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Probidticos em dietas para tilpia do Nilo durante a reversao sexual

Probiotics in diets for Nile tilapia during the sex reversal

Daniele Menezes Albuquerque'V Nilton Garcia Marengoni'V Wilson Rogério Boscolo
Ricardo Pereira Ribeiro" Illson MahlV Milton Cézar de Moura¥

RESUMO

Objetivou-se avaliar o desempenho produtivo,
sexagem fenotipica e microbiologia intestinal de tilapia do Nilo,
linhagem GIFT, alimentadas com ragéo contendo Bacillus cereus
var. Toyoi e Bacillus subtilis C-3102, durante a fase de reverséo
sexual. Os peixes (24,7+0,50mg) foram distribuidos aleatoriamente
em 24 aquarios, num delineamento inteiramente casualizado,
composto por trés tratamentos (dois probiéticos e ausente de
probiético) e oito repeti¢des. A utilizacdo de B. cereus melhorou
os pardmetros de peso final, ganho em peso, ganho em peso médio
diario e crescimento especifico dos peixes alimentados em relagdo
a B. subtilis. Ndo houve associagdo entre a propor¢do de machos
e fémeas e a inclusdo de probidticos. As contagens de bactérias
totais e coliformes totais ndo foram influenciadas pela adic¢do de
probiéticos nas ragdes. O probiético Bacillus subtilis ndo melhora
o desempenho produtivo das tilapias do Nilo. Na decisdo entre os
dois probidticos estudados, recomenda-se o probiético contendo
Bacillus cereus C-3102 por ndo afetar negativamente a efetividade
sexual e parametros zootécnicos.

Palavras-chave: Bacillus cereus var. Toyoi, Bacillus subtilis
C-3102, desempenho produtivo, microbiologia,
sexo fenotipico, tilapicultura.

ABSTRACT

The objective was to evaluate the productive
performance, phenotypic sexing, and intestinal microbiology of
Nile tilapia, GIFT strain, fed with diets formulated with Bacillus
cereus var. Toyoi and Bacillus subtilis C-3102, during sex reversal.
Fish (24.7+0.50mg) were randomly distributed in 24 aquaria in a
completely randomized design compound for three treatments (two
probiotics and absent) and eight replications. The use of B. cereus
and improved the final weight, weight gain, average daily weight

gain and specific growth rate fed in relation to B. subtilis. There
was no association between the proportion of males and females
and inclusion of the probiotics. The counts of total bacteria and
total coliforms were not influenced by the addition of probiotics.
Bacillus subtilis did not improve the productive performance
in Nile tilapia. Bacillus subtilis did not improve the productive
performance of Nile tilapia. Among the two studied probiotics is
recommended probiotic containing Bacillus cereus C-3102 not
adversely affect the sex reversal effectiveness and performance
zootechnical.

Key words: Bacillus cereus var. Toyoi, Bacillus subtilis C-3102,
microbiology,  phenotypic  sexing,  productive
performance, tilapia culture.

INTRODUCAO

A tilapicultura € uma importante atividade
agropecuaria que gera emprego e renda e tem sido
considerada uma forte cadeia aquicola na producédo
de alimentos no Brasil.

O surgimento de doengas ocasionadas
pelo estresse durante o cultivo de alevinos pode ser
comum, ocorrendo grandes mortalidades e prejuizos
econdmicos ao produtor. A minimizacdo desses
problemas tem fomentado varias pesquisas nos
altimos anos, visando a substituir os antibidticos por
probidticos na producdo animal, especialmente em
cultivos de organismos aquaticos (NAYAK, 2010).
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A FAO/WHO (2002) define probioticos
como microorganismos Vvivos que, administrados
adequadamente, geram beneficios ao animal
hospedeiro. Como produto promotor de crescimento,
deve possuir algumas caracteristicas, tais como,
conseguir sobreviver ao trato gastrointestinal, aderir
células da parede intestinal, reduzir ou prevenir
patégenos, ndo ser patogénico ao hospedeiro, além
de sobreviver a longos periodos de estocagem e
armazenagem (SAAD, 2006). Segundo NAYAK
(2010) e CHANTHARASOPHON et al. (2011),
sdo utilizadas diversas bactérias probidticas para
piscicultura, exemplificando o género Bacillus
(Bacillus subtilis, B. licheniformis, B. cereus) e até
mesmo algumas espécies do género Aeromonas e
outros grupos de bifidobactérias.

Os Bacillus subtilis e Bacillus cereus
sdo otimos candidatos a probidticos utilizados em
organismos aquaticos. Segundo EL-HAROUN et
al. (2006), as espécies dessas bactérias podem ser
liofilizadas e, portanto, sdo capazes de sobreviver
a altas temperaturas, como, por exemplo, ap6s o
processo de peletizacdo, podem ser armazenadas em
temperatura ambiente sem qualquer efeito deletério,
resistindo ao baixo pH e podendo chegar intactos ao
intestino delgado (CUTTING, 2011).

Além disso, essas bactérias gram positivas
podem atuar na melhoria da qualidade de agua,
oxidando matéria organica e CO, particulado.
Diversas pesquisas relatam que esse género pode
aumentar o ganho em peso, além de diminuir a
incidéncia de patdgenos em organismos aquaticos
(FARZANFAR, 2006; KESARCODI-WATSON et
al., 2008).

Tendo em vista a necessidade de minimizar
o lancamento de efluentes oriundos dos cultivos de
peixes, 0s probiodticos sdo alternativas para a solucéo
desse problema, pois alguns trabalhos envolvendo
organismos aquaticos (EL-HAROUN et al., 2006;
MARENGONI et al., 2010) argumentam que estes
microorganismos podem melhorar a conversdo
alimentar, resultando assim em menor quantidade
de residuos no meio ambiente e um menor custo
ao produtor. Poucos sdo os trabalhos cientificos
que elucidam a utilizagdo de probidtico em racdes
formuladas para peixes, portanto € necessario
fomentar as pesquisas neste setor de estudo, que é um
dos elos considerados basicos na tilapicultura.

Dessa forma, este estudo teve como
objetivos avaliar o desempenho produtivo, sexo
fenotipico e microbiologia intestinal de alevinos de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), linhagem
GIFT, alimentadas com racBes formuladas sob

inclusdo dos probidticos Bacillus cereus var. Toyoi
e Bacillus subtilis C-3102 no periodo de reversao
sexual.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 1200 pds-larvas com peso
médio inicial de 24,7+0,50mg adquiridas em uma
piscicultura comercial. Os peixes foram distribuidos
aleatoriamente em 24 aquarios de 30L, num
delineamento inteiramente casualizado composto
por trés tratamentos e oito repeti¢Oes, constituido por
dois probidticos e um tratamento isento de probidtico.
Considerou-se uma unidade experimental um aquario
com volume util de 30L contendo 50 pés-larvas.

Utilizaram-se dois produtos comerciais
como promotores de crescimento, um probiético
contendo espécies da bactéria Bacillus subtilis
C-3102 e o outro Bacillus cereus var. toyoi (Tabela
1). As ragdes foram confeccionadas utilizando a
metodologia adaptada de PEZZATO et al. (2002).
Nas ragdes que continham na foérmula probidtico,
acrescentou-se 1% do produto no momento da
mistura dos ingredientes (ALBUQUERQUE, 2011).

Durante um periodo de 30 dias, o0s
animais foram revertidos sexualmente, adicionando
nas racdes experimentais o andrdgeno sintético
17-a-metiltestosterona, por volatizagdo de alcool
etilico numa concentragdo de 60mg kg*. Os peixes
foram alimentados ad libitum seis vezes ao dia e, ao
final do dia, todos os aquarios foram sifonados para
retirar possiveis residuos de fezes e ragao.

Ao final da fase de reversdo sexual, foram
analisados os dados de peso final, ganho em peso,
conversdo alimentar aparente e sobrevivéncia. A
taxa de crescimento especifico (TCE) e o fator de
condicdo de Fulton, chamado isométrico (Kn), foram
calculados conforme adaptagdes de WEATHERLEY
(1972) e VAZOLLER (1996) para calcular o grau de
higidez dos individuos e com isso refletir as condi¢des
alimentares recentes.

Semanalmente, foram monitoradas as
variaveis dos parametros fisicos e quimicos da agua
como oxigénio dissolvido e temperatura, utilizando
oximetro digital com auxilio de potencidmetros dos
modelos YSI 550A-DO (YSI Environmental, Yellow
Springs, EUA), pH HI 8314 e condutividade HI 9033
da marca Hanna Instruments®, respectivamente.

Ao final do periodo de reversdo sexual,
foram retirados aleatoriamente dez peixes de cada
unidade experimental e, sequencialmente, realizados
osexames de analises de machos e fémeas, utilizando o
método adaptado de retirada, esfregago e microscopia
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Tabela 1 - Composi¢ao percentual e quimica das ragdes experimentais para alevinos de tilapia do Nilo, cultivados durante a fase de reversdao

sexual.
Bactéria
Ingrediente
Ausente Bacillus subtilis Bacillus cereus
Farelo de soja 4491 44,25 44,25
Farinha de peixe 24,50 24,65 24,65
Farelo de milho 24,13 23,07 23,07
Probiodtico - 1,00 1,00
Premix MV®" 1,00 1,00 1,00
DL-metionina 0,21 0,21 0,21
Antioxidante 0,02 0,02 0,02
Oleo de soja 3,71 428 428
Fosfato bicalcico 2,12 2,13 2,13
Calcario calcitico - 0,01 0,01
Sal 0,30 0,30 0,30
Total 100 100 100
Nutriente (%)
Amido 15,04 16,29 16,29
Calcio 1,55 1,44 1,44
Energia digestivel (tilapia) 3296,00 3272,00 3272,00
Fibra bruta 3,22 2,96 2,96
Fosforo total 1,11 1,00 1,00
Gordura 6,565 5,92 5,92
Lisina total 2,35 2,39 2,39
Metionina total 0,87 1,05 1,05
Proteina bruta 37,53 37,24 37,24

DPremix mineral vitaminico: Composigdo por kg de produto: ferro=10,312mg; manganés=6,875mg; cobre=1,100mg; zinco=16,500mg;
iodo=137mg; cobalto=82,50mg; selénio=124,00mg; cromo=68,75mg; vit.A=1.100,000UL; vit.D3=344,000UL; vit.E=27,500mg;
vit.K=1,375mg; vit.C=41,250mg; biotina=130,50mg; colina=75,625mg; vit.B9 f6lico=825,00mg; inositol=27,500mg; niacina=13,750mg;
vit.B5=6,875mg; vit.B6=2,063mg; vit.B2=2,750mg; vit.B1=2,750mg e vit.B12=4,120mg.

das gbnadas, proposto por GUERRERO & SHELTON
(1974) e validadas por WASSERMANN & AFONSO
(2002). Foi coletado aleatoriamente um grama
de intestinos de cada unidade experimental, com
intuito de quantificar o niimero de coliformes totais
e bactérias totais, conforme metodologia descrita por
KONEMAN et al. (2001).

Os dados de desempenho produtivo
que atenderam os pressupostos de normalidade e
homogeneidade a 5% dos residuos, pelos testes
de Shapiro-Wilk e Levene, foram submetidos a
ANOVA, seguido por Tukey a 5%. Os dados de
desempenho produtivo e propor¢cdo sexual foram
submetidos ao Qui-quadrado (y?), utilizando o
software computacional livre Biostat 5.0 (AYRES et
al., 2007) e Statistica® 7.0 (Statsoft, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodoexperimental, constataram-
se, na agua de cultivo, os valores médios + desvio

padrdo de 5,86+1,58mg L* de oxigénio dissolvido,
36,70+0,19uS cm? de condutividade, 74,98+1,00%
de saturacdo de oxigénio dissolvido e 7,4+0,21 de
pH. Foram obtidos valores minimos de 6,9; 0,14uS
cm?® para pH e condutividade, respectivamente.
Esses valores estdo em conformidade para o cultivo
de tilapia-do-Nilo, segundo BOYD & TUCKER
(1998).

Verificou-se, durante o experimento, que
houve oscilacbes na temperatura: valores minimos
pela manhd de 22°C e maximo de 26°C durante a
tarde, sendo que a média foi 24,23°C. Em sistemas
de recirculagdo, EL-SAYED & KAWANNA (2008)
demonstraram que a temperatura étima de conforto
para tilapia é 28°C. Os valores de temperatura
estavam abaixo do recomendado, porém, ndo houve
diferenca dessa variavel entre os peixes alimentados
com probidticos ou ndo. A época em que se realizou o
experimento foi caracterizada como inverno na regido
do Oeste do Parana. Apesar dessas temperaturas ndo
desejaveis para a tilapia do Nilo, conforme relatam
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SIFA et al. (2002), a temperatura letal para tilapias é
varidvel de 11 e 8,4°C para a linhagem GIFT.

Entre os meses de mar¢o a abril, houve um
decréscimo significativo nos valores observados da
temperatura de cultivo, passando de 26°C para 24°C.
Até a segunda quinzena desse més, a temperatura
estabilizou-se e, ao final da fase de reversdo sexual,
a temperatura chegou ao minimo de 22°C. Uma
das premissas da utilizagdo de probitticos é que os
organismos nos quais estdo sendo administrados
esses promotores de crescimento sejam submetidos
a uma fonte de estresse fisico, quimico ou bioldgico
para haver provaveis efeitos benéficos ao hospedeiro
(LARA-FLORES et al., 2003; APUN-MOLINA et
al., 2009).

O peso final dos peixes alimentados com as
formulagdes que ndo continham nenhuma bactéria foi
superior (P<0,05) que Bacillus subtilis, entretanto,
comparando-0s com 0S peixes que receberam na
dieta a bactéria Bacillus cereus, pode-se observar que
ndo houve diferenca entre eles. Analogamente, com
o0s resultados obtidos neste trabalho, RIDHA et al.
(2012), avaliando o potencial de dois probidticos em
rela¢@o a um tratamento controle ao final de 99 dias de
cultivo, observaram que ndo houve melhoria no ganho
de peso. No entanto, ao final de 61 dias sem adicionar
probidticos na alimentacdo dos peixes, 0s autores
perceberam que a exposi¢do prolongada pode surtir
um estabelecimento da colonizagdo dos probi6ticos
e, com isso, uma melhoria nos processos digestivos
e enzimaticos que ajudam a extrair nutrientes dos
alimentos, portanto, interferindo positivamente no
desempenho produtivo.

Essesresultados servem de informago para
futuros trabalhos, em funcéo disso, deve-se, portanto,

analisar o caso por um periodo mais prolongado, com
o intuito de verificar se a colonizacdo intestinal deste
probidticos assegura um melhor crescimento.

Ao final do experimento, os peixes de
todos os tratamentos ganharam em média 0,24g,
0 que representa um crescimento especifico em
média de 8% (Tabela 2). Comparativamente com 0s
resultados obtidos por TACHIBANA et al. (2008), em
que encontraram valores superiores aos encontrados
no presente trabalho estudando a densidade de
estocagem durante a fase de reversdo sexual,
observaram que o crescimento especifico variou
entre 14 e 18%. No entanto, LARA-FLORES et al.
(2003), estudando a utilizacdo de duas bactérias e um
fungo como promotores de crescimento em tilapia
do Nilo, obtiveram o percentual maximo 6,16% no
crescimento especifico, sendo ainda inferior aos
valores obtidos neste estudo. Provavelmente, fatores
ambientais como a temperatura da dgua abaixo do
recomendado podem ter influenciado no crescimento
dos alevinos na fase de reversdo sexual durante o
inverno no Oeste do Parana.

A utilizagdo ou ndo de probidticos
em dietas para pdés-larvas de tilapia do Nilo ndo
influenciou no consumo de ragdo, conversao
alimentar e sobrevivéncia (P>0,05). A conversdo
alimentar dos peixes variou entre 1,00 e 0,93
(Tabela 2). Diferentemente do que foi reportado
por MARENGONI et al. (2010) que, estudando
0 desempenho produtivo de tilapias vermelhas
da linhagem Saint Peter, alimentadas com ragdes
contendo niveis crescentes de probioticos em cultivo
de aguas mesohalina, observaram valores superiores
variando entre 1,97 e 2,25.

Tabela 2 - Valores médios e desvio padrao dos parametros de desempenho produtivo observados no cultivo de alevinos de tilapia do Nilo,
alimentados com diferentes probidticos durante a fase de reversao sexual.

Bactéria
Parametros F; p)®
Ausente Bacillus subtilis Bacillus cereus

Peso final (g) 0,28%+0,01 0,23°£0,00 0,28 +0,01 7,64; 0,00321
Ganho de peso (g) 0,26°+0,01 0,21°+£0,00 0,26 +0,01 7,64; 0,00321
CE (% dia™)® 8,10° 0,13 7,50° 0,07 8,09" +0,14 8,39; 0,00210
Biomassa final (g) 11,00%+0,78 9,75"+0,37 11,10°+0,52 1,67;0,21260
Consumo de ragdo (g) 9,28%+0,73 8,51°+0,74 9,05%+0,67 0,31; 0,73835
Conversdo alimentar 1,00°+0,11 1,00°+0,08 0,93%+0,08 0,18; 0,83354
Sobrevivéncia (%) 88'+0,02 91%+0,02 89°+0,01 1,08; 0,35947

(CE: Crescimento especifico; ?F: Variavel do teste, P: valores criticos.
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As porcentagens verificadas para machos
nas dietas ausentes, B. subtilis e B. cereus, foram
de 84,47; 90,00 e 87,63%, respectivamente. Na
proporcdo sexual entre machos e fémeas, houve
diferencas altamente significativas (P<0,01) em cada
um dos tratamentos (¥?=47,57; P<0,0001; para dieta
ausente de probidticos; ¥*=62,41; P<0,0001; para
dieta contendo Bacillus subtilis; y?=53,44; P<0,0001;
para dieta contendo Bacillus cereus).

Observou-se que ndo houve associacdo
entre a propor¢do sexual entre machos e fémeas e
adicdo de qualquer probidtico (y*=1,42; P=0,4926).
Esses resultados assemelham-se aqueles observados
por MARENGONI et al. (2010), nos quais, avaliando
a proporcao sexual de alevinos de tilapia vermelha,
linhagem Saint Peter, os autores verificaram que fatores
biéticos e abidticos nao afetaram na proporcéo sexual.

Os efeitos da excelente proporcdo sexual
esperada, acima de 95% de monossexo de machos
(WASSERMANN & AFONSO, 2002), atribuem-
se a adicdo do hormbnio andrégeno sintético
masculinizante 17-a-metiltestosterona,  porém,
observou-se aproximadamente 87,33% de machos
apos a reversdo sexual. Segundo DESPREZ et al.
(2003), tilapias sdo caracterizadas por uma maturidade
sexual precoce e uma alta eficiéncia reprodutiva, o
que significa que, mesmo controlando a reversido
sexual com uso de hormdnios, a minima porcentagem
de fracasso na reversdo resulta em superpopulagéo
em cultivos comerciais (POPMA & GREEN, 1990;
BORGES et al., 2005).

As contagens de bactérias totais e
coliformes totais nao foram influenciadas (P>0,05)
pela adicdo de probidticos nas ragGes para alevinos de
tilapia do Nilo ao final da reversao sexual (Tabela 3).

JATOBA et al. (2008), estudando
potenciais probioticos em tilapia do Nilo, observaram

Tabela 3 - Valores médios e desvio padrio de bactérias totais e
coliformes dos intestinos de alevinos de tilapia do
Nilo, alimentadas com diferentes probioticos durante a
reversao sexual.

Coliformes totais
(UFCx10°g™)

Bactérias totais
(UFCx10°g™)

Dietas
(DF=2,4783; F=1,5380;
P=0,09607 P=0,22666
Ausente 4,773°+0,149 3,437%£0,037
Bacillus subtilis 4,532+0,205 2,839+0,029

Bacillus cereus 4,460°+0,130 2,876+0,060

MF: Variavel do teste, P: valores criticos.

valores superiores de bactérias totais que variaram
entre 7,68 para o tratamento sem adicdo e 8,06 para 0s
peixes que foram submetidos a adicédo de probidtico,
diferentemente dos encontrados no presente trabalho,
0s quais variaram entre 4.46 e 4,77log UFC mL7,
respectivamente, para Bacillus cereus e o controle.

Provavelmente, o tempo de utilizagdo
de probidticos tenha influenciado na contagem de
bactérias totais durante o cultivo, o que, segundo
relata APUN-MOLINA et al. (2009), é um dos
fatores que influencia na coloniza¢do intestinal.
Além disso, os probioticos utilizados in vivo foram
isolados do intestino da mesma populacdo de peixes
em que seriam submetidos posteriormente ao um
desafio, diferentemente do que foi realizado neste
estudo. Além disso, conjuntamente a esta hipotese,
estes valores podem ter sido diferentes devido ao
mecanismo de inibicdo por exclusdo competitiva
por nutrientes, espago ou especificidade da relagéo
probiético-hospedeiro, conforme relata GOMEZ-GIL
et al. (2000).

CONCLUSAO

O probidtico Bacillus subtilis ndo melhora
o desempenho produtivo das tilapias do Nilo. Entre
os dois probioticos estudados, recomenda-se o
probidtico contendo Bacillus cereus C-3102, por ndo
afetar negativamente a efetividade da reverséo sexual
e obter um melhor desempenho produtivo.

COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA
Protocolo 80/09.
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