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RESUMO

Existem evidéncias que probidticos sdo uma alternativa importante ao uso de antibidticos e
quimioterapicos na criagdo animal. No entanto, o conhecimento sobre a atuagdo dos probidticos na
aquicultura ainda é escasso. Este estudo avaliou a suplementacdo de dois probidticos no
desempenho zootécnico, resisténcia a infeccdo apds desafio com patégeno, digestibilidade de
nutrientes da dieta e histologia do intestino (anterior, médio e posterior) de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus). Os probidticos testados foram o produto comercial Aquayeast®,
(Saccharomyces cerevisiae) e um probidtico experimental, composto pela bactéria acido-latica
(Lactobacillus plantarum), isolada do trato gastrointestinal da prépria tilapia. Peixes com peso inicial
médio de 2,4 g + 1,0 e 230 g + 10 g foram utilizados nos ensaios de crescimento e digestibilidade,
respectivamente. A suplementagdo com os probiéticos promoveu uma melhora significativa no
desempenho e sobrevivéncia da tilapia apds desafio com o patégeno Aeromonas hydrophila. Porém,
somente a suplementagdo da dieta com o probidtico a base de levedura promoveu um aumento
significativo na digestibilidade da proteina, matéria seca e energia. Ndo houve alteracdes
morfolégicas no trato digestorio dos peixes apds suplementacdo com os diferentes probiodticos por 55
dias e a colonizagdo do trato gastrointestinal pelos microorganismos foi comprovada através de
histologia.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus, probidticos, desempenho zootécnico, digestibilidade, desafio



ABSTRACT

There is growing evidence that probiotics are an important alternative to the use of antibiotics and
quimiotherapics in animal husbandry. However, the knowledge about the effects of probiotic
suplementation in aquaculture is still scarce. This study evaluated the supplementation of different
probiotics on the performance, resistance to infection after pathogen challenge, dietary nutrient
digestibility and histology of the intestine (foregut, midgut and hindgut) of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus). The probiotics tested were the commercial product Aquayeast® (Saccharomyces
cerevisiae), and an experimental probiotic (Lactobacillus plantarum), isolated from the gastrointestinal
tract of Nile tilapia. Average initial weight of fish used in the growth and digestibility trials with both
probiotics were 2.4 g £ 1.0 g and 230 g + 10 g, respectively. The supplementation with the probiotics
has promoted a significant improvement in growth and survival after challenging with the pathogen
Aeromonas hydrophila. However, only the yeast probiotic promoted a significant increase in the
dietary digestibility of protein, dry matter and energy. There were no morphologic alterations in the
digestive tract after supplementation with the different probiotics for 55 days, and the colonization of
the gastrointestinal tract by the microorganisms was confirmed by histology.

Key words: Oreochromis niloticus, probiotics, growth, digestibility, challenge



INTRODUGAO
Criagao de Tilapias

De acordo com Lovshin (1998), as tilapias apresentam-se como o segundo grupo de peixes
de maior importancia na aquicultura mundial. Ha registro histérico do cultivo de tilapias em cativeiro
pelos egipcios, ha dois mil anos antes de Cristo (BALARIN; HALLER, 1982). No entanto, o
crescimento da atividade intensificou-se somente no século XX. A China, que possui tradigdo milenar
em aquicultura é o maior produtor de tilapia do mundo, com aproximadamente 900.000
toneladas/ano, estando o Brasil em sétima colocagdo, com aproximadamente 70.000 t, conforme
dados de 2006 (FAO, 2007) (Tabela 1).

Tabela 1. Principais produtores mundiais de tilapia em 2006 (FAO, 2007).

Pais Producéo (t)
China 897.276
Egito 199.078
Filipinas 145.869
Indonésia 139.651
Tailandia 97.653
Taiwan 89.275
Brasil 69.078

Tilapia € a denominagdo comum de algumas espécies de peixes ciclideos que, de acordo
como se distribuem originalmente do centro-sul da Africa até o norte da Siria (POPMA; PHELPS,
1998). Existem aproximadamente 100 espécies de tilapia, distribuidas em trés géneros: Oreochromis,
Sarotherodon e Tilapia (MCANDREW, 2000). Todavia, apenas cerca de 22 espécies de tilapias sdo
cultivadas no mundo, sendo as principais 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 (EL-SAYED, 1999).

No Brasil, a criagéo de tilapias teve inicio com a introdugc&o de um plantel de Tilapia rendalli,
na década de 1950 (GODOQY, 1959), o qual, devido ao baixo desempenho em crescimento, foi
seguido de uma nova introdugao de tilapia do Nilo em 1972 (DA SILVA; MELO; LOVSHIN, 1975). A
tilapicultura firmou-se como atividade empresarial a partir da década de 1980, apds surgimento de
técnicas de reversao sexual e introdugdo de linhagens de maior potencial zootécnico; foi quando
surgiram os empreendimentos pioneiros (KUBTIZA, 2000; ZIMMERMANN, 2000).

Lund e Figueira (1989) salientaram algumas qualidades que tornam as tilapias um dos peixes
com maior potencial para a piscicultura: estes peixes alimentam-se dos itens basicos da cadeia
trofica, aceitam uma grande variedade de alimentos, respondem com mesma eficiéncia a ingestao de

proteinas de origem vegetal e animal, apresentam resposta positiva a fertilizagdo dos viveiros, sao



bastante resistentes a enfermidades, suportam baixos teores de oxigénio dissolvidos na agua,
desovam durante todo ano nas regides mais quentes do pais, além de apresentarem um bom
aproveitamento de ragdes artificiais. Proenga e Bittencourt (1994) também destacam as boas
caracteristicas sensoriais e nutricionais da tilapia, tais como: carne saborosa, baixo teor de gordura,
auséncia de espinhos em forma de “Y” e rendimento de filé de 35% a 40% (em exemplares com peso
médio de 450 g), o que facilita seu processamento nas industrias de beneficiamento.

Em 2005, a producéao de tilapia incrementou em 38% a producéao total de peixes oriunda de
aquicultura no Brasil (IBAMA; 2007). Entre os peixes criados, € a que apresenta maior produgao
aquicola, seguida das carpas (23,8%) e do tambaqui (14%) (Tabela 2).

Tabela 2. Produgéo dos principais peixes oriundos de aquicultura no Brasil (IBAMA, 2007).

Peixes Producéo (%)
Tilapia 38
Carpa 23,8
Tambaqui 14
Tambacu 6,1
Pacu 51
Piau 2,3
Tambatinga 1,4
Truta 1,3
Outras 8
Total 100

Tilapia do Nilo
A tilapia do Nilo & o segundo peixe de agua doce mais cultivado em todo o mundo, ficando
atras apenas das carpas (BORGUETTI; OSTRENSKY; BORGHETTI, 2003).

No Brasil, a tilapia do Nilo possui grande destaque por ser uma espécie precoce que
apresenta excelente desempenho em diferentes sistemas de criagdo (WAGNER et al., 2004 apud
CYRINO et al., 1998), desde extensivo, semi-intensivo em tanques que recebem dejetos animais, até
em cultivos intensivos em tanque-rede. O comprimento e o peso maximo registrados para esta
espécie foram de 60 cm (ECCLES, 1992) e de aproximadamente 5 kg (IGFA, 2001), respectivamente.
A principal caracteristica que distingue a espécie Oreochromis niloticus & a presencga de listras por
todo comprimento da nadadeira caudal (ECCLES, 1992). E uma espécie onivora (PHILIPPART e
RUWET, 1982) que se alimenta de detritos, algas verdes e cianoficeas, diatomaceas, macrdfitas e
bactérias (BOWEN, 1982).

Atualmente, a tilapia do Nilo é considerada a espécie mais importante na piscicultura
continental mundial por apresentar inUmeras caracteristicas positivas para sua criagdo, tais como:
rusticidade, facil reprodugdo, programa de melhoramento genético e, principalmente, mercado
(FITZSIMMONS, 2000). Por ser uma espécie precoce, resistente a patologias e baixos teores de
oxigénio, esta espécie mostrou ser apropriada para a piscicultura de subsisténcia, sofrendo um rapido

aumento em seu cultivo nos paises em desenvolvimento (LOVSHIN, 1998).
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Varios sdo os produtos industrializados derivados da tilapia, como peixe eviscerado com e
sem pele e cabecga, isca, lingliga, fishburguer, carne moida, espetinho, kibe e bolinhos, farinhas,
asinha, além de bolsas e acessorios de couro de peixe. Entretanto, o produto nobre e mais apreciado
nacionalmente e internacionalmente é o filé, em funcdo de suas caracteristicas sensoriais e
nutricionais (MEURER, 2005).

Problemas na Piscicultura

A aquicultura mundial destaca-se como um dos setores da producdo animal em elevada
expansdo. Nesta ultima década, obteve um crescimento anual médio cinco vezes superior as
atividades tradicionais agricolas, superior a avicultura, suinocultura e producdo de bovinos
(BORGUETTI; OSTRENSKY; BORGHETTI, 2003; IBAMA, 2007). Em 2005, a produgdo aquicola
brasileira respondeu por 25,6% da producado total de pescado (257.780 t), sendo os principais
produtores as regides Sul, Nordeste e Sudeste. Dentre os diferentes cultivos continentais, a
piscicultura foi responsavel por 99,4% ou 178.746,5 t do total produzido (IBAMA, 2007). Com o
crescimento da piscicultura intensiva, observa-se o aumento da ocorréncia de enfermidades (COSTA,
2003), pois peixes ficam mais expostos a patdégenos oportunistas. Diversos fatores tais como regime
alimentar, qualidade da agua, ou mesmo o manejo, pode determinar mudancas na composi¢ao da
microbiota intestinal que induzem a proliferacdo desses patogénos, provocando uma enfermidade
(VERSCHUERE et al., 2000; WINTON, 2001).

Para evitar perdas, tanto em mortalidade quanto em desempenho, piscicultores adicionam
antibidticos ou outros quimioterapicos no cultivo, com o intuito de inibir ou reduzir a proliferagcdo de
patdgenos, na tentativa de prevenir qualquer tipo de infecgdo (NAYAK et al., 2007). No entanto, no
Brasil, ndo ha fiscalizagcdo adequada para que o uso dessas substadncias seja controlado na
aquicultura. Desta forma, muitas vezes estes produtos sado utilizados de forma indevida, sem
prescricdo de dosagem, periodos de tratamento e periodos de caréncia (HISANO et al., 2006).
Entretanto, o conhecimento e respeito a estas restricdes sao fundamentais, pois visam a melhor agéo
do medicamento e sua eliminagéo, de forma a ndo comprometer com residuos o produto final e o
meio ambiente.

Um dos graves problemas da ma utilizagdo dos antibidticos é que, além de causar maleficios
a saude dos consumidores, promove a selegdo de bactérias resistentes, causando um grande
impacto ecoldgico (LEWIN, 1992; HISANO et al.,, 2006). Com isso, varios estudos estdo sendo
desenvolvido para oferecer alternativas ao uso dessas substancias. Em 2001, Menten destacou a
proibicdo destas substancias pela Unido Européia, em funcdo da resisténcia provocada em
patégenos importantes para seres humanos, por causar reagbes de hipersensibilidade e até
mesmo por possuirem propriedades cancerigenas. Dentre as alternativas, surge a utilizacdo de
probidticos, que tem por objetivo estabilizar uma determinada populagao bacteriana em condi¢des
ideais de normalidade (OWINGS et al.,, 1990; JONES, 1991), favorecendo o desempenho
zootécnico e resisténcia dos animais pela sua capacidade de atenuar os desafios do ambiente de

cultivo.
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Os Probiédticos

A denominagéo de probidtico foi feita pela primeira vez em 1965, por Lilly e Stillwel, que a
utilizaram para nomear uma substancia secretada por um determinado protozoario que causou
crescimento a outros. Ja em 1999, Gatesoupe definiu probidtico para aquicultura como sendo
suplementos derivados de microorganismos, os quais sdo adicionados ao cultivo com o propdsito de
colonizar o trato digestério dos animais, melhorando a saude destes.

Mais recentemente, em 2001, Schrezenmeir € Vrese sugeriram que o termo probidtico deve
ser usado para produtos que contenham determinados microrganismos vivos, em quantidade
adequada para promover a alteragdo da microbiota, por implantacdo ou colonizacdo de um
hospedeiro. Essa alteracdo devera produzir efeitos positivos na saude do hospedeiro, através do
estimulo de sua microbiota, reduzindo ou eliminando a incidéncia de microorganismos patdgenos.

Entretanto, para que exista essa colonizagao é necessaria a aplicagdo constante e frequente
do probidtico, para que os microrganismos nele contidos sejam dominantes no sistema aquatico.
Assim, os microrganismos que estiverem presentes em maior quantidade influenciardo a microbiota
do intestino do hospedeiro (FULLER, 1992). Apds a instalacdo definitiva de uma microbiota no
ambiente, somente a adi¢cao de altas doses de probidtico provocara sua colonizacao artificial, a qual
sera apenas temporariamente dominante. Em animais adultos, a populacdo de microrganismos
oriundos de probiéticos no trato gastrointestinal decresce alguns dias ap6s sua ingestédo (FULLER, 1992).

Como relatado por diversos autores (HAVENAAR; BRINK; HUIS INT'VELD, 1992;
SALMINEN; OUWEHAND; ISOLAURI, 1998; OUWEHAND et al., 1999; SAARELA et al., 2000;
HOLZAPFEL; SCHILLINGER, 2002), certas caracteristicas s&o imprescindiveis para que um
microorganismo possa se tornar um probidtico e agir de forma eficiente no trato digestério de uma

espécie alvo, tais como:

e Ter capacidade de colonizagao do trato digestorio.

e Possuir resisténcia a agao da bile, secre¢cdes pancreaticas e intestinais, as variagdes de
pH, principalmente do suco gastrico, bem como ao sistema imunolégico do hospedeiro.

e Manter-se vivo por longo tempo, durante transporte, armazenamento, para que possam
colonizar o hospedeiro eficientemente.

e Nao transportar genes transmissores de resisténcia a antibidticos.

e Possuir propriedades anti-mutagénicas e anticarcinogénicas.

e Reduzir ou eliminar a presenca de microorganismos patdégenos no hospedeiro.

Varios microorganismos ja sao utilizados como probidticos e outros vem sendo testados por

apresentar propriedades probiéticas (Tabela 3).

Forma de Acdo dos Probidticos

Varios estudos foram publicados nos ultimos anos sobre o uso de probidticos na producao
animal, incluindo a produgédo de camardes (GARRIQUES e AREVALO, 1995; MORIARTY, 1997),
peixes (DE SCHRIJVER; OLLEVIER, 2000; SUZER et al., 2008), frangos (CORREA et al., 2002;
SILVA; ANDREATTI, 2000) e suinos (JORGENSEN, 1989; KORNIEWICZ, 1992). Entretanto, devido
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Tabela 3. Alguns microorganismos com propriedades probiéticas. Adaptado de Holzapfel et al. (2001).

Bactérias acido-lacticas dos géneros .
Outras bactérias acido-

Outros microorganismos

Lactobacillus Bifidobacterium lacticas
L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecalis Bacillus cereus (var. toyoi)
L. amylovorus B.animalis Enterococcus faecium Echerichia coli (cepa nissle)
L. casei B. bifidum Lactococcus lactis Propionibacterium freudenreichii
L. crispatus B. breve Leuconstoc mesenteroides Saccharomyces cerevisiae
L. delbrueckii  B. infantis Pediococcus acidilactici Saccharomyces boulardii
subsp.bulgaricus
L. gallinarum B. lactis Sporolactobacillus inulinus
L. gasseri B. longum Streptococcus thermophilus
L. johnssonii
L. paracasei

L. plantarum
L. reuteri

L. rhamnosus

a limitagdes metodoldgicas ou mesmo de ética no uso de animais, 0 modo de agao dos probidticos é
pouco conhecido (BALCAZAR et al., 2006). Alguns modos de agéo foram sugeridos nos estudos
acima citados, os quais podem atuar independentemente ou de forma associada:

Exclusdo competitiva: os probidticos competem com outros microorganismos, possiveis
patdgenos, por locais de adesdo na parede do sistema digestdrio (sitios de ligagdo), onde formam
uma barreira fisica, além de competir por nutrientes e energia. Este modo de agéo explicaria a
necessidade do fornecimento freqliente e em grande quantidade dos probidticos, para uma agao
efetiva.

Aumento da imunocompeténcia: os probiéticos possuem a capacidade de melhorar o sistema
imune, mas o exato mecanismo de acao ainda nao esta elucidado (CROSS, 2002). Pode haver
estimulo do sistema imune nao especifico, havendo aumento da atividade fagocitaria de leucdcitos
(SAKAI et al.,1995) e ativacdo de macréfagos (KATO; YOKOKURA; MUTAI, 1983). Em humanos, foi
verificado que a administracao oral de Lactobacillus casei Shirota (LcS) estimula e altera a atividade
de macrdéfagos, células T e células B, resultando na mudancga de varios parametros imunologicos,
como produgdo de citocinas pelos linfocitos, proliferacdo de células B e de células natural Killer,
producao de IgM e IgG e ativacdo da atividade fagocitica de leucécitos (MATSUZAKI; CHIN., 2000;
YOKOKURA et al., 1999). Em humanos foi demonstrado que o Lactobacillus casei, juntamente com
as bifidobactérias, aumentaram a produgédo de IgA, fortalecendo a barreira da mucosa intestinal
(LAIHO et al., 2002). Alguns trabalhos relatam um aumento na resisténcia (maior sobrevivéncia,
aumento da resposta imune) de animais suplementados com probiéticos apds sofrerem algum tipo de
desafio com patégenos (CASTRO; CERVON 2004; VIEIRA et al, 2007; KUMAR et al., 2008;
RENGPIPAT et al., 2000; BALCAZAR, 2003; PIRARAT et al., 2006).

Producgéo de substancias antibacterianas: certos microorganismos produzem substancias que
diminuem ou cessam o crescimento de bactérias patogénicas, tais como: bacteriocinas, peréxido de
hidrogénio, acidos organicos e acidos graxos volateis de cadeia curta (propidnico, acético, butirico,
lactico) (FULLER, 1989). Em estudo realizado por Jatoba e colaboradores (2008), foi demonstrado
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claramente esse mecanismo de acdo. Algumas cepas de bactérias acido-laticas, isoladas de
espécimes de tilapia do Nilo, inibiram o crescimento de patégenos in vitro, o que foi constatado pela
formagcao de um halo ao redor de discos de agar impregnados com as cepas de bactérias
supostamente “benéficas”.

Fornecimento de nutrientes e/ou auxilio no processo de digestdo e absorgcado de nutrientes:
Sakata (1990), Dall e Moriarty (1983) e Fuller (1989) relataram que a suplementagdo com alguns
probiéticos pode contribuir para a melhora na nutrigdo dos animais, mediante o fornecimento de
acidos graxos, vitaminas e aminoacidos. Alguns autores ainda descrevem que certos
microorganismos utilizados como probiéticos podem beneficiar os processos digestivos, através da
producdo de enzimas extracelulares como lipases, proteases (PRIEUR et al.,1990; WANG et al.,
2000 ), lactase (DE VRESE et al., 2001), celulase e amilase (WANG, 2007).

Aplicacbes dos Probidticos

Os probidticos sao utilizados na alimentagdo humana por promover varios beneficios para a
saude, como reducgao do risco de varias doencgas intestinais, cardiovasculares, cancer, obesidade e
diabetes tipo 2, além de possuir agéo antiinflamatéria e melhorar a digestibilidade de nutrientes
(NAIDU; BIDLACK; CLEMENS,1999; SIMHON et al., 1982; KANAMORI et al., 2001). Na criagdo
animal, os probioticos sdo utilizados como promotores de crescimento, proporcionando um aumento
geral na produgdo e redugdo na mortalidade causada por patégenos (VERSCHUERE et al., 2000;
WANG et al., 2008).

Na aquicultura, foi demonstrado que promovem uma melhora no ganho em peso, conversao
alimentar e aproveitamento dos nutrientes da ragao, além de beneficiar o ambiente de cultivo com a
melhoria da qualidade de agua (GATESOUPE, 1999; BALCAZAR et al., 2006; WANG, 2007). Os
probidticos podem ser oferecidos como suplemento adicionado na ragao, enriquecimento de alimento
vivo ou diretamente na agua de cultivo. A melhoria da qualidade de agua pode estar associada a
presencga bactérias gram-positivas, pois estas convertem a matéria organica em CO, de forma mais
eficiente que as bactérias gram-negativas. Durante o ciclo de produgéo, altos niveis de bactérias
gram-positivas na agua podem minimizar o acumulo de carbono orgénico dissolvido (DALMIN;
KATHIRESAN; PURUSHOTHAMAN, 2001).

Isolamento de Cepas Probidticas

Para a utilizagdo de um microorganismo como suplemento, &€ necessario que este seja
isolado, caracterizado e que sejam realizados testes para comprovar sua eficiéncia probiética, como
sumarizado na Figura 1. Primeiramente, é selecionada uma fonte de microorganismos, por exemplo:
trato digestorio de animais e humanos, sucos e fermentados de frutas, leite, alimentos, etc. O
segundo passo € o isolamento e identificagdo dos microorganismos com os quais se pretende
trabalhar, através da utilizacdo de meios de cultura seletivos. Apds a identificagao, faz-se uma nova
cultura apenas com as colbnias de interesse para realizagdo de testes in vitro, como inibicao de
patdgenos, teste de patogenicidade na espécie alvo, resisténcia as condigbes existentes nos
hospedeiros (enzimas, suco gastrico, pH, temperatura), entre outros. Apds estes testes, experimentos

com suplementagdo in vivo devem ser realizados para conferir se ha beneficios com a
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suplementagdo desses novos microorganismos em pequena e grande escala. Por fim, o probidtico

que apresentou resultados significativamente satisfatorios pode ser produzido comercialmente.

Figura 1: Diagrama para selegéo de probidticos. Adaptado de Balcazar et al.(2006).
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O uso de probidticos na nutrigho humana e animal é amplamente relatado na literatura
(FULLER, 1992; MULDER; HAVENAAR; HUIS IN'T VELD, 1997) e aplicado na aquicultura por
Gatesoupe (1999), Gomez-Gil; Roque e Turnbull (2000), Verschuere et al. (2000), Irianto e Austin
(2002) e Bachere (2003).

Alguns estudos mostram que a suplementacdo com probidticos no cultivo de organismos
aquaticos melhora tanto o desempenho e a saude dos animais, como também o ambiente de criagdo
(DALMIN; KATHIRESAN; PURUSHOTHAMAN, 2001; NOGAMI; MAEDA, 1992; NOGAMI et al.,1997).
Porém, outros estudos nao relatam efeitos positivos (MAKRIDIS; FJELLHEIM; SKJERMO, 2000;
MEURER et al., 2006).

Por isso, diferentes microorganismos sao testados como probidticos para diferentes espécies
de animais, fases de desenvolvimento e sistemas de criacdo. Entre eles destacam-se principalmente
as bactérias acido-laticas, algumas nao acido-laticas, além de leveduras do género Saccharomyces.

Entretanto, o efeito benéfico no desempenho zootécnico, bem como os mecanismos de agéo e
a “protegdo” imunoldgica proporcionada pelos probidticos, ndo estdo ainda bem esclarecidos

(BALCAZAR et al., 2006). Desta forma sdo necessarios estudos mais aprofundados para elucidar a
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acao destes suplementos. Os resultados positivos da aplicacdo de probiéticos em cultivos podem
representar uma excelente ferramenta em substituicdo aos antibiéticos e quimioterapicos, que podem

causar problemas econémicos, sanitarios e ambientais.

JUSTIFICATIVA

Estudos sobre a suplementagao de probioticos em aquicultura ainda sdo escassos e muitas
vezes de dificil interpretacao, ja que os beneficios de sua suplementagdo nem sempre sao evidentes.
Isto pode ocorrer devido a complexidade do ambiente no qual os animais sdo cultivados, ja que
diversos fatores podem afetar o desempenho dos animais, mascarando a agéo dos probiodticos.

A influéncia no desempenho zootécnico dos animais, os mecanismos de agao e a “protecao”
imunolégica proporcionada pelos probidticos, ainda ndo estdo bem esclarecidos, dai a necessidade
de estudos mais aprofundados, que propiciem um maior entendimento sobre a acdo destes
suplementos na piscicultura. Ainda, os resultados positivos da aplicagdo de probidticos podem
representar uma excelente ferramenta em substituicdo aos antibiéticos e quimioterapicos, que podem

causar problemas econémicos, sanitarios e ambientais.

OBJETIVO GERAL
Avaliar a suplementagao de dois probiéticos no desempenho zootécnico, na utilizagado dos
nutrientes da dieta, na digestibilidade de ra¢cdes comerciais e na resisténcia a infec¢do bacteriana em

tilapia do Nilo.

Objetivos Especificos
Comparar os efeitos da suplementagcdo de dois probiéticos, a levedura (Saccharomyces
cerevisiae) e a bactéria (Lactobacillus plantarum), em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) sobre as

seguintes variaveis:

1. Coeficientes de digestibilidade aparente da proteina, energia e matéria seca, por meio da
realizacdo de um ensaio de digestibilidade, que testara os dois suplementos incorporados
na ragao.

2. Desempenho zootécnico, por meio da determinagcdo do ganho em peso, taxa de
crescimento especifico e conversao alimentar, utilizando a suplementacgao da levedura na
agua e da bactéria na ragao.

3. Taxa de retencéo protéica e energética, por meio da andlise da composicao corporal inicial
e final dos peixes, bem como a quantidade de proteina e energia consumida.

4. Resisténcia a infeccdo por uma bactéria patogénica apds desafio, por meio da avaliagao
da sobrevivéncia dos peixes apds o ensaio alimentar, quando a suplementagdo com a

levedura foi feita na agua e, com a bactéria, na ragéao.

Os capitulos a seguir foram redigidos seguindo as normas das revistas “Journal of Fish

Diseases” e “Aquaculture Nutrition” para o capitulo | e Il, respectivamente.
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CAPITULO I

Avaliagao no desempenho zootécnico, resisténcia a infecgao por patégeno e digestibilidade de
nutrientes em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ap6s suplementagao dietética com a

bactéria acido-latica (Lactobacillus plantarum) como probiético.

Fernando Henrique Gomes Cornélio, Eduardo Cargnin Ferreira', José Luiz Pedreira Mourifio e
Débora Machado Fracalossi *
Departamento de Aquicultura, Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
Rodovia Admar Gonzaga, 1346 CEP 88034-001 Floriandpolis, SC — Brasil
'Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética, Centro de Ciéncias Bioldgicas, UFSC

*Autor para correspondéncia: deboraf@cca.ufsc.br

Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da suplementagdo de um probidtico experimental na dieta
da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) sobre seu desempenho zootécnico, resisténcia e a
digestibilidade de uma ragéo comercial. O probidtico testado foi a bactéria acido - latica Lactobacillus
plantarum, isolada do trato intestinal da prépria tilapia, o qual foi incorporado a ragdo na concentragéo
de 1x10° UFC/g. Ao final do ensaio alimentar, os peixes foram desafiados com o patégeno
Aeromonas hydrophila, sendo a sobrevivéncia avaliada durante 96 h. Um segundo ensaio comparou
a digestibilidade da ragdo comercial quando suplementada ou ndo com o probidtico. Foi utilizado o
método indireto na determinagcédo da digestibilidade, com o uso de 0,5% de 6xido de crémio como
indicador, sendo a coleta de fezes feita por sedimentagédo, em tanques cilindros-cénicos equipados
com tubo coletor. A suplementagdo com o probiético melhorou significativamente (p<0,05) o ganho
em peso e a conversao alimentar dos peixes, bem como sua resisténcia a infecgao por patégeno.
Entretanto, a suplementagao nao proporcionou uma melhora nos coeficientes de digestibilidade da
proteina, energia e matéria seca da ragdo comercial.

Palavras chaves: Oreochromis niloticus, probiético, digestibilidade, crescimento, Lactobacillus
plantarum, desafio

Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of an experimental probiotic supplementation in
the diet of young Nile tilapia (Oreochromis niloticus) on their zootechical development, pathogenic
resistance and the digestibility of a commercial ration. The probiotic tested was the lactic acid bacteria
Lactobacillus plantarum, isolated from the intestinal tract of the own Nile Tilapia species, which was
incorporated to the ration with the concentration of 1x10° UFC/g. By the end of growth rehearsal, the
fishes were challenged with the pathogen Aeromonas hydrophila, and the survival evaluation has
lasted for 96 hours. A second rehearsal compared the digestibility of the commercial ration when
supplemented or not with the probiotic. The indirect method was used in the determination of the
digestibility, with the use of 0,5% of chrome oxide as indicator, being the collection of feces done by
sedimentation, in conical cylinder tanks equipped with tube collector. The supplementation with the
probiotic have improved significantly (p <0,05) the gain of weight (23,5 + 0,19) and the feeding
conversion of the fishes (1,27 + 0,02), as well as its resistance to the infection by the pathogen.
However, that the supplementation has not provided an improvement in the coefficients of digestibility
of protein, energy and dry matter of the commercial ration.

Keywords: Oreochromis niloticus, probiotics, digestibility, growth, Lactobacillus plantarum, challenge
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Introdugao

O termo probidtico foi proposto pela primeira vez em 1965, por Lilly & Stillwel, para denominar
substancias secretadas por um determinado protozoario que causavam efeito benéfico a outros
microrganismos. Mais recentemente, Schrezenmeir & Vrese (2001) propuseram que o termo
probidtico deveria ser usado para designar “preparagdes ou produtos que contém microrganismos
viaveis, definidos e em quantidade adequada, que alteram a microbiota prépria das mucosas por
implantagdo ou colonizagdo de um sistema do hospedeiro, produzindo efeitos benéficos em sua
saulde, através de estimulos a esta microbiota”.

Os estimulos a microbiota do hospedeiro causado pelo probiético podem ser uma ferramenta
importante para reduzir ou eliminar a incidéncia de microorganismos patdégenos num sistema de
produgéo. O probiético pode ser fornecido por meio da ragdo, na suplementagdo do alimento vivo
para larvas ou diretamente na agua. A forma de agido dos probidticos ndo esta completamente
elucidada, mas ha estudos que sugerem que posa ser pela competicdo por sitios de ligagdo na
parede intestinal, pela producédo de inibidores ou pela competicdo por nutrientes e energia (Patra &
Mohamed 2003), além de estimulo ao sistema imunolégico (Heyman & Ménard 2002).

Com a intensificagdo dos modelos de sistemas de cultivo, os peixes ficam mais sujeitos as
respostas do estresse causado pela restricdo de espago, piora da qualidade de agua, aumento no
manejo e outros fatores que podem debilitar o seu sistema imune. Com isso, a infecgdo por
microorganismos patégenos oportunistas € facilitada, levando ao aparecimento de enfermidades que
podem prejudicar o crescimento ou até causar mortalidade. Para evitar perdas, tanto em mortalidade
quanto em desempenho, antibidticos ou outros quimioterapicos sao utilizados, com o intuito de inibir
ou reduzir a proliferacdo de patégenos, diminuindo o risco de infeccdo (Correa, Gomes, Corréa,
Salles & Curvello 2002; Nayak, Swain & Mukherjee 2007). No entanto, nem sempre ha fiscalizagdo
adequada para o uso dessas substancias na aquicultura, o que resulta no mau uso dos produtos,
sem que haja prescricdo de dosagem, respeito aos periodos de tratamento e periodos de caréncia
(Hisano, lIshikawa, Ferreira, Bulgarelli, Costa & Padua 2006). Com isso, varios estudos sao
desenvolvidos para oferecer alternativas ao uso de antibiéticos e quimioterapicos, visto que seu uso
ja é proibido em varios paises (Best 1999). Dentre as alternativas, surge a utilizagdo de probidticos,
0s quais objetivam estabilizar e manter uma determinada populagcdo bacteriana em condigdes
normais (Owings, Reynoldas, Hasiak & Ferket 1990; Jones 1991), favorecendo seu desempenho
zootécnico e imunocompeténcia frente aos desafios presentes no ambiente de cultivo.

Varios microorganismos sao testados como probidticos, destacando-se entre eles as
bactérias acido-laticas, bactérias ndo acido-laticas e as leveduras do género Saccharomyces. No
presente estudo, foi testado um probidtico experimental: a bactéria acido-lactica Lactobacillus
plantarum, isolada do sistema digestério de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e anteriormente
identificada como potencial probiético por Jatoba, Vieira, Buglione Neto, Silva, Mourifio, Jerénimo,
Dotta & Martins (2008). A suplementacao deste isolado na dieta (108 UFC g'1) de tilapias (peso inicial
médio 182,3 + 44,5 g) por 14 dias promoveu um aumento significativo (p<0,05) no numero de

eritrécitos, neutréfilos, mondcitos, leucécitos e trombdcitos, apds desafio com o patéogeno
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Enterococcus durans, por injecao intraperitoneal e inibiu o crescimento in vitro dos patdgenos Vibrio
harveyi, V. anguilarum, V. alginolyticus, E. durans, Micrococcus luteus e Escherichia coli (Jatoba et
al., 2008). Entretanto, o efeito desta suplementacdo no desempenho e na utilizagdo dos nutrientes
pela tilapia ainda nao foi avaliado.

Portanto, o presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da suplementagao
de uma ragdo comercial com um probidtico experimental, a bactéria acido-latica Lactobacillus
plantarum, sobre o desempenho zootécnico e a resisténcia a infecgdo por patégeno em tildpia do

Nilo, bem como sobre a digestibilidade da matéria seca, proteina e energia de uma ragdo comercial.

Materiais e Métodos

Inicialmente foi realizado um ensaio de crescimento, com duragcdo de 55 dias, onde trés
grupos de alevinos da espécie tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) foram alimentados com uma
racado comercial suplementada com o probid6tico, enquanto outros trés grupos, somente com a ragao
comercial, sem suplementacdo. Ao final dos 55 dias, os peixes foram desafiados com o patégeno
Aeromonas hydrophila, sendo a sobrevivéncia avaliada durante 96 h.

Um segundo ensaio comparou a digestibilidade da ragdo comercial quando suplementada ou
ndo com o probiotico, em seis grupos de peixes, os quais foram distribuidos em seis tanques
cilindrico-conicos com volume de 200 L. Da mesma forma que no ensaio de crescimento, trés grupos
receberam uma ragédo comercial (36% de proteina bruta) suplementada com a bactéria, enquanto os
outros trés, as racdo comercial sem suplementacgao.

Os exemplares de tilapia para os dois ensaios foram adquiridos de uma fazenda comercial.
Os ensaios foram conduzidos em delineamento experimental completamente casualizado e os
tanques mantidos em sistemas fechados de recirculagdo de agua, com troca parcial de 10-15 L min™,
equipados com aeragao e controle de temperatura. A qualidade da agua foi aferida pela determinagao
diaria do oxigénio dissolvido e temperatura com oximetro (YSI), bem como pela medida semanal do

pH e concentragao de amoénia total, através de kits especificos.

Suplementagao da ragao comercial com probiético e alimentacdao dos peixes

No ensaio de crescimento utilizou-se uma ragdo comercial com 40% de proteina bruta,
enquanto que no ensaio de digestibilidade, uma com 36%. Para ambos os ensaios as ragbes foram
suplementadas com o probiotico experimental.

O probidtico utilizado foi a bactéria acido-latica Lactobacillus plantarum CPQBA 227-08 DRM,
isolada do trato digestério de tildpia do Nilo, a qual foi identificada bioquimicamente através da
utilizagdo do kit api50 CH. Essas cepas foram aspergidas na racédo depois de crescidas em meio de
cultura “Man Rogosa e Sharpe” (MRS), na concentragao de 1x10% UFC mL™, na proporgao de 100 mL
kg'1 da ragdo comercial. Essa mistura foi incubada durante 24 h, a 35°C, em recipiente
hermeticamente fechado. A ragdo que nao recebeu a suplementagdo com probidtico foi submetida ao
mesmo procedimento, mas a aspersao foi feita somente com agua. Apds o periodo de incubagao, as

racdes foram secas a mesma temperatura, por 24 h. A quantificagdo das bactérias na ragao foi
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realizada utilizando-se o mesmo procedimento descrito por Jatob4 et al. (2008), onde dilui¢des de 10
® 10" e 10® foram aspergidas em meio de cultura agar para a contagem do numero de UFC
(unidades formadoras de coldnias) g'1 de ragao.

No ensaio de crescimento, os peixes foram alimentados inicialmente com quantidade de
racdo equivalente a 7% da biomassa/tanque/dia, a qual foi reduzida para 5% no final do ensaio
(Kubitza 2000). Esta quantidade de ragao foi fornecida trés vezes ao dia (8 h, 13 h e 18 h).

No ensaio de digestibilidade, os peixes foram alimentados trés vezes ao dia, as 8 h, 12 h e 16
h, com uma quantidade didria de racdo equivalente a 3% do peso vivo de cada tanque (Kubitza

2000).

Ensaio de crescimento

Nesse primeiro ensaio foram utilizados 180 alevinos de tilapias, com peso inicial de 2,4 g +
0,5. Os peixes foram aclimatados as condi¢gdes experimentais por uma semana em seis tanques com
volume util de 120 L, na densidade de 30 peixes/tanque. Trés tanques receberam a racdo
suplementada com probiotico e outros trés, somente a ragdo comercial, como controle.

Dois grupos de 20 peixes, com a mesma média de peso daqueles estocados,foram
amostrados para a analise da composi¢ao corporal inicial. Os peixes dentro de cada grupo foram
triturados e homogeneizados para compor as amostras iniciais. O mesmo procedimento foi adotado
para a analise da composicao final dos peixes, mas, neste caso, dois peixes foram coletados de cada
unidade experimental, os quais foram homogeneizados para compor a amostra analisada.

Foram realizadas biometrias em intervalos de aproximadamente 10 dias para avaliagao do

crescimento e ajuste da quantidade de ragéo.

Desafio com bactéria patogénica

Ao final do ensaio alimentar, os peixes foram submetidos a um desafio com a bactéria
patogénica Aeromonas hidrophyla hidrophyla CPQBA 228-08 DRM, gentilmente cedida pelo setor de
microbiologia do Laboratério de Camardes Marinhos, UFSC, para avaliagdo da resisténcia a infecgao.
Os peixes de cada unidade experimental foram subdivididos em dois grupos de igual numero: o
primeiro grupo recebeu 0,4 mL de uma solugdo contendo o patdgeno Aeromonas hydrophila (10’
células mL'1) por injecao intraperitoneal e, o segundo grupo, foi o controle da infecgao, recebendo 0,4
ml de uma solugao salina. Estes peixes foram mantidos fora do sistema de recirculagdo de agua e

ficaram sob observagéo durante 96 h, quando foram registrados os sinais clinicos e a mortalidade.

Ensaio de digestibilidade

Neste ensaio foram utilizados 48 juvenis de tilapias, com peso de 230 g = 10 g. Os peixes
foram aclimatados as condi¢des experimentais por uma semana em seis tanques cilindrico-conicos
com volume de 200 L, na densidade de 8 peixes/tanque.

Foi avaliada a digestibilidade da proteina, energia e matéria seca de uma ragcdo comercial,
suplementada com o mesmo probidtico. Trés tanques receberam a ragado suplementada com
probiético e outros trés, somente a ragdo comercial, como controle. O método indireto foi empregado
na determinacado da digestibilidade, com o uso de 0,5% de 6xido de crémio como indicador. As fezes

foram coletadas por sedimentagao em tubo coletor (50 mL) situado no fundo de cada tanque cilindro-
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conico, duas vezes ao dia, em intervalos de 6 h, as 24 h e 6 h. Durante os intervalos entre coletas, os
tubos coletores ficavam imersos em recipiente com gelo, para evitar agéo bacteriana.

O método de coleta de fezes foi 0 mesmo descrito por Oliveira Filho & Fracalossi (2006),
apenas com uma modificagdo: os animais nao foram transferidos dos tanques de alimentagao para os
tanques de coleta de fezes. Portanto, o periodo de coleta de fezes foi precedido de uma limpeza
rigorosa das paredes internas do tanque, bem como de 90% de troca de agua, para evitar
contaminagcao das fezes com restos de ragado e/ou com filme bacteriano formado nas paredes do
tanque. Os tubos coletores contendo as fezes foram centrifugados a 2, 296 x g por 5 min. O liquido
sobrenadante foi descartado e as fezes, secas em estufa (50 °C) durante 24 h. Ap6s secagem, as
fezes foram trituradas e congeladas a -20 °C para analises posteriores.

A concentragdo de 6xido de cromio (Cr,O3), proteina bruta, energia bruta e matéria seca
foram determinadas na ragdo e nas fezes para estimar os coeficientes de digestibilidade aparente da

ragdo comercial com e sem a suplementacao dos probiéticos.

Anadlise histoldgica dos intestinos

Foram coletadas amostras do intestino anterior, médio e posterior de dois peixes por unidade
experimental, tanto no ensaio de crescimento quanto no ensaio de digestibilidade, para confirmacgao
da colonizagdo pela bactéria, quando adicionada na ragdo, bem como para detectar possiveis
alteragdes morfologicas ocasionadas pela adigdo do probidtico.

As amostras foram fixadas em formol tamponado com fosfato 0,1 M a pH 7,2 durante um
minimo de 48 h. Posteriormente, foram lavadas em agua corrente durante 2 h. Depois de uma
cuidadosa desidratagdo em etanol, utilizou-se a metodologia de rotina, tal como descrita por Cargnin-
Ferreira & Sarasquete (2008), para a inclusdo em parafina 58°C, utilizando como liquido intermediario
o xilol. Depois da inclusdo em parafina, os blocos foram cortados em micrétomo Leica RM 2025 na
espessura de 5 uym. Os cortes foram estirados e recolhidos em banho termostatico a 52°C e
finalmente aderidos a laminas gelatinizadas.

Os cortes obtidos foram desparafinizados e hidratados segundo a metodologia de rotina e
corados com a técnica de Cason (Cargnin-Ferreira & Sarasquete 2008). Esta técnica, por ser
tricrdbmica, evidencia sobremaneira compostos protéicos e glicidicos, assim como estruturas
morfolégicas similares com cores distintas, aumentando os contrastes e propiciando uma melhor

visualizagdo das estruturas analisadas.

Andlises proximais da ragao, fezes e composigao corporal dos peixes

A composicao proximal das ragbes comerciais utilizadas no ensaio de crescimento e no
ensaio de digestibilidade foi realizada conforme procedimentos descritos pela Association of Official
Analitycal Chemists (AOAC, 1999) e esta apresentada na Tabela 1. A umidade foi determinada por
secagem a 105°C em estufa até peso constante; as cinzas, por queima a 550°C em forno mufla; a
proteina bruta, por digestdo acida (N x 6,25, método de Kjeldahl); o extrato etéreo, pelo método de
Soxlhet, apds digestao acida; a fibra em detergente acido e a energia bruta em bomba calorimétrica.

No ensaio de digestibilidade, também foi analisada a concentragdo de 6xido de crémio nas

racdes e nas fezes, utilizando-se a metodologia descrita por Bremer Neto, Graner, Pezzato, Padovani
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& Cantelmo (2003). As fezes foram analisadas para determinar sua concentragdo em energia bruta,

proteina bruta e matéria seca, conforme descrito para analise das racées comerciais.

Tabela 1. Média da composicdo proximal das ragdes comerciais para tilapia utilizadas no ensaio de crescimento e no

ensaio de digestibilidade.

Crescimento Digestibilidade

Fragao %
Umidade 7,00 9,46
Proteina bruta 41,60 40,50
Cinzas 10,31 10,27
Extrato etéreo 7,50 7,49
Fibra em detergente acido 5,08 5,86
Energia bruta (kcal kg'1) 4.128 4.021

No ensaio de crescimento, foram determinados o ganho em peso e a conversao alimentar,

segundo as equagoes:

Ganho em peso (g) = GP = (Pf— Pi)
Taxa de crescimento especifico (%) = TCE = 100 x (LnPf- LnPij) / t
Conversao alimentar = CA = Qro / GP
Onde: Pf = peso médio (g) no final do experimento
Pi = peso médio (g) no inicio do experimento

Qro = quantidade de ragéo ofertada

A analise da composic¢ao corporal inicial e final dos peixes no ensaio de crescimento incluiu a
determinacao da proteina bruta, energia bruta e matéria seca, conforme descrito para as ragdes, para

célculo da taxa de retencéo da proteina e energia da dieta, segundo as equacdes:

Taxa de retengdo protéica (%): TRP = [peso corporal final (g) x proteina corporal final (%)] —

[peso corporal inicial (g) x proteina corporal inicial (%)}/ proteina consumida (g) x 100

Taxa de retengédo de energia (%): TRE = [peso corporal final (g) x energia corporal final (%)] —

[peso corporal inicial (g) x energia corporal inicial (%)] / energia consumida (kcal) x 100

No ensaio de digestibilidade, o coeficiente de digestibilidade aparente das ragdes foi calculado

segundo as seguintes equagdes:

Para matéria seca (Belal 2005):

100 ¥ Yindicadar no racan

CDAYy = 100 —
" Upindicador nas fezes
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Para proteina e energia (Nose 1960):

Yamarcador na dieta Shnurriente nas fezes
CDA%Y =100 - [IDE] * ( M

4
lamnreadar nas fazas Mymstriantae no diste

Analise estatistica
Todos os dados obtidos nos ensaios de crescimento, desafio e digestibilidade foram
submetidos ao teste t, para avaliar o efeito da suplementagdo com o probidtico. O nivel de

significancia adotado foi de 5%.

Resultados e Discussao

Os valores médios observados para qualidade de agua no ensaio de crescimento foram:
temperatura (28 + 0,5 0C), pH (6,5 + 0,3); oxigénio dissolvido (6,0 + 0,7 mg L'1) e amodnia total (<0,25
mg L'1). E no ensaio da digestibilidade foram (27 + 0,7 0C); pH (6,80 + 0,2); oxigénio dissolvido (6,0 +
0,4 mg L'1) e ambdnia total (<0,25 mg L'1). Tanto no primeiro ensaio quanto no segundo os valores
mostraram-se adequados para o cultivo de tilapia, conforme descrito por Balarin & Hatton (1979) e
Popma & Lovshin (1994).

N&o houve mortalidade nos ensaios de crescimento e digestibilidade. A Figura 1 apresenta a
evolugao do peso médio dos peixes quando alimentados com racéo suplementada com probiético em

relagcdo ao controle, ao longo do periodo experimental, no ensaio de crescimento.

30,0

25,0
@
o 2000
=
‘o
2
T 150
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=
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8 3 7

5.0 2 =

1= 16° 26° 34° 43° 557
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Figura 1. Evolugdo do peso médio de alevinos de tilapia do Nilo alimentados com ragédo suplementada (bactéria) ou nao
(controle) com probidtico (Lactobacillus plantarum), ao longo do periodo experimental. Peso inicial médio + desvio padréo (2,4

g *+ 0,5). Barras com letras diferentes, dentro do mesmo periodo, diferem estatisticamente entre si (p<0,05).
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A Tabela 2 sumariza as variaveis de desempenho e utilizagcdo dos nutrientes da dieta. O
ganho em peso e a conversdo alimentar foram afetados significativamente (p<0,05) pela ragao
suplementada com o probiético, quando comparados com o tratamento controle. Igualmente, houve
maior retengcdo de proteina e energia nos peixes que receberam suplementacdo. Ja a taxa de
crescimento especifico néo foi afetada pela suplementagao.

Tabela 2. Valores médios de ganho em peso, converséo alimentar, taxas de crescimento especifico, retengdo protéica e

energética de alevinos de tilapia do Nilo alimentados com ragdes suplementadas ou ndo com probidtico (Lactobacillus

plantarum) por 55 dias.

Variaveis Ragdo 1 Ragao
suplementada Controle
Ganho em peso, g 23,5+0,19% 21,7+0,8°
Convers3o alimentar 1,27+ 0,02° 1,34 +0,03°
Taxa de crescimento especifico, % 4,33 £0,01% 4,25 +0,10°
Taxa de retengao protéica, % 29,87+1,282 27,15+ 0,9°
Taxa de retencéo energética, % 24,8 + 0427 22,5+ 0,42°

! Ver texto para detalhamento.
2P Medias seguidas pelas mesmas letras, na linha, nao diferem significativamente (p>0,05).

A suplementagdo com a dieta contendo o probidtico nado afetou significativamente a

composic¢ao corporal dos peixes (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios da composigao corporal de alevinos de tilapia do Nilo alimentados com ragdes suplementadas

ou ndo com probidtico (Lactobacillus plantarum), apoés 55 dias (dados expressos na matéria Umida).

Composigao corporal Controle Racao

% suplementada’
Umidade 74,13? 74,65°
Proteina bruta 15,06° 15,62°
Extrato etéreo 3,92° 4,65°
Matéria mineral 5,29° 5,02°

' Ver texto para detalhamento.
2P Médias seguidas pelas mesmas letras, na linha, ndo diferem estatisticamente (P>0,05).

Ja no ensaio de resisténcia houve uma diminuigédo significativa na mortalidade, de 56% para
30%, nos peixes alimentados com a dieta suplementada com probidtico (p<0,05), apds o desafio com
o patégeno. A diferenga na mortalidade foi significativa desde 24 h apds a infecgao (Figura 2). Nao
houve mortalidade nos grupos de peixe que foram injetados com a solugao salina.
No presente estudo, a suplementagdo da ragdo com a bactéria Lactobacillus plantarum promoveu
uma melhora significativa no ganho em peso, conversao alimentar e taxas de retengéo protéica e
energética. Estes resultados concordam com estudos recentes, onde bactérias foram suplementadas
na ragao (Aly, Ahmed, Ghareeb & Moahmed 2008b) ou na agua de cultivo de tilapia do Nilo (Wang,
Tian, Yao & Li 2008). No estudo relatado por Aly e colaboradores (2008b) foram utilizados peixes
com peso inicial maior (5,0 £ 0,9 g) que os do presente estudo e as bactérias testadas foram: L.

acidophilus (107 g™ racdo), B. subtilis (10" g™') e uma mistura de L. acidophilus e B. subtilis (0,5 X 10’
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de cada bactéria g'1 ragdo). Foi observado um aumento significativo no ganho em peso e conversao
alimentar nos grupos de peixes alimentados por 8 semanas com as rag¢des suplementadas, quando
comparados com o grupo alimentado com ragdo sem suplementagao.

No presente estudo, a suplementagdo da ragdo com a bactéria Lactobacillus plantarum

também proporcionou um aumento na resisténcia a infecgao pelo patdégeno Aeromonas hydrophila.

0% -

i /

30%

——controle

20% / hactéria
10% /

0 24 43 72 96

Martalidade {26}

R
U5

Tempo apas infeccdo (h)

Figura 2. Mortalidade de tilapia do Nilo alimentada com ragdo suplementada (bactéria) ou ndo (controle) com probiético
(Lactobacillus plantarum), ap6s desafio com o patégeno Aeromonas hydrophila, durante 96 h.

Resposta similar foi relatada por Aly, Abd-el-Rahman, John & Mohamed (2008a), onde um
aumento significativo na resisténcia a infecgdo pelo patégeno Aeromonas hydrophila, apés desafio
(108 mL™, injecdo intraperitoneal), foi significativamente maior em tilapias (peso inicial 9 @)
alimentadas por 14 dias com racao suplementada com Bacillus firmus, B. pumilus, Citrobacter
freundi, e uma a mistura destas trés bactérias, na concentragcio de 10’ g'1 ragao, quando comparada
com a sobrevivéncia dos peixes alimentados com ragdo nao suplementada com probidticos. Um
aumento significativo na resisténcia de tilapia-do-nilo a infecgdo por Edwardsiela tarda também foi
relatado por Pirarat, Kobayashi, Katagiri, Maita & Endo (2006) apds suplementacdo da dieta com a
bactéria Lactobacillus rhamnosus.

Um provavel mecanismo de agdo das bactérias probidticas no aumento da resisténcia a
infeccdo por patégenos foi descrito por Balcazar, Vendrell, Blas, Ruiz-Zarzuela, Muzquiz & Girones
(2008), onde a habilidade de trés bactérias acido laticas (Lactococcus lactis CLFP 101, Lactobacillus
plantarum CLFP 238, e Lactobacillus fermentum CLFP 242) em inibir a adesao in vitro de patégenos
de peixes (Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Yersinia ruckeri e Vibrio anguillarum)
foi testada no muco da pele e dos intestinos de truta arco-iris (O. mykiss). As bactérias probiéticas
demonstraram uma alta capacidade de aderir ao muco intestinal, causando uma diminui¢cao
significativa na adesao dos patégenos, provavelmente pela secreg¢do de substancias antimicrobianas

e pela exclusao competitiva.
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Nao foi observada qualquer alteragdo morfolégica significativa no intestino dos animais com a

suplementagédo do probiético em ambos os ensaios (Figura 3).

il V=2 = s IS e, .-I"'./" T ¥

Figura 3. Fotomicrografias tipicas do intestino anterior de tilapia do Nilo alimentada com ragédo suplementada ou ndo com o
probidtico (Lactobacillus plantarum), em dois aumentos 40X (esquerda) e 100X (direita). A fotografia da direita mostra fibras
vegetais (FV) no quimo (Q). N&o houve alteracdo significativa da morfologia intestinal com a suplementagdo do probidtico na

ragao.

A anadlise das imagens comprovou um aumento na populagdo bacteriana nos intestinos dos

peixes alimentados com a ragéo suplementada com probidtico, tanto no ensaio de crescimento como

no ensaio de digestibilidade (Figura 4).

Figura 4. Fotomicrografias tipicas da luz do intestino (1000X) de tlapia alimentada com ragédo suplementada com probidtico (A),
onde se observam grupos de filamentos celulares da bactéria Lactobacillus plantarum (setas). Estes ndo foram detectados em

peixes que ndo receberam a suplementagéao (B).

As médias dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes e energia da
racdo comercial suplementada ou ndo com o probiético, encontram-se na Tabela 4. No presente
estudo, apesar do significativo aumento no ganho em peso e conversao alimentar, ndo houve
melhora na digestibilidade da energia, proteina e matéria seca da ragdo com a suplementagcado com a
bactéria Lactobacillus plantarum (p>0,05). Poucos sédo os estudos que avaliaram a digestibilidade
dos nutrientes de uma dieta apds a suplementagdo com probiéticos (Lara-Flores et al. 2003; De

Schrijver & Ollevier 2000). A digestibilidade da matéria organica e da proteina aumentou (p<0,05)
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apo6s a suplementagao de um probidtico comercial, composto pelas bactérias Streptococcus faescium
e Lactobacillus acidophilus, na dieta de tilapia do Nilo (152,3 g peso médio inicial) na maior densidade
testada, mas diminuiu para proteina e nao se alterou para a matéria organica, quando uma menor
densidade de peixes foi adotada (Lara-Flores et al. 2003). A digestibilidade da proteina foi
significativamente maior, mas a um nivel de significancia de 1%, no reto e porgao distal do intestino
de juvenis de turbot (Schophtalmus maximus, 25 a 30 g) alimentados diretamente no estdmago, via
canula, com uma dieta liquida, suplementada (1010) com Vibrio proteolyticus (De Schrijver & Ollevier
2000). Desta forma, o aumento da digestibilidade dos nutrientes da dieta n&o parece ser um efeito
constante da suplementacdo de bactérias probidticas a dieta e ndo explicar, portanto, o efeito
benéfico no crescimento observado no presente estudo. Houve um aumento no ganho em peso,
conversdo alimentar e taxas de retengcdo protéica e energética com a suplementagdo, mas a
digestibilidade da racdo ndo foi afetada. Provavelmente o efeito positivo no crescimento com a
suplementagdo do probiético esta relacionado a um menor gasto protéico e energético com os
mecanismos de defesa e, portanto, uma maior eficiéncia na utilizagdo da energia e proteina da dieta
para crescimento. Ja que tanto o presente estudo como varios estudos aqui discutidos comprovam
um aumento na resisténcia a infec¢ao por patdégenos (Aly et al. 2008b; Pirarat et al. 2006) e/ou nas
respostas imunes em animais alimentados com dieta suplementada com probiéticos (Jatoba et al.
2008, Wang et al. 2008).

Tabela 4. Médias dos coeficientes de digestibilidade aparente da proteina, matéria seca e energia de uma ragéo comercial com

ou sem a suplementagéo de probiodtico (Lactobacillus plantarum), para a tilapia do Nilo.

Racao Racao Comercial
Fraca Comercial Suplementada
ragao com a Bactéria
%
Matéria Seca 705+1,102 72,8 +0,70 2
Proteina 83,5+0,67 2 84,8 +0,45°
Energia 77,0+2,20° 78,6+0,1°

2> Meédias na linha seguidas das mesmas letras n3o diferem significativamente (p>0,05).
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CAPITULO II

Condicionamento da agua com probiotico a base de Saccharomyces cerevisiae no
desempenho e resisténcia a infecg¢ao por patégeno para tilapia do Nilo (Oreochromis

niloticus), e sua suplementagio na ragao para avaliacdo da digestibilidade de nutrientes.
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Rodovia Admar Gonzaga, 1346 88034-001 Floriandpolis, SC
* Autor para correspondéncia.

'Departamento de Biologia Celular, Embriologia and Genética, Centro de Ciéncias Bioldgicas, UFSC

Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar um probidtico comercial, constituido por cepas da levedura
(Saccharomyces cerevisiae) no crescimento, resisténcia a infecgdo por patégeno e digestibilidade de
uma ragao comercial para tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). No ensaio de crescimento, trés
grupos de alevinos, com peso médio de 24 1,0 g, receberam suplementagcdo do probidtico
semanalmente na agua (5,6 x 10° UFC ml™ ), enquanto trés grupos foram mantidos como controle,
sem suplementagdo. Os peixes mantidos na agua condicionada com o probiético apresentaram maior
ganho em peso e melhor conversdo alimentar em relagcdo ao controle (p<0,05). Ao final do ensaio
alimentar, os peixes foram desaflados intraperitonealmente com o patégeno Aeromonas hydrophila
na concentragao de 10" células mL™" e a sobrevivéncia foi avaliada apos 96 h. O condicionamento da
agua com o probiotico aumentou significativamente (p<0,05) a resisténcia dos peixes a infecgao. No
ensaio de digestibilidade, foi testada a suplementagdo do mesmo probiético em ragcdo comercial
(40,5% de proteina bruta) para tllapla do Nilo. Trés grupos receberam a dieta suplementada com o
probidtico (4,0 x 10° UFC ¢ ) e trés grupos receberam somente a dieta comercial, sem
suplementagdo. Houve um aumento significativo na digestibilidade da proteina, matéria seca e
energia da ragdo comercial (p<0,05) suplementada com a levedura.

Palavras chaves: Oreochromis niloticus, probidtico, digestibilidade, crescimento, Saccharomyces
cerevisiae, desafio

Abstract

The objective of this study was to evaluate a commercial probiotic based on the yeast
(Saccharomyces cerevisiae) on growth, resistance to the infection by a pathogen and nutrient
digestibility of a commercial diet to Nile tilapia (Oreochromis niloticus). In the growth trial, three groups
of 30 fingerling, average weight 2.4 g £ 1.0 g, received weekly supplementation of the probiotic in the
water (3 mL of the activated product, 5.6 x 10° UFC mL™"), while three groups were maintained in pure
water as a control. Fish kept in the water conditioned with the probiotic presented higher weight gain
and better feeding conversion when compared to the control (p <0.05). After 55 days, fISh were
challenged with the pathogen Aeromonas hydrophila at the concentration of 10" cells mL™" and the
survival was evaluated after 96 h. Conditioning the water with the probiotic increased significantly
(p<0,05) fish resistance to infection. In the digestibility trial, the supplementation of the same probiotic
was tested in a commercial diet (40.5% crude proteln) fo Nile tilapia. Three groups received the diet
supplemented with the probiotic (4.0 x 10° UFC g ) and three groups received only the commercial
diet, without supplementation. There was a significant increase in the digestibility of protein, dry matter
and energy of the commercial diet (p<0.05) supplemented with the probiotic.

Key words: Oreochromis niloticus, probiotics, digestibility, growth, Saccharomyces cerevisiae,
challenge
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Introdugao

Com a intensificacdo dos sistemas de cultivo e consequente aumento da exposi¢céo a agentes
estressores, ha um aumento na susceptibilidade dos peixes a patégenos oportunistas. A microbiota
no trato gastrointestinal apresenta importante papel na digestdo dos alimentos e pode haver
variagdes na digestibilidade de nutrientes em fungéo dos tipos de microrganismos que colonizam o
trato gastrointestinal (Correa et al. 2002). Adicionalmente, diversos fatores, tais como regime
alimentar, qualidade de agua ou o proprio manejo, podem determinar mudangas na composi¢ao da
microbiota intestinal. Estas mudangas podem induzir a proliferacdo de bactérias patogénicas
oportunistas, provocando infeccdo e enfermidades (Verschuere et al. 2000; Winton 2001). A
Aeromonas hydrophila é um exemplo de uma série de bactérias oportunistas, que sé&o
freqientemente isoladas de surtos de mortalidades em massa no cultivo de tilapia (Plumb 1999).

A inclusdo de probidticos na produgdo animal objetiva estabilizar uma determinada
populacdo bacteriana a condi¢gdes ideais de normalidade (Owings et al. 1990; Jones 1991) e
favorecer o desempenho zootécnico dos animais, bem como sua capacidade de atenuar os desafios
presentes no ambiente de criagdo. Varios estudos relatam o efeito positivo do uso de probidéticos na
avicultura (Correa et al. 2002; Suida 1994), suinocultura (Jorgensen 1989; Korniewicz 1992) e, mais
recentemente, na piscicultura (De Schrijver & Ollevier 2000; Suzer et al. 2008) e carcinicultura
(Garriques & Arevalo 1995; Moriarty 1997). A forma de ac&o dos probidticos ndo esta completamente
elucidada, mas ha evidéncias que seja por competicdo por sitios de ligacdo na parede intestinal,
producdo de substancias antibacterianas e competicdo por nutrientes e energia (Balcazar et al. 2006),
além do estimulo ao sistema imunoldgico (Heyman & Ménard 2002). A aplicagao de probioticos pode
representar uma excelente alternativa ao uso de antibidticos e quimioterapicos, os quais podem
causar problemas econémicos, sanitarios e ambientais.

O uso da levedura (Saccharomyces cerevisiae) como suplemento probidtico na dieta de
organismos aquaticos tem demonstrado um efeito bastante satisfatério, melhorando o crescimento e
utilizagdo dos nutrientes (Hisano et al. 2007; Swain et al. 1996) e a resisténcia a patégenos (Ortuiio et
al. 2002), bem como aumentando a atividade de enzimas digestivas (Tovar et al. 2002), com
consequente melhora no aproveitamento da ragdo pelo hospedeiro. Entretanto, os estudos que
avaliam esta suplementagdo na agua, sdo escassos. Efeitos benéficos desta levedura também sao
relatados para a tilapia (Lara-Flores et al. 2003; Castro & Cervon 2004; Mohsen et al. 2008). No
entanto, nestes estudos a suplementagcao € somente realizada na racdo, o que nao é pratico para
aplicagdo a campo, devido a grande quantidade de ragao utilizada.. Desta forma, o presente estudo
objetivou avaliar uma forma mais simples de aplicagcao da levedura, ou seja, diretamente na agua. Foi
avaliado se a suplementacdo na dgua de um probidtico comercial, constituido por cepas da levedura
Saccharomyces cerevisae, afeta o desempenho e resisténcia a infecgao por patégeno para tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus), importante espécie para a piscicultura continental mundial (Fitzsimmons
2000). Posteriormente, foi avaliada a digestibilidade da dieta suplementada com o mesmo probidtico,

para a mesma espécie.
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Materiais e Métodos

Foram realizados trés ensaios: crescimento, desafio com patégeno e digestibilidade, os quais
foram conduzidos no Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce (LAPAD),

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em Floriandpolis, Santa Catarina.

Ensaio de crescimento

Este ensaio teve por objetivo avaliar o crescimento, conversdo alimentar e retencédo da
proteina e energia da dieta por alevinos de tildpia do Nilo com e sem a suplementacdo de um
probidtico comercial, constituido por cepas de Saccharomyces cerevisiae, na agua. Foram utilizados
180 alevinos da espécie Oreochromis niloticus, com peso inicial de 2,4 + 0,5 g (média + desvio
padréo), provenientes de uma fazenda comercial. Os peixes foram estocados em seis tanques com
volume de 120 L, na densidade de 30 peixes/tanque, e aclimatados as condi¢gdes experimentais por
uma semana. Durante 55 dias, trés grupos de 30 peixes foram submetidos ao condicionamento da
agua com o probiotico e trés grupos nao receberam este condicionamento, permanecendo como
controle. A adicdo da levedura na agua foi feita semanalmente seguindo a metodologia recomendada
pelo fabricante. Foi realizada a quantificagdo da Saccharomyces através da metodologia descrita por
Tournas et al. (2001), a concentragao foi de 5,6 x 10° UFC mi™.

Os tanques que receberam o condicionamento com o probidtico possuiam sistemas
individuais de recirculagdo de agua, enquanto que os tanques sem condicionamento estavam
conectados a um sistema central de recirculacdo de agua. Todos os tanques receberam aeracao
constante, sendo que o oxigénio dissolvido na agua e a temperatura foram monitorados diariamente
através de oximetro (YSI), enquanto que o pH e a aménia total, semanalmente, através de kits
especificos.

Os peixes foram pesados periodicamente para avaliagdo do ganho de peso, conversao
alimentar e ajuste da taxa alimentar, a qual foi gradativamente reduzida de 7% da biomassa de cada
tanque por dia, no inicio do experimento, para 5% da biomassa, no final (Kubitza 2000). A racao
comercial (41,5% proteina bruta) foi fornecida trés vezes ao dia, as 8 h, 13 h e 18 h.

Para a determinacdo da composi¢cdo corporal inicial, duas amostras de 20 peixes foram
trituradas e homogeneizadas, sendo que uma aliquota de aproximadamente 80 g foi retirada para as
analises de proteina bruta, energia bruta e matéria seca. O mesmo procedimento foi adotado para a

analise da composicgao final dos peixes, sendo retirada uma amostra de 2 peixes por tanque.

Desafio com bactéria patogénica

Ao final do ensaio alimentar, os peixes foram submetidos a um desafio com a bactéria
patogénica Aeromonas hydrophila hydrophila CPQBA 228-08 DRM, gentilmente cedida pelo setor de
microbiologia do Laboratério de Camardes Marinhos (UFSC) para avaliagdo da resisténcia a infecgao.
Os peixes de cada unidade experimental foram subdivididos em dois grupos de igual numero: o
primeiro grupo recebeu 0,4 mL de uma solugdo contendo o patdégeno Aeromonas hydrophila (107
células mL'1) por injegao intraperitoneal e, 0 segundo grupo, permaneceu como controle da infecgao,
recebendo injecdo intraperitoneal de 0,4 mL de uma solugdo salina. Os peixes ficaram em

observacgéo durante 96 h, quando foram registrados os sinais clinicos e a mortalidade.
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Ensaio de digestibilidade

Neste ensaio, foi avaliado o efeito do mesmo probidtico comercial na digestibilidade da
proteina, energia e matéria seca de uma racdo comercial (40,5% proteina bruta), mas desta vez a
suplementacgéo foi feita na dieta. Trés grupos de peixes receberam a ragao suplementada, enquanto
que, outros trés, a ragdo sem suplementagao (controle). A suplementagéo da ragao foi feita conforme
a instrugao do fabricante, resultando em uma concentragdo de 4,0 x 10° UFC g'1, confirmada através
da quantificagdo em laboratério utilizando a metodologia de Tournas et al. (2001). Cada grupo era
constituido por 8 peixes, com peso médio de 230 g (+ 10 g, desvio padrédo), oriundos de uma
piscicultura comercial, e aleatoriamente distribuidos em seis tanques cilindrico-cénicos com volume
de 200 L. Estes tanques estavam acoplados a um sistema de recirculacdo de agua, com troca parcial
de 10 a 15 L min™, equipado com aeracao e controle de temperatura. A qualidade da agua foi aferida
pela determinagao diaria do oxigénio dissolvido e temperatura com oximetro (YSI), bem como pela
medida semanal do pH e concentracdo de aménia total, atavés de kits especificos.

Foi utilizado o método indireto na determinagédo da digestibilidade, com o uso de 0,5% de
6xido de crébmio na racao, como indicador e a coleta de fezes feita apds sedimentagdo, em tanques
cilindro-cénicos de 200 L, equipados com tubo coletor (50 mL) no fundo de cada tanque. Durante a
coleta das fezes, os tubos ficavam inseridos dentro de caixas de isopor com gelo para evitar a
degradacéo das fezes. As coletas foram feitas duas vezes ao dia, em intervalos de 6 h (24 h e 6 h),
durante quatro semanas, até atingir 10 g de matéria seca para cada tanque. A metodologia de coleta
de fezes foi a mesma descrita por Oliveira Filho & Fracalossi (2006), apenas com uma modificagao:
0s animais permaneceram nos mesmos tanques durante a alimentagdo e a coleta de fezes.
Entretanto, cada coleta de fezes era precedida de uma limpeza rigorosa das paredes do tanque, bem
como de uma troca de 90% da agua, para evitar contaminagéo das fezes com restos de ragéo e/ou
com filme bacteriano formado nas paredes do tanque. Os tubos coletores contendo as fezes
resultantes das coletas eram centrifugados a 2, 296 x g por 5 min. O liquido sobrenadante era
descartado e as fezes, secas em estufa (50 °C) durante 24 h. Apds esse periodo, as fezes eram
trituradas e congeladas a -20 °C para posterior analises.

Os peixes foram alimentados com as dietas experimentais trés vezes ao dia, as 8 h, 12 h e 16 h,
com uma quantidade de ragao equivalente a 3% do peso vivo para cada tanque (Kubitza 2000). A
concentracdo do marcador externo, 6xido de crémio (Cr,0O3), foi medida na rag&o, assim como nas
fezes, para estimar o coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca, proteina bruta e energia

da racdo comercial com e sem a suplementacao do probidtico, segundo as equagdes:

Para matéria seca (Belal 2005):

100 = Yindicador na ragdo
CDA%Y = 100 -

Yhindicadar nas fezes
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Para proteina e energia (Nose 1960):

CDA% = 100 [1["] ( Yomarcader no dieta Y nutriente nas j"szss'J]
= — Y =
Yomarcador nas fezes lonutriente na dieta

Histologia dos intestinos

Foram coletadas amostras do intestino anterior, médio e posterior de dois peixes por tanque de
cada tratamento, tanto no ensaio de crescimento quanto no ensaio de digestibilidade, para
confirmagéo da colonizagado pela levedura, quando adicionada a agua ou a ragdo, bem como

para detectar possiveis alteragdes morfoldgicas ocasionadas pela adigdo do probidtico.

As amostras foram fixadas em formol tamponado com fosfato 0,1 M a pH 7,2 durante um
minimo de 48 h. Posteriormente foram lavadas em agua corrente durante 2 h. Depois de cuidadosa
desidratacdo em etanol, utilizou-se a metodologia de rotina (Cargnin-Ferreira & Sarasquete 2008),
para a inclusdo em parafina a 58°C, utilizando o xilol como liquido intermediario. Apds a incluséo do
material em parafina, os blocos resultantes foram cortados em micrétomo Leica RM 2025 com
espessura de 5 um. Os cortes foram entdo estirados e recolhidos em banho termostatico a 52°C e
dispostos sobre laminas gelatinizadas. Os cortes foram desparafinizados e hidratados segundo a
metodologia de rotina e corados com a técnica tricrdmica de Cason (Cargnin-Ferreira & Sarasquete
2008). O uso desta técnica em detrimento da coloragédo bicromatica hematoxilina-eosina foi adotado
por propiciar uma melhor visualizagao de compostos protéicos e glicidicos, bem como a diferenciagdo

de estruturas morfolégicas similares.

As preparagdes histologicas dos intestinos anterior, médio e posterior foram fotografadas em
um microscoépio de luz (Olimpus, mod. Dx 41) com sistema de captura de imagem digital acoplado
(Sony Exwave Had). Posteriormente, as imagens foram analisadas em um programa de imagem
(Chtool) especialmente desenvolvido pelo Projeto Cyclops (Depto. de Informatica — UFSC) para

analises histopatoldgicas.

Analises proximais das racoes, fezes e composicao corporal dos peixes

A analise da composicao proximal das ragbes comerciais utilizadas no ensaio de crescimento
e no ensaio de digestibilidade foi realizada conforme procedimentos descritos pela Association of
Official Analitycal Chemists (AOAC 1999) (Tabela 1). A umidade foi determinada por secagem a
105°C em estufa até peso constante; a matéria mineral, por queima a 550°C em forno mufla; a
proteina bruta, por digestdo acida (N x 6,25, método de Kjeldahl); o extrato etéreo, pelo método de
Soxlhet, apds digestdo acida; a fibra em detergente acido e a energia bruta em bomba

calorimétrica.

No ensaio de crescimento, foram também determinados o ganho em peso e a conversao

alimentar, segundo as equagdes:
Ganho em peso (g) = GP = (Pf- Pi)

Taxa de crescimento especifico (%) = TCE = 100 x (LnPf- LnPi) / t
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Conversao alimentar = CA = Qro/ GP

Onde: Pf = peso médio (g) no final do experimento, Pi = peso médio (g) no inicio do

experimento; Qro = quantidade de ragdo ofertada.

No ensaio de digestibilidade, foi analisada a concentracdo de 6xido de crédmio nas ragbes e
nas fezes, utilizando-se a metodologia descrita por Bremer et al. (2003). As fezes foram analisadas
para determinar sua concentragdo em energia bruta, proteina bruta e matéria seca, conforme descrito
para analise das ragdes comerciais.

A analise da composic¢ao corporal inicial e final dos peixes no ensaio de crescimento incluiu a
determinacéo da proteina bruta, energia bruta e matéria seca, conforme descrito para as ragées, para

o célculo da taxa retengdo da proteina e energia da dieta, segundo as equacgdes:

Taxa de retengédo protéica (%): TRP = [peso corporal final (g) x proteina corporal final (%)] — [peso

corporal inicial (g) x proteina corporal inicial (%)]/ proteina consumida (g) x 100

Taxa de retengéo de energia (%): TRE = [peso corporal final (g) x energia corporal final (%)] — [peso

corporal inicial (g) x energia corporal inicial (%)] / energia consumida (kcal) x 100

Tabela 1. Média da composicdo proximal das ragdes comerciais para tilapia

utilizadas no ensaio de crescimento e no ensaio de digestibilidade.

Fragao Crescimento Digestibilidade
%
Umidade 7,00 9,46
Proteina bruta 41,60 40,50
Matéria mineral 10,31 10,27
Extrato etéreo 7,50 7,49
Fibra em detergente acido 5,08 5,86
Energia bruta (kcal kg'1) 4.021 4.128

Anadlise estatistica
Todos os dados obtidos nos ensaios de crescimento, desafio e digestibilidade foram
submetidos ao teste t, para avaliar o efeito da suplementagdo com o probidtico. O nivel de

significancia adotado foi de 5%.

Resultados e Discussao
Os valores médios observados para qualidade de agua no ensaio de crescimento foram:
temperatura (28 + 0,5 0C), pH (6,5 + 0,3); oxigénio dissolvido (6,0 + 0,7 mg L'1) e amodnia total (<0,25
mg L'1). E no ensaio da digestibilidade foram (27 + 0,7 0C); pH (6,80 + 0,2); oxigénio dissolvido (6,0 +
0,4 mg L'1) e ambdnia total (<0,25 mg L'1). Tanto no primeiro ensaio quanto no segundo os valores
mostraram-se adequados para o cultivo de tilapia, conforme descrito por Balarin & Hatton (1979) e
Popma & Lovshin (1994).
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N&o houve mortalidade nos ensaios de crescimento e digestibilidade. A Figura 1 apresenta a
evolucdo do peso meédio dos peixes quando cultivados em agua condicionada com probidtico em
relagao ao controle ao longo do periodo experimental. A diferengca em peso se tornou significativa a

partir do 43° dia de experimento.
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Figura 1. Evolugdo do peso médio de alevinos de tilapia do Nilo com e sem suplementacdo de probidtico (cepas de
Saccharomyces cerevisiae) na agua de cultivo, ao longo do periodo experimental. O peso inicial médio (+ desvio padrao) dos

peixes foi 2,4 g + 0,5. Barras com letras diferentes, dentro do mesmo periodo, diferem estatisticamente (p<0,05).

A Tabela 2 sumariza as variaveis de crescimento e utilizagdo dos nutrientes da dieta. O
ganho em peso e a conversdo alimentar foram afetados significativamente (p<0,05) pelo
condicionamento da dgua com o probidtico, quando comparados com o tratamento controle. Houve
maior retengédo da proteina e energia da dieta nos peixes cultivados na agua condicionada com o

probidtico (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios de ganho em peso, conversdo alimentar, crescimento especifico e taxa de retencédo protéica e

energética de alevinos de tilapia do Nilo cultivados em agua condicionada ou ndo com probiotico (Saccharomyces cerevisiae).

Agua condicionada

Variaveis Controle e A1

com probidtico
Ganho em peso, g 21,70+0,81° 23,60 + 0,222
Converséao alimentar 1,34 +0,03° 1,280,012
Taxa de crescimento especifico, % 4,25+0,102 4,36 £0,042
Taxa de retencao protéica, % 27 +0,90° 295+0,622
Taxa de retencéo energética, % 22,5+0,42° 24.4+0,38?

! Ver texto para detalhamento.
b Médias seguidas pelas mesmas letras, na linha, ndo diferem estatisticamente (p>0,05).
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A composicao corporal dos peixes ndo foi alterada significativamente com o condicionamento

da agua com o probistico (p>0,05, Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios da composicdo corporal (matéria umida) de alevinos de tilapia do Nilo cultivados em agua

condicionada ou ndo com probidtico (Saccharomyces cerevisiae) por 55 dias (dados expressos na matéria umida).

Composigéao corporal A:g.u a
% Controle condlcmnada1
com levedura
Umidade 74,13° 74,78°
Proteina bruta 15,062 15,897
Extrato etéreo 3,922 3,90°
Matéria mineral 5,29° 5,39°

" Ver texto para detalhamento.
b Médias seguidas pelas mesmas letras, na linha, ndo diferem estatisticamente (p>0,05).

Houve uma diminuigéo significativa na mortalidade 96 h apds infecgdo ao patégeno nos
grupos de peixes submetidos ao condicionamento da agua com o probiético de 56% para 33% em
relagao ao controle (Figura 2). A diferenga na mortalidade comegou a ser significativa 24 h apos a
infeccdo. Nao houve mortalidade nos grupos de peixe que receberam a solugéo salina (controle da

infeccao experimental).
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Figura 2. Mortalidade acumulada de alevinos de tilapia do Nilo criados em &gua condicionada ou ndo com probidtico

(Saccharomyces cerevisiae) por 55 dias, apos desafio com o patégeno Aeromonas hydrophila.

O condicionamento da agua com o probidtico comercial a base de levedura propiciou um
aumento significativo no ganho em peso, converséo alimentar, taxa de retengéo protéica e energética
de alevinos de tilapia. Resultados semelhantes foram obtidos para tilapia quando probidticos a base
desta mesma levedura foram suplementados na ragédo (Meurer et al. 2000; Lara-Flores et al. 2003;
Pezatto et al. 2006; Hisano et al. 2007; Mohsen et al. 2008). Entretanto, o presente estudo demonstra
um efeito positivo quando a levedura é adicionada a agua. O controle nas condigbes experimentais,

tais como temperatura e vazao de agua, passivel de ser realizado em experimentos de laboratério,
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provavelmente contribuiram para os resultados positivos observados. Contudo, o efeito desta
suplementagdo deve ser investigado a campo, ja que, apesar de estatisticamente significativo, o
aumento no ganho em peso foi de somente 8,8% em relagéo ao controle, em 55 dias.

O condicionamento da agua com o probiético comercial a base de levedura também
proporcionou um aumento na resisténcia da tilapia a infecgdo pelo patégeno Aeromonas hydrophila.
Resultados semelhantes foram observados em tilapia por Mohsen e colaboradores (2008), quando
esta levedura foi suplementada na ragdo, além de um aumento significativo na quantidade de
immunoglobulina plasmatica em truta (Oncorhynchus mykiis) (Siwicki et al. 1994) e em respostas
imunes ndo especificas em dourada (Sparus aurata) (Ortufo et al. 2002). Novamente, estas sao
evidéncias importantes de melhoria na saude geral dos peixes, mas necessitam de comprovacao em
experimentos a campo para justificar um maior gasto com mao de obra para aplicagcdo semanal em
empreendimentos comerciais.

As médias dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da matéria seca, proteina e

energia da ragdo comercial, suplementada com o probiético, encontram-se sumarizadas na Tabela 4.

Tabela 4. Média dos coeficientes de digestibilidade aparente da proteina, matéria seca e energia bruta de uma ragéo comercial

com e sem a suplementacéo de probidtico (cepas da levedura Saccharomyces cerevisiae) para a tilapia do Nilo.

Racao Comercial

Coeficiente de Ragédo Comercial
Suplementada com a

Digestibilidade Aparente  sem Suplementagao

Levedura
Matéria seca 705+1,10° 74,3+ 1,50 2
Proteina 83,5+0,67° 85,4 + 0,48
Energia 77,0 +2,20° 81,4 +0,70 2

b Médias na linha, seguidas das mesmas letras, ndo diferem significativamente (p>0,05).

A suplementacdo da racdo comercial com a levedura Saccharomyces cerevisiae propiciou
uma significativa melhora na digestibilidade da matéria seca, proteina bruta e energia bruta (p<0,05)
para tilapia do Nilo, quando comparada a ragdo comercial sem suplementagdo. Estes resultados
concordam com aqueles relatados para tildpias da mesma espécie, com peso menor 152 g e 83 g em
Lara-Flores et al. 2003 e Hisano et al. 2008, respectivamente que os peixes utilizados no presente
estudo (230 g). Alguns autores sugerem que a melhora na digestibilidade ocorre em fungéo da
presenga de nutrientes (vitaminas) e enzimas no probiético, o que pode favorecer o aproveitamento
dos nutrientes pelos peixes (Machado 1997). Entretanto, a possibilidade de uma economia de energia
e nutrientes pela melhora na saude geral dos peixes, proporcionada pela suplementagéo da ragao
com a levedura também deve ser considerada.

Nao foi observada qualquer alteragdo morfolégica nos intestinos dos peixes em ambos os
ensaios. A andlise das imagens constatou a presenga significativa de células de Saccharomyces no
trato gastrointestinal dos peixes que receberam a suplementagdo, tanto no ensaio de crescimento
quanto no ensaio de digestibilidade.

O condicionamento da agua com um probidtico comercial a base de levedura
(Saccharomyces cerevisiae) promoveu um maior ganho em peso, conversao alimentar e retencéo de

energia e proteina da dieta, além de promover um aumento na resisténcia de tilapia do Nilo apds
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desafio com patégeno, em condigdes de laboratério. A suplementagédo da racdo com este probidtico

também melhorou a digestibilidade da matéria seca, proteina e energia de uma ragdo comercial.
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CONCLUSOES GERAIS

Em ambos os ensaios, os probioticos testados — o produto comercial a base da levedura
Saccharomyces cerevisiae e a bactéria acido-latica Lactobacillus plantarum, isolada do trato
gastrointestinal da tilapia do Nilo — mostraram ser eficientes promotores de crescimento para tilapia
do Nilo. Houve melhora no desempenho zootécnico dos animais, com aumento significativo no
ganho em peso e conversdo alimentar, além de um melhor aproveitamento dos nutrientes, com
aumento signifcativo na retencdo protéica e energética da racdo. Entretanto, somente a
suplementagédo com a levedura na ragao proporcionou um aumento significativo na digestibilidade da
matéria seca, energia e proteina da ragdo comercial.

Apobs receberem suplementacéo na ragdo com a bactéria ou na agua com a levedura por 55
dias, os peixes apresentaram uma resisténcia superior a infec¢cdo pelo patdégeno Aeromonas
hydrophila, diminuindo significativamente a mortalidade em comparagcdo com os animais que nao
receberam os probidticos. Assim, os probidticos testados devem ser considerados como alternativas
ao uso dos antibiéticos e quimioterapicos.

A levedura também pode ser utilizada como suplemento probiético através de sua adicdo na
agua. Esta se apresenta como uma forma mais pratica quando comparada a sua adi¢do diretamente
na ragao.

Ensaios a campo deverao ser realizados no futuro para determinar este incremento, pois
todos os fatores podem influenciar nos resultados, e o laboratério € um ambiente propicio para
crescimento dos animais.

Analises econb6micas devem ser realizadas para confirmar a viabilidade do uso dos
probiéticos no cultivo da tildpia do Nilo, pois sua inclusdo ird depender de gastos extras, tanto

econdmicos quanto de mao de obra, para sua aplicagao.
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