo sexual. Os valores determinados por
Gildberg et al. (1997) para a colonizacdo do intestino do Bacalhau do Atlantico por C.
divergens, também corroboram com os do presente experimento, o que esta de acordo
com a afirmacédo de Andlid et al. (1995), que verificaram que algumas cepas de levedura
podem colonizar o intestino do turbot e da truta arco-iris em niimero superiores & 4x10"
UFC, sem causar alterar seu desempenho.

O efeito da adicdo do probiotico sobre o nimero de UFC de bactérias totais
apresentados neste experimento estd de acordo com Costa et al. (2004), onde nédo foi
verificado nenhum efeito significativo da inclusdo da S. cerevisiae sobre o nimero de
UFC de bactérias totais em intestinos da tilapia do Nilo durante a fase de reversdo
sexual. Carnevali et al. (2004) também apresentaram um efeito que corrobora com o
presente experimento, onde durante os primeiros 35 dias de cultivo de larvas de sea
bream, ndo houve efeito da inclusdo de Lactobacillus sp sobre o nimero de bactérias
intestinais.

Apesar de ndo apresentar efeito sobre o nimero de bactérias totais do intestino e
do ambiente aquatico, a inclusdo da levedura causou um efeito positivo sobre os
coliformes totais, a diminuicdo do seu numero de UFC. Este fator pode ser considerado
positivo, pois dentro de coliformes totais encontram-se microrganismos C€omo
Escherichia coli, Salmonella sp., Proteus sp., 0s quais sdo potencialmente patogénicos

para humanos, portanto melhorando a qualidade do produto e do ambiente aquatico.
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A inclusdo da levedura nas ragdes da tilapia do Nilo durante o periodo de
reversdo sexual apresentou resultados que séo pré-requisitos para um microrganismo ser
considerado um probiotico, como a colonizacdo intestinal (Abidi, 2003; Verschuere et
al., 2000a), a modificacdo da microbiota intestinal (Vaugham et al., 2002; Dunne et al.,
1999) e a melhora do seu balanco intestinal (Fuller, 1989). O efeito da levedura no
ambiente aquético concorda com a afirmacdo de Verschuere et al (2000a), que um dos
efeitos dos probidticos na aquicultura é o seu papel sobre mudanca da microbiota
presentes neste ambiente.

O periodo experimental pode ter tido um papel fundamental no resultado do
presente experimento. Na tilapicultura, o periodo de reversdo sexual é de cerca de um
més. Lara-Flores et al. (2003) obtiveram um efeito significativo da adi¢do do probidtico
(S. cerevisiae) sobre o desempenho de alevinos de tilapia do Nilo ap6s um periodo
experimental de nove semanas. Carnevali et al., (2004) também verificaram que durante
os primeiros 35 dias da larvicultura ndo houve efeito do probiotico (Lactobacillus sp),

verificando efeito significativo depois do segundo més.
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Conclusodes

A utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae como probidtico em ragdes para a
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) durante o periodo de reversdo sexual promoveu
a colonizacdo do intestino e diminuiu o nimero de coliformes totais do intestino e do

ambiente aquéatico de um sistema de cultivo com desafio sanitario.
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V. Saccharomyces cerevisiae como Probidtico para Alevinos de Tilapia do Nilo
Submetidos um Desafio Sanitario

RESUMO: O presente experimento foi realizado de 16/03 a 01/05 de 2004 com o
objetivo de avaliar a Saccharomyces cerevisiae (SC) como probidtico em ragcdes para
alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) submetidos a um desafio sanitario.
Foram utilizadas 60 alevinos com cerca de 30 dias de idade, pesando 0,45 + 0,02 g e
3,10 + 0,14 cm, distribuidos num delineamento completamente casualizado com dois
tratamentos e seis repeticbes em 12 aquéarios de 50 L. Como desafio sanitario cada
aquario recebeu diariamente o equivalente a 0,5 mL de esterco de suino in natura. Os
tratamentos constituiram-se de uma racdo contendo 0,1% de SC (TP) e outro sem
probidtico (TT). Ao final do experimento os alevinos foram contados, medidos e
pesados. Dois alevinos de cada tratamento foram escolhidos aleatoriamente, retirado e
pesado seus intestinos. O seu conteudo foi submetido a contagem do numero de
bactérias e coliformes totais presentes. O desempenho e sobrevivéncia ndo foram
influenciados pela inclusdo de SC (p>0,05). A SC colonizou o intestino dos alevinos do
TP e ndo foi encontrada TT. N&o foram observadas diferencgas significativas (p>0,05)
quanto ao numero de bacteérias e coliformes totais por g de contetdo intestinal e por mL
da agua dos aquarios. A utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae como probi6tico em
racBes de alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) promoveu a colonizagdo
do intestino, entretanto, ndo influenciou o desempenho produtivo e sobrevivéncia num
sistema de cultivo com desafio sanitario.

Palavras-chave: alevinos, desafio sanitario, tildpia do Nilo, probiotico, promotor de

crescimento, Saccharomyces cerevisiae
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Probiotic Saccharomyces cerevisiae to Nile Tilapia Fingerlings, Submitted to a
Sanitary Challenge

ABSTRACT: The present experiment was carried from 16" of March to 1% of
May of 2004 with the objective to evaluate the Saccharomyces cerevisiae (SC) as
probiotic in rations for Nile tilapia (Oreochromis niloticus) fingerlings submitted to a
sanitary challenge. There were used 60 fingerlings of approximately of 30 days of age,
weighing 0.45 + 0.02 g and length of 3.10 + 0.14 cm. There were distributed in a
completely random design with two treatments and six repetitions in 12 aquariums of 50
L. The daily sanitary challenge of each aquarium was received the equivalent of 2.0 ml
of fresh swine manure. The treatments consisted of a ration content of 0.1% of SC (TP)
and another one without the probiotic (TT). Throughout the experiment the fingerlings
were counted, measured, and weighed. Two fingerlings of each treatment were
randomly chosen, removed, and weighed. The intestines” content were submitted to
count the number of bacteria and total present coliformes. The performance and survival
were not influenced by the inclusion of SC (p>0,05). The SC that colonized the
fingerlings intestine of the TP and TT were not found. Significant differences (p>0.05)
relating to the number of bacteria and total coliformes for g of intestinal content and the
ml of water of the aquariums were not observed. The use of Saccharomyces cerevisiae
as probiotic rations of fingerlings of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) promoted the
settling of the intestine. However, it did not influence the productive performance and
survival in a system of culture with sanitary challenge.
Key Wods: fingerlings, growth promoter, Nile tilapia, probiotic, Saccharomyces

cerevisiae, sanitary challenge
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Introducgéo

A tilapia do Nilo se destaca como peixe de potencial para piscicultura em funcéo
da sua rusticidade, crescimento rapido e adaptacdo ao confinamento (Hayashi et al.,
1999; Macintosh & Little, 1995). Entre as especies mais cultivadas, a tilapia do Nilo é
considerada como a de maior resisténcia a alta temperatura, a baixa concentracdo de
oxigénio dissolvido e a alta concentragdo de amdnia na dgua (Popma & Phelps, 1998).
Podendo ser cultivada tanto em agua doce, quanto em agua estuarina ou salobra (Meurer
et al 2003a), tem baixo custo quando comparada a outras espécies, em relacdo aos
alevinos e alimentagéo (Lahav & Ra’nam, 1997).

A tildpia do Nilo pode ser cultivada tanto em sistemas intensivos quanto
extensivos (Conte, 2002). A sua alimentagédo pode ser derivada somente do plancton do
ambiente ou da rac&o artificial, além do consorcio entre estes (Meurer et al., 2002), pois
é de baixo nivel tréfico, tendo vantagem em relacdo as espécies carnivoras que utilizam
grande quantidade de farinha de peixe nas ragdes (Fitzsimmons, 2000).

O aumento da ocorréncia de doengas resulta em significativas perdas na
aqlicultura e no seu comércio, afetando o desenvolvimento econdmico do setor em
muitos paises (Gram et al., 1999). No Brasil, com o crescimento da piscicultura
intensiva também se observa o aumento da ocorréncia de doencas nos sistemas de
producdo (Costa, 2003). Na aqlicultura, o uso de antibidticos tem apresentado um
sucesso limitado na prevencdo ou cura de infecgdes. O uso massivo de antibidticos
aumenta a pressdo da selecdo sobre os microrganismos, promovendo o aumento da

resisténcia bacteriana (Verschuere et al., 2000a).
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Dentre as alternativas propostas ao uso de antibidticos no controle de doencas, 0s
probidticos figuram como uma das possiveis alternativas (Nikoskelainen et al., 2001;
Gram et al., 1999; Gildberg et al., 1997). Probidticos podem ser definidos como
microrganismos Vvivos, suplementados por meio dos alimentos, que afetam
beneficamente o hospedeiro pela melhora em seu balanco intestinal (Fuller, 1989),
melhoram ou previnem uma doenca (Mattar et al., 2001) e tém algum efeito benéfico
nos microrganismos presentes no ambiente aquatico (Verschuere et al., 2000a). O uso
da levedura como probidtico apresenta efeitos significativos em humanos e animais,
porém, seus efeitos sdo pouco estudados em organismos aquaticos (Patra & Mohamed,
2003).

A tilizacdo da adubacdo é um manejo bastante utilizado na aqiicultura,
principalmente nas fases iniciais do cultivo (Palhares et al., 1998). O esterco suino in
natura é um dos adubos bastante utilizados na piscicultura (Menti et al., 2003), com o
objetivo de baratear a atividade. Porém, o fornecimento de esterco in natura pode levar
a contaminacdo do ambiente aquatico por microrganismos patogénicos (Muratori et al.,
2001). Portanto, apesar do efeito benéfico do esterco suino sobre o alimento natural dos
viveiros este pode vir a se tornar um desafio sanitario as tilapias presentes nos tanques.
Pois, de acordo com Abidi (2003) os microrganismos patogénicos sdo oportunistas e
estdo geralmente no ambiente aquético.

O objetivo do presente experimento foi avaliar o efeito da inclusdo do probiotico
Saccharomyces cerevisiae em ra¢Ges para alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), sobre os parametros de desempenho, sobrevivéncia e colonizagdo intestinal,

recebendo esterco suino in natura como desafio sanitario.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

60

Material e Métodos

O presente experimento foi realizado no Laboratorio de Aqiicultura da Pontificia
Universidade Catélica do Parana - Campus de Toledo, de 16 de margo a 1° de maio de
2004. Foram utilizados 60 alevinos de tilapia do Nilo, provenientes da Piscicultura
Piracema (Maringé-Pr). Os alevinos possuiam cerca de trinta dias de idade, com o peso
e comprimento médios de, respectivamente 0,45 + 0,02 g e 3,10 £ 0,14 cm.

Os alevinos foram distribuidos em um delineamento completamente casualizado
com dois tratamentos e seis repeticdes em 12 aquarios de 50 L. Foi considerado como
uma unidade experimental um aquério de 50 L contendo cinco alevinos.

Os aquarios possuiam aeracdo por contato, com pedras microporosas ligadas
através de mangueiras de silicone a mini-compressores de ar. Diariamente, 0s aquarios
foram sifonados, para a retirada das fezes e restos de ragdo, uma vez durante a manha
(6h00) e outra a tarde (18h00), com a remogdo de cerca de 30% da agua nos primeiros
30 dias e 40% ate final do periodo experimental.

A 4agua utilizada no experimento era proveniente da rede Municipal de
abastecimento, portanto, possuia cloro, o qual foi neutralizado com a adicdo de
tiossulfato de sédio. A temperatura da &gua foi aferida diariamente pela manhd e a
tarde; outros parametros como o pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica da
agua, foram quantificados semanalmente pela manha, sempre antes da sifonagem.

Diariamente, cerca de 30 mL de fezes de suinos in natura foi dissolvido em 600
mL de agua destilada e cada aquario recebia 10 mL desta mistura, manejo este feito
durante o periodo da manha logo ap6s a sifonagem. O fornecimento deste material foi

considerado como desafio sanitario. O esterco suino era proveniente de um lote de
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suinos em terminacdo de uma propriedade rural do municipio. O mesmo era coletado e
estocado em uma geladeira e utilizado por um periodo de uma semana.

Para a confirmacdo do desafio sanitario imposto a agua utilizada nos aquarios,
depois desta ser contaminada pelas fezes suinas, bem como o proprio esterco suino,
foram analisados quanto ao numero de coliformes totais, bactérias totais e géneros
bacterianos, pela metodologia posteriormente descrita.

A racdo experimental foi formulada para conter 30% de proteina digestivel e 3000
kcal/kg de energia digestivel. A racdo era composta por farelo de soja, milho, éleo de
soja, calcério calcitico, fosfato bicalcico, pré-mistura vitaminico mineral, sal comum,
metionina, lisina e BHT, cujos valores de digestibilidade dos alimentos foram
calculados conforme Meurer et al., (2003b) e Boscolo et al, (2002). Para a fabricagéo da
racdo experimental os alimentos foram moidos em peneira de 0,5 mm, pesados
conforme a formulacdo e sendo posteriormente misturados. O fornecimento da ragéo foi
feito na percentagem de 10% do peso vivo dos animais, na forma farelada, o
arragoamento foi feito numa freqtiéncia de trés vezes ao dia, as 7h00, 13h00 e 18h00.
Para a correcdo da percentagem de arragoamento, os alevinos foram pesados no 17°, 29°
e 39° dia.

O presente experimento foi composto de dois tratamentos, um tratamento
testemunha (TT) e o tratamento-teste (TP), ambos os tratamentos utilizaram a mesma
racdo experimental base, entretanto, & racdo experimental do TP tinha a incluséo de
0,1% de probidtico. O probidtico consistia de um produto contendo dez bilhdes de
células vivas/g de Saccharomyces cerevisiae, portanto cada quilograma de ragdo do TP
possuia cerca de um milh&o de células vivas. Valores estes que foram confirmados pela

contagem do numero de unidades formadoras de colénia (UFC) de S. cerevisiae no
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produto e na mistura final da racdo estimado atraves da contagem em placa, utilizando
meio seletivo para leveduras YGC, conforme a metodologia descrita anteriormente.

As andlises microbiologicas executadas no presente experimento tiveram como
objetivo a determinacdo de S. cerevisiae, coliformes e bactérias totais. Inicialmente,
uma amostra do material a ser analisado foi pesado e diluido em 2 mL de &gua destilada
estéril num tubo de ensaio. Apds este passo, o tubo contendo o material para analise foi
homogeneizado em vortex. Do material homogeneizado, foram feitas dilui¢des decimais
em tubos com &gua destilada estéril, as diluicdes utilizadas foram, 107, 102 e 107.

Para a contagem de bactérias totais foi utilizado o meio em &gar padrdo de
contagem Agar padrdo de contagem (PCA) em placas de Petri, utilizando 1 mL das
solucdes de 10, 10 e 107 e pura. Para a contagem de coliformes totais, foi utilizado o
meio &gar violeta bile vermelho neutro (VBR), em placas de Petri, utilizando 1 mL das
solucdes de 10, 102 e 10 e puro. Para verificar a presenca e efetuar a contagem da S.
cerevisiae, foi utilizado o meio seletivo yeast growth cloramphenicol (YBR), em placas
de Petri, utilizando 1 mL das solucdes de 10™, 10? e 10 e pura. Apds o preparo das
placas de Petri, as mesmas foram colocadas em uma estufa microbioldgica, para
incubacéo a 27 °C por 48 horas.

Ao final do periodo experimental, todos os alevinos de cada unidade experimental
foram contados, pesados e medidos individualmente, para a determinacdo dos
parametros de sobrevivéncia, peso final médio, comprimento final médio e fator de
condigdo corporal (obtido através da expressdo peso corporal/comprimento corporal®
x100).

De cada unidade experimental foram escolhidos, aleatoriamente, dois alevinos
que foram insensibilizados em agua gelada (cerca de 2 °C), pesados e abatidos por

decapitacdo. Posteriormente, foram extraidos assepticamente, o figado e o intestino
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destes animais. O figado foi utilizado para analise do indice hepato-somatico (IHS),
((peso do figado/ peso corporal)x100). As analises dos intestinos foram feitas para a
determinacdo de S. cerevisiae, coliformes totais, bactérias totais e géneros bacterianos.
Depois de calculados os valores de desempenho e sobrevivéncia, bem como os
parametros fisico-quimicos da &gua, foram submetidos a analise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, os valores de S.
cerevisiae, coliformes totais, bactérias totais e géneros bacterianos dos peixes e agua,
foram comparados pelo teste de Wilcoxon a 5% de probabilidade, ambos pelo SAEG -

Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas (UFV, 1997), quando necessario.

Resultados e Discussao

A média dos resultados dos parametros fisico-quimicos da agua dos aquarios das
unidades experimentais, temperatura, oxigénio dissolvido, condutividade elétrica e pH,
foram respectivamente de 25,1 + 1,6 °C, 5,1 + 0,9 mg/L, 108,7 + 7,4 uSm/cm e 7,5 +
0,4. A temperatura média da agua dos aquarios ndo apresentou diferencas entre 0s
tratamentos (p>0,05), porém permaneceu abaixo da temperatura recomendada para o
bom desempenho da espécie (Kubitza, 2000). Os valores dos demais parametros fisico-
quimicos da agua foram semelhantes entre os tratamentos (p>0,05), permanecendo
dentro dos valores recomendados para 0 bom desempenho do cultivo desta espécie
(Popma & Phelps, 1998).

O ndmero médio das unidades formadoras de colbnia (UFC) de bactérias e de
coliformes totais da agua dos aquarios experimentais, bem como dos intestinos dos

alevinos tilapias do Nilo submetidas ao tratamento com e sem probidtico encontram-se
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na Tabela 05, parametros estes que ndo sofreram a influéncia dos tratamentos (p<0,05).
O ndmero médio de UFC de coliformes totais encontrados no esterco suino, utilizado
para o desafio sanitario foi de 1,2x10° (+5,7x10%). O nimero de UFC de levedura (S.
cerevisiae) no produto e na mistura final da racdo confirmou os valores de garantia do
produto (10*°UFC/Kg probiético), bem como da quantidade desta adicionado & racéo
(10°UFC/Kg racdo). O niimero de UFC de S. cerevisiae encontrado por g de intestino
dos alevinos do TP foi de 5,8x10° (+4,3x10%), no TT nenhuma UFC de S. cerevisiae foi

identificada.

Tabela 05. Numero médio das contagens de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) de
S. cerevisiae, bactérias e coliformes totais da agua dos aquéarios
experimentais e do intestino de alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) submetidos a ragdes com e sem probidtico

Table 05. Average number of the countings of Units of Colony Formation (UFC) of S. cerevisiae,

bacteria and total coliformes of the water of the experimental aquariums and the intestine of
Nile tilapia (Oreochromis niloticus) fingerlings submitted the rations with and without

probiotic

Microrganismos TP! TT° CV (%)
Microrganisms

Coliformes totais (UFC/mL) 4,25 x 10° 7,06 x 10° 101,22
Total Coliforms (UFC/mL)

Bactérias totais (UFC/mL) 5,30 x 10* 4,67 x 10* 147,93

Total Bacteria (UFC/mL)

Coliformes totais (UFC/g intestino) 45,82 56,57 159,34
Total Coliforms (UFC/g of intestine)

Bactérias totais (UFC/g intestino) 3,75 x 10* 7,27 x 10* 165,73
Total Bacteria (UFC/g of intestine)

TP tratamento com probiético (*Treatment with probiotic). *TT tratamento sem
probidtico (*Treatment without probiotic).

Os resultados médios finais da biomassa, peso individual, comprimento
individual, conversdo alimentar, fator de condi¢do, indice hepato-somatico e
sobrevivéncia dos alevinos das unidades experimentais, estdo apresentados na Tabela
06. Os valores médios dos parametros estudados ndo diferiram entre os tratamentos

(p>0,05).
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Tabela 06. Valores dos parametros mensurados e calculados dos alevinos de tilapia do

Nilo (Oreochromis niloticus) submetidos a racbes com e sem probidtico
Table 06. Values of the mensurements and calculated parameters Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
submitted the rations with and without probidtico, during revertion phase

Parametro P! TT? CV (%)
Parameter

Peso (g) 307 319 27,36
Weight

Comprimento (cm) 583 584 7,64
Lenght

Converséo alimentar 3,16 283 16,44

Conversion ratio

Fator de condicdo corporal 1,48 1,47 6,44
Body condiction factor

Sobrevivéncia (%) 72,00 76,00 20,10
Survival

Indice hepato-somatico 245 2,03 19,74
Hepatic-somatic index
TP tratamento com probiético (‘Treatment with probiotic). °TT
tratamento sem probiético (*Treatment without probiotic).

Em relacdo ao desempenho e sobrevivéncia do presente experimento, estes
valores estdo de acordo com os dados apresentados por Meurer et al. (2004) utilizando a
inclusdo de S.cerevisiae em ragdes para a tilapia do Nilo durante a fase de reversao
sexual. Makridis et al., (2000) também n&o verificaram o efeito do fornecimento de duas
cepas de bactérias (4:44 e PB52) sobre os parametros de desempenho e sobrevivéncia
durante a larvicultura do turbot (Scophthalmus maximus). Lara-Flores et al. (2003),
fizeram a inclusdo de o S. cerevisiae em racdes de alevinos de tilapia do Nilo
verificando um efeito positivo sobre o desempenho e a sobrevivéncia, discordando do
presente experimento.

Carnevali et al., (2004) verificaram um efeito positivo da adi¢do de probioticos
(L. plantarum e L. fructivorans) sobre a sobrevivéncia de larvas do sea bream (Sparus
aurata). Gram et al. (1999) verificaram que a sobrevivéncia de juvenis de truta arco-iris,
recebendo o probiotico Pseudomonas fluorescens AH2 aumentou, quando submetidos a
infeccdo com Vibrio anguillarum. Gildberg et al. (1997), demonstram que a adicdo de

Carnobacterium divergens em racdes para larvas de Bacalhau do Atlantico (G.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

66

morhua), expostas ao patogeno Vibrio anguillarum apresentaram uma mortalidade
significativamente menor que as que nao receberam o probiotico, resultados estes que
descordam do presente experimento.

A colonizagédo do intestino pela S. cerevisiae do presente experimento estdo de
acordo com Costa et al. (2004), os quais demonstraram que a inclusdo de
Saccharomyces cerevisiae proporcionou a colonizacdo do intestino da tilapia do Nilo
durante a fase de reversdo sexual. Também estando de acordo com Carnevali et al.
(2004), que verificaram a colonizagdo do intestino de larvas de sea bream através do
fornecimento de L. fructivorans e L. plantarum. Gildberg et al. (1997), verificaram a
colonizacgdo do intestino do Bacalhau do Atlantico por C. divergens, confirmando os
resultados do presente experimento. Andlid et al. (1995), também verificou que algumas
cepas de levedura colonizaram o intestino do turbot e da truta arco-iris em valores
superiores & 4x10* UFC, sem causar prejuizo ao seu desempenho.

O numero de UFC de bactérias e coliformes totais do presente experimento esta
de acordo com Costa et al. (2004), que ndo verificaram efeito significativo do
fornecimento de S. cerevisiae sobre o nimero de UFC de bactérias totais em intestinos
da tilapia do Nilo durante a fase de reversdo sexual. Carnevali et al., (2004) também
apresentaram um efeito que estd de acordo com o presente experimento, que nos
primeiros 35 dias de cultivo de larvas de sea bream, ndo houve efeito da incluséo de
Lactobacillus sp sobre o nimero de bactérias intestinais.

O efeito do probidtico pode estar relacionado ao tempo de utilizacdo, Carnevali et
al., (2004) verificaram que durante os primeiros 35 dias da larvicultura ndo houve efeito
do probiédtico (Lactobacillus sp), apresentando efeito significativo depois do segundo
més. Lara-Flores et al. (2003) obtiveram um efeito significativo da adi¢do do probidtico

(S. cerevisiae) sobre o desempenho de alevinos de tilapia do Nilo expostos a fatores
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estressantes, a baixa percentagem de proteina na racdo e uma maior densidade
populacional, ap6s um periodo experimental de nove semanas, entretanto, o periodo
experimental do presente experimento foi de apenas seis semanas e meia.

De acordo com os valores dos coliformes totais encontrados na dgua dos aquarios
experimentais, os quais estavam acima do nivel maximo estabelecido pela resolugéo do
CONAMA (1986) para &gua destinada a aquicultura, a incluséo do esterco suino foi de
fato um desafio sanitario imposto aos alevinos. Portanto, de acordo com Menti et al.
(2003), que afirmaram que a adicdo de esterco de suino pode comprometer o aspecto
sanitario da &gua em funcdo da possibilidade da presenca de microrganismos
patogénicos.

Animais mantidos em locais com boas condi¢des de manejo, dificilmente
apresentardo um efeito significativo no seu desempenho com a incluséo probi6ticos em
suas racOes (Lima et al., 2003), fato comprovado por Meurer et al. (2004). Nestas
condicBes a possibilidade de contato destes animais com microrganismos patogénicos é
menor (Loddi et al., 2000; Zuanon et al., 1998). Porém, a adicdo do probidtico S.
cerevisiae a racdo da tilapia do Nilo ndo foi habil em melhorar nem o desempenho,

sobrevivéncia e 0 nimero de microrganismos presentes na agua.
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Conclusodes

A utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae como probiotico em racoes de alevinos
de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) promoveu a colonizagdo do intestino,
entretanto, ndo influenciou o desempenho produtivo e sobrevivéncia num sistema de

cultivo com desafio sanitario.



69

Literatura Citada

ABIDI, R. Use of probiotics in larval rearing of new candidate species. Aquaculture
Asia, v.8, n.2, p.15-16, 2003.

ANDLID, T.; VAZQUEZ-JUAREZ, R.; GUSTAFSSON, L. Yeast colonizing the
intestine of raimbow trout (Salmo gairdneri) and turbot (Scophtalmus maximus).
Microbial Ecology, v.30, p.321-334, 1995.

BOSCOLO, W. R., HAYASHI, C., MEURER, F. Digestibilidade Aparente da Energia
e Nutrientes de Alimentos Convencionais e Alternativos para a Tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus, L.). Revista Brasileira de Zootecnia, v.13, n.2, p.539-545,
2002.

CARNEVALLI, O.; ZAMPONI, M.C.; SULPIZIO, R.; et al. Administration of probiotic
strain to improve sea bream wellness during development. Aquaculture International,
v.12, p.377-386, 2004.

CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE - CONAMA. Resolucao n° 20,
Diario Oficial da Unido,30/07/1986.

CONTE, L. Produtividade e economicidade da tilapicultura em gaiolas na regiao
Sudoeste do Estado de S&o Paulo: Estudos de casos. Piracicaba, SP: USP, 2002. 59p.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia — Area de Concentragio Ciéncia Animal e
Pastagens) — Universidade de Sdo Paulo, 2002.

COSTA, A.B. Caracterizacdo de bactérias do complexo Aeromonas isoladas de
peixes de dgua doce e sua atividade patogénica. Piracicaba, SP: USP, 2003. 54p. Tese
(Doutorado em Agronomia — Area de Concentracdo Ciéncia Animal e Pastagens) —
Universidade de S&o Paulo, 2003.

COSTA, M.M.; MEURER, F.; HAYASHI, C.; et al. Microflora intestinal de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) alimentadas com racdo contendo probiotico
(Saccharomyces cerevisiae). In: REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA
DE ZOOTECNIA, 41., 2004. Campo Grande. Anais... Campo Grande: Sociedade
Brasileira de Zootecnia, 2004, peq 019.

FITZSIMMONS, K. Tilapia: most important aquaculture species of the 21% century. In:
PROCEEDINGS FROM THE FIFTH INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON
TILAPIA AQUACULTURE, 2000, Rio de Janeiro, Anais... Rio de Janeiro: ISTA,
2000. p. 3-8.

FULLER, R. A review: probiotic in man and animals. Journal Applied
Environmental Microbiology, v.63, p.1034-1039, 1989.

GILDBERG, A.; MIKKELSEN, H.; SANDAKER, E. et al. Probiotic effect of latic acid
bacteria in the feed on growth and survival of fry of Bacalhau do Atlantico (Gadus
morhua). Hydrobiologia, v.352, p.279-285, 1997.

GRAM, L.; MELCHIORSEN, J.; SPANGGARD, B.; et al. Inhibition of Vibrio
anguillarum by Pseudomonas flurescens AH2, a possible probiotic treatment of fish.
Applies and Environmental Microbiology, v.65, n.3, p.969-9732, 1999.



O ~No obh WN -

70

HAYASHI, C., BOSCOLO, W.R., SOARES, C.M. et al. Uso de diferentes graus de
moagem dos ingredientes em dietas para a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus L.) na
fase de crescimento. Acta Scientiarum, v.21, n.3 p.733-737, 1999.

KUBITZA, F. Tilapia — tecnologia e planejamento na producdo comercial. Jundiai:
Diviséo de Biblioteca e Documentacéo, 2000, 289p.

LAHAV, E.; RA’NAN, Z. Salinity tolerance of genetically produced tilapia
(Oreochromis) hybrids. Bamidgeh, v.49, n.3, p.160-165. 1997.

LARA-FLORES, M.; OLVEA-NOVOA, M.A.; GUZMAN-MENDEZ, B.E.; et al. Use
of bactéria Streptococcus faecium and Lactobacillus acidophilus, and the yeast
Saccharomyces cerevisiae as growth promoters in Nile tilapia (Oreochromis niloticus).
Aquaculture, v. 216, n.1-4, p.193-201, 2003.

LIMA, A.C.F.; PIZAURO JUNIOR, JM.; MACARI, M.; et al. Efeito do uso de
probidtico sobre o desempenho e atividade de enzimas digestivas de frangos de corte.
Revista Brasileira de Zootecnia, v.32, n.1, p.200-207, 2003.

LODDI, M.M.; GONZALES, E.; TAKITA, T.S,; et al. Uso de probidtico sobre o
desempenho, o rendimento e a qualidade de carcaca de frangos de corte. Revista
Brasileira de Zootecnia, v.29, n.4, p.1124-1131, 2000.

MACINTOSCH, D.J.; LITTLE, D.C. Nile tilapia (Oreochromis niloticus). In:
BROMAGE, N.R.; ROBERTS, R.J. Broodstock management and egg and larval
quality. London: Blackwell Science, 1995, p.277-320.

MAKRIDIS, P.; FJELLHEIM, A.J.; SKIERMO, J. et al. Colonization of the gut in first
feeding turbot by bacterial strains added to the water or biencapusated in rotifers.
Aquaculture International, v.6, p.367-380, 2000.

MATTAR, A.F.; DRONGOWSKI, R.A.; CORAN, A.G. et al. Effect of probiotics on
enterocyte bacterial translocation in vitro. Pediatric Surgery Int, v.17, p.265-268,
2001.

MENTI, M.M.; SIGNOR, A.; FRECCIA, A.; et al. Investigacdo de Salmonella em
diferentes sistemas de cultivo de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE ENGENHARIA DE PESCA, 13., 2003, Porto
Seguro. Anais... Porto Seguro: Sociedade Brasileira de Engenharia de Pesca, 2003,
p.1104-1109.

MEURER, F.; HAYASHI, C.; BOSCOLO, W.R. Digestibilidade aparente de alguns
alimentos protéicos pela tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus, L.). Revista Brasileira
de Zootecnia, v.32, n.6, p.1801-1809,2003b.

MEURER, F.; HAYASHI, C.; BOSCOLO, W.R. et al. Lipideos na alimentacdo de
alevinos revertidos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus, L.). Revista Brasileira
de Zootecnia, v.31, n.2, p.566-573, 2002.

MEURER, F.; HAYASHI, C.; COSTA, M.M.; et al. Uso da Saccharomyces cerevisiae
como probidtico para a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) durante o periodo de
reversdo sexual. In: REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
ZOOTECNIA, 41., 2004. Campo Grande. Anais... Campo Grande: Sociedade Brasileira
de Zootecnia, 2004, aqua 027.

MEURER, F; HAYASHI, C; BOSCOLO, W.R. Influencia do processamento da ragao
no desempenho e sobrevivéncia da tilapia do Nilo durante a reversdo sexual. Revista
Brasileira de Zootecnia, v.32, n.2, p.262-267,2003a.



O©oo~N oo WN B

[
N - O

[ N
o b~ w

[
o~ o

N =
[e>{e]

NN DN
WN -

NN DN
o O b

NN DN
© 00

w w
= O

71

MURATORI, M.C.S.; MARTINS, N.E.; PEIXOTO, M.T.D.; et al. Mortalidade por
“septicemia dos peixes tropicais” em tildpias criadas em consorciacdo com suinos.
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.53, n.6, p.658-662, 2001.

NIKOSKELANEN, S.; SALMINEN, S.; BYLUND, G. et al. Characterization of the
properties of human and dairy-derived probiotics for prevention of infectious diseases in
fish. Applies and Environmental Microbiology, v.67, n.6, p.2430-2435, 2001.

PALHARES, J.C.P.; LUCAS JUNIOR, J.; SIPAUBA-TAVARES, L.H. Efeito da
aplicacdo de estrume de suinos, fresco e fermentado em biodigestores, na qualidade da
agua para a aquicultura. Energia na Aquicultura, v.13, n.4, p.32-39, 1998.

PATRA, S.K.; MOHAMED, K.S. Enrichment of Artemia nauplii with the probiotic
yeast Saccharomyces boulardii and its resistance against a pathogenic Vibrio.
Aquaculture International, v.11, p.505-514, 2003.

POPMA, T. J.; PHELPS, R. P. Status report to commercial tilapia producers on
monosex fingerling productions techniques. In: SIMPOSIO SUL AMERICANO DE
AQUICULTURA, 1, 1998, Recife. Anais... Floriandpolis: SIMBRAQ), 1998. p.127.

POPMA, T.J., PHELPS, R.P. Status report to commercial tilapia producers on monosex
fingerling productions techniques. In: SIMPOSIO SUL AMERICANO DE
AQUICULTURA, 1, 1998, Recife. Anais... Floriandpolis: SIMBRAQ, 1998. p.127.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA - UFV. SAEG Sistema para analises
estatisticas e genéticas. Versdo 7.1. Vicosa, MG. 150p. (Manual do usuério).

VERSCHUERE, L.; HEANG, H.; CRIEL, G. et al. Selected bacterial strains protect
Artemia spp. from the pathogenic effects of Vibrio proteolyticus CW8T2. Applied and
Environmental Microbiology, v.66, n.3, p.1139-1146, 2000a.

VERSCHUERE, L.; ROMBAUT, G.; SORGELOQOQS, P; et al. Probiotic bacteria as
biological control agents in aquaculture. Microbiology and Molecular Biology
Reviews, v.64., v.4, p.655-671, 2000b.

ZUANON, J.A.S.; FONSECA, J.B.; ROSTAGNO, H.S.; et al. Efeito de promotores de
crescimento sobre o desempenho de frangos de corte. Revista Brasileira de Zootecnia,
v.27,n.5, p.999-1005, 1998.



V1. CONCLUSOES GERAIS

A inclusdo de levedura viva (Saccharomyces cerevisiae) em racdes para as fases
de reversdo sexual e alevinagem da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), ndo exerceu
nenhum efeito positivo sobre o desempenho e a sobrevivéncia destas em situacOes de
cultivo experimental sem desafio sanitario e com o fornecimento de esterco suino in
natura como desafio sanitario.

Porém promoveram, em todos 0s casos a colonizagdo do trato digestério dos
alevinos, levando também a uma modificacdo na sua microbiota no cultivo experimental
sem desafio sanitario. Quanto a influéncia do probidtico sobre o numero de
microrganismos presentes, ndo se verificou resultado significativo no primeiro
experimento, porém no segundo experimento, houve diferenca significativa sobre os
valores de coliformes fecais no intestino e no ambiente aquatico, sendo menores no
tratamento com probiotico.

Experimentos englobando periodos mais longos, fases subsequentes de cultivo ou
exposicoes a patdgenos especificos, bem como outros fatores de desafio sanitario ou
estressantes devem ser conduzidos para se verificar a eficiéncia da levedura viva na

tilapicultura.
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