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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar o desempenho zootécnico de tilapia-do-
Nilo, na fase de inversao sexual, com a utilizacdo do probidtico Bacillus subtilis
na dieta e confirmar a presenca deste probidtico no intestino. Foram utilizadas
1 350 pés-larvas estocadas em 18 aquarios retangulares, com 15L de dgua na
densidade de 5 peixes.L”', com peso médio inicial de 16,0, DP=5,2mg e
comprimento total de M=9,6, DP=9,1mm. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com trés tratamentos (controle, 5 e 10g.kg™ racao) e
seis repeti¢des, sendo o periodo experimental de trinta dias. Seis animais por
tratamento foram encaminhados para analise microbioldgica, eutanasiados e
descontaminados externamente com alcool 70%. Os intestinos foram retirados e

! Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios, Instituto de Pesca. Av. Francisco Matarazzo, 455, 05001-900, Sao Paulo, SP, Brasil.
Correspondéncia para/Correspondence to: L. TACHIBANA. E-mail: <leotachibana@apta.sp.gov.brs.

2 Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho, Centro de Aquicultura. Jaboticabal, SP. Brasil.

3 Secretaria de Agricultura e Abastecimento, Ageéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios. Registre, SP, Brasil.

Bioikos, Campinas, 25(1):25-31, jan./jun., 2011



26

L. Tachibana et al.

Probidtico em Tilapia-do-Nilo

macerados em tubos de ensaio esterilizados, feitas diluicdes seriadas até 107 e,
semeadas em placas contendo meic Tryptic Soy Agar. Os parametros de desempenho
zootécnico nao foram afetados pela inclusao do probidtico na dieta. Nos peixes do
tratamento controle, ndo se detectou o crescimento de B. subtilis, demonstrando
que nao houve contaminacdo dos aquarios e da racdo do tratamento controle. Nos
tratamentos com racdo contendo 5g e 10g de probiético.kg”, foram recuperados
1,15x10% e 4,74x10% Unidades Formadoras de Col6nias, respectivamente. As
contagens de B. subtilis foram crescentes em relacdo aos niveis de inclusao do
probidtico na ragao.

Palavras-chave: Microbiologia. Oreochromis niloticus. Piscicultura. Probidtico.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the zootechnical performance of Nile tilapia fed
with probiotic Bacillus subtilis during the sex reversal phase and confirm the
presence of this probiotic in the intestine. A total of 1,350 fish, M=16.0, SD=5.2mg
mean weight and M=9.6, SD=9.1mm mean length, were stocked in 18 rectangular
aquariums (15L) at a stocking density of 5 fish.L"". The experimental definition
was completely random with three treatments (control, 5g and 10g of probiotic
per kg of feed) and six replications, during 30 days of experiments. Six animals
per treatment were used for microbiological analysis, euthanized and
decontaminated externally with alcohol (70%). The intestines were removed and
steeped in sterilized test tubes, serially diluted to 107 and spread on to plates
with "Tryptic Soy Agar". Zootechnical parameters were not affected by the inclusion
of probiotic in the diet. Fish treated in the control group did not demonstrate B.
subtilis growth on intestine culture plates, indicating no contamination of the
aquarium or control group feed. In treatments with 5g and 10g of probictic per
kg, 1.15x10% and 4.74x10° CFU (Colony Forming Unit) were recovered respectively.
The B. subtilis count grew in keeping with the levels of probiotic included in the
diet.
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INTRODUCAO

A aquicultura vem se impondo como atividade
pecudria, embora ainda seja considerada por muitos
como um apéndice do setor pesqueiro (Scorvo-Filho,
2006).

Nos Gltimos anos, tem-se intensificado o
numero de pesquisas voltadas ao desenvolvimento
de alimentos funcionais e de substancias quimicas
gue promovam o aumento da eficiéncia alimentar e
da taxa de crescimento dos peixes (Oliveira et al.,
2002), aumento da resisténcia do animal as doencas
infecciosas (Barbosa et al., 2005) e a reducdo do
uso de antibioticos como promotor de crescimento
(Kesarcodi-Watson et al., 2008).

Dentre os alimentos funcionais, ou seja,
alimentos que fornecem a nutricdo basica e a

melhora da saude de peixes, encontram-se 0sS
probioticos, que sao suplementos alimentares
compostos de micro-organismos vivos que beneficiam
a salde do hospedeiro, pelo equilibrio da microbiota
intestinal (Fuller, 1989). Em sua maioria, séo produtos
preparados com Lactobaccillus acidophillus,
Streptococcus faecium, Bacillus subtilis, e em alguns
casos, leveduras (Verschuere et al., 2000; Wang et
al., 2008). A definicao de probidticos para
organismos aquaticos necessitou da incluséo dos
beneficios causados pelos organismos que interagem
com o ambiente. Verschuere et al. (2000, p.657)
propuseram a definicdo de que probidticos sao:
" organismos vivos adjuntos que tem efeito benéfico
sobre o hospedeiros, pela modificacdo do hospedeiro
associado ou comunidade microbial do ambiente,
assegurando o aumento do uso alimentar ou valor
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nutricional, aumentando a resposta do hospedeiro
sobre a doenca, ou pelo aumento da gualidade do
ambiente”, prevendo também a interagao do animal
com o seu ambiente e ampliando a aplicabilidade
do conceito na aquicultura.

O mecanismo de acao dos prohidticos pode
ocorrer pela exclusao competitiva (Ozawa et al.,
1978; Vine et al., 2004), pela competicao por locais
de adesao no aparelho digestorio (Watkins & Miller,
1983; Yan et al., 2002), por estimulo da imunidade
(Incoka et al., 1986; Son et al., 2009), por maior
produgao de acido latico (Fuller, 1977), pela
diminuicao da producao de aminas tédxicas, pelo
aumento da disponibilidade de aminoacidos nos
locais de absorcao (Kozasa, 1989), por economia de
energia e por aumento da disponibilidade de
vitaminas e enzimas (Fuller, 1989). A digestdo dos
alimentos pode ser afetada devido ao funcionamento
ideal das células das vilosidades intestinais, que
absorvem os nutrientes com maior eficiéncia quando
bactérias benéficas estdo presentes, como
demonstrado para frangos de corte (Silva, 2008) e
peixes (Hisano et al., 2006). Existe, também, a
possibilidade das bactérias aerdbicas associadas ao
trato gastro intestinal de peixes produzirem enzimas
digestivas que facilitam a digestdo do alimento
(Bairagi et al., 2002).

O uso convencional de drogas desinfetantes
e antimicrobianos tem limitado o sucesso na
prevencdo e cura de doencas de organismos
aquaticos (Subasinghe, 1997). No entanto, os testes
com probi6tico na aquicultura vém apresentando
resultados promissores na criacao de larvas e pos-
-larvas e formas jovens de peixes, moluscos e
crustaceos e ras (Planas & Cunha; 1999; Verschuere
etal., 2000; Dias et al., 2008; Kesarcodi-Watson et
al., 2008). Sendo que os géneros dos probidticos mais
utilizados com sucesso na piscicultura em agua doce
sao as bactérias Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus,
Enterococcus e as leveduras Saccharomyces
(Verschuere et al., 2000; Lara-Flores et al., 2003;
Meurer et al., 2006; Aly et al., 2008; Meurer et al.,
2008; Wang et al., 2008).

Em relacao aos probioticos testados em tilapia-
-do-Nilo foram realizados alguns trabalhos. Lara-Flores
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et al. (2003) avaliaram o efeito da inclusdo de 0,1%
da mistura de Streptococcus faecium e Lactobacillus
acidophilus e, outra dieta contendo 0,1% de
Saccharomyces cerevisae e observaram que 0s peixes
que receberam a mistura de bactérias obtiveram uma
taxa de crescimento especifico maior em relagao ao
grupo controle e, o grupo que recebeu a levedura
teve crescimento e sobrevivéncia superior ao grupo
controle, demonstrando que estes probiéticos podem
ser utilizados como promotores de crescimento na
criacdo de tilapia.

Wang et al. (2008) avaliaram o efeito de
Enteroccus faecium aplicado na agua dos aquarios,
e observaram maior crescimento em peso e maior
atividade imunolégica da mieloperoxidase, burst
respiratério e fagocitos sanguineos no grupo que
recebeu a bactéria.

B. subtilis tem sido testado em peixes como
bactéria probidtica e demonstrou capacidade
inibitéria in vitro do crescimento de Aeromonas
hydrophila e, na alimentacao da tilépia-do-Nilo, foi
eficaz como promotor de crescimento, além de
aumentar a imunidade (Aly et al., 2008).

Ainda utilizando B. subtilis, El-Haroun et al.
(2006) observaram aumento nos parametros de
desempenho no ganho em peso, conversdo alimentar
e crescimento especifico das tilapias-do-Nilo
alimentadas com o probiotico comercial"’Biogen®
composto por esta bactéria, alicina e enzimas
hidroliticas.

Este trabalho objetivou avaliar o desem-
penho zootécnico da tilapia-do-Nilo, na fase de
inversao sexual, com a utilizacdo do probidtico
Bacillus subtilis, na forma do produto comercial,
incluido na dieta e confirmar a presenca desse
probidtico no intestino.

MATERIAL E METOD OS

O experimento foi conduzido na Agéncia
Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios (APTA) Pélo
Regional de Desenvolvimento Sustentavel dos
Agronegocios do Vale do Ribeira/Setor de Piscicultura,
municipio de Pariguera-Acu (SP).
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Em marco de 2008 foi realizada uma coleta
de Pés-Larvas (PL) de tilapia-do-Nilo, selecionadas
em malha de abertura de 3mm para obtencao de
peixes menores que 13mm de comprimento total.
As PL foram estocadas em 18 aquérios retangulares
(27,0 x 35,0 x 27,0cm) de polietileno, com 15L. O
sistema de filtragem individual da 4gua foi composto
por bomba de 4gua submersa de 250 L.h' conectada
ao filtro de espuma cilindrica. As PL foram estocadas
nos aquarios na densidade de 5 PL.L", totalizando
1 350 peixes, com peso médio inicial de 16,0, Desvio-
-Padrdo (DP)=5,2mg e comprimento total de Média
(M)=9,6, DP=9, 1mm. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado com trés tratamentos
(niveis de probidticos) e seis repeticbes, sendo o
periodo experimental de trinta dias.

O probiético utilizado foi o CALSPORIN® que
continha 10° UFC (Unidades Formadoras de Calonias)
de Bacillus subtilis por grama do produto. Os
tratamentos foram compostos por controle (sem
adicao de probiético), 5 e 10g do produto comercial
por quilograma de racdo. A racao utilizada foi a
comercial farelada, com 48% de proteina bruta,
fornecida cinco vezes ao dia, ad libitum, nos horarios
de8, 11,13, 15e 17 horas. O probiético foi pesado
em balanca analitica e misturado (homogeneizado)
na racdo. A adicdo do horménio masculinizante na
dieta foi realizada de acordo com Guerrero (1982)
utilizando-se 60mg de 17a-metiltestosterona.kg™ de
racao.

As biometrias foram realizadas no inicio e apos
trinta dias, medindo-se o comprimento total
(paquimetro) de 15 peixes por parcela e peso de
todos os peixes (balanca analitica com precisao de
0,001g). Foram observadas as taxas de sobrevivéncia
(%) contando-se os peixes de cada aquario.

Posteriormente, seis animais por tratamento
foram encaminhados para analise microbioldgica.
Estes animais foram eutanasiados com benzocaina
(10 mg.L") e descontaminados externamente com
alcool 70%, por imersdo em recipiente de vidro
durante cinco minutos. Os intestinos foram retirados,
pesados e macerados em tubos de ensaio
previamente esterilizados, feitas diluices seriadas
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até 102 e, semeadas em placas contendo meio
Tryptic Soy Agar (TSA), em duplicata (Irianto &
Austin, 2002). As placas foram incubadas em estufas
a 30°C por 48h, para posterior contagem das colonias.
As coldnias de B. subtilis observadas foram expressas
em unidades formadoras de coldnias (UFC) por
grama de intestino.

Para confirmar a eficiéncia da inversao sexual,
trinta peixes de cada tratamento foram mantidos
mais trinta dias ap6s o periodo de inversao sexual,
até atingirem 4,0cm de comprimento total,
possibilitando as andlises das gdnadas pelo método
Aceto-Carmin Squash (Guerrero & Shelton, 1974).

Os parametros avaliados foram: biomassa
final, fator de condicao de Fulton (Le Cren, 1951),
taxa de crescimento especifico [(In peso no tempo 1
- in peso no tempo 0) tempo], sobrevivéncia, UFC
do trato gastrointestinal e taxa de eficiéncia de
inversao sexual.

Os parametros de &gua avaliados,
semanalmente, foram oxigénio dissolvido (oximetro
digital YSI-55 - mg de O,.L"), pH (phmetro digital -
HANNA), alcalinidade total e dureza (segundo
Golterman et al., 1978), aménia total (kit Labcon™
test - mg de NH,.L"") e temperatura maxima e
minima diaria (termometro de mercurio - 1°C).

Os dados foram submetidos a analise de
variancia de um fator (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Os dados
em porcentagem de inversao sexual foram analisados
pelo teste de Qui-quadrado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros de qualidade de agua nao
apresentaram diferencas significativas (p>0,05) entre
0s aquarios, permanecendo dentro do ideal segundo
Popma & Green (1990). As médias gerais foram:
oxigénio dissolvido M=5,34, DP=0,22mg.L"; pH:
M=8,15, DP=0,21; alcalinidade M=111,56,
DP=13,58mg CaCO,.L""; ambnia abaixo de 0,25mg.L"
e temperatura M=29,28, DP=0,94°C.
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As analises estatisticas nao demonstraram
diferencas (p>0,05) entre os tratamentos nos
parametros de desempenho avaliados que estdo
demonstrados na Tabela 1. Assim como Aly et al.
(2008) trabalhando com jovens de tilapia-do-Nilo ndo
observaram diferencas no crescimento em peso entre
0s peixes alimentados com e sem o probiotico Bacillus
pumilus. No entanto, estes autores detectaram
aumento no nivel de protecdo relativa dos peixes
alimentados com o probidtico, medida pela infeccao
dos peixes com a bactéria patdogena Aeromonas
hydrophyla, correlacionando a taxa de mortalidade
dos peixes alimentados e nao alimentados com
probidtico. Portanto, alguns probidticos sob determi-
nadas condicdes nao tem efeito sobre o crescimento
dos peixes, tanto em peso como comprimento total
e necessitam de algum estimulo estressor para
demonstrar os efeitos benéficos sobre a capacidade
de resposta, principalmente, imunologica.

A sobrevivéncia nao foi afetada pela utilizacdo
do probiotico, no entanto, Lara-Flores et al. (2003)
observaram que peixes em altas densidades de
estocagem (fator estressante), alimentados com
probidticos, apresentaram maior sobrevivéncia em
relacao ao grupo controle. A melhora nas condicoes
de sadde do peixe alimentado com probidticos se
deve principalmente a diminuicdo de bactérias
nocivas por exclusao competitiva e consequen-
temente, reducdo da descamacao do epitélio da
mucosa intestinal (Ozawa et al., 1978) acarretando
maior gasto de nutrientes. Além da parede celular
das bactérias e leveduras atuarem como imuno-
estimulante (Aly et al., 2008).
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Ataxa de inversao sexual ndo foi afetada pela
inclusdo do probidtico na dieta, assim como Meurer
et al. (2006), ndo observaram alteracdes na taxa de
inversdao sexual quando alimentou poés-larvas de
tilapia-do-Nilo com Saccharomyces cerevisae,
portanto, possivelmente, o probidtico nao interfira
na fisiologia hormonal dos peixes.

Nos peixes do tratamento controle, ndo se
detectou o crescimento de Bacillus subtilis nas placas,
demonstrando que ndo houve contaminagao dos
aquarios e da racao do tratamento controle e, que a
bactéria nao estava presente no sistema. Nos
tratamentos com ragao contendo 5g e 10g de
probiotico.kg™, foram recuperados M=1,06x108,
DP=5,93x10° e M=3,90x107, DP=1,80x10’ UFC.g"
de intestino. '

Estes dados mostram que a racao contendo
probidtico foi ingerida pelas tilapias e existe a
possibilidade de recuperagao destas bactérias no
intestino. Os valores de UFC.g™" observados foi maior
nos peixes que receberam 10g do probidtico. Meurer
et al. (2006; 2007; 2008) também observaram a
colonizacdo da levedura S. cerevisae no intestino,
quando se alimentou pés-larvas e formas jovens de
tildpia-do-Nilo. A recuperacao das bactérias
probidticas é importante para certificar-se do consumo
destas e se continuam vidveis no intestino dos peixes
para agirem como probiético. Entretanto, a adeséo
e a colonizacao do trato gastro-intestinal ndo pode
ser confirmada com esta andlise, somente com o
auxilio da microscopia eletrénica de varredura (Ringo
et al., 2003).

Tabela 1. Médias pos-larvas de tilapia-do-Nilo alimentadas com diferentes niveis de probidtico (CALSPORIN®), durante a fase de inversdo sexual.

Pariquera-Acu (SP), 2008*.

Trat. (g kg™) Pl (mg) PF (mg) CTI (cm) CTF (cm) Sobrev (%) TCE (%) FC BF (g)
M 16,00 307,75 0,96 2,80 67,33 9,70 1,46 15,31

0 DP 5,62 95,44 0,09 0,19 16,14 0,92 0,66 5,76
M 16,00 327,03 0,96 2,98 60,00 9,92 1,38 13,62

5 DP 5,63 100,68 0,10 0,23 16,87 0,92 0,90 0,89
M 16,00 278,56 0,86 2,79 67,77 9,46 1,29 13,70

10. DP 5,64 50,08 0,11 0,12 12,54 0,64 0,30 0,79

* Nao foram observadas diferencas estatisticas (p>0,05) dos dados pela analise de variancia.

Pl: peso inicial; PF: peso final; CTl: comprimento total inicial; CTF: comprimento total final; Sobrev: sobrevivéncia; TCE: taxa de crescimento
especifico; FC: fator de condicao; BF: biomassa final; DP: desvio-padrao; M: média.
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CONCLUSAO

O probidtico contendo o Bacillus subtilis,
incluido na alimentacdo ndo provocou diferengas no
desempenho zootécnico das pos-larvas de tilapia-
do-Nilo.

E possivel a deteccdo de Bacillus subtilis viaveis
em intestinos da tilapia-do-Nilo alimentadas com
dietas contendo estas bactérias como produto
probidtico.

As contagens de Bacillus subtilis no intestino
foram crescentes em relacao aos niveis de incluséo
de probictico na racao.
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