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RESUMO
LAICE, L.M. PRODUCAO DE TILAPIA-DO-NILO EM TECNOLOGIA DE BIOFLOCOS
COM ADITIVO SIMBIOTICO. 2019. Tese de Doutorado- Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2019.

A tecnologia de bioflocos - BFT (Biofloc Technology System) estd entre as novas tecnologias de
destaque na producdo de organismos aquaticos. O principio da BFT estd na transformacdo de
nutrientes disponiveis na agua, alguns bastante toxicos como a amodnia, em microrganismos
aderidos aos flocos, mediante a adi¢cdo de fontes de carbono no sistema. Neste contexto, a adi¢dao
do aditivo simbidtico na agua pode proporcionar melhora ndo apenas nos peixes, mas no sistema
com o favorecimento de microrganismos presentes na agua. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
desempenho, pardmetros hematologicos e morfometria intestinal nas fases de pos-larvas até
alevinos e na fase de peixes jovens de tilapia-do-Nilo produzida em tecnologia de bioflocos (BFT)
com a utilizacdo de simbidtico na dgua. Foram realizados dois experimentos, sendo: Experimento
I: 800 pos-larvas com peso de 0,085 + 0,002 g as quais foram alocadas em oito caixas plasticas de
12 litros (100 pés-larvas/caixa); Experimento II: 80 peixes jovens com peso entre 30 g e 35 g foram
alocados em oito tanques de 100 litros (10 peixes/caixa). Em ambos os experimentos os peixes
foram produzidos em tecnologia de bioflocos (BFT) com simbiotico e sem simbidtico, sendo o
simbidtico adicionado diretamente na 4gua semanalmente na dosagem de 02 mg L
(recomendacao comercial do produto). Em ambos os experimentos foi utilizado delineamento
inteiramente casualizado com dois tratamentos (BFT com simbiodtico ¢ BFT sem simbiotico) e
quatro repeti¢des, totalizando oito unidades experimentais. Peso final, comprimento total, ganho
em peso e taxa de crescimento especifico na fase de pds larvas até alevinos foram maiores (P<0,05)
para os peixes produzidos no BFT com simbiotico (2,66 = 0,08 g; 5,09 £ 0,16 cm; 2,57 + 0,08 g;
2,57 = 0,08%) em relacdo aos peixes produzidos em BFT sem simbiodtico (2,38 + 0,01 g; 4,83 +
0,05 cm; 2,30 £ 0,01 g; 8,32 + 0,04% ). Para a mesma fase de criacdo, a espessura da camada
muscular interna e a densidade de células caliciformes do intestino foram maiores (P<0,05) nos
peixes produzidos no BFT com simbidtico, e a largura da vilosidade do intestino foi maior nos
peixes produzidos no BFT sem simbiotico. No experimento II, o peso final, ganho em peso e taxa
de crescimento especifico foram maiores (P<0,05) e a conversdo alimentar menor (P<0,05) nos
peixes jovens produzidos em BFT com simbidtico (77,28+0,61; 46,79+ 0,64; 2,334+0,03 e
0,94+0,01), em relagdo aos peixes produzidos em BFT sem simbidtico (73,31+0,73; 42,54+0,77;
2,17+0,04 e 1,02+0,01) e houve variagdo nas caracteristicas hematologicas (P<0,05) nos peixes
produzidos em BFT com simbidtico, porém sem diferengas morfométricas no intestino. Conclui-
se que a utilizagdo de simbiotico no BFT melhora o desempenho e promove algumas alteragdes na
morfometria e densidade celular do intestino da tilapia-do-Nilo na fase de pds-larva até alevino; e
que a inclusao de simbidtico em BFT melhora o desempenho e os pardmetros hematologicos em
peixes jovens de tilapia-do-Nilo.

= Palavras-chave: aquicultura, Oreochromis niloticus, qualidade de agua na piscicultura,
sistema de producao aquicola.
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ABSTRACT
LAICE, L.M. NIL TILAPIA PRODUCTION IN BIOFLOCK TECHNOLOGY WITH
SYMBIOTIC ADDITIVE. 2019. Tese de Doutorado- Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2019.

Biofloc Technology - BFT (Biofloc Technology System) is among the leading new technologies
in the production of aquatic organisms. The principle of BFT is in the transformation of nutrients
available in water, some quite toxic as ammonia, into microorganisms attached to the flakes by the
addition of carbon sources in the system. In this context, the addition of symbiotic additive in water
can provide improvement not only in fish but in the system with the favor of microorganisms
present in water. The objective of this study was to evaluate the performance, hematological
parameters and intestinal morphometry in the post larvae to fingerling phases and in the phase of
young Nile tilapia fish produced in biofloc technology (BFT) using symbiotic in water. Two
experiments were carried out: Experiment I: 800 posts larvae weighing 0.085 + 0.002 g which were
allocated in eight 12 liter plastic boxes (100 post larvae / box); Experiment II: 80 young fish
weighing between 30 g and 35 g were allocated to eight 100-liter tanks (10 fish / box). In both
experiments the fish were produced in symbiotic and non-symbiotic biofloc technology (BFT), and
the symbiotic was added directly to the water weekly at a dosage of 0.2 mg L-1 (commercial
recommendation of the product). In both experiments we used a completely randomized design
with two treatments (BFT with symbiotic and BFT without symbiotic) and four replications,
totaling eight experimental units. Final weight, total length, weight gain and specific growth rate
in the post larvae to fingerling phase were higher (P <0.05) for fish produced in symbiotic BFT
(2.66 £0.08 g; 5,09 £ 0.16 cm; 2.57 + 0.08 g; 2.57 + 0.08%) for fish produced in BFT without
symbiotic (2.38 + 0.01 g; 4.83 + 0, 05 cm; 2.30 = 0.01 g; 8.32 £+ 0.04%). For the same rearing
phase, the thickness of the inner muscle layer and the goblet cell density of the gut were higher (P
<0.05) in the fish produced in symbiotic BFT, and the gut villi width was greater in the fish
produced. in BFT without symbiotic. In Experiment II, final weight, weight gain and specific
growth rate were higher (P <0.05) and lower feed conversion (P <0.05) in young fish produced in
symbiotic BFT (77.28 £ 0.61,46.79 £ 0.64,2.33 £0.03 and 0.94 = 0.01) in relation to fish produced
in BFT without symbiotic (73.31 £0.73; 42.54 £ 0.77,2.17 £ 0.04 and 1.02 £ 0.01) and there was
variation in hematological characteristics (P <0.05) in fish produced in BFT with symbiotic, but
without morphometric differences in the intestine. It was concluded that the use of symbiotic in
BFT improves performance and promotes some alterations in the morphology and cell density of
the Nile tilapia intestine in the post larvae to fingerling phase; and the inclusion of symbiotic in
BFT improves performance and haematological parameters in young Nile tilapia fish.

=  Keywords: aquaculture, Oreochromis niloticus, aquaculture water quality, aquaculture
production system.
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1. INTRODUCAO

1.1 Producgéo aquicola

Os dados da Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura — FAO
(2018) demostram que a produgdo de pescado (extrativismo e aquicultura) mundial tem
apresentado aumento continuo nos ultimos anos, principalmente devido a aquicultura. Estes dados
demostram que no ano de 2016 a producdo mundial de pescado atingiu cerca de 171 milhdes de
toneladas, em que a aquicultura representou 80 milhdes de toneladas (47% da produgdo total), com
expectativa de que em 2030 a aquicultura contribua com 60% da producao mundial de pescado.

Os dados da FAO (2018) demostram que desde a década de 60 que tem ocorrido aumento
anual médio do consumo mundial de peixe (3,2%), que inclusive excedeu o crescimento
populacional (1,6%) e o consumo de carnes de outras espécies juntas (2,8%). Estes dados
estatisticos mostram que o consumo per capita de peixe aumentou de 18,5 kg em 2011 para 20,3
kg em 2016. Essa demanda por pescado tem sofrido um significativo incremento nas ultimas
décadas, principalmente em func¢ao do crescimento populacional e da busca dos consumidores por
alimentos mais saudaveis.

Dentre os paises com maior potencial para a aquicultura, o Brasil tem papel de destaque,
por sua disponibilidade hidrica, clima favoravel, disponibilidade de grao para produgao de racao e
ocorréncia natural de espécies aquaticas que compatibilizam interesse zootécnico e mercadologico.
Contudo, a producdo aquicola nacional ainda apresenta nlimeros incipientes se comparada a dos
maiores produtores mundiais, como a China e india, com maior importancia na produgio as
espécies de carpas e tilapia-de-Nilo (FAO, 2018).

De acordo com dados de PEIXEBR (2019), a piscicultura brasileira produziu 654.912 t de
peixes de cultivo no ano de 2017, resultado que ¢ 1,3 % superior ao de 2016 (640.510 t). Nos dados
do IBGE (2018) fica evidenciado a maior producao de tilapia-do-Nilo em relagdo aos demais

peixes produzidos no Brasil (Figura 1)
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Figura 1. Producao de espécies de peixes em 2017 no Brasil.

Fonte: IBGE (2018)

A autorizagdo da producdo da tilapia-do-Nilo em estados com grande potencial de

desenvolvimento da piscicultura, como Tocantins e Mato Grosso, também mostra que a

participacdo da espécie na piscicultura brasileira deve crescer ainda mais nos proximos anos

(PEIXEBR, 2019). A producao nacional de tilapia-do-Nilo colocou o Brasil entre os quatro

maiores produtores da espécie no mundo, atras de China, Indonésia e Egito como pode ser

observado na Figura 2 (PEIXEBR, 2019).
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Figura 2. Producao mundial de tildpia-de-Nilo nos anos de 2017 a 2019.

Fonte: PEIXEBR (2019).

12



1.2 Tilapia-do-Nilo

A tilapia-do-Nilo ¢ um peixe exdtico, oriunda do continente africano na bacia do rio Nilo,
leste da Africa (CARVALHO, 2006) e por ser uma espécie rustica para piscicultura, teve sua
distribuicdo expandida para todos os continentes (LOVSHIN, 1997). A espécie Oreochromis
niloticus (tilapia-do-Nilo), foi introduzida no Brasil em 1997, e atualmente ¢ a espécie de peixes
mais importante cultivados no pais (PEIXEBR, 2019). Segundo Nelson (1984), a tildpia-do-Nilo
enquadra na seguinte categoria taxonomica:

Reino: Animal
Filo: Chordata
Superclasse: Gnathostomata
Classe: Ostheicthyies
Subclasse: Actinopterygii
Ordem: Perciformes
Familia: Cichlidae

Género: Oreochromis

Espécie: Oreochromis niloticus (Fig.3).

277N

Figura 3. Exemplar da Tildpia-de-Nilo (Oreochromis niloticus).

Fonte: http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Oreochromis niloticus.

A tilapia-de-Nilo possui crescimento rapido, resisténcia a doencas, capacidade de suportar
altas densidades, tolerancia a baixos teores de oxigénio dissolvido, hébito alimentar onivoro e
capacidade de filtragdo de plancton (QUEIROZ, 2003; SCHWARZ et al., 2011), diferente de
espécies carnivoras que ndo apresentam rastros branquiais e, portanto, ndo possuem capacidade de
filtracdo de microrganismos da agua. Os peixes onivoros como o caso de tilapia-de-Nilo
apresentam os rastros branquiais longos e finos (Figura 4) que permitem a apreensao e filtracao

das particulas alimentares (MEDEIROS e MORAES, 2013; FITZSIMMONS, 2014).
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Figura 4. Filamentos branquiais e os rastros branquiais. (a) as tilapias, espécies onivoras; (b) bagres

espécies carnivoras (PESSOA et al., 2013).
A tilapia-de-Nilo possui um intestino longo com a mucosa pouco pregueada, o que permite
que o alimento permaneca mais tempo em contato com as enzimas aumentando assim a sua

eficacia na digestao (BALDISSEROTO e VAL, 2002).

1.3 Histologia e fisiologia do intestino

O intestino € um 6rgao complementar do sistema digestivo dos peixes, inicia logo apos o
piloro (SMITH, 1980). Em tilapia-de-Nilo, a fun¢do primaria do intestino ¢ completar o processo
de digestao iniciada no estdmago e absorver os nutrientes, agua e ions (BALDISSEROTTO, 2009).
Este orgdo pode ser subdividido em regido anterior, média e posterior (BERTIN, 1958), embora
seja relativamente arbitraria, ¢ amplamente utilizada por vérios autores (MENIN, 1988; SEIXAS
FILHO, 1998; SANTOS, 1999; SOUZA, 139 1999).

A primeira regido do intestino (anterior), encontra-se relacionado com a absor¢do de
gordura sendo o seu epitélio constituido por células prismaticas altas, também chamadas de células
absortivas além das c¢lulas caliciformes (BERTIN, 1958). Existe um maior nimero de células nas
mucosas do intestino proximal devido ao fato de estas possuirem uma fungdo de protecdo da
superficie dos enterdcitos contra o conteudo proveniente do estomago (LUNDSTEDT et al., 2004).
A segunda regido (segmento médio) ¢ responsavel pela absor¢ao de macromoléculas proteicas,
contendo maior nimero de células caliciformes em relagdo ao segmento anterior, € possui uma
elevada concentragdo de vesiculas pinociticas em sua regido supra nuclear ¢ a presenca de

proteinas marcadoras de pinocitose no citoplasma dos enterdcitos (ROMBOUT et al., 1985). A
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terceira e ultimo regido (posterior) esta relacionado com a absorcao de dgua e eletrolitos, com o
epitélio apresentando maior nimero de células caliciformes (MELLO, 2013).

A estrutura histologica da parede intestinal da tilapia-de-Nilo ¢ formada por quatro
camadas: mucosa externa, mucosa interna, submucosa ¢ muscular (GENTEM et al., 2009). A
mucosa ¢ constituida por um mono camada de células epiteliais cilindricas, os enterdcitos e a
submucosa ¢ formada por camadas de tecido conjuntivo de sustentagdo e musculo liso, disposta
longitudinalmente (WILSON e CASTRO, 2011). A camada mucosa apresenta uma variavel
quantidade de células dendriticas (apresentadoras de antigenos), agregados linfoides e macréfagos
que circulam entre os enterocitos (GENTEM et al., 2009). O epitélio da mucosa intestinal ¢é
composto pelos enterdcitos, que constituem uma monocamada de células colunares ricas em
microvilosidades, células caliciformes e células endocrinas espalhadas (ROMBOUT et al., 1985).
As células caliciformes localizam-se entre os enterdcitos e sdo responsaveis pela secrecao de muco
e enzimas digestivas. Esse muco ¢ constituido por glicoproteinas hidrofilicas, que protegem e
lubrificam o revestimento do intestino (ROMBOUT et al., 1985). O muco secretado dificulta a
adesdo de microrganismos patogénicos e atua como bactericida devido a presenca de lisozima
(NOGA, 1995), influenciando diretamente na saude dos animais. O aumento no niimero de células
caliciformes estéd associado a processo de agressao causado por infec¢des bacterianas, parasitarias,
produtos quimicos, entre outros (SCHWARZ et al., 2011).

Ao longo do intestino encontram-se as vilosidades intestinais, que sdo importantes para
aumentar a area de contato e favorecer a absor¢ao dos nutrientes, compostas pelo epitélio e lamina
propria, que se projetam na luz do intestino aumentando significativamente a area de superficie
intestinal (GENTEM et al., 2009; CYRINO et al., 2010). O conhecimento da mucosa intestinal
dos peixes ¢ importante para fornecer informacdes aos estudos de nutricdo pelo fato das
vilosidades intestinais estarem relacionadas com a capacidade de absorcdo de nutrientes pelo
animal (CECHIM, 2013). O aumento das células epiteliais (enterocitos, células caliciformes e
células endocrinas), correspondendo ao aumento na altura e densidade das vilosidades

influenciando no desempenho e saude dos peixes (MELLO et al., 2013).

1.4 Tecnologia de bioflocos
O aumento da demanda pelo pescado ¢ crescente, sendo que o desenvolvimento de novas

tecnologias de producao ¢ fundamental. Neste sentido, faz-se necessario sistemas que permitam
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reduzir os impactos ambientais causados pelos efluentes ricos em nutrientes produzidos pelos
atuais sistemas de producdo e descartados na natureza, de modo que ndo ocorra redugdao da
biodiversidade, esgotamento ou comprometimento negativo de qualquer recurso natural ou
alteragdes significativas na estrutura e funcionamento dos ecossistemas aquatico (VALENTI,
2002; CRAB et al., 2012; WEI et al., 2016; MIRANDA-BAEZA et al., 2017). Neste sentido, a
tecnologia de bioflocos ¢ um sistema que atende estes requisitos.

Dentre as novas tecnologias de producdo em estudo e que j& estdo sendo utilizadas
atualmente, destaca-se a tecnologia de bioflocos (BFT). A BFT foi desenvolvida pela primeira vez
na década 70, pelo Ifremer- COP: Instituto Francés de Investigag¢do para a Exploragdo do Mar,
Centro Oceanogrdfico do Pacifico, tendo como principal caracteristica a troca minima ou nula de
agua e o crescimento de comunidades microbianas especificas (EMERENCIANO et al., 2013).

O bioflocos e constituido por particulas suspensas na agua, compostas por microalgas e
bactérias agregadas a restos de ragdo, fezes e microrganismos vivos e mortos, através da
degradacdo da matéria organica pelas bactérias heterotroficas e conversdao de amonia a nitrito, e
de nitrito a nitrato pelas bactérias desnitrificantes (Figura 5). As bactérias que compdem o sistema
bioflocos crescem e formam proteina microbiana, necessitando altas concentragdes de oxigénio

dissolvido e uma fonte de carbono ao meio (AZIM; LITTLE, 2008; CRAB et al., 2012).

Figura 5. Imagem de bioflocos com destaque de rotiferos (FOES et al., 2012).

O principio da BFT esta na transformag¢ao dos compostos nitrogenados dissolvidos na dgua,
0s quais sdo toxicos em concentragdes elevadas, através dos microrganismos presentes nos
bioflocos (bactérias, fungos, microalgas, zooplancton, como também coloides, polimeros

organicos, cations e matéria organica ciliados), mediante a adi¢ao de fontes de carbono no sistema
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de cultivo (melaco, dextrose, farelo, entre outros) e consequente aumento da biomassa microbiana
(DE SCHRYVER et al., 2008; FOES et al., 2012; EMERENCIANO et al., 2017).

A BFT nao descarrega residuos em corpos de dgua, assim, pressdes sobre o meio ambiente
sdo mitigados, contribuindo para a expansao da produgdo aquicola (DESCHRY VER et al., 2008;
AHMAD et al., 2016), através de ciclagem do N inorganico, adicionado a carboidratos como fonte
de energia, induzindo conversdo deste nitrogénio por microrganismos presente no biofloco em
biomassa microbiana, que ¢ uma boa fonte de alimento para peixes (AVNIMELECH, 2014;
PEREZ-FUENTES et al., 2016; VILANI et al., 2016), permitindo que haja minimas ou nenhuma
renovacao de agua dentro do sistema aquatico (CRAB et al., 2012). A tecnologia de bioflocos
surgiu com o objetivo de sanar problemas ambientais principalmente os relacionados com a
restricdo de recursos hidricos (AZIM; LITTLE, 2008).

A BFT representa um avango em técnicas de uma aquicultura moderna e ambientalmente
responsavel, tendo em vista que a acumulag@o de formas toxicas de nitrogénio ¢ um dos problemas
mais significativos relacionados a qualidade de dgua em sistemas intensivos (AVNIMELECH,
2009). Mesmo em baixas concentragdes, a amonia (NH3) e nitrito (NO2") sdo altamente toxicos
para os peixes (BOYD; TUCKER, 1998). A forma para garantir a qualidade da 4gua em BFT ¢ a
determinacdo da relagdo agua C: N, que permite controlar nitrogé€nio inorganico para o
desenvolvimento de flocos microbianos, motivada pala disponibilidade e competi¢ao por carbono
organico e nitrogénio (NOOTONG e PAVASANT, 2011; PEREZ-FUENTES et al., 2016;
VILANI et al., 2016), forte acragdo ¢ movimentagdo constante da agua (CRAB et al., 2012).

Uma relag@o de carbono/ nitrogénio (C: N) 6tima pode melhorar a produgao e a reciclagem
de nutrientes (PEREZ-FUENTES et al., 2016). A 6tima relagdo C: N para estimulagio de
crescimento de bactérias heterotroficas varia entre 12 a 20:1(C:N) (SCHNEIDER et al., 2005;
WASIELESKY et al., 2006), pois em condicdes elevadas de C: N, as heterotréficas competem
com autotroficas por oxigénio dissolvido e espago (MICHAUD et al., 2006).

Além das bactérias heterotroficas, bactérias autotréficas e organismos planctonicos (fito e
zooplancton), protozodrios e rotiferos sdo também constantemente relatadas nos cultivos de tilapia
em BFT e auxiliam na ciclagem dos nutrientes (MARTINEZ-CORDOVA et al., 2014). O perfil
da microbiota dos flocos apresenta variagdo devido principalmente a espécie produzida, habito
alimentar, fonte de carbono utilizada, condigdes ambientais de cultivo e interacdo com outros

microrganismos (MARTINEZ-CORDOVA et al., 2014). Mesmo com as varia¢des no perfil das
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comunidades, os agregados microbianos do BFT sdo ricos em nutrientes como proteinas,
aminodcidos essenciais, acidos graxos e vitaminas, € complementam a dieta alimentar dos peixes
cultivados (JU et al., 2008).

Devido a presenca de agregado desses organismos, a BFT proporciona varios beneficios a
producao aquicola, com destaque a disponibilidade continua de alimento natural e melhoria da
conversao alimentar (BOSSIER; EKASARY, 2017; EMERENCIANO et al., 2017); aumento do
controle e biosseguranca dos cultivos (PEREZ-FUENTES et al., 2016; VILANI et al., 2016);
menor dependéncia de grandes volumes de agua para produgio (PEREZ-FUENTES et al., 2016;
VILANI et al., 2016); EMERENCIANO et al., 2017); manutencao da qualidade da 4gua (CRAB
et al., 2012) e melhora na satide do animal pela competi¢io biologica com patogenos (PEREZ-
FUENTES et al., 2016; VILANI et al., 2016).

A disponibilidade rica de microbiota na BFT pode proporcionar alevinos e juvenis
diferenciados (BOSSIER; EKASARY, 2017), e alterar o desenvolvimento muscular dos peixes
cultivados. Isto porque o manejo alimentar pode ocasionar alteracdes nos padrdes de aumento no
volume e formacao de novas fibras musculares nas fases iniciais de cultivo (KOJIMA et al., 2015).
O cultivo da tilapia-de-Nilo em BFT tem intmeras vantagens e estas refletem na melhora do
desempenho dos peixes (Azim e Little (2008), relatam producao de tilapia 45% superior em BFT
em relacdo aos tanques de agua clara e, por sua vez Luo et al. (2014), obtiveram redugdo na
conversao alimentar de juvenis de tilapia de 1,47 para 1,20 passando do sistema de produgdo em
agua clara para BFT.

Embora a BFT esteja sendo amplamente empregada para intensificagdo aquicola visto as
inimeras vantagens (BOSSIER e EKASARY, 2017), este sistema também apresenta entraves.
Entre estes, cabe destacar a necessidade constante de energia elétrica, monitoramento frequente
dos parametros fisicos e quimicos da agua e mao-de-obra especializada (CRAB et al., 2012;
QUINTA et al., 2015; PINHO et al., 2017). Empregar BFT na produgéo de tilipia-do-Nilo parece
ser uma alternativa para solucionar a problemadtica relacionada ao abastecimento de alevinos e
juvenis desta espécie para a engorda por meio de sistema de produgdo responsavel, menos
impactante em termos ambiental e economicamente viavel. Além disso, o consumo do agregado
microbiano dos bioflocos pelos peixes podera possibilitar alevinos e juvenis mais desenvolvidos.

Todavia, ainda ha poucas informagdes cientificas quanto a utilizacao de aditivos na d4gua na BFT
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sobre o desempenho, parametros hematoldgicos e alteracdes morfométricas no intestino de tilapia-

do-Nilo na fase inicial de produgao.

1.5 Aditivo simbidtico

Uma pratica que vem ganhando espaco na aquicultura, devido aos efeitos benéficos para o
hospedeiro no combate as doengas e melhoria do desempenho zootécnico ¢ a utilizagado de aditivos
alimentares na producdo de peixes, tais como: probidticos, prebidticos e ou/ simbidticos (ABU-
ELALA et al., 2014; HUYNH et al., 2017).

Os probidticos sdo aditivos alimentares a base de microrganismos vivos que contribuem
para o equilibrio da flora intestinal (FULLER, 1989; AKHTER et al., 2015). Além de nao
contaminar a agua dos efluentes, fato que acontece com a utilizagdo de antibioticos na producao
de organismos aquaticos, 0s microrganismos probidticos servem para muitos propositos, como no
aumento da microbiota benéfica, uma vez que competem com microrganismos patoégenos, inibindo
a sua proliferacdo e colaboram para a melhora da digestibilidade, absor¢ao de nutrientes e do
desempenho zootécnico dos animais alimentados com o referido aditivo (NAYAK, 2010).

Os probidticos mais usados para praticas de aquicultura incluem os Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Carnobacterium, Shewanella, Bacillus, Aeromonas,
Espécies Vibrio, Enterobacter, Pseudomonas, Clostridium e Saccharomyces (NAYAK, 2010;
ABU-ELALA et al., 2014). A adicao desses microrganismos probioticos na dieta dos peixes
proporcionam a resisténcia a colonizagdo de bactérias patogénicas, producdo de compostos
antagonistas aos patdgenos, aumento da resposta imune e resisténcia as doengas, melhoria da
digestibilidade do alimento, da conversao alimentar, da taxia de eficiéncia proteica ¢ do
desempenho (VERSCHUERE et al., 2000; BALCAZAR et al., 2006; KESARCODI-WATSON
et al., 2008; BAGHERI et al. 2008; MERRIFIELD et al. 2010; PANDIYAN et al., 2013).

Trabalhos realizados com tilapia submetida a dieta com probidtico demostram alteragdes
na morfologia intestinal, promovendo aumento da quantidade e altura das vilosidades, aumentando
a area de absor¢do da mucosa intestinal ¢ o niumero de células caliciformes (ALY et al., 2008;
ABU-ELALA et al,, 2013; HASSAAN et al., 2015; HAIL 2015; ADEOYE et al., 2016). Noga
(1995), explica o aumento de células caliciformes da mucosa intestinal de peixes estar relacionado
com a boa qualidade do microambiente local. As células caliciformes produzem muco constituido

por glicoproteinas insoltiveis em agua que tem papel importante na protecao contra infecgdes, que
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impede o contato de microrganismos patogénicos com as células epiteliais e tem efeito bactericida
devido a presenca de lisozima e acidos graxos de baixo peso molecular (NOGA, 1995; ABU-
ELALA etal., 2013; HASSAAN et al., 2015).

O uso dos probidticos na dieta de tilapia-do-Nilo aumenta a eficiéncia de retencao de
proteina, diminui¢@o da eficiéncia de retengdo de gordura, aumenta percentual de sobrevivéncia,
promove desenvolvimento das vilosidades e aumenta a concentracdo das células epiteliais de
revestimento e de células caliciformes da mucosa intestinal dos peixes (SILVA et al., 2005,
MELLO et al., 2013; NAKANDAKARE et al., 2013 TELLI et al., 2014).

Novos estudos, afirmam uma melhoria do estado imune em tilapia-do-Nilo, quando a
suplementacao alimentar € feita com organismos probidticos de género Bacillus (SELIM e REDA,
2015). Srisapoome e Areechon (2017), observaram resisténcia mais eficaz a doencas contra
Streptococcus agalactiae em estudo avaliando a eficacia do Bacillus pumilus em relagdo a
respostas imunes e aumento da resisténcia a doengas em tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus),
produzidos em viveiros. O uso de microrganismos probidticos demonstram ser potenciadores do
sistema imunoldgico e /ou promotores de crescimento em sistemas de produgdo intensiva de
tilapias (HAIL, 2015; ADEOYE et al., 2016), pois agdes desses microrganismos aumentam a
imunidade de respostas, € uma melhoria das taxas de crescimento e sobrevivéncia da tilapia (ABU-
ELALA et al., 2013; HASSAAN et al., 2015; SELIM e REDA, 2015; ADEOYE et al., 2016).

O sucesso dos probioticos levou ao desenvolvimento de outros conceitos como o0s
prebioticos. Gibson e Roberfroid (1995), definem prebioticos como sendo aditivos considerados
ingredientes que ndo sdo digeridos pelas enzimas digestivas do hospedeiro, mas fermentados pela
flora bacteriana do trato digestorio originando substincias que estimulam seletivamente o
crescimento, a atividade de bactérias benéficas e inibem a colonizagdo de bactérias patogenas.

Estes aditivos podem estar presentes nos ingredientes da dieta e ou/ sdo adicionados por
meio de fontes exdgenas concentradas. Dentre eles, encontram-se os derivados de bactérias e
leveduras, como a muramil-dipeptideo, lipopolissacarideos, adjuvante completo de Freund;
bacterinas de diversas espécies; polissacarideos como glucanas, quitina e quitosana presentes no
exoesqueleto de crusticeos e na parede celular de alguns fungos, oligossacarideos,
mananoligossacarideo (MOS), fruto-oligossacarideo (FOS), Cadeia curta (Sc) FOS, inulina,

oligossacarideo de quitosana (COS), galacto-oligossacarido (GOS), arabino-xilo-oligossacarido

20



(AXOS) e isomalto-oligossacarideo (IMO) (GIBSON E ROBERFROID, 1995), utilizadas como
prebioticos, devido a sua seletividade fermentativa (SILVA e NORNBERG, 2003).

Os mananoligossacarideo sdo prebioticos extraidos de células de leveduras adicionado a
dieta dos peixes, onde atuam positivamente no sistema imune e na absor¢do de nutrientes no
intestino anterior (GIBSON E ROBERFROID, 1995). Segundo Moran (2004), os
mananoligossacarideos (MOS) representam 25 a 50% da parede celular das leveduras, e podem
ser incluidas a adsor¢ao de bactérias patogénicas e a modulacao do sistema imune do hospedeiro.
A utilizacdo de MOS na dieta dos animais serve para estimular o desenvolvimento da mucosa e
reduzir a producdo de amodnia, também age como sitio de aderéncia de alta afinidade para
patogenos com fimbrias de manose-especificas ou tipo I, impedindo-as de aderirem as células
intestinais, fazendo com que se movam pelo intestino sem coloniza-lo (FAIRCHILD et al., 2001).

Samrongpan et al. (2008) observaram maior sobrevivéncia de juvenis de tilapia-do-Nilo
desafiados com Streptococcus agalactiae quando estes foram suplementados com 0,6%
mananoligossacarideo durante 21 dias. Schwarz et al. (2010), trabalhando com juvenis de tilapias
do Nilo, observaram que a inclusao de 1% de mananoligossacarideo foi adequada para melhor
conversao, eficiéncia proteica e aumento da altura dos vilosidade. Os prebidticos em geral nao
devem ser hidrolisados ou absorvidos no intestino delgado, pois normalmente atuam como
substrato seletivo para determinado grupo de bactérias comensais benéficas, sendo capaz de alterar
de forma positiva a microbiota intestinal (GIBSON e ROBERFROID, 1995), garantindo desta
forma a integridade da mucosa intestinal para melhores condigdes de desenvolvimento.

Outra fonte de prebidticos sdo as algas marinhas, ricas em polissacarideos sulfatados,
constituidos por moléculas como o caso de agticares raros e grupos sulfato, que exercem atividades
anticoagulante, antitrombotica, antiviral, antitumoral, anti-proliferativa e anti-inflamatoria
(ATHUKORALA et al., 2007). Sua elevada quantidade de fibras, que pode atingir até 75% do seu
peso seco, € maioritariamente soluvel lhes conferindo um enorme potencial nutricional.

Abu-Elala et al. (2013), estudando a inclusdao de Saccharomyces cerevisiae e
mananoligossacarideo na dieta para tilapia-de-Nilo verificaram aumento significativo nas
proteinas totais séricas e globulinas dos peixes suplementados com mananoligossacarideo (2,0 g
kg). As proteinas totais do soro estdo associadas a resposta inata e sio compostas por albuminas
e globulinas, sendo a globulina subdividido em alfa, beta e gama (ANDREWS et al., 2011), onde

a fragdo gama constitui a principal fonte de toda a proteina imunologicamente ativa no sangue.
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O mecanismo de agdo dos prebiodticos ¢ focada na melhora das condigdes luminais, com
estimulo do crescimento das bactérias benéficas no trato gastrintestinal, melhora das caracteristicas
morfoldgicas do epitélio intestinal e como consequéncia a melhoria do desempenho animal (Silva
e Nornberg, 2003). O seu efeito ocorre também ao nivel do epitélio intestinal, onde se ligam a
receptores especificos, absorvidos e ativado a resposta imune local MATHEW et al., 1993). Doses
inadequadas podem ocasionar um desequilibrio na microbiota intestinal, afetando a saude e o
desempenho animal (MACFARLANE e CUMMINGS, 1999).

Mais recentemente surgiu os aditivos simbidticos, os quais contém tanto probidticos quanto
prebioticos (HASSAAN et al., 2014; HUYNH et al., 2017). Presume-se que ela comunique os
efeitos benéficos de ambos aditivos. Segundo Badar¢ et al. (2008), essas combinagdes trazem mais
beneficios do que os ingerir separadamente, pois 0s prebidticos proporcionam um substrato mais
adequado para viabilizar e adaptar as bactérias probioticas a microbiota intestinal do hospedeiro,
favorecendo sua multiplicacdo e sua ac¢ao funcional.

Os simbidtico constitui uma mistura de probidticos e prebiodticos que afeta beneficamente
o hospedeiro melhorando a sobrevivéncia e implantagdo de dieta microbiana viva no trato
gastrointestinal, estimulando seletivamente o crescimento e / ou ativando o metabolismo de um
nimero de bactérias promotoras da satide, melhorando assim o bem-estar (GIBSON E
ROBERFROID, 1995 CEREZUELA et al., 2011; DE et al., 2014; RINGO et al., 2014). Este
aditivo altera a comunidade bacteriana intestinal e aumenta a colonizacdo (HASSAAN et al., 2015;
HUYNH et al., 2017), promove saude, melhores indices zootécnicos, diminuindo a mortalidade
cumulativa de peixes desafiados com varios patdogenos (ALY et al., 2008; SELIM e REDA, 2015;
ADEOYE et al., 2016).

Hassaan et al. (2014), avaliando o efeito dos simbidticos entre Bacillus licheniformis e
extrato de levedura no crescimento, indices hematologicos e bioquimicos da tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus), relataram melhora nos indices hematoldgicos, em tilapia-de-Nilo
submetidos a dieta com simbidtico. Azevedo et al. (2015), estudando economicamente a adi¢ao
de prebidtico (MOS), probidtico (B. subtilis) e simbiotico (MOS + B. subtilis) na dieta de juvenis
de tilapia-do-Nilo, observaram melhores indices zootécnicos e eficiéncia econdmica em dietas
com simbidtico em relagdo as dietas controle. Ainda outros resultados com melhor desempenho
de crescimento taxa de sobrevivéncia surpreendentes foram observados por Agung et al. (2015),

avaliando a eficacia da suplementacao de probidtico micro-encapsulado (Bacillus NP5), prebiotico
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(MOS) e combinacao desses aditivos (simbidtico) na ragao melhorou o desempenho e a resposta
imune da tilapia-do-Nilo.

Os simbioticos tém sido usados para promover o crescimento € o sistema imunologico de
animais aquaticos (HASSAAN et al., 2014; HUYNH et al., 2017), alteram as comunidades
bacterianas intestinais e aumentam a colonizagio (BADARO et al., 2008), melhoram a satde dos
peixes, através do aumento das respostas imunitarias as doengas infeciosas, diminuindo a
mortalidade (AKHTER et al., 2015), reduzindo desta forma o uso de quimioterapicos na cadeia
produtiva (GIBSON E ROBERFROID, 1995; BARBOSA et al.,2005; CEREZUELA et al., 2011;
DE et al., 2014; RINGO et al., 2014; HUYNH et al., 2017; LEE et al., 2018)

Neste contexto, evidencia-se que o simbidtico tem efeito benéfico nos peixes quando
incorporado na racdo em sistema de dgua clara, mas faltam informagdes cientificas quanto ao

beneficio da utilizagao deste aditivo administrado na 4gua da BFT.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Avaliar o desempenho zootécnico, caracteristicas hematologicas ¢ morfométricas do

intestino de tilapia-do-Nilo produzida em tecnologia de bioflocos com a utilizacao de simbiotico.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o desempenho zootécnico de pds-larvas de tilapia-do-Nilo produzida em tecnologia
de bioflocos com a utiliza¢do de simbiotico.

Avaliar as caracteristicas morfométricas do intestino de pos-larvas de tilapia-do-Nilo
produzida em tecnologia de bioflocos com a utilizacao de simbidtico.

Avaliar o desempenho zootécnico de Juvenis de tilapia-do-Nilo produzida em tecnologia
de bioflocos com a utilizagao de simbidtico.

Avaliar as caracteristicas hematoldgicas de Juvenis de tildpia-do-Nilo produzida em
tecnologia de bioflocos com a utilizagdo de simbiotico.

Avaliar as caracteristicas morfométricas do intestino de pds-larvas de tilapia-do-Nilo

produzida em tecnologia de bioflocos com a utilizagao de simbidtico.
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SIMBIOTICO EM TECNOLOGIA DE BIOFLOCOS (BFT) MELHORA O DESEMPENHO E
A IMUNIDADE DE ALEVINOS DE TILAPIA-DO-NILO

Resumo: O estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o desempenho produtivo e morfometria
do intestino de alevinos de tilapia-do-Nilo produzidas em tecnologia de bioflocos (BFT) com
adi¢do de simbiotico. Pds-larvas com peso de 0,085 + 0,002 g e comprimento total de 1,41 + 0,04
cm foram alocadas em oito caixas plasticas de 12 litros. Em cada caixa foram alocadas 100 pos-
larvas, totalizando 800 pos-larvas no experimento. As pos-larvas foram produzidas em BFT com
simbiotico e sem simbiotico, sendo utilizado quatro caixas para cada tratamento. O peso final,
comprimento total, ganho em peso e taxa de crescimento especifico foram maiores (P<0,05) nos
peixes produzidos no BFT com simbidtico (2,66 + 0,08 g; 5,09 + 0,16 cm; 2,57 + 0,08 g; 2,57 +
0,08%) em relagdo aos peixes produzidos em BFT sem simbidtico (2,38 £ 0,01 g; 4,83 + 0,05 cm;
2,30 £ 0,01 g; 8,32 £ 0,04%). A espessura da camada muscular interna e a densidade de células
caliciformes do intestino foram maiores (p<0,05) nos peixes produzidos em BFT com simbidtico.
Por outro lado, a largura da vilosidade do intestino foi maior(p<0,05) nos peixes produzidos em
BFT sem simbiotico. Conclui-se que a utilizagdo de simbiotico em BFT melhora o desempenho e
promove algumas alteragdes na morfometria e densidade celular do intestino das pos-larvas de
tilapia-do-Nilo.

= Palavras-chave: Alevinocultura, morfologia intestinal, Oreochromis niloticus, sistema de

produ¢do

BIOFLOCK TECHNOLOGY (BFT) IMPROVEMENT PERFORMANCE AND IMMUNITY
OF NILO TILAPIA ALEVINES

Abstract: The aim of this study was to evaluate the productive performance and intestinal
morphometry of Nile tilapia fingerlings produced in symbiotic biofloc technology (BFT). Post
larvae weighing 0.085 £ 0.002 g and total length of 1.41 &+ 0.04 cm were allocated to eight 12-liter
plastic boxes. In each box, 100 post larvae were allocated, totaling 800 posts larvae in the
experiment. The post larvae were produced in symbiotic and non symbiotic BFT, and four boxes
were used for each treatment. The final weight, total length, weight gain and specific growth rate
were higher (P <0.05) in fish produced in symbiotic BFT (2.66 + 0.08 g; 5.09 = 0.16 cm; 2.57 +
0.08 g; 2.57 £ 0.08%) compared to fish produced in BFT without symbiotic (2.38 +£ 0.01 g; 4.83 +
0.05 cm; 2.30 = 0.01 g; 8.32 + 0.04%). The thickness of the internal muscle layer and the goblet
cell density of the intestine were higher (p <0.05) in fish produced in symbiotic BFT. On the other
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hand, the gut villi width was larger (p <0.05) in fish produced in BFT without symbiotic. It was
concluded that the use of symbiotic in BFT improves performance and promotes some changes in

intestinal morphometry and cell density of Nile tilapia post larvae.

= Keywords: Alvinoculture, intestinal morphology, Oreochromis niloticus, production

system.

Introducao
A tilapia-do-Nilo ¢ uma das espécies de peixe mais produzidos no mundo (FAO, 2018) e

a mais produzida no Brasil (IBGE, 2019). Para atender a grande demanda de produg¢ao deste peixe
¢ necessario melhoras nos sistemas de producdo na fase de pos-larva até alevino visando atender
a crescente demanda de alevinos de qualidade.

Tradicionalmente a produ¢do de alevinos ocorrem em viveiros dentro de hapas (Little e
Hulata, 2002; Marengoni e Wild, 2014). Alternativamente, a tecnologia de bioflocos (BFT) pode
permitir aumentar a producdo de alevinos mediante melhora na densidade, sobrevivéncia e
desempenho em relag@o aos peixes produzidos em sistemas de agua clara (Crab et al., 2012).

A BFT que se enquadra como um dos mais apropriados e promissores sistemas de producao
para o desenvolvimento sustentavel da aquicultura (Avnimelech, 2009), funciona basicamente por
meio de reciclagem de nutrientes, com ajuste da relacdo carbono/nitrogénio (C/N) na agua, que
resulta no crescimento de colonias de bactérias heterotroficas que convertem os compostos
nitrogenados em biomassa microbiana, mantendo a qualidade da dgua e servindo como alimento
para os organismos aquaticos cultivados (Avnimelech, 2007).

Dessa forma, a BFT permite manutencao da qualidade de agua sem a necessidade de trocas
constantes de agua e, consequentemente, reduz o risco com impactos ambientais (Emerenciano et
al., 2017; Durigon et al., 2019). Além disso, esta tecnologia possibilita melhor produtividade e
diminuir custos com a alimentagao, tendo em vista que a BFT ¢ rica em diversos microrganismos
vivos, podendo alcangar niveis de proteina bruta e até 50% (Azim e Little, 2008; Rocha et al.,
2012). Outro beneficio desta tecnologia ¢ que as colonias de microrganismos podem ser
aproveitadas como alimento por algumas espécies de organismos aquaticos com capacidade
filtradora (Crab et al., 2012).

Tendo em vista a grande disponibilidade de microrganismos da BFT (De Schryver et al.,
2008; Foes et al., 2012; Pérez-Fuentes et al., 2016; Vilani et al., 2016) a utilizacdo de aditivos

como prebiodtico, probidtico e simbidtico podem aumentar a eficiéncia do sistema, mediante a

32



diversidade de bactérias na melhora da qualidade de agua e também na alimentacdo (Abu-Elala et
al., 2013; Huynh et al., 2017), considerando a grande importancia do alimento vivo para os peixes.

Pesquisas com os referidos aditivos incorporados na ra¢ao tem sido realizado em agua clara
(Aly et al., 2008; Abu-Elala et al., 2013; Hassaan et al., 2015; Adeoye et al., 2016; Huynh et al.,
2017), mas faltam dados cientificos quanto a utilizacdo de simbidtico em BFT na producdo de
alevinos de tilapia-do-Nilo. O estudo foi realizado como objetivo avaliar o desempenho e
morfometria do intestino de alevinos de tilapia-do-Nilo produzidas em tecnologia de bioflocos

com adicao de simbidtico.

Material e Métodos
Local e peixes

O experimento foi realizado no Laboratorio da Estagdo Experimental da Piscicultura
(20°30°04,6” S, 54°36°37,8” W) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentagdo Animal da UFMS (Protocolo n° 904/2017).

Foram utilizados pos-larvas de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) da variedade GIFT
(Genetically Improved Farmed Tilapia) da sétima geracdo de selecdo e melhoramento genético,
obtidos através de manejo reprodutivo em hapas (15 m?) onde foram alocados 3 machos e 6 fémeas
na proporg¢ao de 2:1 (Kubitza 2011; Yoshida et al. 2015) e, posteriormente, as pos-larvas foram

capturadas e alocadas nas unidades experimental.

Unidade e desenho experimental

As pos-larvas ficaram 10 dias em aclimatacdo em tanques circular de 500 litros, com
renovacdo didria de 25% e aeragdo constante. Pos-larvas com peso de 0,085+0,002g e
comprimento total de 1,4140,04 cm, foram submetidos a um jejum de 24 horas e, posteriormente,
foram distribuidas 800 pos-larvas em oito caixas plésticas de 12 litros (100 peixes/caixa) instaladas
no laboratorio. Os peixes foram produzidos em tecnologia de bioflocos (BFT) com simbidtico e
sem simbidtico. O simbidtico (Tabela 1), foi adicionado diretamente na dgua semanalmente na
dosagem de 0,2 mg L (recomendacio comercial do produto). O experimento foi inteiramente
casualizado com dois tratamentos (BFT com simbidtico e BFT sem simbiodtico) e quatro

repeti¢des, totalizando oito unidades experimentais.
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Tabela 1. Composi¢ao nutricional da ragdo e composicao de simbidtico fornecidas na fase de pds-
larvas até alevinos de de tildpia-do-Nilo em BFT durante 40 dias de producao.

BFT sem simbiotico BFT com simbidtico
Ragio (em po)
Proteina Bruta (%) 36 36
Matéria seca (%) 92,57 92,57
Matéria mineral (%) 14,69 14,69
Matéria fibrosa (%) 2,5 2,5
Extrato etéreo (%) 11,0 11,0
Fosforo (%) 1,11 1,11
Simbiotico
Bacillus toyi (UFC/kg) - 4,0x10'"
Bacillus subtilis (UFC/kg) - 4,0x10"!
Bifidobacterium bifidum (UFC/kg) - 3,5x10"
Enterococcus faecium (UFC/kg) - 3,5x10'!
Lactobacillus acidphilus (UFC/kg) - 3,5x10!!
Mananoligossacarideo (g) - 10,0
Lisina (g) - 5000
Metionina (mg) - 2500
Colina (mg) - 2000
Vitamina C (g) - 10,0
Dextrose (g/kg) - 50,0

BFT: tecnologia de bioflocos.

O periodo experimental foi de 40 dias durante a primavera (outubro a novembro), € 0s
peixes receberam diariamente uma ragdo em po (Tabela 1), quatro vezes ao dia (08h00, 10h00,
13h00 e 17h00), na quantidade de 10% da biomassa. No inicio do experimento foi inoculado 30%
do volume total de agua de um BFT anteriormente formado. A agua deste BFT utilizado para
inoculagiio apresentou as seguintes caracteristicas da d4gua: 0,32 mg L™ nitrogénio amoniacal total
(TAN), 0,5 mg L' de nitrito (NO2), 0,24 mg L' de nitrato (NO53), 1,04 mg L de ortofosfato
(PO4*), 90,94mg L' de alcalinidade de carbonatos (CaCO3) (CaCOs3) e 34,0 mL L' de flocos.
Apoés a inoculacdo da 4dgua do BFT previamente formando nas unidades experimentais foi
realizado um manejo visando o crescimento e manutencdo da comunidade microbiana. Foi
adicionado melaco em po6 (fonte de carbono) para manutencdo da relagdo carbono-nitrogénio

(C:N) em 20:1 conforme recomendacdo de Avnimelech (2015).

Variaveis de desempenho
Os animais foram pesados individualmente no inicio do experimento (Balanga digital

modelo MARTE®, AD2000) e posteriormente foram realizadas biometrias a cada 10 dias de todos
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os peixes. Antes da coleta das medidas biométricas, os peixes foram anestesiados com eugenol
(Biodindmica Quimica e Farmacéutica Ltda.) em concentracdo de 50 mg L™ (Kildea et al., 2004).
No final do experimento foram avaliadas as seguintes variaveis: peso final (g); comprimento total
(medida entre a extremidade anterior da cabega e o final da nadadeira caudal, em cm); ganho de
peso (peso final em g - peso inicial, em g); conversao alimentar aparente (consumo de ragdo em
g/ganho de peso, em g); taxa de crescimento especifico [(log natural do peso final em g - log
natural do peso inicial em g)/(periodo experimental em dia) x 100]; e taxa de sobrevivéncia

(numero de peixes no final do experimento/total de peixes no inicio do experimento x 100).

Qualidade da agua

Os parametros de qualidade de 4gua como a temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg L~
) e pH foram monitorados diariamente duas vezes ao dia (8h00 e 16h00) com o auxilio de
multipardmetro (YSI Professional Plus). O Nitrogénio amoniacal total (TAN), nitrito (mg L™'N-
NO»), nitrato (mg L'N-NO3), ortofosfato (mg L'POs) e alcalinidade total (mg L'CaCO3) foram
mensuradas duas vezes por semana utilizando kit comercial (ALFAKIT). Os so6lidos sedimentaveis
(volume de flocos em suspensao) foram mensurados duas vezes por semana utilizando um cone
Imhoff de 1000 mL por meio de sedimentagao de um litro de amostra de a4gua durante 30 minutos,
de acordo com metodologia descrita por Eaton et al., (1995).

Tabela 2. Valores médios, desvio padrdo (DP), maximos e minimos de variaveis de qualidade de
agua durante 40 dias na fase de pds-larvas até alevinos de tilapia-do-Nilo em BFT com simbiotico
e sem simbidtico.

Variaveis BFT sem simbiotico BFT com simbiético
Média DP Max Min Média DP Max Min

Temperatura (°C) 27,49 0,41 27,90 26,80 27,52 0,40 27,90 26,80
OD (ml L) 5,57 0,21 5,90 5,20 5,59 0,21 5,90 5,20
pH 7,99 0,34 8,90 7,60 7,89 0,24 8,70 7,60
TAN (ml L) 0,61 0,21 0,85 0,25 0,55 0,18 0,83 0,25
Nitrito (ml L) 0,04 0,04 0,18 0,01 0,02 0,02 0,11 0,01
Nitrato (ml L) 0,48 0,17 0,78 0,22 0,39 0,15 0,064 0,20
Ortofosfato (ml L) 1,02 0,26 1,50 0,75 1,10 0,29 1,50 0,75
Alcalinidade (ml L) 90,10 11,28 99,70 52,00 91,98 6,77 99,70 60,10

Solidos sedimentaveis (mg/L) 18,40 12,23 38,20 0,28 18,70 13,12 39,05 0,18

BFT: tecnologia de bioflocos. OD: oxigénio dissolvido. TAN: nitrogénio amoniacal total. DP:
desvio padrdo. Max: maximo. Min: minimo.
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Andlise morfométrica e densidade celular do intestino

Foram avaliados 40 peixes no final do experimento, sendo cinco de cada unidade
experimental, totalizado 20 peixes de cada tratamento para andlise histologica. Os peixes foram
eutanasiados por aprofundamento anestésico (em solucdo de eugenol 70 mg. L) e posteriormente,
foi realizado a necropsia para analise morfométrica do intestino. Os intestinos foram fracionados
em uma por¢ao (intestino anterior) de forma que todas mantivessem mesmo comprimento de 2
cm. Os fragmentos foram fixados em solug¢do de formolina 10% tamponada (pH 7,2) durante 24
horas. Posteriormente, os fragmentos foram transferidos para solu¢do de alcool 70 GL, onde
permaneceram até o momento do processamento histologico. Secgdes histologicas foram
preparadas para cortes em Paraplast (Sigma Aldrich®) com espessura de 3 um em micr6tomo
rotativo (Zeiss HYRAX M25, Germany). E as secgdes foram coradas em Hematoxilina e Eosina
(H&E), Acido Periédico de Schiff (PAS) e Azul de Alcian (AZ). Imagens digitalizadas (n= 53,
magnitude 5, 400 e 1000x) de cada seccdo longitudinal e transversal de cada regido e captadas
digitalmente em uma camera Nikon D3100 adaptada (P95-T2 1,6x DSLR, Zeiss) em microscopio
otico de campo claro (Primo Star, Zeiss).

Para a analise histométricas das secc¢des, considerou-se a medida do diametro total (um)
nas imagens de magnitude de 5x. A espessura e largura da vilosidade (um), espessura da camada
muscular interna e externa (um), espessura da camada submucosa (um) e espessura da camada

mucosa (um) foram mensuradas em cinco conjuntos de vilosidade por sec¢ao/regiao (Figura 1).

S0pum - e 50pm -
Figura 1. Sec¢des histologicas do intestino alevinos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
produzidas em tecnologia bioflocos (BFT). Imagem A - As retas indicam as medidas lineares do
primeiro didmetro (D1) e do segundo primeiro didmetro (D1). Imagem B - Corte transversal do
intestino com respectivas camadas: Camada muscular externa (ME); camada muscular interna
(MI); camada submucosa (SM) e camada mucosa (M). (2,5x). Imagem C - As retas indicam as
medidas lineares da altura da vilosidade (Av.) e largura da vilosidade (Lv).
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A 4rea e o perimetro (um) do nucleo e do citoplasma dos enterécitos e a area (um?) das
células caliciforme (n=50/sec¢do) foram mensurados em imagens de 1000x de magnitude. A area
nuclear e citoplasmatica dos enterdcitos foi usada para o calculo da relagdo nucleo/citoplasma
(RNCEnt. = 4rea do nucleo (um?) /area do (citoplasma (um?) x 100), segundo Andrade et al.
(2017). As imagens (n=5 por secgao/regiao, 400x de magnitude) foram utilizadas para analise da
densidade celular (células/ mm?). Para isso foram selecionadas aleatoriamente cinco vilosidades
em cada secgdo histologica onde mensurou-se a drea (um?) total de cada vilosidade para contagem
das células enterociticas, caliciformes, granulociticas e agranulociticas (Figura 2). Os valores

obtidos foram convertidos mm? (Hedrera et al., 2013).

Figura 2. Secgdes histologicas do intestino dos alevinos tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
produzidos em tecnologia bioflocos (BFT). A imagem A indica a area da vilosidade (Av.). Na
imagem B, as setas mostram as células enterdcitos presentes no intestino. Os granulociticas estao
representados na imagem C (seta). Na imagem D, as setas indicam as células caliciformes
presentes no intestino.

Analise estatistica

Os dados de desempenho, hematologicas, histométricos e de densidade celular foram
analisados quanto a homogeneidade de variancias pelo teste de Levene. Quando as variancias
foram homogeéneas, as varidveis dependentes foram submetidas a Andlise de Variancia com uma
variavel independente, no nivel de significancia de 5%. Quando as variancias foram heterogéneas,
as variaveis dependentes foram submetidas a Analise de Variancia de Welch. Todas as analises

foram executadas utilizando o programa computacional SAS® System versdo 9.1 (SAS, 2002).

37



Resultados

Houve um maior periodo de alta concentragdo dos compostos nitrogenados no BFT sem

simbidtico comparativamente ao BFT com simbidtico (Figura 3). O volume de soélidos

sedimentaveis aumentou constantemente ao logo do experimento de forma semelhante nos dois

tratamentos.
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Figura 3. Flutuacdes de compostos nitrogenados (TAN, nitrito e nitrato), durante 40 dias na fase
de pods-larvas até alevino de tilapia-do-Nilo em tecnologia de bioflocos (BFT) com e sem
simbidtico.
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Figura 4. Flutuacdes de so6lidos sedimentaveis (volume de flocos em suspensdo), durante 40 dias
na fase de pos-larvas até alevino de tilapia-do-Nilo em tecnologia de bioflocos (BFT) com e sem
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Desempenho
O peso final, comprimento total, ganho em peso e taxa de crescimento especifico foram

maiores (P<0,05) nos peixes produzidos no BFT com simbiotico. A sobrevivéncia e conversao
alimentar aparente ndo diferiram estatisticamente nos peixes produzidos no BFT com e sem
simbiodtico (Tabela 3).

Tabela 3. Desempenho da fase de pos-larvas até alevinos tilapia-do-Nilo produzida durante 40
dias em tecnologia bioflocos (BFT) com simbidtico e sem simbidtico.

Variaveis BFT sem simbiotico BFT com simbidtico  p- valor
Peso final (g) 2,38+0,01° 2,66+0,082 0,0005
Comprimento total (cm) 4.,83+0,05° 5,09+0,16* 0,0199
Ganho em peso (g) 2,30+0,01° 2,57+0,08?2 0,0005
Conversdo alimentar aparente 0,95+0,01?2 0,95+0,012 1,0000
Sobrevivéncia (%) 93,75+5,44? 96,50+ 3,11° 0,4138
TCE (%) 8,32+0,04° 8,61+0,10% 0,0019

Meédias seguidas por letras distintas nas linhas indicam diferenga significativa (P<0,05), pela
analise de variancia. BFT: tecnologia bioflocos. TCE: Taxa de crescimento especifico.

Analises morfométricas e de densidade celular

O diametro, espessura camada muscular externa, espessura da camada submucosa e
espessura da camada mucosa nao diferiram estatisticamente nos peixes produzidos no BFT com e
sem simbidtico. Por outro lado, a espessura da camada muscular interna foi maior (P<0,05) nos

peixes produzidos no BFT com simbidtico (Tabela 4).

Tabela 4. Morfometria do intestino de tilapia-do-Nilo produzidos durante 40 dias da fase de pos-
larvas até alevinos em tecnologia bioflocos (BFT) com simbidtico e sem simbiotico.

Variaveis BFT sem simbiético BFT com simbiético p-valor
Diametro (pm) 1204,92+193,56* 1154,44+228,71*  0,7162
Espessura da camada muscular externa (um) 18,57+3,94° 23,7+4,71% 0,1003
Espessura da camada muscular interna (pum) 20,9+2,74° 29,8+5,77% 0,0146
Espessura da camada submucosa (um) 39,99+15,28?2 40,28+4.252 0,9956
Espessura da camada mucosa (um) 17,90+1,55? 19,05+2,07% 0,3500

Meédias seguidas por letras distintas nas linhas indicam diferenca significativa (P<0,05), pela
analise de variancia. BFT: tecnologia bioflocos.

A largura da vilosidade do intestino foi maior (P<0,05) nos peixes produzidos na BFT sem
simbiotico durante 40 dias experimentais. A area da vilosidade e altura da vilosidade ndo diferiram

estatisticamente nos peixes produzidos no BFT com e sem simbidtico (Tabela 5).
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Tabela 5. Morfometria da vilosidade do intestino das pos-larvas de tilapia-do-Nilo no inicio do
experimento ¢ apos 40 dias de producdo em tecnologia bioflocos (BFT) com simbiotico e sem
simbiotico.

Medidas morfométricas BFT sem simbidtico BFT com simbiético p-valor
Area da vilosidade (um?) 17081,56+2181,22° 20256,02+2459,59* 0,0629
Altura da vilosidade (um) 189,15+27,13% 220,42+31,34% 0,2060
Largura da vilosidade (pm) 118.630+£8.31? 90,95+11,80° 0,0027

Me¢édias seguidas por letras distintas nas linhas indicam diferenca significativa (P<0,05), pela
analise de variancia. BFT: tecnologia bioflocos.

A densidade de caliciformes do intestino foi maior (P<0,05) nos peixes produzidos no BFT
com simbidtico em relacdo aos peixes produzidos em BFT sem simbiotico. Por outro lado, a
densidade de enterocitos, granuldcitos e agranuldcitos ndo diferiram estatisticamente nos peixes

produzidos BFT com e sem simbiotico (Tabela 6).

Tabela 6. Densidade celular do intestino de tilapia-do-Nilo produzidos durante 40 dias da fase
de pos-larvas até alevinos em tecnologia bioflocos (BFT) com simbidtico e sem simbidtico.

BFT sem simbiotico  BFT com simbiotico p-valor
Enterdcitos (célula/mm?) 4158,11+543,43% 4272,16+667,232 0,7745
Granuldcitos (célula/mm?) 847,10+133,67% 938,60+112,872 0,2759
Agranulocitos (célula/mm?) 3224,39+330,21° 3120,57£177,69? 0,5531
Caliciforme (célula/mm?) 683,33+ 74,1° 1028,324+229,98* 0,0128

Meédias seguidas por letras distintas nas linhas indicam diferenca significativa (P<0,05), pela
analise de variancia. BFT: tecnologia bioflocos.

Discussao
Os valores de qualidade de dgua (temperatura, oxigénio dissolvido e pH) mantiveram-se

estaveis e dentro dos niveis aceitaveis para a espécie (El-Sayed, 2006). Os resultados foram
semelhantes a outros estudos com tilapias-de-Nilo em BFT (Azim e Little, 2008; Ahmad et al.,
2016; Brol et al., 2017; Deng et al., 2018; Durigon et al., 2019). Em relacdo a alguns compostos
nitrogenados, amonia para BFT sem e com simbidtico respectivamente, ficaram abaixo da
concentracao considerada letal para a espécie (Colt, 2006; Karasu Benli, 2005).

A producao de tilapia-do-Nilo na fase de pos-larva até alevino foi adequada, tendo em vista
que no sistema de produgdo em agua clara (sem BFT) os resultados de desempenho e sobrevivéncia

$30 menos expressivos, como pode-se observar nos trabalhos de Vilani et al., (2016); Samocha et
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al., (2017); Brol et al., (2017). O trabalho de Wambach, (2013) corroboram est4 afirmacao, tendo
em vista que os autores encontraram melhor desempenho de tildpia-do-Nilo na producdo de
alevinos quando produzidos em BFT.

A producao de alevinos de tilapia-do-Nilo em tecnologia de bioflocos com a adigao de
simbiotico (Bacillus toyi, Bacillus subtilis, Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium,
Lactobacillus acidphilus e Mananoligossacarideo) na 4gua melhorou o desempenho, propiciando
alevinos maiores comparativamente aos alevinos produzidos em BFT sem simbio6tico. Embora nao
tenha ocorrido alteragdo na sobrevivéncia, producao de alevinos maiores pode refletir em um
melhor desempenho e sobrevivéncia na fase de crescimento destes peixes.

O peso final obtido com os alevinos de tilapia-do-Nilo em BFT com simbidtico foi superior
comparativamente ao observado Albuquerque et al. (2013) que observaram menor peso final
(0,21+0,00 e 0,28+ 0,01g) e conversao alimentar aparente (1,01+£0,08 e 0,93+0,08g) ao testarem o
probidtico contendo Bacillus cereus e o Bacillus subtilis C-3102, respectivamente em tilapia-do-
Nilo durante a reversao sexual. A melhora no desempenho da tildpia-do-Nilo com simbidtico foi
semelhante ao obtido por Lara-Flores et al. (2003) e Jatoba e Mourifio (2015) que evidenciaram
que a incorporagdo de probidtico na agua clara proporcionou maior ganho de peso. Carvalho et al.
(2011) observaram maior ganho de peso com a incorporacao de simbidtico na agua. Evidencia-se
que embora a BFT proporcione melhora no desempenho na fase de pos-larvas até alevino, a
incorporacao de simbidtico na dgua proporciona maiores incrementos no desempenho.

Da mesma forma, a incorporagao de prebiotico, probidtico e simbidtico na ragdo tém
mostrado melhora no desempenho das tilapia-de-Nilo, tais como encontrados por Abu-Elala et al.,
(2013); Agung et al., (2015); Adeoye et al., (2016); Huynh et al., (2017). Todavia, esta pratica
pode modificar a composicao nutricional da rag¢do, tendo em vista que geralmente a inclusdao do
aditivo ocorre posteriormente a extrusdo da racdo mediante a adi¢do de 6leo. Neste contexto, a
incorporacao do aditivo na 4gua ¢ mais adequada por ndo interferir na composi¢ao da ragdo. Além
disso, no BFT os aditivos podem atuar no desenvolvimento dos microrganismos dos flocos
melhorando o sistema de produgao.

A melhora no desempenho da tilapia-do-Nilo na fase inicial em BFT pode ser justificada
pela alta disponibilidade de microrganismos presente no sistema. A BFT caracteriza-se pela
diversidade de microrganismos (Avnimelech, 2007; Wei et al., 2016; Emerenciano et al., 2017),

que podem ser aproveitados como alimento pelos peixes (Crab et al., 2012), sendo 6tima fonte de
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proteina bruta, podendo atingir alta porcentagem de proteina bruta, que em média ¢ de 31,9%
(Wasielesky et al., 2006; Little, 2008; Emerenciano et al., 2011; Emerenciano et al., 2013), mas
pode atingir 50% (Azim e Little, 2008; Rocha et al., 2012). Outro beneficio deste sistema ¢ que
estes microrganismos podem melhorar a qualidade da agua, mas que no tempo do referido
experimento nao foi evidenciado alteragdes na qualidade de agua.

Praticamente nao houve alteracao na morfometria do intestino dos alevinos produzidos em
BFT com e sem simbiotico. Houve aumento da espessura da camada muscular interna do intestino
dos peixes produzidos em BFT com simbiotico, que talvez seja devido a distintos microrganismos
presentes no floco (Gao et al., 2014), tendo em vista que a espessura da camada muscular nos
peixes estd associada com a dieta (Diaz et al., 2006).

Estes resultados se contrapdem ao observado com a adi¢cdo de simbidtico na ragdo, em que
se espera alteracdes na morfometria do intestino de alevinos de tilapia-do-Nilo, como se pode
observar nos trabalhos de Cerezuela et al., (2011), Ringg et al., (2014), Hassaan et al., (2015) e
Huynh et al., (2017) em agua clara e de Ozel et al., (2018) e Gao et al., (2014) em BFT.

A morfometria das vilosidades do intestino dos peixes produzidos em BFT com simbi6tico
nao aumentaram (inclusive houve diminui¢do da largura), corroborando que a assimilagdo do
simbidtico pelo peixe provavelmente foi dificultada por ter sido adicionada na agua. O efeito de
aditivo ¢ maior quando os peixes sdo submetidos a alimentagcao com incorpora¢ao na ragdo, COmo
se pode observar nos trabalhos com probidtico de Aly et al., (2008); Pirarat et al., (2011) e Mello
et al., (2013) e com simbidtico de Abu-Elala et al., (2013); Adeoye et al., (2016) e Galagarza et
al., (2018), os quais observaram alteracdes na morfologia intestinal. Outro fato a se considerar ¢ o
tempo experimental, pois respostas positivas quanto ao morfometria e as células intestinais de
tilapia-do-Nilo suplementadas com aditivos prebioticos, probidticos e simbioticos so sdo efetivas
apos 120 dias de experimento (Carvalho et al., 2011).

Embora a concentracao de enterocitos, granuldcitos e agranuldcitos nao tenham se alterado
nos peixes produzidos em BFT com simbidtico, a concentragao das células caliciformes foi quase
o dobro da concentragao observada nos peixes produzidos em BFT sem simbiotico. Este resultado
evidencia que este aditivo aumenta a quantidade de células caliciformes, indicando que a utilizagao
de probidtico, probidtico e simbidtico na ragdo em tilapia-de-Nilo na fase inicial de produgao

aumentaram a concentragdo de células caliciformes, assim como também de enterdcitos (Aly et
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al., 2008; Pirarat et al., 2011; Mello et al., 2013; Abu-Elala et al., 2013; Nakandakare et al., 2013;
Silva et al., 2015; Adeoye et al., 2016 e Galagarza et al., 2018).

Na BFT ha um rico ambiente microbiano que pode ter acdo imune benéfica a satide dos
peixes (Ahmad et al., 2017). O simbidtico estimula seletivamente o crescimento e metabolismo de
bactérias promotoras da saude, melhorando assim o bem-estar animal (Gibson e Roberfroid, 1995;
Cerezuela et al., 2011; Ringe et al., 2014). Este aditivo altera em numero ¢ diversidade a
comunidade bacteriana intestinal (Hassaan et al., 2015; Huynh et al., 2017). Além disso, a
utilizagdo de simbidtico em BFT afeta a comunidade de microrganismos presentes nos flocos,
melhorando o desempenho dos peixes, mas sem grandes modificacdes na morfometria ¢ na

concentracdo de células do intestino, conforme observado no presente trabalho.

Conclusao
A utilizagdo de simbidtico em BFT para producgdo de alevinos de tildpia-do-Nilo melhora

o desempenho e a concentragao de células caliciformes.
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SIMBIOTICO EM TECNOLOGIA DE BIOFLOCOS (BFT) MELHORA O DESEMPENHO E
AS CARACTERISTICAS HEMATOLOGICOS DE JUVENIS DE TILAPIA-DO-NILO

Resumo: O estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o desempenho, parametros
hematoldgicos e morfometria intestinal de tildpia-do-Nilo produzida em tecnologia de bioflocos
(BFT) com a utilizacdo de simbiotico na agua. Foram estocados 80 juvenis (peso entre 30 g e 35
g) em oito tanques de 100 litros (10 peixes/caixa). Os peixes foram produzidos com a tecnologia
de bioflocos (BFT) com simbidtico e sem simbidtico. O simbidtico foi adicionado diretamente a
dgua semanalmente na dosagem de 0,2 mg L' (recomenda¢io comercial do produto). O
experimento foi inteiramente casualizado com dois tratamentos (BFT com simbiotico e BFT sem
simbidtico) e quatro repetigdes, totalizando oito unidades experimentais. O periodo experimental
foi de 40 dias durante os meses de primavera (outubro a novembro). O peso final, ganho em peso
e taxa de crescimento especifico foram maiores (P<0,05) nos peixes produzidos em BFT com
simbiodtico (77,28+0,61g; 46,79+ 0,64g; 2,33+0,03%) em relagdo as peixes produzidos em BFT
sem simbiotico (73,31+0,73g; 42,54+0,77g; 2,17+0,04%). A conversdo alimentar aparente foi
maior nos peixes produzidos em BFT sem simbiotico (1,02+0,01) em relacdo ao BFT com
simbiodtico (2,33+0,03). De forma geral, os parametros hematoldgicos foram maiores nos peixes
produzidos em BFT com simbiotico, mas ndo foram observadas grandes diferencas morfométricas
do intestino. Conclui-se que a inclusdo de simbidtico em BFT melhora o desempenho e os
parametros hematologicos da tilapia-do-Nilo.

= Palavras-chave: hematologia, morfometria do intestino, Oreochromis niloticus.

BIOFLOCK TECHNOLOGY (BFT) IMPROVEMENTS PERFORMANCE AND
HEMATOLOGICAL CHARACTERISTICS OF NILE TILAPIA YOUTH

Abstract: The study was conducted to evaluate the performance, hematological parameters and
intestinal morphometry of Nile tilapia produced in biofloc technology (BFT) using symbiotic in
water. Eighty juveniles (weight between 30 g and 35 g) were stocked in eight 100 liter tanks (10
fish / box). The fish were produced using symbiotic and non-symbiotic biofloc technology (BFT).
The symbiotic was added directly to the water weekly at a dosage of 0.2 mg L-1 (commercial
recommendation of the product). The experiment was completely randomized with two treatments
(BFT with symbiotic and BFT without symbiotic) and four replications, totaling eight

experimental units. The experimental period was 40 days during the spring months (October to
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November). Final weight, weight gain and specific growth rate were higher (P <0.05) in fish
produced in symbiotic BFT (77.28 + 0.61g; 46.79 + 0.64g; 2.33 + 0, 03%) compared to fish
produced in BFT without symbiotic (73.31 £ 0.73g; 42.54 £ 0.77g; 2.17 + 0.04%). Apparent feed
conversion was higher in fish produced in BFT without symbiotic (1.02 + 0.01) compared to BFT
with symbiotic (2.33 £ 0.03). In general, hematological parameters were higher in fish produced
in symbiotic BFT, but no large intestinal morphometric differences were observed. It was
concluded that the inclusion of symbiotic in BFT improves the performance and hematological
parameters of Nile tilapia. Keywords: hematology, intestinal morphometry, Oreochromis

niloticus.

Introducao

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) representou nos ultimos anos a quarta espécie

aquicola mais produzida no mundo, atrds apenas de trés espécies de carpas (FAO, 2018), e a
espécie aquicola mais produzida no Brasil (IBGE, 2018). Fatores como habito alimentar onivoro,
capacidade de filtragdo de microrganismos na agua (Dempster et al., 1995) e bons indices
produtivos em diferentes sistemas de produgdo (Samocha et al., 2017) contribuiram para a tilapia-
do-Nilo representar uma das espécies aquicolas de maior importancia no mundo.
A BFT merece destaque entre as novas tecnologias em estudo na producdo de organismos
aquaticos, proporcionando uma aquacultura moderna e ambientalmente responsavel (Brol et al.,
2017; Emerenciano et al., 2017; Durigon et al., 2019; Durigon et al., 2019). O principio da BFT
estd na transformac¢do dos compostos nitrogenados dissolvidos na dgua, os quais sdo téxicos em
concentracdes elevadas, através dos microrganismos presentes nos flocos, mediante a adigao de
fontes de carbono no sistema de cultivo (De Schryver et al., 2008; Foes et al., 2012; Pérez-Fuentes
et al., 2016; Vilani et al., 2016; Emerenciano et al., 2017).

A presenca de agregado de organismos (biomassa microbiana) presentes na BFT
proporciona varios beneficios a producao de peixes para a melhoria do desempenho, com destaque
na melhoria do ganho de peso e da conversao alimentar (Bossier e Ekasary, 2017; Emerenciano et
al., 2017), na melhoria da satide do animal, pela competicdo bioldgica com patégenos (Pérez-
Fuentes et al., 2016; Vilani et al., 2016), no aumento do controle e biosseguranca dos cultivos e na
manuten¢do da qualidade da 4dgua (Crab et al., 2012). A tilapia-do-Nilo tem apresentado bons
resultados no BFT (Vilani et al., 2016; Brol et al., 2017; Emerenciano et al., 2017).
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A utilizacdo de aditivos na producdo de peixes, tais como prebidticos, probiodticos e
simbidtico vém ganhando espago devido aos efeitos benéficos para o hospedeiro no combate as
doencas e melhoria do desempenho (Abu-Elala et al., 2013; Huynh et al., 2017). Os simbidticos
constituem uma combinag@o de prebidticos e probidticos que afeta beneficamente o hospedeiro
melhorando a sobrevivéncia e implantagdo de dieta microbiana viva no trato gastrointestinal,
estimulando seletivamente o crescimento e ativando o metabolismo de bactérias promotoras da
saude, melhorando assim o bem-estar animal (Gibson e Roberfroid, 1995; Cerezuela et al., 2011;
Ringg et al., 2014). Estes aditivos alteram as comunidades bacterianas intestinais e aumentam a
colonizagdo (Hassaan et al., 2015; Huynh et al., 2017). Além do efeito no peixe, estes aditivos
podem melhorar a qualidade da dgua, principalmente em sistemas fechados como a BFT, devido
aos microrganismos presentes neste sistema (Brol et al., 2017; Emerenciano et al., 2017).

Alguns estudos com tilapia-do-Nilo com a inclus@o de simbioticos na dieta demonstraram
melhora do desempenho zootécnico (Selim e Reda, 2015; Adeoye et al., 2016), na morfologia
intestinal (Aly et al., 2008; Abu-Elala et al., 2013; Hassaan et al., 2015; Hai, 2015; Adeoye et al.,
2016), e nos parametros hematologicos (Hassaan et al., 2014; Azevedo et al., 2015; Agung et
al.,2015). A utilizagdo de prebidtico, probidticos ou simbiodtico na dgua do BFT em vez da
incorporacao na ra¢ao pode ser uma alternativa interessante para promover melhora na agua com
o desenvolvimento dos microrganismos proporcionando maior estabilidade no sistema e
beneficiando os peixes (Crab 2012). No entanto, faltam informagdes cientificas quanto a utilizagao
de simbidtico na qualidade da agua e dos flocos no desempenho, parametros hematologicos e
morfometria intestinal de tildpia-do-Nilo na fase inicial de producdo em BFT. O estudo foi
realizado com o objetivo de avaliar o desempenho zootécnico, hematologia e a morfometria
intestinal de juvenis de tilapia-do-Nilo produzidos em tecnologia de bioflocos com a utilizag¢ao de
simbidtico.

Material e Métodos

Local e peixes

O experimento foi realizado no Laboratorio da Estacdo Experimental da Piscicultura
(20°30°04,6” S, 54°36°37,8” W) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentagdo Animal da UFMS (Protocolo n° 904/2017).
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Foram utilizados peixes jovens de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) da variedade
GIFT (Genetically Improved Farmed Tilapia) da sétima geracdo de selecdo e melhoramento
genético. Estes peixes foram obtidos através de manejo reprodutivo em hapas (15 m?), onde foram
alocados trés machos e seis fémeas na propor¢do de 2:1 (Kubitza 2011; Yoshida et al. 2015) e,
posteriormente, os juvenis foram capturados e alocados nas unidades experimentais.

Unidade e desenho experimental

Os juvenis capturados das hapas ficaram 15 dias em aclimatacdo em tanques de 1540 litros,
com renovagao diaria de 25% e aeragdo constante. Em seguida os juvenis com peso minimo de 30
g ¢ maximo de 35 g foram submetidos a um jejum de 24 horas. Posteriormente, foi realizado
biometria inicial e distribuidos 80 juvenis em oito caixas plasticas circulares de 100 litros (10
peixes/caixa) instaladas no laboratério. O numero de peixes por unidade experimental foi
estabelecido considerando uma biomassa de 4 kg de peixe/m® a qual é considerada satisfatoria para
producao de peixes em BFT.

Os peixes foram produzidos em tecnologia de bioflocos (BFT) com simbidtico e sem
simbiodtico. O simbiodtico, composto por bactérias prebidticos e probioticos (Tabela 1), foi
adicionado diretamente na 4gua semanalmente na dosagem de 0,2 mg L' (recomendacio
comercial do produto). O experimento foi inteiramente casualizado com dois tratamentos (BFT
com simbidtico e BFT sem simbidtico) e quatro repetigdes, totalizando oito unidades
experimentais. O periodo experimental foi de 40 dias durante os meses de primavera (outubro a
novembro), € 0s peixes receberam diariamente uma racao extrusada de 1-2 mm (Tabela 1), quatro

vezes ao dia (08h00, 10h00, 13h00 e 17h00), na quantidade de 6% da biomassa.

Tabela 1. Composi¢ao nutricional da racao e composicao do simbidtico fornecidas aos juvenis de
tilapia-do-Nilo em BFT durante 40 dias de producao.

BFT sem simbidtico BFT com simbidtico
Ragdo (1 a 2mm)
Proteina Bruta (%) 36 36
Matéria seca (%) 92,57 92,57
Matéria mineral (%) 14,69 14,69
Matéria fibrosa (%) 2.5 2.5
Extrato etéreo (%) 11,0 11,0
Fosforo (%) 1,11 1,11
Simbidtico
Bacillus toyi (UFC/kg) - 4,0x10'"!
Bacillus subtilis (UFC/kg) - 4,0x10"!
Bifidobacterium bifidum (UFC/kg) - 3,5x10"!
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Enterococcus faecium (UFC/kg) - 3,5x10!!

Lactobacillus acidphilus (UFC/kg) - 3,5x10!"
Mananoligossacarideo (g) - 10,0
Lisina (g) - 5000
Metionina (mg) - 2500
Colina (mg) - 2000
Vitamina C (g) - 10,0
Dextrose (g/kg) - 50,0

BFT: tecnologia de bioflocos.

No inicio do experimento foi inoculado 30% do volume total de dgua de um BFT
anteriormente formado (composi¢ao dos s6lidos sedimentaveis: 67,0% de matéria seca; 37,3% de
proteina bruta; 40,0% de fibra em detergente neutro; 8,7% de fibra em detergente acido; 11,5% de
material mineral; 1,1% de extrato etéreo e 1,6% de fosforo) em cada unidade experimental (100
L). A égua deste BFT utilizado para inoculagdo apresentou as seguintes caracteristicas da agua:
0,32 mg L' de nitrogénio amoniacal total (TAN), 0,5 mg L"! de nitrito (NO2), 0,24 mg L™! de nitrato
(NO5), 1,04 mg L' de ortofosfato (PO4>), 91,94mg L' de alcalinidade de carbonatos (CaCOs) e
34,0 mg L' de flocos. Apds a inoculagdo da dgua do BFT previamente formado nas unidades
experimentais foi realizado um manejo visando o crescimento e manutengdo da comunidade
microbiana. Para isso foi adicionado melago em p6 (fonte de carbono) para manutencao da relagado

carbono-nitrogénio (C:N) em 20:1 conforme recomendagao de Avnimelech (2015).

Qualidade da agua

Os parametros de qualidade de agua como a temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg L-
1) e pH, foram monitorados diariamente em todas as unidades experimentais duas vezes ao dia (8h00
e 16h00) com o auxilio de multiparametro (YSI Professional Plus). O nitrogénio amoniacal total
(TAN), nitrito (mg L'N-NOy), nitrato (mg L 'N-NOs3), ortofosfato (mg L"'POs) e alcalinidade total
(mg L'CaCO;) foram mensuradas duas vezes por semana utilizando kit comercial (ALFAKIT).
Os solidos sedimentaveis (volume de bioflocos em suspensao) também foram mensurados duas
vezes por semana utilizando um cone Imhoff de 1000 mL por meio de sedimentacao de um litro
de amostra de dgua durante 30 minutos, de acordo com a metodologia descrita por Eaton et al.
(1995) e adaptada por Avnimelech (2015). O desenvolvimento de so6lidos sedimentaveis,
apresentou uma oscilagdo, ao longo de periodo experimental, chegando alcangar um pico de 39,02

ml/L"!' nas tltimas duas semanas do periodo experimental. Para o contorno houve a necessario
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acionar o processo de decantacdo para manter o nivel aceitavel entre 20 e 30 ml/ L™! para o cultivo

de tilapias em tecnologia de BFT (Avnimelech, 2007).

Tabela 2. Valores médios, desvio padrdao (DP), maximos e minimos de varidveis de qualidade de
agua durante 40 dias de producdo de juvenis de tilapia-do-Nilo em BFT com simbidtico e sem
simbiotico.

Variaveis BFT sem simbiotico BFT com simbiotico
Média DP Max Min Média DP Max Min

Temperatura (°C) 27,49 0,41 27,90 26,80 27,52 0,40 27,90 26,80
OD (ml L) 5,57 0,21 5,90 5,20 5,59 0,21 5,90 5,20
pH 7,99 0,34 8,90 7,60 7,89 0,24 8,70 7,60
TAN (ml L) 0,65 0,26 1,08 0,25 0,56 0,20 1,02 0,25
Nitrito (ml L) 0,05 0,06 0,30 0,01 0,03 0,15 0,68 0,20
Nitrato (ml L) 0,49 0,18 0,96 0,22 0,30 0,16 0,50 0,10
Ortofosfato (ml L) 1,02 0,26 1,50 0,75 1,10 0,29 1,50 0,75
Alcalinidade (ml L) 90,10 11,28 99,70 52,00 91,98 6,77 99,70 60,10

Solidos sedimentaveis (mL) 19,02 13,05 39,05 0,28 18,99 13,42 39,05 0,18

BFT: tecnologia de bioflocos. OD: oxigénio dissolvido. TAN: nitrogénio amoniacal total. DP:
desvio padrdo. Max: maximos. Min: minimos.

Variaveis de desempenho

Os peixes foram pesados individualmente no inicio do experimento (Balanca digital
modelo MARTE®, AD2000) e posteriormente foram realizadas biometrias a cada 10 dias de todos
os peixes. Antes da coleta das medidas biométricas, os peixes foram anestesiados com eugenol
(Biodindmica Quimica e Farmacéutica Ltda.) em concentracdo de 50 mg L™ (Kildea et al., 2004).
No final do experimento foram avaliadas as seguintes variaveis: peso final (g); comprimento total
(medida entre a extremidade anterior da cabeca e o final da nadadeira caudal, em cm); ganho em
peso (peso final em g - peso inicial, em g); conversao alimentar aparente (consumo de ragao em
g/ganho de peso, em g); taxa de crescimento especifico [(log natural do peso final em g - log
natural do peso inicial em g)/(periodo experimental em dias) x 100]; e taxa de sobrevivéncia
(numero de peixes no final do experimento/total de peixes no inicio do experimento x 100). No
inicio do experimento 80 peixes foram pesados, os quais apresentaram 31,2+ 0,65g de peso, ¢
10,24+0,2 cm de comprimento total.

Analises hematologicas

Foram utilizados 40 peixes, sendo cinco peixes de cada unidade experimental, totalizando
20 peixes de cada tratamento para analises hematologicas e histologicas no final do experimento.

Anteriormente as coletas, os peixes foram anestesiados (em solu¢do de eugenol 50 mg L) e
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coletado o sangue por puncdo do vaso caudal, em seringas de 3 mL contendo EDTA (é&cido
etilenodiamino tetra-acético) com 10% de anticoagulante. Extensdes sanguineas foram feitas em
duplicata e coradas, para contagem de trombocitos, leucocitos totais e contagem diferencial de
leucécitos de acordo com Ranzani-Paiva et al. (2013). Uma aliquota do sangue foi utilizada para
determinacdo do hematdcrito pelo método do microhematocrito (Goldenfarb et al., 1971).
Posteriormente, os capilares foram quebrados e a fragao plasmatica utilizada para determinagao da
proteina plasmatica total em refratdmetro portatil (modelo 301, Biobrix, Sdo Paulo, Brasil). Outra
aliquota de sangue (5 pL) foi destinada a contagem total de eritrocitos em camara de Neubauer,
apos diluigdo (1:200) em formol citrato de acordo com Ranzani-Paiva et al. (2013). A concentracao
de hemoglobina foi determinada pelo método da cianometahemoglobina (COLLER, 1944). Os
indices hematimétricos, volume corpuscular médio (VCM) e concentragdo de hemoglobina

corpuscular média (CHCM), foram calculados de acordo com o preconizado por Wintrobe (1933).

Analise morfométrica e densidade celular do intestino

Ap0s as coletas sanguineas os peixes foram eutandsiados por aprofundamento anestésico
(em solugdo de eugenol 70 mg L), e realizada a necropsia para analise morfométrica do intestino.
Os intestinos foram fracionados em trés porcdes, anterior, médio e posterior de forma que todas
mantivessem mesmo comprimento de 2 cm. Os fragmentos foram fixados em solucdo de formalina
10% tamponada (pH 7,2) durante 24 horas. Posteriormente, os fragmentos foram transferidos para
solu¢dao de alcool 70 GL, onde permaneceram até o momento do processamento histoldgico.
Secgoes histologicas foram preparadas para cortes em Paraplast (Sigma Aldrich®) com espessura
de 3 um em microtomo rotativo (Zeiss HYRAX M25, Germany). As secgdes foram coradas em
Hematoxilina e Eosina (H&E), Acido Periddico de Schiff (PAS) e Azul de Alcian (AZ). Imagens
digitalizadas (n= 5, magnitude 5, 400 e 1000x) de cada sec¢ao longitudinal e transversal de cada
regido e captadas digitalmente em uma camera Nikon D3100 adaptada (P95-T2 1,6x DSLR, Zeiss)
em microscopio 6tico de campo claro (Primo Star, Zeiss). Para a analise histométricas das seccdes,
considerou-se a medida do didmetro total (um) nas imagens de magnitude de 50x. A espessura e
largura da vilosidade (um), espessura da camada muscular interna e externa (um), espessura da
camada submucosa (um) e espessura da camada mucosa (um) foram mensuradas em cinco

conjuntos de vilosidade por sec¢ao/regido (Figura 1).
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Figura 1. Sec¢des histologicas do intestino de juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
produzidas em tecnologia bioflocos (BFT). Imagem A - As retas indicam as medidas lineares do
primeiro didmetro (D1) e do segundo primeiro didmetro (D1). Imagem B - Corte transversal do
intestino com respectivas camadas: Camada muscular externa (ME); camada muscular interna
(MI); camada submucosa (SM) e camada mucosa (M). (2,5x). Imagem C - As retas indicam as
medidas lineares da altura da vilosidade (Av.) e largura da vilosidade (Lv).

A 4rea e o perimetro (um) do nicleo e do citoplasma dos enterdcitos e a area (um?) das
células caliciforme (n=50/sec¢ao) foram mensurados em imagens de 1000x de magnitude. A area
nuclear e citoplasmatica dos enterdcitos foi usada para o calculo da relacdo nucleo/citoplasma
(RNCEnt. = 4rea do niicleo (um?) /4rea do (citoplasma (um?) x 100), segundo Andrade et al.
(2017). As imagens (n=5 por secgao/regido, 400x de magnitude) foram utilizadas para analise da
densidade celular (células/ mm?). Para isso foram selecionadas aleatoriamente cinco vilosidades
em cada seccdo histologica onde mensurou-se a area (um?) total de cada vilosidade para contagem

das células enterociticas, caliciformes, granulociticas e agranulociticas (Figura 2). Os valores

obtidos foram convertidos mm? (Hedrera et al., 2013).

Figura 2. Seccdes histoldgicas do intestino de juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
produzidos em tecnologia bioflocos (BFT). Na imagem A, as setas mostram as c€lulas enterocitos
presentes no intestino. Os granulociticas estao representados na imagem B (seta). Na imagem C,
as setas indicam as células caliciformes presentes no intestino.
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Analise estatistica

Os dados de desempenho, hematologicas, histométricos e de densidade celular foram
analisados quanto a homogeneidade de variancias pelo teste de Levene. Quando as variancias
foram homogeéneas, as varidveis dependentes foram submetidas a Andlise de Variancia com uma
variavel independente, no nivel de significancia de 5%. Quando as variancias foram heterogéneas,
as variaveis dependentes foram submetidas a Analise de Varidncia de Welch. Todas as analises

foram executadas utilizando o programa computacional SAS® System versdo 9.1 (SAS, 2002).

Resultados
Qualidade da agua
A média da temperatura, oxigénio dissolvido, pH, nitrogénio amoniacal total, nitrito,
nitrato, ortofosfato, alcalinidade e s6lidos sedimentaveis nao foram diferentes significativamente
entre os tratamentos (Tabela 2). Todavia, houve maiores concentra¢des de nitrogénio amoniacal
total (TAN), nitrito e nitrato ao longo do experimento, com cencentracdes extremamente altas de
nitrito com 34 dias de experimento na BFT sem simbiotico (Figura 3). Por outro lado, a

concentracao de flocos foi continua nos dois tratamentos (Figura 4).
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Figura 3. Flutuacdes de compostos nitrogenados (TAN, nitrito e nitrato), durante 40 dias de
producao de juvenis de tilapia-do-Nilo em tecnologia de bioflocos (BFT) com e sem simbiotico.
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Figura 4. Flutuacdes de sélidos sedimentaveis (volume de flocos em suspengdo), durante 40 dias
de produgdo de juvenis de tildpia-do-Nilo em tecnologia de bioflocos (BFT) com e sem simbidtico.
Desempenho
O peso final, ganho em peso e taxa de crescimento especifico foram maiores (P<0,05) nos
peixes produzidos no BFT com simbidtico. A conversdo alimentar aparente foi maior (P<0,05)
nos peixes produzidos no BFT sem simbiotico. O comprimento total e sobrevivéncia ndo diferiram

estatisticamente nos peixes produzidos no BFT com e sem simbiotico (Tabela 3).

Tabela 3. Desempenho de tilapia-do-Nilo produzida durante 40 dias em BFT com simbidtico e
sem simbidtico.

BFT sem simbidtico BFT com simbiético p-valor
Peso final (g) 73,31+0,73° 77,284+0,612 0,0002
Comprimento total (cm) 13,53+0,212 13,78+0,33 0,2465
Ganho em peso (g) 42.54+0,77° 46,79+ 0,64* 0,0001
Conversao alimentar aparente 1,02+0,012 0,94+0,01° <0,0001
Sobrevivéncia (%) 93,75+7,22% 96,88+6,25% 0,0537
TCE (%) 2,17+0,04° 2,33+0,032 0,0004

Me¢édias seguidas por letras distintas nas linhas indicam diferenca significativa (P<0,05), pela
andlise de variancia. BFT: tecnologia de bioflocos. TCE: Taxa de crescimento especifico.

Analise hematologica
O percentual de hematocrito e as concentragdes de proteina plasmatica total (PPT) e das
células sanguineas leucocitos e trombocitos foram maiores (P<0,05) nos peixes produzidos no

BFT com simbidtico em relacdo aos peixes produzidos no BFT sem simbiotico. Por outro lado,
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maior (P<0,05) concentracdao de basofilos e neutrofilos foi observada nos peixes produzidos no
BFT sem simbiotico em relagdo aos peixes produzidos no BFT com simbidtico. A hemoglobina,
o namero de eritrocitos (RBC), volume corpuscular médio (VCM) e concentragao de hemoglobina

corpuscular média (CHCM) nao diferiram entre os tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4. Caracteristicas hematologicos de tilapia-do-Nilo apos 40 dias de produgdo em BFT com
simbidtico e sem simbidtico.

Caracteristicas BFT sem simbiotico BFT com simbiotico p-valor
Hemoglobina (g.dL™) 3,17+1,022 3,44+1,75% 0,0510
PPT (g.dL™) 4,23+0,65° 5,34+0,54% <0,0001
RBC (10 L) 1,1240,09? 1,16+0,9 2 0,2415
VCM (fL) 287,13+£55,78* 365,17+67,94% 0,4658
CHCM (g.dL™) 7,72+3,60° 7,46+1,86% 0,2949
Leucécitos (10° pL™) 83,85+30,03" 113,98+24,60* 0,0005
Trombdcitos (10° uL!) 52,13+13,24° 68,81+£10,94° <0,0001

Meédias seguidas por letras distintas nas linhas indicam diferenca significativa (P<0,05), pela
analise de variancia. BFT: tecnologia de bioflocos. PPT: proteina plasmatica total. RBC: nimero
de eritrocitos. VCM: volume corpuscular médio. CHCM: concentragdo de hemoglobina
corpuscular.

Analises morfométricas do intestino

A espessura da camada mucosa nas trés regioes (anterior, média e posterior) do intestino
foi maior (P<0,05) nos peixes produzidos em BFT com simbidtico em relagdo aos peixes
produzidos em BFT sem simbiotico. Para os valores do didmetro, espessura da camada muscular
externa, espessura da camada muscular interna e espessura da camada submucosa nas trés regioes
(anterior, média e posterior) ndo deferiram entre peixes produzidos em BFT com e sem simbiotico
(Tabela 5). Os valores da area da vilosidade, altura da vilosidade e largura da vilosidade nas trés
regides (anterior, médio e posterior) do intestino ndo diferiram entre peixes produzidos em BFT

com e sem simbiodtico (Tabela 6).
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Tabela 5. Morfometria do intestino de tilapia-do-Nilo apds 40 dias de producdo em BFT com
simbidtico e sem simbidtico.

Varidveis Regido do intestino  BFT sem simbidticos BFT com simbidticos p-valor
Diametro do Anterior 1939,9+284,2% 1850,9+£337,5% 0,6641
intestino (um) Médio 1131,9+179,8° 1357,2+501,0* 0,3717

Posterior 1286,2+388,8* 1492,3+556,2% 0,4146
Espessura da Anterior 18,6+4,1% 19,444 3% 0,3475
camada muscular Médio 21,6+5,5% 18,8+3,2% 0,3591
externa (Lm) Posterior 19,1+£3,6° 20,6+6,1° 0,6509
Espessura da Anterior 30,1£3,2¢% 28,3+4,2° 0,4595
camada muscular Médio 36,2+11,5% 28,3+5,7° 0,2068
interna (pm) Posterior 33,6+8,9" 28,3+4,3° 0,3392
Espessura da Anterior 41,4+3,9° 46,5+18,2° 0,5583
camada Médio 53,0+14,6% 63,3+14,0% 0,2879
submucosa (um) Posterior 44,5+14,8? 39,3+14,9 0,5913
Espessura da Anterior 15,2+3,4° 21,4+4,5% 0,0421
camada mucosa Médio 15,7+4.4° 19,6+2,6% 0,0485
(um) Posterior 14,6+3,7° 19,241,52 0,0315

Médias seguidas por letras distintas nas linhas indicam diferenga significativa (P<0,05), pela
analise de variancia. BFT: tecnologia de bioflocos. PPT: proteina plasmatica total. RBC: ntimero
de eritrocitos. VCM: volume corpuscular médio. CHCM: concentragdo de hemoglobina
corpuscular.

Tabela 6. Morfometria da vilosidade do intestino de tilapia-do-Nilo apds 40 dias de producao em
BFT com simbiotico e sem simbidtico.

Variaveis Regifo do intestino  BFT sem simbiotico BFT com simbidtico p-valor
Area da Anterior 16371,9+1636,9% 17955,1+684,2° 0,0811
vilosidade (um?) Meédio 15482,0+1144,1° 16058,0+1443,2° 0,5043

Posterior 14888,0+£921,5° 16005,0+£1660,2° 0,2248
Altura da Anterior 212,7+11,7% 233,9+22.6% 0,0983
vilosidade (um) Médio 212,449,777 221,1+20,9* 0,4240

Posterior 208,1+9,6% 217,5+£7,7% 0,1250
Largura da Anterior 103,3+5,5% 118,4+17,9? 0,1099
vilosidade (um) Médio 102,4+6,0* 106,3+10,8? 0,4941

Posterior 101,6+10,5* 102,5+1,2% 0,8572

Meédias seguidas por letras distintas nas linhas indicam diferenga significativa (P<0,05), pela
analise de variancia. BFT: tecnologia de bioflocos.

Quanto a densidade celular, apenas a densidade de células caliciformes na regido anterior

do intestino foi maior (P<0,05) nos peixes produzidos em BFT com simbidtico comparativamente

aos peixes produzidos no BFT sem simbidtico (Tabela 7).
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Tabela 7. Densidade celular do intestino de tilapia-do-Nilo apds 40 dias de producdo em BFT com
simbidtico e sem simbidtico.

Variaveis Regifio do intestino  BFT sem simbidtico BFT com simbidtico  p-valor
Enterodcitos Anterior 3125,0+£230,5% 2985,46+347,9? 0,4791
(células /mm?) Médio 2926,3+418,8% 2964,9+418,8° 0,8842
Posterior 2996,1+197,7% 2973,6+460,9° 0,9225
Granulécitos Anterior 690,9+62,5* 705,1+£57,3% 0,7182
(células /mm?) Médio 657,5+113,9% 686,7+66,4* 0,6642
Posterior 653,6+67,5% 690,2+68,4* 0,4193
Agranulocitos Anterior 3058,8+230,6? 2816,2+ 149,32 0,0838
(células /mm?) Médio 2874,5£219,7% 2878,8+445,9% 0,9850
Posterior 3052,2+477,6* 3002,2+253,8% 0,8414
Caliciforme Anterior 1032,2+58,3° 1209,1+113,2° 0,0146
(células /mm?) Médio 934,3+72.9* 1001,1+70,2° 0,2379
Posterior 846,4+85,1? 969,4+160,4% 0,1680

Meédias seguidas por letras distintas nas linhas indicam diferenga significativa (P<0,05), pela
analise de variancia. BFT: tecnologia de bioflocos.

Discussiao

A utilizagdo de aditivos prebiotico, probidtico e simbiodtico tem sido relatada na produgao
animal incorporados a ragao, proporcionado bons resultados no desempenho de diversas espécies,
incluindo dos peixes. Considerando que em tecnologia de bioflocos (BFT) existem varios
microrganismos que melhoram a qualidade da 4gua e servem como complemento nutricional, os
referidos aditivos incorporados na agua podem proporcionar melhora na produgdo de peixes.

A adicao do simbidtico (Bacillus toyi, Bacillus subtilis, Bifidobacterium bifidum,
Enterococcus faecium, Lactobacillus acidphilus € Mananoligossacarideo) na agua em BFT
melhorou o peso final, ganho de peso, conversdo alimentar aparente e taxa de crescimento
especifico. Este resultado pode ser explicado pela diversidade de microrganismos no BFT quando
suplementado com simbidtico. O BFT proporciona melhor desempenho zootécnico dos peixes
comparativamente aos sistemas de agua clara (Bossier e Ekasary, 2017), o que € esperado pois os
flocos do BFT apresentam alta concentragdo de microrganismos que sao ricos em nutrientes € que
melhoram a qualidade da dgua (Emerenciano et al., 2013).

A melhora no desempenho da tilapias-do-Nilo com simbidtico foi semelhante ao obtido
por Lara-Flores et al. (2003) que evidenciaram que a incorporagdo de probiotico na dgua clara
proporcionou maior ganho de peso e conversao alimentar aparente. Da mesma forma, Jatoba e

Mourifio (2015) relataram melhoria no ganho em peso e conversdo alimentar aparente com a
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incorporagdo de probidtico na agua. Estes resultados corroboram que a utilizacdo do aditivo
simbiotico na 4gua melhora o desempenho zootécnico dos peixes.

Viérios trabalhos tém evidenciado melhora no desempenho em tilapia-do-Nilo produzido
com aditivo simbidtico incorporado na ragdo (Abu-Elala et al., 2013; Hassaan et al., 2014; Agung
et al., 2015), pratica mais comum na producao de peixes em agua clara. Todavia, a incorporacao
dos aditivos pode levar a alteragdo da qualidade das ragdes, tendo em vista que esta pratica
geralmente ocorre posteriormente a extrusao da racdo mediante a adi¢do de 6leo. Neste contexto,
a incorporagao dos aditivos na dgua ¢ mais adequada por nao interferir na composicao da ragao.
Além disso, na BFT os aditivos podem atuar no desenvolvimento dos microrganismos dos flocos
melhorando o sistema de producao.

As caracteristicas hematoldgicas dos peixes produzidos na BFT com simbidtico, em geral,
foram melhores em relagdo aos peixes produzidos em BFT sem simbidtico, principalmente
evidenciado pela maior porcentagem de concentracdo de proteinas plasmaticas totais e das células
sanguineas. Ao avaliar o efeito da BFT sobre a hematologia de tilapia-do-Nilo Long et al. (2015)
observaram que nao houve diferencga significativa na analise hematoldgica em termos de contagem
de globulos brancos e globulos vermelhos, niveis de hemoglobina.

Os resultados hematoldgicos corroboram o efeito positivo da BFT com simbioticos na
melhora do sistema imune da tilapia-do-Nilo, inclusive com melhores condi¢des em relagao ao
inicio do experimento. O aumento nos niveis de proteinas plasmaticas totais estd associado a um
fortalecimento do sistema imune inato (Rao et al., 2006). Resultado semelhante foi observado por
Mansour e Esteban, (2017) no cultivo de tildpia em BFT sem simbiotico. No entanto Long et al.
(2015), observaram que o conteudo total de proteinas no soro de tilapia-do-Nilo ndo diferiu
significativamente no BFT.

Semelhante ao observado no presente trabalho, os aditivos tém mostrado melhora nas
caracteristicas hematolodgicas de tilapia-do-Nilo, como pode ser observado no trabalho de Agung
et al. (2015), os quais encontraram aumento de hemoglobina com simbiotico, ¢ Hassaan et al.
(2014), os quais observaram o aumento de proteina plasmatica total com a utilizagao de simbidtico,
sendo o aditivo incorporado na ragao.

A adigao de simbidtico no BFT nao interferiu no nimero de eritrocitos, volume corpuscular
médio e concentracdo de hemoglobina corpuscular média, entre os peixes em estudo, indicando

que estas variaveis foram adequadas no BFT independentemente da utilizagao de simbiotico. Estas
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variaveis também nao diferiram nos trabalhos Telli et al. (2014) e Nakandakare et al. (2013) com
utilizagdo de simbiotico e probidtico de em tilapia-do-Nilo, respectivamente.

Os leucdcitos também desempenham um importante papel na imunidade inata durante a
inflamacao, sendo que alta quantidade destas células ¢ considerada um indicador do estado de
satde dos peixes (Secombes, 1996), uma vez que essas células sdo responsaveis pela resposta
imune contra patdgenos (Antunes et al., 2017; Neto et al., 2019). Resultado semelhante foi
observado por Mansour ¢ Esteban (2017), no cultivo de tilapia-do-Nilo no BFT. Neste estudo, o
BFT com simbiotico teve efeito benéfico sobre as condigdes imunoldgicas dos peixes. Dietas com
aditivo prebidtico, probiotico ou simbidtico induz a alta produgdo de células que atuam no sistema
imunoldgico e defesa de organismos aquaticos (Secombes et al., 1996). Essa capacidade fagocitica
das células de defesa para diferentes aditivos foi relatada por Burrows et al. (2001), Stosik te al.
(2001), Tavares-Dias et al. (2007) e Martins et al., (2008). Aumento das células de defesa em
tilapia-do-Nilo também foram observados por Telli et al. (2014) e Nakandakare et al. (2013).

A utilizacdo do simbidtico na dgua ndo interferiu na morfometria do intestino da tilapia-
do-Nilo, o que mostra que a utiliza¢ao de simbiotico no BFT ndo alterou o didmetro, espessura da
camada muscular (externa e interna), espessura da camada submucosa e espessura da camada
mucosa em nenhuma das regides avaliadas, exceto para espessura da camada mucosa que foi
melhor nas trés regides (posterior) do intestino. Resultados diferentes foram observados por outros
autores, os quais observaram alteragdes na morfometria com suplementac¢ado de aditivo (prebiotico,
probidtico e simbidtico) na racao em tildpia-do-Nilo em agua clara (Cerezuela et al., 2011; Ringe
etal., 2014, Hassaan et al., 2015; Huynh et al., 2017) e na BFT (Ozel et al., 2018; Gao et al., 2014).
Estes resultados evidenciam que a suplementa¢cdo do simbiotico na agua da BFT nao exerce o
mesmo efeito no intestino que o aditivo incorporado na ragdo. Todavia, a maior espessura da
camada mucosa nas trés regidoes em BFT com simbiotico indica melhora na absor¢ao de nutrientes
na referida regido do intestino, tendo em vista que esta camada est4 ligada a funcao de absorgao
de nutrientes (Moraes et al., 1997).

A alteracdo da morfometria do intestino da fase inicial para fase final do experimento no
BFT, independente da utilizagdo de simbiotico, foi evidenciado principalmente pela diminui¢ao
da espessura da camada muscular externa e aumento da espessura da camada muscular interna e
da espessura da camada submucosa, que possivelmente estd associada ao desenvolvimento natural

dos peixe apds 40 dias de experimento (Zahran et al. 2014), e também pela dieta dos peixes
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associada ao consumo dos microrganismos presentes no flocos (Gao et al., 2014), tendo em vista
que a espessura da camada muscular nos peixes estd associada com a dieta (Diaz et al., 2006).

A mucosa intestinal esta relacionada com os processos fisiologicos de digestao e absorcao,
e as regides com maior concentracdo de pregas intestinais estdo principalmente envolvidas nos
processos de absor¢ao, devido ao aumento da area efetiva para absor¢ao de nutrientes (Takashima
e Hibiya, 1995). O aumento da morfometria das vilosidades (exceto para area e largura da
vilosidade na regido posterior) apds 40 dias de experimento em relagdo ao inicio do experimento
¢ esperado devido ao crescimento dos peixes, conforme também observado por Mello et al. (2013).

O simbidtico adicionado na dgua ndo alterou a morfometria das vilosidades do intestino
dos peixes produzidos no BFT. Estes resultados também contrariam os resultados com a utilizagao
de aditivo na racdo em tilapia-do-Nilo, conforme pode-se observar nos trabalhos com probiotico
de Aly et al. (2008); Pirarat et al. (2011) e Mello et al. (2013), e com simbiotico de Abu-Elala et
al. (2013), Adeoye et al. (2016) e Galagarza et al. (2018), os quais observaram alteragcdes na
morfologia intestinal. A utilizagdo de simbidtico na d4gua ndo promove grande melhora na absor¢ao
dos nutrientes comparativamente a utilizagao destes aditivos na ragao.

As células na mucosa intestinal estdo relacionadas a existéncia de um sistema imune local
(Rombout et al., 1989). Estas células tém uma fun¢ao regulatdria, suprimindo a resposta do sistema
imune para antigenos intestinais e induzindo simultaneamente a uma resposta imune. Portanto, o
aumento da quantidade de enterdcitos na regido anterior e de caliciformes na regido posterior
indicam uma melhora no sistema imune do intestino. A adi¢do de prebidticos, probidticos e
simbioticos na dieta dos peixes estimulam a desenvolvimento de células caliciformes no intestino
(Nayak, 2010 e Mello et al., 2013). Por outro lado, Nakandakare et al. (2013); Silva et al. (2015)
também relatam o aumento de numero de células caliciformes em tilapia-de-Nilo suplementado
com aditivo probidtico.

Na BFT ha um rico ambiente microbiano que pode ter acdo imune benéfica a satide dos
peixes (Ahmad et al.,, 2017). O simbidtico afeta beneficamente o hospedeiro melhorando a
sobrevivéncia e a implantacdo de dieta microbiana viva no trato gastrointestinal, estimulando
seletivamente o crescimento e ativando o metabolismo de bactérias promotoras da saude,
melhorando assim o bem-estar animal (Gibson e Roberfroid, 1995; Cerezuela et al., 2011; Ringo
et al., 2014). Este aditivo altera em numero e diversidade a comunidade bacteriana intestinal

(Hassaan et al., 2015; Huynh et al., 2017). A adig¢ao de simbidtico em BFT afetam a comunidade
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de microrganismos presentes nos flocos, melhorando o desempenho dos peixes e sistema
imunolédgico dos peixes, mas sem grandes modificacdes na morfometria e na concentracao de

células do intestino, conforme observado no presente trabalho.

Conclusao
A inclusao do aditivo simbiotico em BFT melhora o desempenho e nao alterou as

caracteristicas hematoldgicas de juvenis de tilapia-do-Nilo.
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