POTENCIAL DE Bacillus sp. SMIA-2 E SUAS ENZIMAS COMO
ADITIVOS DE RACOES PARA JUVENIS DE TILAPIA

PRISCILLA CORTIZO COSTA PIERRO

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE
DARCY RIBEIRO

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
OUTUBRO DE 2021



POTENCIAL DE Bacillus sp. SMIA-2 E SUAS ENZIMAS COMO
ADITIVOS DE RACOES PARA JUVENIS DE TILAPIA

PRISCILLA CORTIZO COSTA PIERRO

“Tese apresentada ao Centro de Ciéncias
e Tecnologias agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro como parte das
exigéncias para obtencdo do titulo de
Doutor em Producao Vegetal.”

Orientadora: Prof2. Meire Lelis Leal Martins

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
OUTUBRO DE 2021



FICHA CATALOGRAFICA
UENF - Bibliotecas
Elaborada com os dados fornecidos pela autora.

P623 Pierro, Priscilla Cortizo Costa.

Potencial de Bacillus sp. SMIA-2 e suas enzimas como aditivos de racdes para juvenis de
tildpia / Priscilla Cortizo Costa Pierre. - Campos dos Goytacazes, RJ, 2021.

97 f. il
Inclui bibliografia.

Tese (Doutorado em Produgao Vegetal) - Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeira, Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, 2021.
Orientadora: Meire Lelis Leal Martins.

1. aquicultura. 2. nutricio animal. 3. Oreachromis niloticus. 4. prebidtico. 5. probidtica. I.
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. I1. Titulo.

CDD - 630




POTENCIAL DE Bacillus sp. SMIA-2 E SUAS ENZIMAS COMO
ADITIVOS DE RACOES PARA JUVENIS DE TILAPIA

PRISCILLA CORTIZO COSTA PIERRO

“Tese apresentada ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias agropecuarias
da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro como parte
das exigéncias para obtencéo do titulo
de Doutora em Producéo Vegetal”.

Aprovada em 29 de outubro de 2021.

Comissao Examinadora

Prof. Fabio Costa Henry (D.Sc., Medicina Veterinéria) - UENF

Profa. Raquel Vieira de Carvalho (D.Sc., Producao Vegetal) — UFES

M.V. Paulo Sérgio Cruz de Andrade Junior (M.Sc., Ciéncia Animal) —
Ifes/Campus de Alegre

Prof2 Meire Lelis Leal Martins (Ph.D., Molecular Biology and Biotechnology)
UENF
(Orientadora)



AGRADECIMENTOS

N&o poderia deixar de agradecer a Deus e Nossa Senhora Aparecida, por
me guiarem e fortalecerem a minha fé, por estarem comigo. Agradeco em especial
por permitir que meu pai esteja ao meu lado, saudavel e curado, participando de
mais uma etapa em minha vida.

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) e ao
Instituto Federal do Espirito Santo — IFES pela oportunidade de realiza¢éo do curso
de Doutorado Institucional — DINTER;

A prof2. Meire Lelis Leal Martins pela orienta¢&o, por todo apoio, paciéncia
e atencdo, por ter me proporcionado grande conhecimento e aprendizado.
Agradeco por sempre transmitir calma em suas falas. Que Deus a abencoe e
ilumine!

Aos membros da banca examinadora, prof. Fabio Costa Henry, que foi meu
professor na graduagdo e a vida me oportunizou reencontra-lo; a profd. Raquel
Vieira de Carvalho, que sempre se mostrou muito atenciosa e solicita em todos os
meus questionamentos, contribuindo com novos conhecimentos; ao amigo Paulo

Sérgio Cruz de Andrade Junior, por todos os anos de amizade e troca de



experiéncias, além de todo auxilio na técnica microbioldgica. Vocés contribuiram

muito para a construcao dessa tese.

A minha familia:

Meus pais, Carlos Jacintho da Costa e Dolores Cortizo Costa, meu porto
seguro. Agradeco por me dar o maior presente da vida: a oportunidade de estudar!
Gratidao por terem investido na educacao das suas filhas. Sem a dedicacéao e o
empenho de vocés, nada disso seria possivel.

Minhas filhas, Helena Costa Pierro e Isabela Costa Pierro, minhas
pequenas, por elas me esfor¢co para ser cada dia melhor. Mesmo que ainda néo
entendam, agradeco a paciéncia e peco desculpas pelas auséncias, principalmente
gquando a mamae pedia para ficar sozinha. Vocés séo a luz da minha vida, séo o
meu mundo.

Meu marido, Pedro Pierro Mendonca, meu grande incentivador. Agradeco
por estar ao meu lado, pela familia que construimos e por todo auxilio nessa e em
outras tantas etapas da vida. Vocé é unico e fundamental!

Minhas irmas, Enaile Cortizo Costa Amaral e Aline Cortizo Costa, que sao
as melhores irmés que eu poderia ter em minha vida. Amo vocés demais. Aos meus
sobrinhos, Huguinho e Carol, que amo como se fossem meus filhos! Tenho orgulho
imenso de vocés! A minha cunhada Aline Gama e meu cunhado Hugo Oia,
agradeco por estarem comigo nessa caminhada!

A vovo Hilda — Leovegilda Rey Troitifio, obrigada por compartilhar seus
ensinamentos na vida, ao longo dos seus 91 anos.

A Familia Pierro Gripp, em especial aos meus sogros, Gianine Maria Pierro
e Rubens Emerick Gripp, por me acolherem e incentivarem meu crescimento
pessoal e profissional.

Aos amigos, tdo importantes e especiais em qualquer caminhada,
principalmente: Isabelle Schwan, Leticia Paschoa, Kennedy Ferreira, Phelipe
Valim, Samia Damas, Carlos Augusto Duncan, Ana Carolina Mouzer, Aloisio
Favoreto, Lidianne Bicalho e Patricia do Rosario Rodrigues.

A Rosenilda Messias, por ser uma maezona para minhas filhas e segurar
as pontas em minhas auséncias. Obrigada por todo cuidado e amor com as minhas

meninas.



Aos alunos do LNPEO, muito obrigada por toda ajuda durante a realizacao
do experimento: Paola Santos, David Carvalho, Thaianara Galdino, Erivelto Souza
e Breno Tannuri, sempre com bom humor e muita disposi¢cdo! Agradeco em
especial a Thayna Pardo e Samuel Oliveira, por me acompanharem também
durante o processamento histologico e na microbiologia.

A equipe do Laboratério de Patologia Animal da UFES, em especial a
professora Jankerle Neves Boeloni e aos técnicos Henrique Venial e Theo Matos
Arantes Moraes. Agradeco a ajuda, paciéncia e receptividade!

Aos amigos do DINTER, principalmente os que tive a oportunidade de
estreitar os lacos, e que tornaram os dias mais leves e divertidos, de ajuda muatua
e muito companheirismo: Paulo Sérgio Cruz de Andrade Junior, Flavio Pavesi
Simao, André Oliveira, Cesar Otaviano Penna e Raphael Pires Bolzan.

Ao professor e colega de Ifes Alexandre Cristiano, pelo auxilio na cultura
microbioldgica.

A querida Erica Cruz, sempre muito atenciosa e solicita, e que espero um
dia poder dar um abrago bem apertado e ouvir sua super risada de pertinho!

A todos que contribuiram diretamente e indiretamente para a realizacao

deste trabalho, meus sinceros agradecimentos.



SUMARIO

1. INTRODUCAO 12
2. REVISAO DE LITERATURA 15
2.1 Producéo de tildpia no Brasil 15
2.2 Utilizacéo de enzimas e probidticos como aditivos na dieta de peixes 17
2.2.1 Enzimas exégenas usadas como aditivos 20
2.2.2 Enzimas endogenas utilizadas como aditivos 21
2.3 Nutricdo e aspectos fisioldgicos da digestdo em peixes 25
2.3.1 Mecanismo de agdo das enzimas e influéncia sob a atividade enzimatica
em peixes 28
2.4 Influéncias imunoldgicas e ambientais a adicdo de enzimas 32
2.5 Bacillus sp. SMIA-2 33
3. TRABALHOS 37

3.1 DESEMPENHO ZOOTECNICO, MICROBIOTA E HISTOMORFOMETRIA
INTESTINAL DE JUVENIS DE TILAPIAS (OREOCHROMIS NILOTICUS)
ALIMENTADAS COM DIFERENTES NiVEIS DE INCLUSAO DO BACILLUS SP.

SMIA-2 37
INTRODUCAO 39
MATERIAL E METODOS 40

RESULTADOS E DISCUSSAO 48



CONCLUSAO

REFERENCIAS

3.2 AVALIACAO DE DIFERENTES SIMBIOTICOS NO DESEMPENHO
ZOOTECNICO E MORFOLOGIA INTESTINAL DE JUVENIS TILAPIAS
(Oreochromis niloticus)

INTRODUCAO

RESULTADOS E DISCUSSAO

CONCLUSAO

REFERENCIAS

CONCLUSOES

ANEXO | — CERTIFICADO DE COMISSAO ETICA NO USO DE ANIMAIS

Vi

55
55

59
61
69
75
76
78
92



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Imagens de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) mostrando
células flageladas e endosporo elipsoidal de Bacillus sp. SMIA-2 (a) e células de
Bacillus sp. SMIA-2 cultivadas no bagaco de cana de acucar, farinha da casca do
maracuja e agua de maceracao de milho a 50°C por 72 horas (b). (Custodio, 2020;
(O U A 0 1 1 TSP 34

Figura 2: Unidades experimentais no LNPEO — Ifes — Campus de Alegre. .......... 41
Figura 3: Medicédo, por meio de paquimetro, do comprimento total do animal. ....42
Figura 4: Medic&o, por meio de paquimetro, da altura do animal. ..................... 423
Figura 5: Retirada das visceras, para pesagem € mediCa0 .............ceceevveeerrvnnnnnn. 45

Figura 6: Medigao do intestino dos animais, antes de ser seccionado em 3 porgdes

para fixacao em formal @ 1090........ccoeviiiiiiiiiiee e 46
Figura 7. Emblocamento das amostras de fragmentos intestinais....................... 47
Figura 8: Intestinos de animais do processo de maceragao. ..........ccceeeeeeeeeeeeeennn. 48

Figura 9: Efeito de diferentes niveis de inclusdo do Bacillus sp. SMIA-2 e de suas
enzimas sobre o numero de bactérias heterotroficas totais (a) e de esporos
recuperados no intestino das tilApias (D).........cccorvrmiiiiiiiie e, 49

Figura 10: Diferentes morfologias de microrganismos isolados de intestino de
juvenis de tilapia tildpia apos inclusdo do Bacillus sp. SMIA-2 a racdo, submetidos
a tratamento tErmMICO e 30°C. ...oiiiiiieiiiie e e 50

vii



Figura 11: Bacilos e esporos de bacilos isolados de intestino de juvenis de tilapia
apos inclusdo do Bacillus sp. SMIA-2 a racdo, submetidos a incubacao de 50°C.

Figura 12: Altura das vilosidades intestinais de peixes submetidos a adicdo em
diferentes niveis de inclusédo do Bacillus sp. SMIA-2. 544

Figura 13: Unidades experimentais no LNPEO — Ifes — Campus de Alegre....... 641

Figura 14: Biometria com o auxilio de um paquimetro.........ccccccceeeevveeeeeeeeeiinnnnnnn. 65
Figura 15: Biometria de altura do animal, com o auxilio de um paquimetro......... 66
Figura 16: Retirada das visceras, para pesagem € mediCao0. ............cceevvvervrrnnnnn. 67

Figura 17: Medigdo do intestine dos animais, antes de ser seccionado em 3
porcoes para fixacdo em formal 10%0. .......ccooeeeeiiiiiiiiiiiie e 68

Figura 18: Processo de emblocamento das amostrasde fragmentos intestinalis de
J1U YL LIS L= 11 =T o - VSO 69

Figura 19: Fotomicrografia do intestine dos peixes, com mensurac¢ao da altura da
VIIOSIAAUE. ...ttt 69

Figura 20: Altura das vilosidades intestinais em peixes. 1 = Controle; 2 = Simbiético
SMIA-2; 3 = Produto comercial 1; 4 = Produto comercial 2. ........ccccccvvvvvevviveennnnnn. 74

Figura 21: Fotomicrografia de porcao intestinal de peixe submetido a inclusdo do
Bacillus sp. SMIA-2, com mensuracao da altura das vilosidades. ...........cccc......... 75

viii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composicéo basal da racao fornecida nas dietas dos peixes. ............. 43

Tabela 2: Valor médio das varidveis em juvenis de tilapia alimentados com
diferentes niveis de inclusdo do Bacillus sp. SMIA-2. ..........ccoieiiiiiiiiiiiiicee e, 52

Tabela 3: Valor médio das variaveis de peso de figado, peso de visceras, indice
hepato- somatico e indice viscero-somatico em juvenis de tilapia alimentados com
diferentes niveis de inclusdo do Bacillus sp. SMIA-2. .........cccccceiiiiiiiiiiiiieiee e 53

Tabela 4. Composicéo basal da racao fornecida nas dietas dos peixes. ............. 65

Tabela 5: Valor médio das variaveis em juvenis de tilapia com a adicdo de
diferentes simbidticos comerciais e 0 Bacillus sp. SMIA-2..........ccccevvvviiiiiieeeeeeenn. 71

Tabela 6: Valor médio das variaveis de desempenho em juvenis de tilapia com a
adicdo de diferentes simbidticos comerciais e 0 Bacillus sp. SMIA-2. .................. 72



RESUMO

PIERRO, Priscila Cortizo Costa; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Outubro de 2021. Potencial de Bacillus sp. SMIA-2 e suas enzimas
como aditivos de racdes para peixes. Orientadora: Prof?. Ph.D. Meire Lelis Leal
Martins.

A tilapia (Oreocrhomis niloticus) é um peixe de grande importancia econémica na
cadeia produtiva brasileira, tendo uma demanda crescente em sua producdao,
particularmente em criagdes intensivas em sistemas do tipo tanques-rede. Entretanto,
o confinamento de elevadas biomassas de peixes, pode levar a perdas no
desempenho zootécnico e a maior vulnerabilidade a agentes patogénicos
oportunistas. Além disso, intensificar o cultivo significa aumentar a quantidade de
biomassa produzida por area, o que eleva os gastos com a alimentacéo. Desta forma
0 uso de ingredientes mais baratos, que fornecam resultados satisfatérios é de grande
interesse. Bactérias do género Bacillus tém se destacado como um dos grupos mais
promissores capazes de promoverem melhorias no desempenho destes animais. A
introducéo de enzimas em ragfes, como as proteases produzidas por bactérias do
género Bacillus, também pode melhorar o desempenho de peixes, uma vez que
melhoram o aproveitamento dos ingredientes das ragdes. Objetivou-se com esse

trabalho avaliar o potencial de Bacillus sp. SMIA-2 e suas enzimas como aditivos para



racbes em peixes, comparativamente com produtos comerciais e em diferentes
dosagens. A adicdo do Bacillus sp. SMIA-2 demonstrou eficiéncia no desempenho
animal, contribuindo com maior ganho de peso final e maior altura das vilosidades

intestinais, garantindo uma maior capacidade absortiva.

Palavras-chave: aquicultura, nutricAo animal, Oreochromis niloticus, prebiotico,

probidtico.
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ABSTRACT

PIERRO, Priscilla Cortizo Costa; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, October, 2021. Potential of Bacillus sp. SMIA-2 and its enzymes as feed
additives for fish. Advisor: Prof. Ph.D. Meire Lelis Leal Martins.

The tilapia (Oreocrhomis niloticus) is a fish of great economic importance in the
Brazilian production chain, with a growing demand for its production, particularly with
intensive rearing in net-tank systems. However, the confinement of high fish biomass
can lead to losses in zootechnical performance and greater vulnerability to
opportunistic pathogens. Furthermore, intensifying cultivation means increasing the
amount of biomass produced per area, which increases food costs. Thus, the use of
cheaper attractive ingredients that provide satisfactory results is of great interest.
Bacillus genus bacteria have stood out as one of the most promising groups capable
of promoting improvements in the performance of these animals. The introduction of
enzymes in feed, such as proteases produced by bacteria of the Bacillus genus, can
also improve fish performance, as they improve the use of feed ingredients. The
objective of this work was to evaluate the potential of Bacillus sp. SMIA-2 and its
enzymes as additives for feed and fish, compared to commercial products and at
different dosages. Thus, the addition of Bacillus sp. SMIA-2 demonstrated efficiency in

Xii



animal performance, contributing to greater final weight gain and greater height of the

intestinal villi, ensuring greater absorptive capacity.

Keywords: animal nutrition, aquaculture, Oreochromis niloticus, prebiotic, probiotic.

Xiii
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1. INTRODUCAO

O agronegécio é de fundamental importancia para a economia brasileira.
Conforme dados do Ministério da Agricultura, o agronegécio, em 2017, participou
com 23 a 24% do Produto Interno Bruto (PIB). O aumento acumulado foi de mais
de 30% nos ultimos dez anos. Esse crescimento sO foi possivel gracas ao
desenvolvimento tecnolégico (Sidonio et al., 2012; Brasil, 2017). Além da grande
guantidade de terras, o Brasil € o maior reservatério de agua doce do planeta, com
mais de 8 mil km3, muito superior a do segundo colocado, a Russia, com cerca
de 4,5 mil km3 (Sidonio et al., 2012). Assim, o Brasil destaca-se pelo grande
potencialpara a aquicultura, pelas condi¢cdes naturais, pelo clima favoravel e pela
sua matriz energética. Diante de tantos atributos favoraveis, o Brasil ainda possui
muitas condi¢des paradesenvolver seu potencial produtivo na area de aquicultura
(Rocha et al., 2013).

Apesar do Brasil estar muito aguém de seu potencial produtivo, segundo
estimativas do Ministério da Agricultura, Pesca e Abastecimento — MAPA e da
Organizacgao das Nag¢des Unidas para Alimentagao e Agricultura— FAO, a producéo
pode atingir até vinte milhdes de toneladas anuais, atendendo ndo apenas o

consumo interno, mas também uma demanda externa crescente. Projecfes da
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FAO apontam que, até 2030, a demanda por pescados no mundo deve crescer em
guarenta milhdes de toneladas (Sidonio et al., 2012).

De acordo com a FAO, a aquicultura € uma atividade definida como o
cultivo de organismos aquaticos, como peixes, crustdceos, moluscos e plantas
aguaticas, envolvendo o cultivo de agua doce e de agua salgada em organismos
sob condicfes controladas (SEBRAE, 2015).

Os produtos oriundos da aquicultura destacam-se nutricionalmente de
outros alimentos de origem animal por possuirem, comparativamente, grandes
guantidades de vitaminas lipossolaveis A e D, minerais, calcio, fosforo, ferro, cobre,
selénio e, no caso dos peixes de agua salgada, iodo. As proteinas contém todos os
aminoacidos essenciais para o ser humano e, assim como as proteinas do leite,
do ovo e de carnes de mamiferos, as de peixes tém elevado valor bioldgico
(OLIVEIRA SARTOR; AMANCIO, 2012).

A fim de otimizar o desenvolvimento da aquicultura, além de se obter
informacdes que possibilitem a formulagcdo de dietas que atendam as exigéncias
das espécies com potencial zootécnico, faz-se necessario o estudo de técnicas de
processamento que visem proporcionarmelhor aproveitamento dos nutrientes das
dietas, proporcionando a reduc¢éo de custos de producdo e um menor impacto ao
meio ambiente (Polese et al., 2010).

Prebibticos sdo compostos ndo digeriveis por enzimas, sais e acidos
produzidos peloorganismo, mas seletivamente fermentados pelos microrganismos
do trato gastrintestinal. Podem estar presentes nos ingredientes da dieta ou serem
incluidos por meio de fontes exdgenas concentradas (Gibson & Roberfroid, 1995).
Os probidticos sdo suplementos alimentares que contém bactérias vivas benéficas
ao hospedeiro, favorecendo o equilibrio de sua microbiota intestinal, tendo boas
perspectivas para 0 uso na piscicultura, como alternativa na profilaxia de doencas
e reducdo da utilizacdo de antibidticos.

Aléem de aprimorarem as condi¢des intestinais para 0S processos de
digestdo e absor¢édo de nutrientes (Busanello, 2012), outras caracteristicas
importantes sao atribuidas ao uso de probidticos, podendo-se destacar a
resisténcia a acidez gastrica, resisténcia aos sais biliares, modulacéo na resposta
imune, adesao ao tecido do trato gastrointestinal, seguranca de uso comprovada,
garantia de manutencdo da viabilidade até o consumo, independentemente do

veiculo utilizado (Sturmer et al., 2012).
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Os mecanismos de acdo dos probidticos sdo: exclusdo competitiva (ou
competicdo por sitios de acdo), estimulacdo do sistema imunoldgico, efeito
nutricional e producao de substancias antibacterianas e enzimas (Busanello, 2012).
Para que haja a ocorréncia desses efeitos benéficos no hospedeiro, as bactérias
devem sobreviver, colonizar e persistir no trato gastrointestinal. Os esporos de
Bacillus podem germinar no trato, exercendo seus efeitos benéficosno organismo
do hospedeiro, como a secre¢ao de substancias antimicrobianas (bacteriocinas)
e/ou pela competicdo por nutrientes com bactérias patogénicas (Mingmongkolchai;
Panbangred, 2018). A producao de substancias antimicrobianas e a capacidade de
esporulacdo faz com que o uso de cepas de Bacillus seja vantajoso, pois séo
capazes de sobreviver em diferentes habitats e a sua presenca em alimentos néo
implica necessariamente na deterioragdo ou em intoxicacao alimentar, podendo ser
usada na alimentacdo humana e animal (Abriouel et al., 2011).

Diante do exposto, objetiva-se com esse estudo avaliar o impacto do
Bacillus sp. SMIA-2 e de suas enzimas no desempenho do crescimento e
morfometria intestinal de tilapia (Oreochromis niloticus).



15

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producéo de tilapia no Brasil

Segundo dados da Associacdo Brasileira de Piscicultura - (PEIXE BR,
2020), a producao no Brasil de peixes em cultivo em 2019 foi de 758.006 toneladas,
representando um aumento de 4,9% quando comparado ao ano de 2018, sendo
praticamente toda a producéo voltada para atender ao mercado interno.

Além da grande quantidade de terras, o Brasil € o maior reservatoério de
agua do planeta, com mais de 8 mil quildmetros de costa maritima e 5,5 milhdes de
hectares de 4gua doce. Assim, o Brasil destaca-se pelo grande potencial para a
aquicultura, pelas condi¢cdes naturais, pelo clima favoravel e pela sua matriz
energética (Rocha et al., 2013).

Conforme o atual relatério, Produg&o Pecuaria Municipal (2018) do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o Brasil estd em crescente expansao
do mercado aquicola. Entre 2008 e 2014, o setor teve um crescimento de 54%,
sendo a piscicultura de Agua doce a principal categoria (Pedroza Filho; Routledge,
2016). A Regido Sul a responsavel por 32% da producao nacional. Em seguida vém
as Regibes Norte e Nordeste (ambas com 19%) e Sudeste (17,8%). Dentre os
estados, o Parana assume a lideranca (23,4%), seguido por Sao Paulo (9,9%) e
Rondbnia (9,7%) (IBGE, 2018).
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A tilapia (Oreochromis niloticus) € a espécie de peixe mais cultivada no
Brasil, seguido do tambaqui (Colossoma macropomum). A tilapia foi responsavel
por 60% da producédo de peixes no Brasil, sendo a Regido Sul a maior produtora
(45,8%) (IBGE, 2018). Com esse aumento na producgdo, o Brasil passou a ser o
quarto maior produtor de tilapias no mundo, sendo liderado por China, Indonésia e
Egito (PEIXEBR, 2020).

A espécie apresenta diversos fatores que facilitam o seu cultivo: facilidade
de reproducao e obtencdo de alevinos; a possibilidade de manipulagdo hormonal
do sexo para obtencdo de populacdes masculinas; a boa aceitacdo de diversos
tipos de alimentos; a grande capacidade de aproveitar alimentos naturais em
viveiros; bom crescimento em cultivo; grande rusticidade, suportando bem o
manuseio intenso e os baixos niveis de oxigénio dissolvido na dgua e sua grande
resisténcia as doencas; a carne branca, de textura firme, sem espinhos, de sabor
pouco acentuado e de boa aceitacédo (Kubitza, 2000).

Por ser a espécie mais cultivada no pais, a tilapia tem um papel cada vez
mais importante na economia de diversas regides. Assim, a nutricdo e alimentacao
desses animais em cultivos é alvo de muitas pesquisas e de grande interesse pela
industria de alimentacao animal (Furuya; Furuya, 2010).

A dieta dos peixes e a intensificacao da producao influenciam diretamente
0 comportamento, saude, funcbes fisioldgicas, reproducdo, crescimento e,
principalmente, as condicdes ambientais do sistema de producdo (Cyrino et al.,
2010). O manejo inadequado e o fornecimento de alimentos de baixa qualidade, ou
nao balanceados, podem causar deficiéncias na absorcdo dos nutrientes e acimulo
de matéria organica no ambiente (Sado; De Almeida Bicudo, 2012).

Altas densidades de estocagem na piscicultura resultam em maiores
producdes e, consequentemente, em um maior retorno econdmico (Marengoni,
2006). Porém, os sistemas intensivos, caracterizados pela alta densidade
populacional, levam ao estresse nos animais, prejudicando o sistema imunologico
dos peixes (Sado; De Almeida Bicudo, 2012).

Segundo dados do Boletim Informativo do Sindicato Nacional da Industria
de Alimentacdo Animal — SINDIRACOES (2020), no primeiro trimestre de 2020 a
producao de racao para peixes e camardes foi de 393 mil toneladas, sendo a maior
parte voltada para a producéo de tilapias pelas cooperativas no Parana. Quando

em ambientes naturais, 0s peixes sdo capazes de balancear a dieta optando por
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alimentos que possam suprir as exigéncias nutricionais e as preferéncias
alimentares, animais ou vegetais, sendo raro ocorrer sintomas nos animais sob
essas condic¢des (Rotta, 2003).

Os peixes teledsteos, como o caso da tilapia, o espectro alimentar sofre
influéncia das condicbes ambientais, havendo uma plasticidade trofica, em que o
animal se aproveita de uma fonte alimentar mais vantajosa em um determinado
periodo de tempo (Abelha, Agostinho. Goulart, 2001). Porém, em criagdes
intensivas, € necessario a utilizacédo de ra¢des balanceadas e inclusdo de aditivos,
auxiliando a atividade das enzimas enddgenas e atuando em substratos que nao
sdo degradados naturalmente (Gomes et al., 2016).

A fim de reduzir possiveis impactos, o uso de enzimas exdgenas
adicionadas as racfes possui 0 objetivo de minimizar ou remover alguns fatores
antinutricionais, melhorar o valor nutricional (digestdo e absorcdo de nutrientes),
reduzir a excrecdo de fésforo e nitrogénio, reduzindo os impactos ambientais
(Cyrino et al., 2010; Gomes et al., 2016). Assim, a produtividade e uma maior
rentabilidade na piscicultura dependem da obtencdo de alimentos que satisfagam

0S requerimentos em nutrientes essenciais (Santos, 2017).

2.2 Utilizac&o de enzimas e probiéticos como aditivos na dieta de peixes

A Instrugdo Normativa n°.13 de 30 de novembro de 2004 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento define como aditivo para produtos
destinados a alimentagao animal como “substancia, micro-organismo ou produto
formulado, adicionado intencionalmente aos produtos, que ndo € utilizado
normalmente como ingrediente, tenha ou ndo valor nutritivo e que melhore as
caracteristicas dos produtos destinados a alimentacdo animal dos produtos
animais, melhore o desempenho dos animais sadios ou atenda as necessidades
nutricionais”.

Segundo Gomes et al (2016) as enzimas e 0s complexos enzimaticos
exdgenos incorporados as racdes, de acordo com sua finalidade, podem ser
divididos em duas categorias: enzimas que possuem producdo endoégena, mas que
sao destinadas a complementar a acdo no organismo (protease, amilase, lipase,
entre outros) e enzimas que néo sao sintetizadas pelos peixes (fitase, xilanases,

celulase, entre outros).
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As enzimas sd0 em sua maioria, proteinas, que possuem como funcao agir
como catalisadores biologicos, aumentam a velocidade das reacdes. Possuem sitio
de acao especifico e atuam em condi¢Bes favoraveis de pH, temperatura, havendo
um limiar 6timo para que sua atividade maxima ocorra (Campestrini; Silva; Appel,
2005; Gomes et al.,, 2016). A producdo de enzimas destinadas a alimentacao
animal atingiu escala comercial na década de 1980, sendo os fungos, bactérias e
leveduras as principais fontes de enzimas exdégenas (Campestrini; Silva; Appel,
2005).

Atualmente, as enzimas comercialmente produzidas para 0s animais
aguaticos sao geralmente provenientes de bactérias do género Bacillus e fungos
do género Aspergillus (Stech, Carneiro, Pizauro Junior, 2009). A formulacédo de
dietas para peixes objetiva a exigéncia energética e dessa forma a relacdo
energia/proteina merece grande atencao.

Os produtos de origem animal (farinha de peixe, carne, 0sso e sangue) tém
sido substituidos por produtos de origem vegetal, devido ao alto valor proteico e
baixo custo. No entanto, nem todos os componentes vegetais sao digeridos pelos
peixes, possuindo muitos efeitos antinutricionais (Santos, 2017).

Antinutrientes sédo definidos como substancias que, isolados ou por meio
de metabdlicos, interferem na utilizacdo e aproveitamento dos alimentos, afetando
a saude a producdo animal. Podem ser divididos em quatro grupos: fatores que
afetam a utilizacdo e digestdo de proteinas; fatores que afetam a utilizacdo de
minerais; antivitaminas e algumas substancias nocivas, como micotoxinas,
mimosinas, cianogénios, saponinas (Francis; Makkar; Becker, 2001).

No quadro a seguir estao os principais fatores antinutricionais em alimentos

utilizados em ragdes para peixes.
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Quadro 1: Principais antinutrientes presentes em alimentos vegetais (Francis et

al., 2001).

Mutrientes de origem vegetal

-
Fatores antinutricionais

Farelo de soja

Farinha de cancla

Farinha de tremogo

Farinha de ervilha

Torta de dleo de girassol

Farinha de algod&o

Farinha de folhas de Leucasna

Farinha de folhas de alfafa

Torta de dleo de mastarda

Farinha de gergelim

Inibidores da protease, lectinas, acido
fitico, saponinas, fitoestrogénios,

antivitaminas, alérgenos

Inibidores da proteaze, glucosinolatos,

Acido fitico, taninos

Inibidores  de  protease, saponinas,
fitoestrogénios, alcaldides

Inibidores da protease, lectinas, taninos,
cianogénios, acido fitico,

zaponinas, antivitaminas

Inibidores da protease, saponinas, inibidor
da arginase

Acido  fitico, fitoestrogénios, gossipol,
antivitaminas, acido ciclopropendico

Mimosina

Inibidores  da  proteaze, saponinas,

fitoestrdgenos, antivitaminas
Glucosinolatos, taninos

Acido fitico, inibidores de protease

A utilizac&o de polissacarideos ndo amilaceos sdo comumente usados em

racdes para peixes. SAo componentes da parede celular em alimentos de origem

vegetal (celulose, hemicelulose e pectinas), sendo geralmente encontrados nos

cereais (cevada, milho, sorgo, soja, trigo, aveia, arroz, centeio, etc.) e em algumas

leguminosas.

Podem comprometer o desempenho animal, dependendo da concentragao,

pelo fato de os peixes ndo possuirem enzimas capazes de degrada-los (Meurer;
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Hayashi, 2003; Tachibana et al., 2010), afetando a digestibilidade do nutriente e
modificando o tempo de permanéncia no trato digestivo (De Brito, 2008).

Apesar de os polissacarideos serem classificados como soluveis e
insolaveis, ambos possuem capacidade para ligar-se a grandes volumes de agua.
Essa atividade antinutricional causa um aumento da viscosidade do conteudo
intestinal, levando a diminuicdo na velocidade de passagem dos alimentos,
dificultando a acdo das enzimas endogenas, prejudicando o transporte dos
nutrientes e a difusao (De Brito, 2008).

Ingredientes vegetais também sé&o ricos em fitato, que € um elemento nao
digerivel para o peixe, devido a auséncia da enzima fitase. E de fundamental
importancia no metabolismo dos peixes, e sua deficiéncia esta relacionada a
reducdo na taxa de crescimento e baixa mineralizacdo 6ssea (Mendonga et al.,
2012). Assim, além de contribuir com o desempenho do animal, o uso da fitase
ainda reduz os impactos ambientais diminuindo o excesso de fosforo na agua
(Furuya et al., 2018).

E importante ressaltar que os fatores antinutricionais ndo s&o toxicos aos
animais, uma vez que sdo gerados nos alimentos pelo metabolismo normal da
espécie, mas promovem um efeito oposto a nutricdo adequada e desejavel,
causando crescimento reduzido, queda conversao alimentar, menor digestibilidade
de nutrientes e consequente diminuicdo no desempenho animal (Meurer; Hayashi,
2003; Campestrini; Silva; Appel, 2005).

Dessa forma, a adi¢cdo de enzimas digestivas na piscicultura € necessaria
para aumentar a absor¢cdo de nutrientes, diminuir os impactos ambientais e

consequentemente os custos de producédo (Tachibana et al., 2010).

2.2.1 Enzimas exogenas usadas como aditivos

Dentre as principais enzimas nao produzidas pelos peixes e incorporadas
a racdo estdo a fitase e celulase. A fitase (mio-inositol hexaquifosfato
fosfohidrolase) é uma enzima pertencente ao grupo das fosfatases e séo
geralmente encontradas em grandes quantidades na natureza, no solo, e pode ser
produzida por fungos (Aspergillus), bactérias (Bacillus subtilus e Pseudomonas),
além de microrganismos ruminais.

E responsavel pela hidrélise do fitato, que é forma priméaria de

armazenamento de fosforo nas plantas (Brandéo, 2009). A celulase € uma enzima
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responsavel por hidrolisar a celulose insoluvel, que pode representar até 50% do
peso seco total da planta. Pode ser produzida por inGmeros microrganismos, dentre
0s quais se destacam Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas e Clostridium, além
de alguns fungos (Sadhu; Maiti, 2013).

Outras enzimas, como a xilanase e a beta glucanase, por exemplo, também
vém sendo incorporadas as racdes com o objetivo de reduzir os fatores
antinutricionais e os possiveis impactos ambientais. A xilanase (endoxilanase ou
beta xilanase) € uma enzima produzida a partir de fungos Aspergillus, responsaveis
por catalisar a hidrélise das ligacbes com xilana, que € o maior constituinte da
hemicelulose, representando até 35% do peso seco total da planta (Motta, 2008).

A enzima beta glucanase, por sua vez, é responsavel pela hidrélise de
substratos de beta glucanos insoluveis. Os beta glucanos séo responsaveis pela
rigidez celular, e alguns tém sido associados a modulacdo do sistema imune,
propiciando uma melhor resposta a nivel imunolégico, tanto em animais quanto em
humanos (Garcia, 2008; Edison; Shiburaj; Pradeep, 2017).

2.2.2 Enzimas endogenas utilizadas como aditivos

Os peixes sdo animais generalistas, podendo mudar o habito alimentar ao
longo da vida, sendo esta adaptacdo mais comum em onivoros do que em
carnivoros. Algumas enzimas sdo produzidas pelos peixes, mas séo adicionadas a
racao com o objetivo de suplementar a atividade enzimética no organismo, como a
amilase, proteases (tripsina, quimiotripsina, etc.), lipase, entre outras (Stech;
Carneiro; Pizauro Junior, 2009).

A amilase é uma enzima que possui origem pancreatica em peixes, que
age no intestino delgado sobre os polissacarideos (MOURA et al., 2007). A amilase,
guando administrada de forma exdgena, tem como funcao diminuir a viscosidade
da digestao, facilitando a agao de outras enzimas (Stech; Carneiro; Pizauro Junior,
2009).

As proteases sé@o enzimas que podem ser encontradas em fontes animais,
vegetais ou microrganismos, responsaveis por clivar as ligagdes peptidicas entre
0s aminoacidos das proteinas, envolvido diretamente no processo de digestao
(Oliveira, 2015).

A lipase é responsavel pela quebra da gordura em acido graxo e glicerol, e

ocorre nos peixes no pancreas, figado, intestino e ceco pilérico dos peixes, sendo
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as de origem pancreatica a mais importante no processo de digestao das gorduras
(Rotta, 2003).

Utilizar complexos enziméticos pode permitir que diversas enzimas possam
atuar de forma simultanea, proporcionando maior disponibilidade de proteina e
energia nas dietas e melhor aproveitamento dos nutrientes pelos animais (Gomes
et al., 2016).

Dessa forma, diversos estudos tém sido conduzidos a fim de avaliar
diversos complexos enzimaticos em diferentes concentra¢des, com o objetivo final
de reduzir os fatores antinutricionais, melhoras da conversdo alimentar e no
desempenho zootécnico do animal, além de reduzir os impactos ambientais.
Segundo Castillo e Gatlin (2015), é de fundamental importancia na aquicultura a
utilizacéo de ingredientes a base de vegetais em substituicdo a farinha de peixes,
a fim de garantir a sustentabilidade.

Porém, o0 maior entrave dessa substituicdo seriam os fatores
antinutricionais, que interferem diretamente no desempenho dos animais. Apesar
de os estudos na aquicultura ainda serem escassos, possui um grande potencial,
uma vez que a utilizacdo de enzimas exdgenas na alimentacdo de ndo ruminantes
é extensa.

Em um estudo com tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), Gomes et al
(2019) avaliaram o desempenho (ensaio I) e a taxa de excre¢cdo de amonia (ensaio
II), acrescentando um complexo enzimatico composto por protease, fitase,
xilanase, B-glucanase, celulase, amilase e pectinase. No ensaio I, 0s animais
alimentados com racgédo reformulada com inclusdo em niveis do complexo
enzimatico apresentaram maior ganho de peso do que os alimentados sem o
complexo enzimatico. Em relacdo ao ensaio Il, os animais que receberam a dieta
sem suplementacdo do complexo enzimatico apresentaram maiores taxas de
excre¢cdo de amoOnia, enquanto as menores taxas de excrecdo de amonia (mg/kg/h)
foram dos peixes que receberam a dieta com inclusdo de 0,025% do complexo
enzimatico, resultando, de maneira geral, efeitos benéficos na inclusdo do
complexo enzimatico para tilapias.

Efeitos benéficos também sao relatados por Brito (2019). Em um dos seus
experimentos, avaliou o desempenho produtivo, histologia intestinal, parametros
bioquimicos e microbioma de juvenis de tilapia do Nilo durante 90 dias de

experimento, em ragcdes sem ou com adi¢do de xilanase e B-glucanase. Ao final do
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experimento e andlise dos dados, concluiu-se que a adicdo de xilanase e [3-
glucanase melhorou o desempenho produtivo, aumentou as vilosidades intestinais
e modulou a microbiota intestinal de tilapias do Nilo, de forma que a microbiota
intestinal exerce influéncia na resisténcia a doencas, o desenvolvimento e a
sobrevivéncia.

Utilizando um complexo enzimatico (amilase, protease, celulase, lipase,
pectinase, xilanase, B-glucanase e fitase) Signor et al (2010) avaliaram o
desempenho e a composi¢do quimica da carcaca a niveis de 0; 0,033; 0,066 ou
0,099% de complexo enzimatico fornecidos a tilapias. Ao nivel de 0,066% de
inclusdo foi verificado beneficios na converséo e eficiéncia alimentar, mas nao
houve interferéncia no desempenho dos animais.

A fim de verificar o desempenho de juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum), Nunes et al (2006) utilizara diferentes concentracdes das enzimas
amilase, lipase e protease, em experimentos independentes. Houve uma resposta
positiva para adicdo de amilase e lipase, a 0,05% e 0,2%, respectivamente, porém
nao foi verificada nenhuma influéncia da protease nos animais.

Mendonca et al (2012), em trabalho com a mesma espécie, o tambaqui,
avaliaram a adicéo de fitase em diferentes concentracdes e obtiveram respostas
satisfatorias em relacéo a inclusédo de doses, porém sempre acima de 1400 UFA/Kkg
de racdo. Também utilizando a mesma espécie e diferentes niveis de fitase,
Brandao et al (2015), nédo verificaram melhorias no desempenho zootécnicos dos
animais.

Em tilapias, Pontes et al (2019) avaliaram o desempenho zootécnico
adicionando a enzima fitase granulada e liquida a racéo. Verificou-se que a fitase
na forma liquida apresentou muitos beneficios quando comparada a fitase
granulada, como a melhoria do desempenho, melhor conteddo de proteinas na
carcacga e coeficiente de digestibilidade. Além disso, seu fornecimento na forma
liguida pode ser adicionado em concentragcdes menores, gerando respostas
satisfatorias.

Em estudo conduzido por Bock et al (2007), verificou-se que a inclusdo de
fitase para tildpias durante a fase de crescimento aumentou a biodisponibilidade do
fosforo, diminuindo a eliminagdo no ambiente, e consequentemente reduzindo

possiveis danos ambientais.
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Utilizando alevinos de carpa (Cyprinus carpio), Rocha et al (2010)
avaliaram o desempenho produtivo e as caracteristicas de carcaca sob tratamentos
com a inclusdo de fitase em diferentes niveis. Apesar de ndo encontrarem
diferengas no desempenho, houve uma melhora nas caracteristicas da carcaca.

Com alevinos de jundia (Rhamdia quelen), a inclusédo de fitase até 1500
UAF/kg teve uma resposta benéfica no ganho de peso, na taxa de crescimento e
nas caracteristicas de carcaca. O excesso de gordura na carcaga ndo é uma
caracteristica desejavel, pois pode interferir nas caracteristicas organolépticas do
alimento, além de prejudicar a qualidade durante o congelamento (Rocha et al.,
2007).

A partir de duas dietas diferentes, um controle (36% de proteina e 17% de
polissacarideos ndo amildceos) e outra de baixa qualidade (32% de proteina e 30%
de polissacarideos ndo amilaceos), Maas (2020) utilizou trés tratamentos, o
primeiro sem adicdo de nenhuma enzima, o segundo com fitase e o terceiro uma
associacao entre fitase e xilanase. Ao final do experimento, verificou-se que efeito
da fitase na melhoria da digestibilidade e desempenho dos nutrientes foi
independente da qualidade da dieta, enquanto o efeito da xilanase foi dependente
da qualidade da dieta (ndo houve melhorias na dieta controle, apenas na de baixa
qualidade).

A carpa capim (Ctenopharyngodon idella), um peixe de habito herbivoro,
foi utilizada para o estudo da celulase exdgena, fornecendo como alimento a
lentilha, que é rica em carboidratos. Como a utilizacdo de carboidratos na dieta de
peixes ainda € limitada, os resultados foram satisfatérios, promovendo, além do
crescimento da carpa, aumento da atividade de algumas enzimas digestivas, como
amilase e protease (Zhou et al., 2013).

A enzima carboidrase, amplamente utilizada na suinocultura e na
avicultura, ainda tem seu uso restrito na aquicultura devido a escassez de estudos.
Segundo Castillo e Gatlin (2015), melhora a digestibilidade de carboidratos,
proteinas e lipidios, mas os efeitos da administracdo exdégena da enzima no
desempenho dos peixes ainda ndo estao claros.

Além de propiciar melhores beneficios digestivos, alguns pesquisadores
utilizam os probidticos contra infec¢cdes. Em uma revisao sobre o uso de probiéticos
em salmonideos contra Aeromonas, importante bactéria causadora de doencas no

meio aquaticos, FecCkaninova et al (2017) afirmam que o uso de probidticos é
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promissor, mas deve existir mais estudos com outros microrganismos e in vivo.
Apesar de promissor, 0 uso de enzimas exdgenas na aquicultura ainda requer
Muitos ensaios.

Dessa forma, a adicdo de enzimas exégenas na aquicultura pode ser uma
alternativa ao uso de alguns nutrientes, diminuindo a contaminacdo ambiental. Os
estudos disponiveis utilizam uma infinidade de espécies de peixes, com diferentes
hébitos alimentares, além de dietas diversas em niveis de inclusdo de aditivos e
ingredientes principais.

Além disso, muitas publicacdes utilizam associacdes entre prebioticos e
probioticos, complexos enzimaticos, dificultando o entendimento do mecanismo de
acado de cada componente na fisiologia animal, tornando a comparagéo entre 0s

estudos ainda uma incognita.

2.3 Nutricdo e aspectos fisiolégicos da digestao em peixes

Com o0 avanco da piscicultura nas Uultimas décadas, houve uma
intensificacdo no estudo que visam as necessidades nutricionais em peixes, pois a
dieta exerce influéncia sobre diversos parametros, como sanidade, fisiologia,
reproducao, crescimento e comportamento.

Os animais precisam de proteinas, gorduras, hidratos de carbono, fibras,
vitaminas e minerais na formulacédo de sua dieta, porém ha uma enorme variacao
entre quantidade de nutrientes, espécie, idade do animal e condicbes ambientais,
de modo que esses fatores ainda ndo estdo consolidados para a maioria das
espécies de cultivo (Santos, 2017).

Os alimentos séo fontes naturais de nutrientes, que podem ser divididos
em macronutrientes (proteinas, carboidratos e lipidios) e micronutrientes (vitaminas
e minerais), de acordo com a proporcéo na dieta (Moraes; De Almeida, 2020). Em
peixes, existem diferencas consideraveis entre espécies na requisicdo dos
nutrientes, na capacidade de digestao e aos habitos alimentares, que podem ser
classificados como carnivoros (se alimentam de proteina animal), herbivoro (se
alimentam de vegetais) ou onivoro (se alimentam de fontes animal e vegetal)
(Volkoff; London, 2018).

Em geral, os peixes em seu habitat natural sdo capazes de balancear a

dieta escolhendo alimentos que possam suprir as suas exigéncias e possuem a
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habilidade de adaptacdo, decorrente das mudancas na dieta, aos processos
digestivos, como secrecdo enzimatica, absorcéo e transporte de nutrientes (Stech;
Carneiro; Pizauro Junior, 2009). No entanto, em peixes em sistema de criacdo
intensiva, o alimento natural torna-se escasso, havendo a necessidade da
formulacdo de uma racdo balanceada e que atenda as demandas nutricionais
(Rotta, 2003).

As proteinas sdo componentes essenciais de todos 0s seres Vivos,
sendo responsaveis por fornecer aos peixes aminoacidos essenciais, importantes
para o crescimento, desenvolvimento, funcbes enzimaticas, formacdo de tecido
muscular e para a reproducédo (Volkoff; London, 2018). As proteinas de origem
animal possuem valores nutricionais mais altos que as proteinas de origem vegetal,
mas ndo ha grande disponibilidade no mercado e possuem um alto valor comercial,
gue encarece o custo de producéo.

O uso de fontes proteicas de origem vegetal é vantajoso pelo fato de
estarem disponiveis de forma constante ao longo do ano, além do custo
relativamente inferior, mas pode provocar um desequilibrio de aminoacidos, além
de apresentarem fatores antinutricionais. O farelo de soja, considerado melhor fonte
proteica de origem vegetal, também possui fatores antinutricionais, como inibidores
de proteases e polissacarideos ndo amilaceos. O farelo de canola, por exemplo,
possui glicosinolatos, taninos e &cido fitico, que inibem algumas fun¢des digestivas
em peixes. O farelo de girassol, apesar do grande teor proteico, possui compostos
fendlicos, que levam a reducédo da digestibilidade (Bergamin et al., 2013).

Os carboidratos séo importantes pois fornecem a glicose como fonte de
energia para os tecidos. Porém, a capacidade de digestédo pelos peixes é variavel
entre as espécies, e a maioria das espécies possuem limitacdes em sua
metabolizacdo. Podem ser depositados na forma de glicogénio no figado e nos
musculos, sendo acessiveis fontes de energia (Volkoff; London, 2018). Como ha
escassez na oferta de carboidratos no ambiente aquatico, os peixes podem ser
melhor adaptados a utilizacdo de proteinas e lipidios como fontes energéticas
(Moraes; De Almeida, 2020).

Os lipidios (triglicerideos, fosfolipideos e ester6is) sao responsaveis por
proporcionar uma maior palatabilidade aos alimentos (Moraes; De Almeida, 2020),
e Sao necessarios para o crescimento, absorcdo de vitaminas lipossoluveis no

instetino e manutencéo estruturais e das células. Os triacilglicerdis séo os principais
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meios de armazenamento de energia nos animais e os fosfolipideos séo
constituintes de membranas celulares. Os esterdis (colesterol) atuam como
percursores de hormdnios esteroides, sendo responsaveis pelo desenvolvimento
gonadal (Volkoff; London, 2018).

Os peixes sdo capazes de formar gordura a partir dos macronutrientes
presentes nos alimentos (lipidios, carboidratos e proteinas), porém, as proteinas so
poderdo ser formadas pela quebra de proteinas ingeridas na alimentacdo. Dessa
forma, se ndo houver uma ingestao suficiente de proteinas, havera atraso no
desenvolvimento e/ou perda de peso, sendo necessario a oferta continua de
aminoéacidos (Santos, 2017).

As vitaminas sdo compostos organicos que participam de diversas fungoes:
hemostasia sanguinea, sintese de DNA, importantes do processo de visdo, entre
outros, ainda que em pequenas quantidades (Gore, 2006). Sdo divididas em
hidrossoluveis e lipossoluveis, e geralmente ndo séo sintetizadas pelos peixes, mas
sua deficiéncia pode ocasionar em crescimento reduzido e baixos indices
reprodutivos (Volkoff; London, 2018). Assim, em criagdes com altas densidades, as
vitaminas devem ser suplementadas a dieta, a fim de propiciar um melhor
crescimento (Santos, 2017). As vitaminas mais comumente estudadas em peixes
sao A (retinol), C (acido ascorbico) e E (tocoferol). A vitamina A é importante para
o desenvolvimento embrionario, pois possui papel no desenvolvimento 6sseo,
formacdo de retina e diferenciacdo de células imunes, sendo a maior parte
armazenada no figado, mas também é encontrada nas gbnadas durante o periodo
de maturacéo. A vitamina C atua no desenvolvimento ovariano, esteroidogénese,
vitelogénese e embriogénese. A vitamina E age também em funcdes reprodutivas,
influenciando a qualidade das gonadas, fecundidade, qualidade dos ovos,
desenvolvimento embrionario, porcentagem de fertilizacdo, eclosdo e a
sobrevivéncia de larvas. A associagdo entre as vitaminas C e E atuam como
agentes antioxidantes, reduzindo os radicais livres e também agem melhorando a
qualidade do ovo e do sémen (Volkoff; London, 2018).

Os minerais sdo elementos inorganicos, importantes componentes
estruturais de tecidos, fluidos, e catalisadores de enzimas. Podem ser divididos em
dois grupos, 0s macrominerais, que estdo presentes em maior nivel corporeo e,
portanto, necessarios em maior quantidade na dieta (sédio, cloreto, potassio e

fésforo) e os microminerais (ou minerais tragos) que Sao que Sao necessarios em
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pequenas quantidades como componentes de sistemas enzimaticos e hormonais
(cobre, ferro, cromo, iodo, zinco e selénio) (Craig et al., 2017; Volkoff; London,
2018).

O fosforo é essencial para que haja um desenvolvimento adequado, esta
distribuido em todo o organismo e é um importante constituinte do tecido
esquelético (Furuya et al., 2008). E o mineral mais critico na dieta em peixes, sendo
exigido em grandes quantidades, mas h& pouca disponibilidade na 4gua e sua
absorcao é limitada (Volkoff; London, 2018).

A deficiéncia do foésforo ocasiona uma baixa mineralizacdo é6ssea e
compromete o crescimento (Mendonca et al., 2012). A maior parte do fésforo esta
sob a forma inorgéanica de fitato, componente presente em todas as sementes e
células vegetais, que podem se ligar fortemente com calcio, magnésio, zinco, cobre,
ferro e potassio para formar sais insoluveis, afetando negativamente a absorcéo e
digestdo dos minerais nos peixes. Dessa forma, a utilizacdo de dietas
suplementadas com fitase sdo cada vez mais importantes (Kumar et al., 2012).

A evolucao na aquicultura estabelece como objetivo principal o aumento da
produtividade, e o cultivo de cereais (milho) e leguminosas (soja, algodéao, canola,
girassol) é utilizado com o objetivo de suprir as necessidades proteicas dos animais
nas ragbes. Como existem no valor dos nutrientes dos gréos, adicionam-se
compostos que possam melhorar o aproveitamento do alimento. Assim, o uso de
biotecnologias abrange todo o sistema de criacdo: alimentacéo, saude, reproducao
e selecbes genéticas (Malajovich, 2004).

Como agentes bioldgicos, as enzimas podem ser de origem vegetal, animal
ou microbiana, possuindo muitas vantagens nos processos tecnolégicos, como a
especificidade, biodegradabilidade e o fato de serem manuseadas em condi¢des
controlaveis (Malajovich, 2004). As enzimas de origem microbiana tém maior
utilizagdo, pois a producdo € independente de fatores sazonais, utilizagdo de
substratos de baixo custo (residuos agricolas, por exemplo) e rendimento elevado

com a otimizagao das condi¢des no processo fermentativo (Monteiro, 2009).

2.3.1 Mecanismo de acéo das enzimas e influéncia sob a atividade enzimética

em peixes

2.3.1.1 Fitase
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As fitases (hexafosfato de mioinositol) sdo pertencentes a classe das
hidrolases e estdo difundidas pela natureza, podendo ser derivada de animais,
vegetais ou microrganismos, sendo este Ultimo os mais utilizados. S&o
responsaveis pela hidrélise do fitato, formando inositol e fosfatos, e disponibilizando
o fésforo para absorcédo explorado (Delmaschio, 2018).

O fitato € um derivado do mioinositol, principal forma de armazenamento
de fosforo organico nos vegetais, mas atua como um fator antinutricional em néo
ruminantes. No processo de amadurecimento da planta, h4 acimulo de quantidade
consideraveis de fitato nas sementes de cereais e leguminosas (Pontes, 2019).
Além disso, devido a auséncia de fitase no trato digestivo de ndo ruminantes, sao
excretados e causam poluigdo ambiental (Singh et al., 2020).

O fitato é capaz de se ligar a ions metdalicos, formando complexos com
proteinas e enzimas, no estbmago dos animais, afetando a estrutura proteica e
reduzindo a digestibilidade da proteina. Para que as fitases possam ter uma 6tima
atividade, devem possuir alta capacidade de degracdo do fitato, resisténcia a
temperatura e atividade em ampla faixa de pH (Pontes, 2019).

A classificacao das fitases pode ser baseada no pH 6timo, existindo a fitase
acida, neutra e alcalina, sendo as acidas as mais conhecidas e produzidas por
inimeros microrganismos. As fitases acidas sdo muito ativas, sendo derivadas
principalmente de fungos; as fitases neutras tém efeito limitado e sdo derivadas de
algumas bactérias e fungos; as fitases alcalinas tém sua atividade geralmente
dependente de Ca+2, indicando que o célcio possui a funcao de cofator da enzima.
Em peixes, foi observado que a fitase alcalina pode ser utilizada para aumentar a
disponibilidade de fésforo, com faixa ideal de pH 7,0 a 8,0, préximo ao pH intestinal
dos animais (Singh et al., 2020).

2.3.1.2 Celulase

As celulases sdo enzimas que podem ser sintetizadas por muitos
microrganismos, sendo a maioria das celulases comerciais de origem fungica,
porém as bacterianas tém sido consideradas como produtoras de enzimas robustas
e versateis devido a sua alta taxa de crescimento, estabilidade em condi¢des
extremas e presenca de complexos multienzimaticos (Ladeira et al., 2015).

A celulase desempenha um importante papel na hidrélise da ligagéo 3-1,4-

glicosidica da celulose, componente dominante da parede celular dos vegetais.
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Para que haja a hidrolise completa da celulose, € necessario o sinergismo de trés
enzimas celuloliticas, as endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidase, a fim de
converter a celulose em glicose (Ferreira et al., 2020).

A primeira enzima a atuar é a endoglucanase que age na regido interna da
fibra da celulose, clivando sua cadeia linear, especificamente nas ligagcdes p-1-4
internas. As exoglucanases atuam na regido exterma da celulose, agindo nos
residuos expostos pela acéo anterior, liberando celobiose (dissacarideo formado
por duas moléculas de glicose). As B-glicosidase tem a capacidade de hidrolisar a
celobiose e outros oligossacarideos em glicose (Ferreira et al., 2020).

A temperatura 6tima para a atuacdo da maioria das celulases esta acima
de 40°C. Quando produzidas por fungos, as celulases apresentam valores 6timos
de pH na faixa &cida, 3,6 a 5,0, enquanto as originadas de bactérias sdo ativas em
pH alcalino (Castro; Pereira, 2010).

Na década de 80, as celulases comecaram a ser produzidas em escala
industrial para a nutrigdo animal, aumentando a digestibilidade. Seu uso se
estendeu a industria alimenticia e de bebidas, promovendo a clarificacdo de sucos.
Houve uma intensa expanséao da aplicacdo da celulase, sendo aplicada em varios
seguimentos industriais (téxtil, papel, lavanderia), e na década de 90, a celulases e
hemicelulases representavam mais de 20% do mercado mundial de enzimas
(Castro; Pereira, 2010).

2.3.1.3 Amilase

A amilase é uma enzima responsavel pela hidrolise do amido, o carboidrato
mais comum na natureza e é dividida em dois grupos, as endoamilases (aamilase),
e as exoamilases. As endoamilases sdo responséaveis por realizar hidrélises no
interior do amido, quebrando as ligagdes glicosidicas a-1,4 a glicose, maltose e
dextrina. As exoamilases hidrolisam ligagdes glicosidicas a-1,4, ambas as ligacdes
a-1,4 e a-1,6, dando origem a produtos com baixo peso molecular (Gupta et al.,
2003; Zhang; Han; Xiao, 2017).

Podem ser originadas de animais, vegetais e microrganismos. A producao
com origem microbiana apresenta como vantagens a capacidade de grande
producdo e a facilidade na manipulacdo para a obtencdo de enzimas com as
caracteristicas desejadas (Gupta et al., 2003).
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Em peixes, o pH 6timo da amilase € variavel de acordo com a espécie, mas
esta entre 6,0 e 9,0, e a temperatura 6tima entre 25° e 55°C. Nesses animais nao
h& producdo de amilase salivar, sendo a producdo restrita ao pancreas e ao
intestino (De Melo Oliveira; De Souza Bezerra, 2011). Devido a termo resisténcia,
amilases produzidas por microrganismos termofilicos tém se destacado

industrialmente devido a estabilidade a temperatura e pH (Carvalho et al., 2008).

2.3.1.4 Protease

As proteases compdem um grupo de grandes moléculas enzimaticas, com
a funcdo de hidrolisar as proteinas, sendo a sua atividade fundamental para o
metabolismo de um organismo, regulando vias fisiol6gicas. Podem ter origem
animal, vegetal ou microbiana (Gurumallesh et al., 2019).

As enzimas de origem microbiana tém vantagens sobre as demais, como
menor custo de producéo, recurso renovavel, possibilidade de producédo em larga
escala, utilizacdo de enzimas termo resistente, principalmente de bactérias
termofilicas do género Bacillus. Essas bactérias geralmente crescem rapidamente,
catalisam reacGes em temperaturas elevadas, e por consequéncia, 0s riscos de
contaminacgdo sdo reduzidos (Nascimento, 2005).

As proteases séo utilizadas em diversos setores: comercial, farmacéutico,
detergentes, nutricdo, quimico, téxtil, papéis, entre outros (Chaud; Arruda; Felipe,
2007) e podem ser classificadas em exopeptidases e endopeptidases, de acordo
com o seu local de acdo. As exopeptidases atuam de duas formas, com a
aminopeptidase, clivando a parte terminal amino da proteina, resultando na
liberacdo de dipeptideo ou tripeptideo, e a carboxipeptidades, que clivam a parte
carboxila da proteina. Funcdes atribuidas as carboxipeptidades incluem a digestao
de moléculas de alimentos e processos de coagulacdo sanguinea (Gurumallesh et
al., 2019).

As endopeptidades atuam no interior das cadeias, nas partes nao terminais
dos aminoacidos. Sao classificadas de acordo com o grupo quimico responsavel
pela atividade catalitica, existindo seis classes: proteases de cistina, proteases de
serina, proteases de treonina, proteases de acido glutamico, proteases de acido
aspartico e metaloproteases (Gurumallesh et al., 2019).

Para condicbes oOtimas de producdo de proteases, ha diferencas que

dependem da fonte utilizada. Segundo Chaud; Arruda; Felipe (2007), as condi¢des
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Otimas de crescimento a partir do género Bacillus estdo na faixa de pH de 7,0 a 9,0

e a temperatura de 40° a 70°C.

2.4 Influéncias imunoldgicas e ambientais a adicado de enzimas

Além de atuar melhorando os processos digestivos dos animais, a incluséo
de enzimas também contribui com o estado imunolégico dos peixes e com as
condi¢cBes ambientais do sistema de producéo.

A maioria das doencas em peixes € considerada oportunista, visto que o
ambiente aquatico € responsavel por possuir uma grande quantidade de
microrganismos. O sistema imune dos peixes € regulado por tecido linfoides
associados a mucosa (MALT), que séo divididos em tecidos linfoides associados a
branquia (GIALT), tecido linfoide associado ao intestino (GALT) e tecido linfatico
associado a pele (SALT). Como a exposi¢cao do ambiente aquatico com as mucosas
€ continua, torna o animal susceptivel, as células imunocompetentes e os fatores
nas superficies mucosas, juntamente com a microbiota comensal, tém papel
fundamental contra patdgenos (Lazado; Caipang, 2014).

O estresse influencia diretamente os animais, tornando-os susceptiveis a
doencas, alterando as respostas inatas e contribuindo para o aparecimento de
doencas e a alta mortalidade. Apesar de 0s agentes estressores serem inevitaveis
na piscicultura, o uso de probidticos tém sido descritos como agentes que
melhoram a tolerancia ao estresse em peixes (Akhter et al., 2015).

O uso de probibticos, prebiodticos e/ou simbidticos tem sido amplamente
usado na aquicultura, devido as caracteristicas imunoestimulantes (Sado; Bicudo,
2012). Os efeitos do uso sdo a competicdo por sitios de adesdo; producdo de
compostos antagonistas contra os patdgenos; resisténcia a colonizacdo e
competicao por nutrientes essenciais (Nakandakare et al., 2013). Segundo Brown
(2011), algumas bactérias utilizadas como probioéticos, como o Bacillus cereus, sdo
capazes de interromper o quorum sensing de bactérias patogénicas por intermédio
da secrecdo enzimatica.

Diversos estudos tém associado a presenca de doencas com a microbiota
intestinal. A presenca de microrganismos comensais podem atuar como importante
imunomodeladores, interferindo na resposta inflamatoria. Assim, a aplicacdo de
probioticos € considerada uma alternativa viavel e sustentavel no controle de

doencas (Lazado; Caipang, 2014; Wu; lvanova; Orekhov, 2020).
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Residuos alimentares e fezes estao entre as principais fontes de poluentes
da agua, e os elementos como fosforo e nitrogénio desempenham um papel crucial,
devido ao fato de serem causadores de eutrofizacdo na agua (Cyrino et al., 2010).
Na piscicultura, a alimentacdo com excesso de proteinas pode resultar em um
catabolismo de aminoacidos com excrecdo de amonia, sendo um componente
toxico para 0os animais.

A amonia pode estar presente sob duas formas na 4gua, NHs, que é a
forma nao ionizada e NH4, a amoénia ionizada. O aumento do pH da agua faz com
que aumente as concentragdes de NHs, considerada entre as duas a mais toxicas
para 0s animais aquaticos (Correia, 2011).

Apesar de ser um nutriente essencial para a estrutura e processos
fisiolégicos dos peixes, niveis altos em dietas causam um aumento em sua
excrecao, levando a eutrofizacdo do meio e ao super florescimento de algas, que
podem causar toxidez aos animais (Lazzari; Baldisserotto, 2018). A fim de reduzir
0s impactos ambientais, é necessaria a adocao de técnicas de manejo que possam
contribuir com uma melhor digestibilidade e absorc¢éo dos nutrientes, como a adicdo

de fitase e protease.

2.5 Bacillus sp. SMIA-2

O género Bacillus, uma das cepas bacterianas mais abundantes
encontradas no solo, produz substancias antimicrobianas, incluindo antibiéticos
peptidicos e lipopeptidicos e bacteriocinas (Abriouel et al., 2010; Ordofiez et al.,
2014). A producdo de uma ampla gama de sistemas enzimaticos hidroliticos, a
producdo de metabdlitos que tém efeitos antagbnicos em outros microrganismos,
bem como sua capacidade de formar esporos extremamente resistentes, permitem
gue as espécies de Bacillus sobrevivam em diferentes ecossistemas (Lee et al.,
2016; Wiegand et al., 2013; Amin et al., 2015; Latorre et al., 2016). Além disso, esse
género tem um histérico de uso seguro na indastria alimenticia e farmacéutica.

Bacillus sp. SMIA-2, é uma bactéria formadora de esporos, termofilica,
gram-positiva e aerébica estrita que foi isolada no solo na cidade de Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil, por Nunes e Martins (2001). As células deste
organismo sdo Gram-positivas, moveis e medem 1,2 um de largura e 5,3 ym de
comprimento. Os esporos foram subterminais a terminais, de forma elipsoidal

(Figura 1). O crescimento ocorre a valores de pH variando de 6,5 a 9,0 e o
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crescimento 6timo ocorre em torno de pH 7,0. A temperatura 6tima de crescimento
€ em torno de 55°C e a maxima de 70°C.

Os resultados da comparacao de sequiéncias de 16SrRNA indicaram que o
isolado foi proximamente relacionado com o Bacillus caldoxylolyticus e Bacillus sp.
AK1 e estes trés organismos exibiram niveis de homologia de 94% nas sequéncias
de DNA ribossomal. Recentemente, Bernardo et al., (2020) re-sequenciou 0 gene
16S rRNA e mostrou que o grau de semelhanga entre o Bacillus SMIA-2 e a espécie
relacionada mais proxima, Bacillus licheniformis Gibson 46T, foi de 100%.

0.5 ym ‘
Figura 1: Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) mostrando
células flageladas e endosporo elipsoidal de Bacillus sp. SMIA-2 (a) e células de
Bacillus sp. SMIA-2 cultivadas no bagaco de cana de acucar, farinha da casca do
maracuja e agua de maceracao de milho a 50°C por 72 horas (b). (Custodio, 2020;
Cruz, 2017).

Bacillus sp. SMIA-2, produziu niveis satisfatérios de vérias enzimas
hidroliticas, incluindo proteases (Ladeira et al., 2010; Barbosa et al., 2014),
amilases (Correa et al., 2011) e celulases (Ladeira et al., 2015, Costa et al., 2017),
quando cultivada em culturas submersas contendo residuos agroindustriais como
substratos. A maioria dos estudos sobre a producdo de enzimas pelo SMIA-2
concentrou em estudos fisiol6gicos para melhorar a produtividade das enzimas por
meio da manipulagcdo de parametros fisico-quimicos e nutricionais e na
determinacdo de algumas de suas propriedades. Os estudos resultaram no
desenvolvimento de meios de culturas constituidos de residuos agroindustriais para

a producdo das enzimas, abrindo perspectivas tanto para utilizacdo desta cepa
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como de subprodutos agricolas para formular novos meios de cultura industrial,
combinando protecdo ambiental com processos sustentaveis para reducdo do
custo de producéo.

Com o desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de genoma de
alto rendimento, os métodos para pesquisa de metabdlitos secundarios, como a
analise de antibidticos e de metabdlitos secundarios (antiSMASH) podem identificar
rapidamente o genoma, anotar e analisar clusters de genes biossintéticos (CGBs)
de metabdlitos secundarios e ajudar a estimar os tipos de compostos codificados
pelos clusters de genes (Li et al., 2021). Neste contexto, Bernardo et al., (2020)
mostrou que a analise do genoma do SMIA-2 usando antiSMASH mostrou 5 grupos
de genes envolvidos na biossintese de metabdlitos secundéarios. Segundo esses
autores, foram detectados 3 clusters de genes pertencentes a sintese de peptideos
nao ribossomais (NRPs) (Lichenysin, Fengycin, Bacillibactin) e dois clusters de
genes pertencentes a sintese de peptideos ribossémicos (Lichenicidin and
Lassopeptide).

As informacdes obtidas a partir da analise gendbmica do SMIA-2
incentivaram Bernardo (2020) investigar a atividade antimicrobiana dessa bactéria
contra microrganismos patogénicos. Entre o0s microrganismos testados,
Staphylococcus aureus e S. pseudointermedius foram os mais sensiveis. S. aureus
€ um patégeno que causa varias doencas humanas com risco de morte (Lin;
Peterson, 2010) e S. pseudointermedius € um importante colonizador e patégeno
de cées, gatos e outros animais domeésticos e selvagens (Bourguignon et al., 2016).

A Secretaria de Defesa Agropecuéaria (SDA, 2019) publicou recentemente
(Portaria n° 171), a proibicdo do uso de antibidticos promotores de crescimento
animal, baseada nas recomendacBes de 0Orgdos internacionais, como a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), devido a possivel influéncia na saude
humana. O uso dos antibidticos como aditivos nas ra¢des tem gerado discussfes
em setores ligados a saude no mundo inteiro, e tem conseguido sensibilizar a
opinido publica quanto aos provaveis problemas gerados pelo uso de antibioticos
em racOes animais, 0 que incentiva a restricdes pelo mercado consumidor, quanto
aos produtos originados a partir de sistemas de criagcdo, que ainda utilizam
antibiéticos na alimentac¢ao animal (Albino et al., 2006). Desta forma, esforgos vém
sendo feitos para desenvolvimento de alternativas aos antimicrobianos promotores

de crescimento, para atender novos nichos de mercado. Uma das alternativas que
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vem sendo estudada para substituir os antibidticos de forma eficiente, € a adicéo
de probidticos em racoes.

Probidticos sdo definidos como microrganismos vivos administrados em
quantidades adequadas que promovem beneficios a saude do hospedeiro,
favorecendo no equilibrio microbiano intestinal (Saad, 2006). Microrganismos dos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sdo os mais utilizados como probidticos.
No entanto, os Bacillus tém sido amplamente empregados como suplementos
dietéticos para humanos, como promotores de crescimento e agentes de exclusédo
competitiva em animais e como agentes de exclusdo competitiva e promotores de
crescimento em aquicultura (Cutting, 2011), devido as propriedades fornecidas
pelos seus esporos, como melhor viabilidade no trato gastrointestinal, devido a
maior resisténcia dos esporos aos sucos gastrico e biliar e necessidade de menor
dose efetiva para ser usada como probidtico, por meio da capacidade de
sobrevivéncia de Bacillus probioticos (Durkee, 2010).

Apesar de alguns probidticos serem capazes de produzir substancias
antimicrobianas nem todos sédo capazes de produzir enzimas que melhoram a
disponibilidade de nutrientes no lumen intestinal. Portanto, a associacdo de
probioticos e de enzimas exdgenas é uma alternativa promissora na alimentacao

animal, uma vez que os efeitos dos probiéticos poderdo ser potencializados.
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3. TRABALHOS

3.1 DESEMPENHO ZOOTECNICO, MICROBIOTA E HISTOMORFOMETRIA
INTESTINAL DE JUVENIS DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus)
ALIMENTADAS COM DIFERENTES NIVEIS DE INCLUSAO DO BACILLUS SP.
SMIA-2

RESUMO

A tilapia (Oreocrhomis niloticus) &€ um peixe de grande importancia econdémica na
cadeia produtiva brasileira, tendo uma demanda crescente em sua producéo,
particularmente em criagcées intensivas em sistemas do tipo tanques-rede.
Entretanto, o confinamento de elevadas biomassas de peixes, pode levar a perdas
no desempenho zootécnico e a maior vulnerabilidade a agentes patogénicos
oportunistas. Além disso, intensificar o cultivo significa aumentar a quantidade de
biomassa produzida por area, o que eleva os gastos com a alimentagédo. Desta
forma o uso de ingredientes mais baratos, que fornecam resultados satisfatérios é

de grande interesse. Bactérias do género Bacillus tém se destacado como um dos
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grupos mais promissores capazes de promoverem melhorias no desempenho
destes animais. A introducéo de enzimas em racdes, como as proteases produzidas
por bactérias do género Bacillus, também pode melhorar o desempenho de peixes,
uma vez que melhoram o aproveitamento dos ingredientes das ragdes. Objetivou-
se com esse trabalho avaliar o potencial de Bacillus sp. SMIA-2 e suas enzimas
como aditivos para racdes em peixes, avaliando-se as caracteristicas zootécnicas,
a microbiota intestinal e a analise das vilosidades intestinais. A adicdo do Bacillus
sp. SMIA-2 demonstrou eficiéncia nos fatores avaliados, contribuindo com maior
ganho de peso final e maior altura das vilosidades intestinais, garantindo assim uma

maior capacidade absortiva.

Palavras-chave: microbiologia intestinal. nutricdo de peixes, probidticos,
prebidticos.

ABSTRACT

Tilapia (Oreocrhomis niloticus) is a fish of great economic importance in the
Brazilian production chain, with a growing demand for its production, particularly in
intensive creations in net-tank systems. However, confinement of high fish biomass
can lead to losses in zootechnical performance and greater vulnerability to
opportunistic pathogens. In addition, intensifying cultivation means increasing the
amount of biomass produced per area, which increases food costs. Therefore, the
use of cheaper ingredients that provide satisfactory results is of great interest.
Bacteria of the genus Bacillus have stood out as one of the most promising groups
capable of promoting improvements in the performance of these animals. The
introduction of enzymes in feeds, such as proteases produced by bacteria of the
genus Bacillus, can also improve fish performance, since they improve the use of
feed ingredients. The objective of this work was to evaluate the potential of Bacillus
sp. SMIA-2 and its enzymes as additives for fish feeds, evaluating zootechnical
characteristics, intestinal microbiota and analysis of intestinal villi. The addition of
Bacillus sp. SMIA-2 demonstrated efficiency in the evaluated factors, contributing to
greater final weight gain and greater height of intestinal villi, thus ensuring greater

absorptive capacity.

Keywords: intestinal microbiology. fish nutrition, probiotics, prebiotics.
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INTRODUCAO

O uso de enzimas exdgenas adicionadas as ragfes tem como objetivo
minimizar ou remover alguns fatores antinutricionais, melhorar o valor nutricional
(digestdo e absorcédo de nutrientes), reduzir a excrecado de fésforo e nitrogénio,
reduzindo os impactos ambientais (Cyrino et al., 2010; Gomes et al., 2016). Dessa
forma, a adicdo de enzimas digestivas na piscicultura é necessaria para aumentar
a absorcao de nutrientes, diminuir os impactos ambientais e consequentemente os
custos de producédo (Tachibana et al., 2010; Santos, 2017).

A Instrugdo Normativa n°.13 de 30 de novembro de 2004 do Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento define como aditivo para produtos
destinados a alimentagdo animal como “substancia, micro-organismo ou produto
formulado, adicionado intencionalmente aos produtos, que ndo € utilizado
normalmente como ingrediente, tenha ou n&o valor nutritivo e que melhore as
caracteristicas dos produtos destinados a alimentacdo animal dos produtos
animais, melhore o desempenho dos animais sadios ou atenda as necessidades
nutricionais”.

Apesar de promissor, 0 uso de enzimas exdgenas na aquicultura ainda
requer muitos ensaios. Dessa forma, a adi¢cdo de enzimas exdgenas na aquicultura
pode ser uma alternativa ao uso de alguns nutrientes, diminuindo a contaminacao
ambiental. Os estudos disponiveis utilizam uma infinidade de espécies de peixes,
com diferentes habitos alimentares, além de dietas diversas em niveis de inclusdo
de aditivos. Além disso, muitas publicacdes utilizam associa¢des entre prebioticos
e probidticos, complexos enzimaticos, dificultando o entendimento dos mecanismos
de acéo de cada componente na fisiologia animal, tornando a comparacéo entre 0s
estudos ainda uma incognita.

Bacillus sp. SMIA-2 é uma bactéria Gram-positiva aerobia, termofilica,
formadora de esporos, ndo patogénica, isolada no inicio dos anos 2000 por Nunes
e Martins (2001). O SMIA-2 tem sido amplamente estudado para a producao de
enzimas termoestaveis como amilases (Cérrea et al., 2011; Carvalho et al., 2008a;

Carvalho et al., 2008b), pectinases (Andrade et al., 2011), celulases (Oliveira et al.,
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2014; Ladeira et al., 2015; Costa et al., 2017; Cruz et al., 2019) e especialmente
proteases (Nascimento et al., 2004; Nascimento et al., 2006a; Nascimento et al.,
2006b; Nascimento et al., 2007; Silva et al., 2007, Ladeira et al., 2010; Barbosa et
al., 2014).

Bernardo et al., (2020) sequenciou todo o genoma do Bacillus sp. SMIA-2
e relatou que a bactéria abriga genes que codificam trés peptideos néo
ribossémicos envolvidos na biossintese de metabdlitos secundarios, que
apresentaram 100% de identidade com liquenisinas, 53% com fengicinas e 46%
com bacilibactina, quando comparados com outros clusters conhecidos. Todos eles
foram relatados como compostos com potente atividade antimicrobiana (Dischinger
et al., 2009). Além disso, de acordo com esses autores, as atividades enzimaticas
termoestaveis de SMIA-2 foram apoiadas por inventarios de genes, incluindo seis
genes de amilase; 13 loci para o metabolismo da xilose, 55 loci associados a
degradacéo de proteinas e trés loci de celulases (por exemplo, endoglucanase) sob
um complexo de celulossoma putativo.

Apesar de muitos estudos realizados sobre a producéo de enzimas pelo
SMIA-2, nenhum deles avaliou seu uso como bactéria probiética na alimentacéo de
peixes. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os diferentes niveis de
inclusdo de Bacillus sp. SMIA-2 e suas enzimas no desenvolvimento zootécnico e

na morfometria intestinal de juvenis de tilapia.

MATERIAL E METODOS

Instalacdes e condicbes experimentais

Todos os procedimentos com animais para pesquisa foram aprovados pelo
comité de ética para experimentacdo e uso de animais em pesquisa do Instituto
Federal do Espirito Santo, registrado sob o nimero 23149.001859/2021-56 (Anexo
1).

O experimento foi realizado no Laboratorio de NutricAo e Producédo de
Peixes Ornamentais do Ifes — Campus de Alegre no periodo entre os meses de

marco e maio de 2021, com 45 dias de duragéo.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco
tratamentos e cinco repeti¢des, com 15 juvenis em cada, totalizando 25 unidades
experimentais (U.E). As U.E. foram compostas de 15 juvenis mais o0 aqudrio, com

volume util de 50 litros.

a) T1 — Racéo controle, sem inclusdo do simbiéticos;

b) T2 — Racdo com 0,383g de incluséo de simbidtico por quilo de ragéo;
c) T3 — Racdo com 0,765g de inclusao de simbidtico por quilo de racéao;
d) T4 - Racdo com 1,147g de inclusdo de simbidtico por quilo de racao;

e) T5 — Ragdo com 1,1531g de incluséo de simbiotico por quilo de ragéo.

As U.E. possuiam recirculacdo de agua, entradas e saidas de aguas
individualizadas por U.E., filtros, com filtragem fisica, quimica e biol6gica e a caixa
de retorno, com motobomba de 3/4cv e aquecedores com termostatos (Figura 2).
A cada trés dias, as U.E. eram sifonadas para realizacao de troca parcial da 4gua

(TPA) de aproximadamente 20% do volume util das U.E.

Figura 2: Unidades experimentais no LNPEO - Ifes — Campus de Alegre

Para controle e acompanhamento da qualidade da agua nos sistemas
experimentais foram avaliados 0s seguintes parametros de qualidade da agua:
oxigénio dissolvido (O2D) e temperatura da agua maxima, minima e da hora

(T°CMXx, T°CMn e T°CHrs), por meio de oximetro e termbémetro digitais. Os valores
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de pH e condutividade foram mensurados por meio de peagametro e
condutivimetro digitais e amonia, nitrito e nitrato, com fotocolorimetro digital
microprocessado, ambos a cada 2 dias. Todos os aparelhos citados sao foram
calibrados antes de cada medigao.

Animais

Apbs o periodo de adaptacao, os alevinos de tilapia foram selecionados de
acordo com biometria inicial, medido com paquimetro (Figuras 3 e 4), comprimento
total, comprimento padréo e altura, além de pesados em balanca digital com 4
casas decimais e trés de precisdo. Todos os peixes foram sedados com 0,25mL de
eugenol por litro de agua. Os peixes possuiam média de peso inicial de 0,7034 g e
média de comprimento total 3,685 cm. ApOs biometria inicial, os peixes foram

distribuidos uniformemente nas UE.

Figura 3: Medicéo, por meio de paquimetro, do comprimento total do animal.
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Figura 4: Medicdo, com o auxilio de um paquimetro, da altura do animal.

Dietas

As racOes experimentais utilizadas foram formuladas para juvenis de tilapia
com 36% de proteina bruta (PB) e 3100Kcal de energia digestivel (ED) (cada
tratamento recebeu a mesma racao basal, porém com o acréscimo do simbidtico
em diferentes niveis.

Para a formulacéo da racéo, os ingredientes foram moidos e misturados
nas devidas propor¢cdes (Tabela 1). ApO6s mistura, os ingredientes foram
umedecidos, com agua a 55°C, e misturados, para somente depois serem
peletizados. Apos a peletizagdo, os mesmos foram secos ao ar livre e a sombra, e
devidamente armazenados em geladeira ou freezer, para o uso durante o

experimento. O aditivo foi adicionado a ragao de forma “on top”.

Tabela 1. Composicéo basal da racdo fornecida nas dietas dos peixes.

COMPONENTES PROPORCAO
Farelo de soja 49,2%
Milho 26,8%
Farinha de peixe 20,5%
Oleo de soja 3,5%

O arracoamento foi realizado diariamente até saciedade dos peixes,

divididos em trés refeicdes.
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Bacillus sp. SMIA e suas enzimas

O produto simbidtico utilizado no experimento foi fornecido pelo Laboratério
de Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF) e consistiu de esporos de Bacillus sp. SMIA-2 (7.3 log esporos/mL)
e suas enzimas (U.mL?): 11.46 proteases, 1.10 avicelases, 0.30 xilanases, 0.29

amilases, 0.23 poligalacturonases, 0.13 carboxymethylcellulases.

Desempenho zootécnico

Para biometria final do experimento, os animais foram eutanasiados em
cumprimento as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA para peixes 0sseos e
cartilaginosos, utilizando o eugenol, na dose de 5 mL/litro de agua.

As variaveis utilizadas para quantificar o desenvolvimento dos alevinos
foram: peso, comprimento total, comprimento padrdo, altura, ganho de peso,
conversao alimentar, taxa de crescimento especifico, fator de condi¢cdo, taxa de
eficiéncia proteica, taxa de eficiéncia energética, taxa de sobrevivéncia e
uniformidade do lote.

*Ganho de Peso: GP= Pf - Pi (g).

Pf = peso médio final (g) e Pi = peso médio inicial (g).

*Consumo de Racéo: CR (g) no periodo = (Ragéo fornecida — Sobra de racao) /
numero de animais.

*Conversao Alimentar Aparente: CAA= CR / GP.

*Taxa de Crescimento Especifico: TCE= ((InPf — InPi)) /Tta) x 100.

Ta= periodo de alimentacao (dias).

*Fator de Condicao: K= (P x 100) / C 3.

P= peso (g), e C= comprimento (cm).

*Taxa de Sobrevivéncia: TS= (Nf / Ni) x100.

Nf = nimero final de peixes e Ni= namero inicial de peixes/ unidade experimental.

*Taxa de Eficiéncia Proteica: TEP= (GP/ (CR X %PB da dieta)) X 100.

GP= ganho de peso e CR consumo de ragéo.

*Taxa de Eficiéncia Energética: TEE= (GP/ (CR X %PB da dieta)) X 100.
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GP= ganho de peso e CR consumo de racéo.
. indice Hepatossomatico: HIS = (PFig/PF, em gramas) X 100

Apo6s quantificada e tabuladas todas as variaveis, a normalidade dos
dados foi feita pelo teste de Shapiro-Wilks, e apds constatada normalidade, os
dados referentes ao crescimento, sobrevivéncia e variaveis histolégicas foram
analisados seguindo procedimento de ANOVA (One Way) e posterior analise de

regressao.

Exames histopatolégicos

No processamento das andlises das vilosidades intestinais, foram
retirados fragmentos biolégicos (Figuras 5 e 6) com cerca de 3 cm de comprimento
e 5 mm de espessura, em corte transversal, em dois diferentes segmentos do
intestino um terco e segundo terco (duodeno e ileo), para estudo da morfologia e

integridade das estruturas.

Figura 5: Retirada das visceras, para pesagem e medicdo
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Figura 6: Medig&o do intestino dos animais, antes de ser seccionado em 3 porgdes
para fixacdo em formal a 10%.

Amostras de intestino foram fixadas em formalina a 10 %, neutra e
tamponada, sendo conservadas até o seu processamento. Foi realizada a clivagem
e os fragmentos foram colocados em cassetes histolégicos para a técnica de
inclusdo em parafina. O processamento consiste nas seguintes etapas: amostras
foram desidratadas em séries de concentracdes crescentes de alcoois (70, 85,
95%, alcoois absolutos I, Il e Ill) durante uma hora, em cada. Finalizada a etapa de
desidratacédo as amostras passaram pelo processo de clarificacdo em xilol I, Il e 11,
onde permaneceram por uma hora, em cada, e em seguida imerso em parafina | e
posteriormente I, também por 1 hora, em cada.

Logo apOs esses procedimentos, as amostras foram emblocadas com
parafina de inclusdo misturada com cera de abelha, sendo entdo armazenadas em
congelador a -20 °C (Figura 7). Os blocos foram desbastados com o auxilio de
micrétomo em cortes transversais de 4 um de espessura. As laminas foram coradas
com hematoxilina e eosina, e observadas em microscopio de luz. Foram
observados e medidos com ocular micrométrica as seguintes variaveis:
profundidade de cripta, altura e largura de vilosidade e relagéo largura x altura de

vilosidades.



47

Figura 7: Emblocamento das amostras de fragmentos intestinais

Recuperacgéo das bactérias no intestino

Apés a eutanasia, os peixes foram descontaminados externamente com
alcool 70%, por imersdo em recipiente de vidro por cinco minutos. Os intestinos
foram retirados, pesados e macerados em tubos de ensaio previamente
esterilizados (Figura 7) e utilizados para posteriores diluicbes seriadas, em agua
peptonada a 0,1% (p/v) com imediata semeadura de 0,1mL da solu¢cdo em

superficie de meio de cultura Agar Triptona de Soja (TSA) (Jatoba et al., 2008).

Para a contagem de bactérias heterotroficas totais, as placas foram
incubadas em estufa a 30°C por 48 horas para a posterior contagem das colonias
as quais foram expressas em unidades formadoras de colénias (UFC) por mililitro.

Para a enumeracdo dos esporos e de células viaveis as amostras foram
submetidas a etapa de choque térmico (80°C / 10 min) (Rabinovitch & Oliveira,
2015) em banho-maria e imediatamente resfriadas em banho de gelo. Em seguida,
diluicbes em série foram realizadas usando agua peptonada a 0,1% (p/v) e
semeadas em placas contendo meio TSA. As placas foram incubadas a 50°C por
48 horas para posterior contagem das colbnias. Os resultados das contagens

obtidas foram expressos como numero de esporos por mililitro.
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Figura 8: Intestinos de animais do processo de maceragao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Contagem bacteriana e de esporos no intestino

Nos peixes do tratamento controle, ndo se detectou o crescimento do Ba-
cillus sp. SMIA-2 nas placas, demonstrando que ndo houve contaminacéo dos aqu-
arios e daracao e, que a bactéria ndo estava presente no sistema. Nos tratamentos
nos quais foram adicionados os esporos e enzimas do SMIA-2 as dietas, foi possi-
vel recuperar 0s esporos presentes nos intestinos, sendo que as contagens foram
mais altas para os tratamentos T3 e T4, que apresentaram valores de 1,3 x 10%e
2,5 x 10% respectivamente, pds 45 dias de alimentacédo dos peixes. Estes resultados
indicaram a viabilidade do Bacillus sp. SMIA-2 como probiético. Em um estudo com
pés-larvas de tilapia alimentadas com ragéo contendo 5 e 10 g.kg* de Bacillus sub-
tilis, foram recuperadas 1,15x10* e 4,74x10° UFC.g? bactérias do intestino (Tachi-
bana et al., 2011).

Em relagdo a contagem de bactérias heterotroficas totais no intestino, a
carga microbiana foi maior para o tratamento controle e diminuiu a medida que o
namero de esporos do Bacillus sp. SMIA-2 e suas enzimas aumentaram. Posteri-
ormente, com a diminuicdo do numero de esporos, a contagem de bactérias hete-
rotroficas totais no intestino aumentou. Estes resultados sugerem que a inclusao
dos esporos do SMIA-2 e de suas enzimas na racao pode ter modificado a compo-
sicdo bacteriana intestinal. No entanto, mais estudos sdo necessarios para deter-
minar o perfil da microbiota intestinal encontrada neste estudo, para verificar seu
potencial para reduzir o risco de surtos de doencas durante a fase de cultivo da
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tilapia, por exemplo. Segundo Tachibana et al., (2020), a inclusdo de 0,04% e
0,08% de B. subtilis e B. licherniformis, respectivamente em dietas para tilapia do
Nilo reduziu significativamente o potencial de colonizacao de bactérias patogénicas
(por exemplo, Acinetobacter sp.) ao mesmo tempo que favoreceu a colonizacao de

bactérias benéficas (por exemplo, Bacillus sp., Enterococcus sp. e Cetobacterium

sp.).

Incubacdo a 30°C
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Figura 9: Efeito de diferentes niveis de inclusdo do Bacillus sp. SMIA-2 e de suas
enzimas sobre o numero de bactérias heterotréficas totais (a) e de esporos
recuperados no intestino das tilapias (b).

Adicionalmente, confeccionou-se laminas das culturas dos plagueamentos

de ambas as temperaturas, sendo coradas com corante rapido tipo Panoético® e
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observadas em objetiva de 60x. As laminas provenientes das placas submetidas a
incubacédo a 30°C possuiam diferentes morfologias de microrganismos (Figura 10).
Ja as laminas provenientes de placas que sofreram o tratamento térmico a 80°C e
que tiveram a incubacdo a 50°C apresentaram colonias mais uniformes e com

bacilos maiores, além de esporos (Figura 11).

Figura 10: Diferentes morfologias de microrganismos isolados de intestino de
juvenis de tilapia apo6s inclusdo do Bacillus sp. SMIA-2 a racdo, submetidos a
tratamento térmico de 30°C.



51

Figura 11: Bacilos e esporos de bacilos isolados de intestino de juvenis de tilapia
apos inclusédo do Bacillus sp. SMIA-2 a racao, submetidos a incubacgéo de 50°C.

A visualizacdo das laminas indica que houve colonizacdo e esporulagéo do
Bacillus sp. SMIA-2 no trato intestinal de juvenis de tilapia. Possivelmente houve
um crescimento dos bacilos e estes competiram por sitios de acdo das demais
bactérias intestinais, diminuindo a contagem do numero total de bactérias e

posteriormente elevando esse nimero, por posterior colonizacéo bacteriana.

Qualidade da agua

As medias dos parametros da qualidade mensurados durante o periodo
experimental foram: temperatura — 26,77°C; oxigénio dissolvido — 3,207 mg/L;
amonia 0,062 mg/L e potencial hidrogenibnico (pH) — 8,055.

O monitoramento da qualidade da agua € essencial para a produtividade
aquicola, mesmo em criagfes de espécies que apresentam maior rusticidade,
como a tilapia. Segundo Duarte et al (2014), as tilapias apresentam conforto
térmico quando a temperatura esta entre 27 e 32°C. Temperaturas elevadas
(acima de 38°C) pode levar a uma mortalidade dos animais por diminuir a
concentracdo de oxigénio dissolvido na 4gua. Quando a temperatura é baixa, ha
uma queda da resisténcia e o animal fica susceptivel as enfermidades, além de
niveis aumentados de cortisol (Falcon et al., 2008).

Apesar de o oxigénio dissolvido estar abaixo do recomendado para a

maioria das espécies, entre 5 e 6 mg/L, a tilapia é capaz de tolerar baixas
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concentracdes. Duarte et al (2014) afirmam que esses animais sdo capazes de
suportar niveis de oxigénio entre 0,4 e 0,7 mg/L, mas pode haver
comprometimento no desempenho.

Os niveis elevados de amobnia podem afetar a o processo de
osmorregulacdo, a excrecdo e o transporte de oxigénio, sendo recomendado
niveis inferiores a 0,24 mg/L (Duarte et al., 2014), estando o trabalho dentro dos
padrdes recomendados.

A média do pH se manteve dentro dos parametros recomendados para a
espécie, que € entre 6,0 e 8,5 (Kubitza, 2000). As principais razdes nas alteracées
do pH séo a respiracdo, adubacdo, calagem, fotossintese e poluicdo. Faixas de
pH abaixo de 4,0 e acima de 9,0 causa um estresse nos animais, podendo resultar
na morte (Duarte et al., 2014).

Desempenho animal

Entre as varidveis analisadas estatisticamente, as que apresentaram
significancia foram: peso final (PF), ganho de peso (GP), conversao alimentar
aparente (CAA) (Tabela 2), consumo de racdo individual (CRI), taxa de
sobrevivéncia (SOB), taxa de crescimento especifico (TCE) e taxa de eficiéncia
protéica (TEP), peso de visceras (PV), Cl e QI (Tabela 3).

Tabela 2: Valor médio das variaveis em juvenis de tilapia alimentados com
diferentes niveis de inclusdo do Bacillus sp. SMIA-2.

NIVEIS DE INCLUSAO CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
DO Bacillus sp. SMIA-2

(9-kg™ de ragéo) PF () GP (g) CA

Controle 19,656 18,952 1,237

0,383 23,859 23,156 1,121

0,765 19,380 18,678 1,339

1,147 20,305 19,601 1,186

1,153 20,687 19,984 1,209

Os animais obtiveram resultados estatisticamente semelhantes em todos
0s parametros descritos na tabela, quando comparados ao tratamento controle:
peso final, ganho de peso e conversao alimentar, desejavel em animais destinados
a producdo. Como a tilapia é a espécie mais consumida no Brasil, & desejavel que
possua uma boa taxa de conversdo alimentar. Assim, para 0s parametros
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descritos na Tabela 2, ndo houve diferencas entre o tratamento controle os
diferentes niveis de incluséo.

Tabela 3: Valor médio das variaveis de peso de figado, peso de visceras, indice
hepato- somético e indice viscero-somatico em juvenis de tilapia alimentados com
diferentes niveis de inclusdo do Bacillus sp. SMIA-2.

NIiVEIS DE INCLUSAO CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
DO Bacillus sp. SMIA-2
(g9-kg* de ragéo) PFig (g) I(Dg\g IHS VS
Controle 0,392ab 1,436abc 1,998ab  7,379a
0,383 0,362ab 1,666a 1,572ab 7,101a
0,765 0,242b 1,094c 1,253b 5,729a
1,147 0,408a 1,558ab 2,039a 7,701a
1,153 0,255ab 1,232bc 1,240b 5,969a

Médias seguidas por letras distintas (colunas) diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a nivel
de 5% de significancia. Peso de figado (PF), peso de visceras (PV), indice hepato-somatico (IHS) e
indice viscero-somatico (IVS).

O figado dos peixes também exerce um papel essencial ao sistema imune,
e diversos fatores (uso de antimicrobianos, estresse, residuos industriais) podem
causar efeitos deletérios na funcédo hepatica, comprometendo a resposta imune
inata (Moraes et al., 2018). Também possui como fun¢cdo o armazenamento e
estocagem de gordura e glicogénio, para periodos de escassez de alimentos e sdo
fundamentais para os processos metabdlicos e desintoxicacdo. Uma das causas
do aumento no tamanho do 6rgédo pode ser resultado de uma alimentacéo pobre
em proteina e rica em carboidratos e gordura, resultando em uma coloracao
marrom amarelada (Kubitza; Guimaraes; Kubitza, 2000).

Porém, ao exame macroscopico no final do periodo experimental, o figado
dos animais apresentou coloracdo normal e boa integridade. Como a racao
fornecida aos animais foi igual nos cinco tratamentos, pode-se descartar que o
aumento do figado seja resultante da qualidade da racéo. Dessa forma, 0 aumento
do peso do figado pode ser resultante do aumento das reservas energéticas do
animal. Assim, esse aumento pode ser benéfico, pois as reservas apresentam um
importante papel como fonte de glicose aos animais no periodo pré e pés prandial

(Da Silveira; Logato; Da Conceicao Pontes, 2009).
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Dessa forma, a inclus&o de 1,147 g.kg* de racdo de Bacillus sp. SMIA-2
obteve uma melhor resposta em relacéo a essa variavel. Porém, apesar de ser um
fator fisiologico para reserve energética, ao avaliar as variaveis IHP, PV e IVS,
percebe-se que o nivel de inclusdo a 1,147 g.kg™? de racdo também apresentou
uma maior resposta, em comparacao aos demais tratamentos.

O IVS é um fator que afeta a producdo de peixes. Um aumento na
deposicao de gordura nas visceras pode resultar na reducdo do valor comercial dos
peixes (Wang et al., 2016). Sendo a tilapia uma espécie que apresenta ampla
popularidade e o segundo peixe mais cultivado mundialmente (Islam; Rohani;
Shahjahan, 2021), é desejavel que haja o0 maximo de aproveitamento do animal.

Segundo Moraes et al (2021), os residuos do processamento pesqueiro
(cabeca, visceras, pele e espinha dorsal) podem representar 62,5% do peso do
animal, podendo causar contaminagcdo ambiental. Assim, quanto menor o peso de
visceras, maior sera o aproveitamento do animal.

Dessa forma, diante dos resultados obtidos com diferentes niveis de
inclusédo do Bacillus sp. SMIA-2, torna-se necessaria a realizacao de novos estudos

com inclus@es a niveis intermedidrios, a fim de obter respostas mais especificas.

Analises Histomorfométricas
A anadlise estatistica revelou que a altura das vilosidades decresce de
acordo com os niveis crescentes da inclusdo do Bacillus sp. SMIA-2, conforme

demostrado na Figura 12.

=
D
o

B2
S 140 @,
2 o | L 3
e R L T PPN
E "-‘ ............. . .............
»n 100 ®
(]
8 80
]
(%]
o 60 y =0,1318x2 - 4,2464x + 140,45
Z 0 R2=0,9788
o
© 20
2
£ 0
0 5 10 15 20 25

Niveis de inclusdo do Bacillus sp. SMIA-2

Figura 12: Altura das vilosidades intestinais de peixes submetidos a adicdo em
diferentes niveis de inclusédo do Bacillus sp. SMIA-2.
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A racdo sem adi¢do do simbiotico (controle) apresentou maior altura das
vilosidades intestinais. Resultado semelhante foi descrito por Cechim et al (2013),
quando aos 60 dias de experimento com adicdo de prebidtico
mananoligossacarideo (MOS) no nivel de 4,0 g.kg? de inclusdo em tilapias,
observou diminuigdo na altura das vilosidades intestinais, quando comparados aos
peixes controle.

Autores afirmam que, quando as condi¢cdes ambientais e de sanidade séo
favoraveis, o uso de probidticos pode ndo apresentar efeitos (Lima et al., 2003), e
sendo a tilapia um animal com rusticidade e facilidade de adaptacédo, a acdo do

aditivo pode ser mascarada (Cechim et al., 2013).

CONCLUSAO

Considerando que este estudo com o Bacillus sp. SMIA-2 na alimentacao
de juvenis de tilapia é inaugural, o0 mesmo apresenta efeito promissor na
alimentacdo animal, visto que dentre os parametros de desempenho animal
avaliados, houve uma resposta benéfica, devendo-se apenas ajustar a dose para
um maior desempenho animal.

A colonizacao intestinal por esporos de Bacillus sp. SMIA-2 mostrou-se
eficaz pela contagem de coldnias e visualizagdo microscopica, sendo necessaria a

realizacdo de mais ensaios.
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3.2 AVALIACAO DE DIFERENTES SIMBIOTICOS NO DESEMPENHO
ZOOTECNICO E MORFOLOGIA INTESTINAL DE JUVENIS TILAPIAS
(Oreochromis niloticus)

RESUMO

A tilapia (Oreocrhomis niloticus) possui um destague na cadeia produtiva brasileira,
tendo uma demanda crescente em sua producdo, particularmente em criacdes
intensivas em sistemas do tipo tanques-rede. Porém, devido a alta densidade de
confinamento, pode haver a perdas no desempenho zootécnico e a maior
vulnerabilidade a agentes patogénicos oportunistas, com reducao da imunidade. Além
disso, intensificar o cultivo significa aumentar a quantidade de biomassa produzida
por area, elevando os gastos com a alimentacdo. Desta forma o uso de ingredientes
mais baratos, que fornecam resultados satisfatorios € de grande interesse. Bactérias
do género Bacillus tém se destacado como um dos grupos mais promissores capazes
de promover melhorias no desempenho destes animais. A adicdo de enzimas as
ragdes, como as proteases produzidas por bactérias do género Bacillus, também pode

melhorar o desempenho de peixes, uma vez que podem potenciar 0 aproveitamento
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dos ingredientes das racfes. Objetivou-se com esse trabalho avaliar o potencial de
Bacillus sp. SMIA-2 e suas enzimas como aditivos para racdes em peixes,
comparativamente com produtos comerciais e em diferentes niveis de inclusdo. A
adicdo do Bacillus sp. SMIA-2 demonstrou eficiéncia no desempenho animal,
contribuindo com maior ganho de peso final e maior altura das vilosidades intestinais,

garantindo uma maior capacidade absortiva.

Palavras-chave: aquicultura, nutricdo animal, Oreochromis niloticus, prebiotico,

probidotico.

ABSTRACT

Tilapia (Oreocrhomis niloticus) stands out in the Brazilian production chain, with a
growing demand for its production, particularly in intensive creations in net-tank
systems. However, due to the high density of confinement, there may be losses in
zootechnical performance and greater vulnerability to opportunistic pathogens, with
reduced immunity. In addition, intensifying cultivation means increasing the amount of
biomass produced per area, increasing food costs. Therefore, the use of cheaper
ingredients that provide satisfactory results is of great interest. Bacteria of the genus
Bacillus have been highlighted as one of the most promising groups capable of
promoting improvements in the performance of these animals. The addition of
enzymes to feeds, such as proteases produced by Bacillus bacteria, can also improve
fish performance, as they can enhance the use of feed ingredients. The objective of
this work was to evaluate the potential of Bacillus sp. SMIA-2 and its enzymes as fish
feed additives compared to commercial products and at different inclusion levels. The
addition of Bacillus sp. SMIA-2 demonstrated efficiency in animal performance,
contributing to greater final weight gain and greater height of intestinal villi, ensuring

greater absorptive capacity.

Keywords: aquaculture, animal nutrition, Oreochromis niloticus, prebiotic, probiotic.
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INTRODUCAO

O agronegocio é de fundamental importancia para a economia brasileira.
Conforme dados do Ministério da Agricultura, o agronegocio, em 2017, participou com
23 a 24% do Produto Interno Bruto (PIB). O aumento acumulado foi de mais de 30%
nos ultimos dez anos. Esse crescimento so foi possivel gracas ao desenvolvimento
tecnologico (Sidonio et al., 2012; Brasil, 2017). Além da grande quantidade de terras,
o Brasil é o maior reservatério de agua doce do planeta, com mais de 8 mil kms3,
muito superior a do segundo colocado, a Russia, com cerca de 4,5 mil km3 (Sidonio
et al., 2012). Assim, o Brasil destaca-se pelo grande potencial para a aquicultura,
pelas condi¢Bes naturais, pelo clima favoravel e pela sua matriz energética. Porém,
mesmo com tantos atributos favoraveis, o Brasil ainda possui muitas condicfes para
desenvolver seu potencial produtivo para a aquicultura (Rocha et al., 2013).

Apesar de o Brasil estar muito aquém de seu potencial produtivo, segundo
estimativas do MPA e da FAO, a producao pode atingir até vinte milhdes de toneladas
anuais, atendendo ndo apenas 0 consumo interno, mas também uma demanda
externa crescente. Projecbes da FAO apontam que, até 2030, a demanda por
pescados no mundo deve crescer em quarenta milhdes de toneladas (Sidonio et al.,
2012).

De acordo com a Food and Agriculture Organization of the United Nations —
FAO (Organizacao das Nac¢des Unidas para Alimentac&o e Agricultura), a aquicultura
€ uma atividade definida como o cultivo de organismos aquaticos, como peixes,
crustaceos, moluscos e plantas aquaticas, envolvendo o cultivo de agua doce e de
agua salgada em organismos sob condi¢des controladas (SEBRAE, 2015).

Os produtos oriundos da aquicultura destacam-se nutricionalmente de outros
alimentos de origem animal por possuirem, comparativamente, grandes quantidades
de vitaminas lipossoluveis A e D, minerais, calcio, fésforo, ferro, cobre, selénio e, no
caso dos peixes de agua salgada, iodo. As proteinas contém todos os aminoacidos
essenciais para 0 ser humano e, assim como as proteinas do leite, do ovo e de carnes
de mamiferos, tém elevado valor bioldgico (Oliveira Sartor; Amancio, 2012).

A fim de otimizar o desenvolvimento da aquicultura, além de se obter
informacgdes que possibilitem a formulagéo de dietas que atendam as exigéncias das

espécies com potencial zootécnico, faz-se necessario o estudo de técnicas de
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processamento que visem proporcionar melhor aproveitamento dos nutrientes das
dietas, proporcionando a reducédo de custos de producdo e um menor impacto ao
meio ambiente (Polese et al., 2010).

Prebibticos sdo compostos ndo digeriveis por enzimas, sais e acidos
produzidos pelo organismo, mas seletivamente fermentados pelos microrganismos
do trato gastrintestinal. Podem estar presentes nos ingredientes da dieta ou serem
incluidos por meio de fontes exdgenas concentradas (Gibson; Roberfroid, 1995). Os
probidticos sdo suplementos alimentares que contém bactérias vivas benéficas ao
hospedeiro, favorecendo o equilibrio de sua microbiota intestinal, tendo boas
perspectivas para 0 uso ha piscicultura, como alternativa na profilaxia de doencas e
reducdo da utilizacdo de antibidticos. Os simbidticos séo associacbes entre
prebidticos e probidticos, com o potencial de possibilitar uma maior sobrevivéncia de
uma bactéria prebidtica no trato gastrintestinal (Cavagnari et al., 2019).

Além de aprimorarem as condi¢des intestinais para os processos de digestao
e absorcao de nutrientes (Busanello, 2012), outras caracteristicas importantes sédo
atribuidas ao uso de simbiéticos, podendo-se destacar a resisténcia a acidez
gastrica, resisténcia aos sais biliares, modulacdo na resposta imune, adesdo ao
tecido do trato gastrointestinal, seguranca de uso comprovada, garantia de
manutencdo da viabilidade até o consumo, independentemente do veiculo utilizado
(Sturmer et al., 2012).

Os mecanismos de acao sao: exclusdo competitiva (ou competicao por sitios
de acdo), estimulacdo do sistema imunoldgico, efeito nutricional e producdo de
substancias antibacterianas e enzimas (Busanello, 2012). Para que haja a ocorréncia
desses efeitos benéficos no hospedeiro, as bactérias devem sobreviver, colonizar e
persistir no trato gastrointestinal. Os esporos de Bacillus podem germinar no trato,
exercendo seus efeitos benéficos no organismo do hospedeiro, como a secrecao de
substancias antimicrobianas (bacteriocinas) e/ou pela competi¢cdo por nutrientes com
bactérias patogénicas (Mingmongkolchai; Panbangred, 2018). A producdo de
substancias antimicrobianas e a capacidade de esporulacéo faz com que o uso de
cepas de Bacillus seja vantajosa, pois sdo capazes de sobreviver em diferentes
habitats e a sua presenca em alimentos ndo implica necessariamente na
deterioragcdo ou em intoxicacdo alimentar, podendo ser usada na alimentacao

humana e animal (Abriouel et al., 2011).
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Dessa forma, objetivou-se com esse trabalho avaliar o desempenho
zootécnico em juvenis de tilapia utilizando dois produtos comerciais utilizados na

producdo animal e do Bacillus sp. SMIA-2.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Nutricdo e Producdo de
Espécies Ornamentais — LNPEO, no Campus de Alegre-ES, durante 45 dias, entre
margo e maio de 2021, sendo aprovados pelo Comité de Etica para Experimentacéo
e Uso de Animais em Pesquisa do Instituto Federal do Espirito Santo, registrado sob
0 numero 23149.001859/2021-56

Consistiu na comparacdo dos resultados no desempenho zootécnico
decorrente da acdo de simbidticos disponiveis comercialmente como aditivos para
animais, com o Bacillus sp. SMIA-2.

O experimento foi constituido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com quarto tratamento:

a) Tratamento 1 (T1): racdo controle;

b) Tratamento 2 (T2): racdo com inclusdo do Bacillus sp. SMIA-2 e enzimas;

c) Tratamento 3 (T3): racdo com o produto cormercial A - Bacillus
licheniformis e enzimas (0,250 g.kg™);

d) Tratamento 4 (T4): racdo com o produto commercial B - Bacillus
coagulans, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis e enzimas
((0,100 g.kg™).

O Bacillus sp. SMIA-2 utilizado nesse experimento foi isolada no solo na
cidade de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil, por Nunes e Martins
(2001), e foi fornecido pela Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF).

As doses dos produtos comerciais seguiram as recomendacbes dos

fabricantes, e a dose de inclus&o do Bacillus sp. SMIA-2 foi de 0,765 g.kg™.
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Cada tratamento foi constituido de seis repeti¢cdes, com 15 juvenis de tilapia
em cada um, totalizando 24 unidades experimentais (U.E) (Figura 13), com o volume
de 50 litros. As U.E. possuem recirculacdo de agua, entradas e saidas de aguas
individualizadas por U.E., filtros, com filtragem fisica, quimica e bioldgica e a caixa
de retorno, com motobomba de 3/4cv e aquecedores com termostatos. A cada 3 dias
as U.E. foram sifonadas para realizacdo de troca parcial da agua (TPA) de

aproximadamente 20% do volume (til.

L

Figura 13: Unidades experimentais — LNPEO/Ifes — Campus de AIegTe

O fornecimento da racgéo foi realizado trés vezes ao dia, até saciedade dos
peixes. As racdes experimentais utilizadas foram formuladas para juvenis de tilapia
com 36% de proteina bruta (PB) e 3100Kcal de energia digestivel (ED) (cada
tratamento recebeu a mesma racéo basal, porém com o acréscimo do Bacillus sp.
SMIA — 2, em diferentes niveis).

Para a formulacao da racao, os ingredientes foram moidos e misturados nas
devidas proporg¢des (Tabela 4). Apos mistura, os ingredientes foram umedecidos, com
agua a 55°C, e misturados, para somente depois serem peletizados. Apls a
peletizacdo os mesmos foram secos ao ar livre e a sombra, e devidamente
armazenados em geladeira ou freezer, para o uso durante o experimento. O aditivo

foi adicionado a ragéo de forma “on top”.



Tabela 4. Composicdo basal da racdo fornecida nas dietas dos peixes.
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COMPONENTES PROPORCAO
Farelo de soja 49,2%
Milho 26,8%
Farinha de peixe 20,5%
Oleo de soja 3,5%

ApoOs o periodo de adaptacao, os alevinos de tilapia foram selecionados de

acordo com biometria inicial, medido com paquimetro (Figuras 14 e 15), comprimento

total, comprimento padrédo e altura, além de pesados em balanca digital com 4 casas

decimais e trés de precisédo. Todos os peixes foram sedados com 0,25mL de eugenol

por litro de 4gua. Os peixes possuiam média de peso inicial de 1,14 g e média de

comprimento total 4,32 cm. Apds biometria inicial, os peixes foram distribuidos

uniformemente nas UE.
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Figura 14: Biometria com o auxilio de um paquimetro.
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Figura 154: Biometria de altura do animal, com o auxilio de um paquimetro.

Para controle e acompanhamento da qualidade da agua nos sistemas
experimentais foram mensurados os seguintes parametros de qualidade da agua:
Oxigénio dissolvido (O2D) e temperatura da agua maxima, minima e da hora (T°CMXx,
T°CMn e T°CHrs), foram mensurados diariamente, através de oximetro e termémetro
digitais. Os valores de pH e condutividade foram mensurados por meio de
peagametro e condutivimetro digitais e am®0nia, nitrito e nitrato, com fotocolorimetro
digital microprocessado, ambos a cada 2 dias. Todos os aparelhos citados sao foram
calibrados antes de cada medicéao.

As variaveis utilizadas para quantificar o desenvolvimento dos alevinos séo:
peso, comprimento total, comprimento padréo, altura, ganho de peso, converséo
alimentar, taxa de crescimento especifico, Fator de Condicao, taxa de eficiéncia

proteica, taxa de eficiéncia energética, taxa de sobrevivéncia e uniformidade do lote.

*Ganho de Peso: GP= Pf - Pi (g). Pf = peso médio final (g) e Pi = peso médio inicial (g).

*Consumo de Ragéo: CR (g) no periodo = (Ragdo fornecida — Sobra de racao) / nUmero de

animais.
*Conversao Alimentar Aparente: CAA= CR / GP.

*Taxa de Crescimento Especifico: TCE= ((InPf — InPi)) /Tta) x 100. Ta= periodo de alimentacéo
(dias).

*Fator de Condigéo: K= (P x 100) / C 3. P= peso (g), e C= comprimento (cm).
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*Taxa de Sobrevivéncia: TS= (Nf / Ni) x100. Nf = nimero final de peixes e Ni= nimero

inicial de peixes/ unidade experimental.

*Taxa de Eficiéncia Proteica: TEP= (GP/ (CR X %PB da dieta)) X 100. GP= ganho de peso

e CR consumo de racéo.

*Taxa de Eficiéncia Energética: TEE= (GP/ (CR X %PB da dieta)) X 100. GP= ganho de peso

e CR consumo de racgéo.

Para biometria final do experimento, os animais foram eutanasiados em
cumprimento as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal — CONCEA para peixes 6sseos e cartilaginosos,
utilizando o eugenol, na dose de 5 mL/litro de 4gua. No processamento das analises
das vilosidades intestinais, foram retirados fragmentos bioldgicos (Figuras 16 e 17)
com cerca de 3 cm de comprimento e 5 mm de espessura, em corte transversal, em
dois diferentes segmentos do intestino um terco e segundo terco (duodeno e ileo),

para estudo da morfologia e integridade das estruturas.

Figura 16: Retirada das visceras, para pesagem e mdiao.
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Figura 17: Medig&o do intestine dos animais, antes de ser seccionado em 3 por¢des
para fixacdo em formal 10%.

Amostras de intestino foram fixadas em formalina a 10 %, neutra e
tamponada, sendo conservadas até o seu processamento. Foi realizada a clivagem e
os fragmentos foram colocados em cassetes histoldgicos para a técnica de incluséo
em parafina. processamento consiste nas seguintes etapas: amostras foram
desidratadas em séries de concentracfes crescentes de alcoois (70, 85, 95%, alcoois
absolutos I, Il e Ill) durante uma hora, em cada. Finalizada a etapa de desidratacédo as
amostras passaram pelo processo de clarificacdo em xilol I, 1l e IlI, onde
permaneceram por uma hora, em cada, e em seguida imerso em parafina | e
posteriormente I, também por 1 hora, em cada.

Logo apds esses procedimentos, as amostras foram emblocadas com
parafina de inclusdo misturada com cera de abelha, sendo entdo armazenadas em
congelador a -20 °C (Figura 18). Os blocos serdo desbastados com o auxilio de
micrétomo em cortes transversais de 4 um de espessura. As laminas foram coradas
com hematoxilina e eosina, e observadas em microscopio de luz. Foram observados

e medidos com ocular micrométrica as alturas de vilosidades (Figura 19).
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Figura 18: Processo de emblocamento das amostras de fragmentos intestinais de
juvenis de tilapia.

Figura 19: Fotomicrografia do intestino dos peixes, com mensuragdo da altura da
vilosidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Qualidade da agua
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As medias dos parametros da qualidade mensurados durante o periodo
experimental foram: temperatura — 26,94°C; oxigénio dissolvido — 3,87 mg/L;
amonia 0,00205 mg/L e potencial hidrogenibnico (pH) — 6,93.

A temperatura tem uma fundamental importancia para organismos aquaticos
em cultivo, uma vez que podem influenciar o metabolismo dos animais (Coelho et al.,
2014). Nesse experimento, a temperatura manteve-se dentro dos parametros
recomendados para a espécie.

Os niveis de oxigénio dissolvido obtidos estédo abaixo do recomendado para
o cultivo de tildpias. Porém, alguns autores afirmam que essa espécie € muito
resistente as baixas concentra¢des de oxigénio dissolvido, (1,2 mg/L) (Ferreira et al.,
2011).

Devido a seu grande potencial de toxicidade, é desejavel que o nivel de
ambénia se mantenha em baixas concentracbes (Gomes et al.,, 2019), com
recomendacao inferior a 0,24mg/L (Duarte et al., 2014), estando esse experimento
dentro dos padrdes indicados.

A média do pH se manteve dentro dos parametros recomendados para a
espécie, que é entre 6,0 e 8,5 (Kubitza, 2000). Segundo Lemos (2017), pH inferior a
5,0 pode resultar em distlrbios regulatorios, com diminuicdo da afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio; e pH alcalino pode levar a um aumento do NHs no

sistema.

Desempenho animal

Entre as variaveis analisadas estatisticamente, as que apresentaram
significancia foram: peso final (PF), ganho de peso (GP), conversao alimentar
aparente (CAA) (Tabela 4), consumo de racdo individual (CRI), taxa de
sobrevivéncia (SOB), taxa de crescimento especifico (TCE) e taxa de eficiéncia
protéica (TEP), peso de visceras (PV), Cl e QI (Tabela 5).

Os resultados do estudo demonstram um efeito satisfatério quando ha
adicdo de simbioticos no consumo de racao individual, peso final e ganho de peso.
Apesar de a conversao alimentar aparente nao apresentar diferencas significativas
entre os tratamentos, 0s grupos que receberam simbioticos apresentaram melhor
resposta nessas caracteristicas de desempenho.

Esses resultados corroboram com diversos trabalhos publicados que

utilizam bactérias probidticas na mesma espécie (Cornélio et al., 2013; Hisano et
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al., 2007; Pezzato et al., 2006). Partindo do principio de que um dos mecanismos
de acdo € a competicdo por absorcao, a inclusdo dos simbiéticos pode ter evitado
a colonizacdo de bactérias nocivas, resultando em uma melhor eficiéncia na

absorcao dos nutrientes.

Tabela 5: Valor médio das variaveis em juvenis de tilapia com a adicdo de diferentes
simbibticos comerciais e o0 Bacillus sp. SMIA-2.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

TRATAMENTOS
CRI (g9) PF (9) GP (9) CAA
Controle 26,801b 25,43b 24,29a 1,10a
SMIA-2 35,617a 35,45a 34,31a 1,04a
Comercial 1 36,653a 35,39a 34,25a 1,07a
Comercial 2 36,315a 36,28a 35,15b 1,03a

Médias seguidas por letras distintas (colunas) diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a nivel de
5% de significAncia. Consumo de ragéo individual (CRI), peso final (PF), ganho de p
eso (GP) e conversdo alimentar (CA).

Conforme descrito por Marengoni et al., (2010), o uso probidticos podem
diminuir os custos de producao, uma vez que 0S microrganismos podem ser capazes
de realizar a decomposicdo de macronutrientes, transformando-os em compostos
mais simples, resultando em um melhor aproveitamento do alimento.

Apesar de o uso de bactérias do género Bacillus na aquicultura estar
relacionado a bons indices de sobrevivéncia, nesse experimento o percentual de
sobrevivéncia com o uso do Bacillus sp. SMIA-2 foi baixa, quando comparado aos
tratamentos com os simbidticos comerciais.

Alguns autores descrevem que para que o uso de aditivos possa expressar
seus efeitos faz-se necessario haver desafios, como agentes estressores, ma
qualidade da agua, altas densidades de estocagem ou doencas no cultivo (Silva et al.,
2021), por exemplo. Merengoni et al., (2010) ressaltam que nem sempre € possivel
evidenciar os efeitos positivos do uso de aditivos, uma vez que eles podem ser
dependentes dos ingredientes da dieta, do nivel de estresse dos animais e das

caracteristicas de cada produto.



72

Tabela 6: Valor médio das variaveis de desempenho em juvenis de tilapia com a
adicdo de diferentes simbiodticos comerciais e o Bacillus sp. SMIA-2.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

TRATAMENTOS TCE TEP
SOB (%) PV Cl Ql
(%) (%)
Controle 64ab 6,716b 2,5109a 1,1416b 47,60b 5,8458b
SMIA-2 42b 7,472a 2,6749a 2,0204ab 44,80b 5,6325b
Comercial 1 82a 7,457a 2,5909a 2,6609a 58,20a 7,3616a
Comercial 2 76a 7,529a 2,688la 2,6798a 57,74a 7,2167a

Médias seguidas por letras distintas (colunas) diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a nivel de
5% de significAncia. Consumo de racdo individual (CRI), taxa de sobrevivéncia (SOB), taxa de
crescimento especifico (TCE), taxa de eficiéncia protéica (TPE), peso de visceras (PV), comprimento
do intestino (CI) e coeficiente intestinal (CI).

A taxa de crescimento especifico (TCE) e a taxa de eficiéncia proteica (TEP)
apresentaram resultados semelhantes nos grupos tratados com a adicdo de
simbidticos. Dessa forma, o Bacillus sp. SMIA-2 equipara-se aos produtos comerciais
como um aditivo promotor de crescimento, quando comparado ao grupo controle.
Alguns autores destacam que a TCE é diretamente proporcional as condicdes
sanitarias do meio (Merengoni et al., 2010). Nesse estudo, os indicadores de
qualidade de agua permaneceram de acordo dos limites recomendaveis para e
espécie, evitando o comprometimento das atividades fisiolégicas normais dos
animais.

A TEP demonstra que nos tratamentos em que houve adicdo dos produtos
comerciais e do Bacillus sp. SMIA-2, ocorreu uma eficiéncia na utilizagédo da proteina
pelos peixes. Dessa forma, a inclusdo a racéo pode ter influenciado a sua utilizagéo
no metabolismo desses animais.

Vale ressaltar que os principais residuos da excrecao dos peixes séo o fésforo
e 0S compostos nitrogenados, que em quantidades excessivas podem levar a uma
degradacdo do ambiente de cultivo, resultando em uma ma qualidade da agua
(Macedo; Sipauba-Tavares, 2018). Dessa forma, o uso de aditivos a racdo pode
aumentar a digestibilidade e um melhor aproveitamento desses nutrientes, evitando o

acumulo de nutrientes na agua (Gomes et al., 2016).
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O peso das visceras (figado, vesicula biliar, estdbmago, pancreas e intestino)
(PV) foi maior nos produtos comerciais, mas em peixes que utilizaram a adicédo de
Bacillus sp. SMIA-2 esse valor foi maior que o grupo controle.

Porém, quando o animal é destinado ao consumo, o rendimento do filé é
dependente de varios fatores, dentre eles estd a porcentagem de residuos. Nesse
aspecto, quanto menor for o peso visceral, de nadadeiras, pele e cabeca do animal,
maior serda o rendimento do animal (De Moraes Gongalves; De Almeida; Santo Borges,
2003).

Sendo a tilapia a espécie mais cultivada no Brasil, é desejavel que o peso das
visceras seja menor, a fim de obter um rendimento dos filés para consumo. Dessa
forma, o uso de Bacillus sp. SMIA-2 pode ter uma pequena vantagem quando
comparado aos produtos comerciais, ao considerarmos que o PF entre os 3
tratamentos foi estatisticamente semelhante.

O comprimento do intestino (Cl) e o coeficiente intestinal (Ql) também
demonstram uma vantagem do Bacillus sp. SMIA-2 em relacdo aos produtos
comerciais e ao grupo controle. Segundo Rotta (2003), o QI de animais onivoros varia
de 0,6 a 8,0, e animais com intestinos menores podem possuir dobras ou outras
estruturas que podem aumentar a superficie, como por exemplo um maior
desenvolvimento dos cecos piloricos, que aumentam a superficie de absor¢cdo sem
aumentar o ClI.

Assim, quando objetiva-se potencializar o rendimento de filés desses animais,
a incluséo do Bacillus sp. SMIA-2 demonstra uma maior vantagem quando comparada
aos produtos comerciais, apesar dos testes ainda serem inaugurais na alimentacao

de animais aquéticos.

Andlises histomorfométricas intestinais
A andlise estatistica revelou que a altura das vilosidades foi maior com a

incluséo do Bacillus sp. SMIA-2, conforme demostrado na Figura 20.
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Figura 20: Altura das vilosidades intestinais em peixes. 1 = Controle; 2 = Simbidtico
SMIA-2; 3 = Produto comercial 1; 4 = Produto comercial 2.

A incluséo de Bacillus sp. SMIA-2 propiciou uma maior altura das vilosidades
intestinais (Figura 21), quando comparado aos demais tratamentos. E um resultado
promissor na nutricdo de peixes, visto que h& associacdo entre a importancia das
vilosidades intestinais com a nutricdo e sanidade dos animais. Assim, quando mais
integra a mucosa intestinal, maior seréo as vilosidades e a capacidade de absorc¢éo
de nutrientes (Lima, 2014).
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Figura 21: Fotomicrografia de porcao intestinal de peixe submetido a inclusdo do
Bacillus sp. SMIA-2, com mensuracao da altura das vilosidades.

A adicdo de microrganismos pode influenciar a microbiota intestinal dos
animais, sendo capazes de atuar nas vilosidades. As vilosidades sdo necessérias a
funcdo intestinal, ampliando a superficie, potencializando a absor¢éo de agua, ions e
nutrientes advindos dos alimentos, tendo um papel fundamental no desempenho e na
saude dos animais, e podem sofrer alteracdes conforme alteracées na dieta (Paiva,
2017; Lima, 2014).

CONCLUSAO

A inclusdo do Bacillus sp. SMIA-2 demonstrou grande potencialidade como
aditivo para alimentacdo de peixes, mesmo quando comparado aos produtos
comerciais. Demonstrou capacidade de melhorar o desempenho dos animais, e
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proporcionou um aumento significativo nas vilosidades intestinais, contribuindo com a

absorcéo de nutrientes e sanidade dos animais.
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CONCLUSOES

Com o crescente avanco das tecnologias voltadas a nutricdo e alimentacao
animal, o uso de aditivos alimentares mostra-se uma estratégia promissora para
contribuir com um maior desempenho animal. A cadeia de producdo de animais
aguaticos é, atualmente, o que apresenta maior crescimento nos ultimos anos e com
grandes perspectivas futuras, sendo alvo de inlUmeras pesquisas no campo da
nutricao.

O uso do Bacillus sp. SMIA-2 apresentou uma boa eficiéncia nas caracteristicas
de desempenho dos peixes quando comparados aos produtos comerciais ja
disponiveis, resultando em um bom ganho de peso final do animal, diminui¢cao no peso
da carcaca (gerando menos residuos) e uma maior altura das vilosidades intestinais,
gue possibilita uma melhor capacidade de absorcéo de nutrientes da dieta.

A adicao das bactérias e suas enzimas também resultou em um maior nimero
de esporos de Bacillus em inclusdes de 0,1 e 0,15%, diminuindo a carga bacteriana
total e alterando a flora microbiana intestinal.

Porém, faz-se necesséario uma melhor avaliacdo do nivel de inclusédo na dieta,
visto que conforme o aumento no nivel de inclusdo, menor era a resposta ao
desempenho animal. Mesmo assim, o uso do Bacillus sp. SMIA-2 apresentou

eficiéncia, sendo seu uso muito promissor na alimentacao de peixes.
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com os preceitos da Lei n2 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA, do Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia

e Tecnologia do Espirito Santo.

Finalidade: { ) Ensino (X ) Pesquisa Clentifica

Vigéndia da autorizagio: 20/07 a 14/10/2021
Espécie/linhagem/raga: Peixes (Tailandesa)

N2 de animais: 270

Peso/fldade: 3g/3 meses

Sexo: Fémeas

Origem: Biotério do setor de aquicultura - Ifes Campus de Alegre

) Vitoria (ES), 20 de julho de 2021.
@i

Sherrine Queiroz Fermo de Andrade
Coordenadora da Comissio de Etica no Use de Animais— CEUA
(portaria n® 1694, de 22 de Junho de 2016)
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