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RESUMO

SOUZA, Joana D’Arc Silveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2021.
Fontes de carbono na producgao de juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus) em sistema de bioflocos. Orientador: Laércio dos Anjos Benjamin.
Coorientadores: Edgar de Alencar Teixeira e Galileu Crovatto Veras.

A tecnologia de bioflocos (BFT) € um sistema de producéo intensiva com baixa
renovagdo de agua; contudo, o acumulo de compostos nitrogenados e matéria
organica pode vir a ser problematico se esse nao for tratado com eficiéncia. Uma
das técnicas de tratamento destes compostos € a inclusdo de fontes de carboidrato
organico no sistema. Portanto, com o presente estudo objetivou-se avaliar a
influéncia do uso de fontes de carbono no sistema de bioflocos sobre os parametros
de qualidade da agua, e de desempenho e homeostase de juvenis de tilapias do
Nilo. Foram testadas quatro diferentes fontes de carbono (bagaco de cana, milho,
milho desintegrado com palha e sabugo e polpa citrica) em comparagao ao agucar,
que foi utilizado como fonte padrao controle. Os tanques foram preparados utilizando
30% de bioflocos ja maturados e 70% de agua clara. Um total de 400 juvenis de
tilapias do Nilo (45,4 + 3,66 g) foram distribuidos aleatoriamente em 20 tanques
experimentais de 160 L de volume util em uma densidade de 20 peixes por tanque,
sendo quatro repeticdes por fonte de carbono. Foram analisados os parametros
fisico-quimicos e compostos nitrogenados da agua. Quando a aménia ultrapassava
o nivel de 1 mg.L™, as fontes de carbono eram adicionadas na propor¢do de 6:1
(C:N). Ao final do periodo experimental foi realizada a avaliagdao bromatolégica das
fontes carbonaceas, dos bioflocos e dos filés de tilapia, do tamanho dos flocos
formados e do desempenho produtivo dos peixes. Também foram realizadas
andlises do eritrograma, do leucograma, do trombograma e da bioquimica
plasmatica do sangue, além da histomorfometria de branquias. As fontes de
carbonos testadas nao influenciaram a qualidade da agua do BFT de forma a
prejudicar os peixes, ndo sendo observadas diferengas (p>0,05) para as variaveis
temperatura (medianas de 25,9 a 27,4°C) e alcalinidade (minimo 5,00 e maximo
215,00 mg.L™" CaCOs3). O oxigénio dissolvido (4,05 a 5,63 mg.L™"), pH (5,7 a5.9) e a
salinidade (2,29 a 2,45 g.L™") apresentaram diferencas (p<0,05) durante o periodo

experimental. Nao houve diferengas entre os parametros zootécnicos. Quanto a



composicao final dos bioflocos ndo houve diferencas entre os tratamentos. O
tamanho dos flocos mostrou diferenca entre as areas dos flocos menores que 1.000
pm?, mas este fator ndo resultou em alteragdo no desempenho dos peixes. Na
avaliacdo sanguinea, houve diferengca na concentracdo de hemoglobina e,
consequentemente, na concentragdo de hemoglobina corpuscular média, bem como
na quantificacdo dos trombadcitos. Os peixes mantidos nos bioflocos com fontes de
MI, MDPS e PC apresentaram maiores taxas de Hb em relagao as tilapias mantidas
em bioflocos com a fonte de carbono de AC. A concentracdo de hemoglobina dos
peixes submetidos aos bioflocos em que foi utilizado o MI como fonte de carbono foi
maior em relagdo ao controle (AC), e similar aos tratamentos com fontes de BC,
MDPS e PC. Os trombdcitos do tratamento MDPS apresentaram valores bem acima
dos demais tratamentos. Dentro dos parametros bioquimicos sanguineos, houve
alteracédo significativa do ALT. Para os tratamentos AC, PC, Ml e MDPS, os valores
de ALT foram menores em relacédo a fonte BC, sendo que esta nio diferiu do Ml e
MDPS. A morfometria branquial apresentou diferencas entre os tratamentos. A
espessura da lamela, o diametro de vaso e a celularidade da lamela primaria das
branquias de Oreochromis niloticus do presente experimento mostraram valores
menores (p<0,05) na fonte BC em geral, seguida pelo AC. As diferengas
encontradas neste estudo ndo demonstraram impacto na qualidade da agua e
desempenho de tilapias juvenis produzidas em sistema de BFT com diferentes

fontes de carbono.

Palavras-chave: Compostos nitrogenados. Hematologia. Morfometria de branquias.

Sustentabilidade. Tilapicultura.



ABSTRACT

SOUZA, Joana D"Arc Silveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2021.
Carbon sources in the production of juveniles Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) in a biofloc system. Adviser: Laércio dos Anjos Benjamin. Co-advisers:
Edgar de Alencar Teixeira and Galileu Crovatto Veras.

The biofloc technology (BFT) is an intensive production system with low water
renovation; however, the nitrogenous compounds and organic matter accumulation
can be a problem if not efficiently treated. One of the treatment techniques for these
compounds is the inclusion of organic carbohydrate sources in the system.
Therefore, this study aimed to evaluate the influence of carbon sources use of in the
biofloc system on the parameters of water quality, performance and homeostasis of
Nile tilapia juveniles. Four different carbon sources such as sugarcane bagasse,
corn, disintegrated corn with straw and cob and citrus pulp were used in comparison
to sugar (which was used as a standard control source). The tanks were prepared
using 30% matured bioflocs and 70% clear water. A total of 400 juveniles of Nile
tilapia (45.4 + 3.66 g) were randomly distributed in 20 experimental tanks of 160 L
useful volume at a density of 20 fish per tank, with four replicates per carbon source.
The physicochemical parameters and nitrogen compounds of the water were
analyzed. When ammonia exceeded the level of 1 mg.L-1, carbon sources were
added at a ratio of 6:1 (C:N). At the end of the experimental period, were carried out
the chemical evaluation of the carbonaceous sources, bioflocs, tilapia fillets, as well
as the size of the formed flocs and the productive performance of the fish. Analyzes
of the erythrogram, leukogram, thrombogram, blood plasma biochemistry and the
histomorphometry of gills were also performed. The carbon sources tested did not
influence the water quality of the BFT in such a way as to harm the fish. No
differences were observed (p>0.05) in the variables temperature (medians from 25.9
to 27.4°C) and alkalinity (minimum 5.00 and maximum 215.00 mg.L‘1 CaCoOs3).
Dissolved oxygen (4.05 to 5.63 mg.L™"), pH (5.7 to 5.9) and salinity (2.29 to 2.45 g.L
") showed differences (p<0.05) during the trial period. There were no differences
between the zootechnical parameters. As for the final composition of the bioflocs,
there were no differences between treatments. The size of the flocs showed a

difference between the areas of the flocs smaller than 1,000 ym?, but this factor did



not result in any change in fish performance. In the blood evaluation, there was a
difference in the hemoglobin concentration and, consequently, in the mean
corpuscular hemoglobin concentration, as well as in the quantification of
thrombocytes. Fish kept in bioflocs with MI, MDPS and PC sources had higher Hb
rates compared to tilapia kept in bioflocs with AC carbon source. The hemoglobin
concentration of fish subjected to bioflocs in which Ml was used as a carbon source
was higher compared to the control (AC), and similar to treatments with BC, MDPS
and PC sources. The thrombocytes from the MDPS treatment presented higher
values than other treatments. Within the blood biochemical parameters, there was a
significant change in ALT. For AC, PC, Ml and MDPS treatments, ALT values were
lower compared to BC source, which did not differ from MI and MDPS. The gill
morphometry showed differences between treatments. The lamella thickness, the
vessel diameter and the primary lamella cellularity of the gills of Oreochromis
niloticus in the present experiment showed lower values (p<0.05) in BC source in
general, followed by AC. The differences found in this study did not indicate impact
on the water quality and performance of juvenile tilapia produced in a BFT system

with different carbon sources.

Keywords: Nitrogenous compounds. Breeding system. Tilapiculture. Hematology.

Gill morphometry.
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INTRODUGAO GERAL

Em tempos modernos, a nutrigdo humana vem apresentando grande
vulnerabilidade em termos de baixa qualidade dos alimentos ou a falta deles. Além
da desnutricdo, a obesidade e o sobrepeso continuam aumentando em todo o
mundo. Considerando a fome um problema econémico e mundial, e os ODS
(Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel) criados pela ONU, que tém como meta
acabar com as diversas formas de fome no mundo até 2030, bem como alcancgar a
seguranga alimentar, a melhoria da nutrigdo e a promogédo da agricultura (FAO,
2019a), a producdo sustentavel da aquicultura é uma opgdo que atende a estas
demandas.

Mais de 200 milhdes de criangas e mais de dois bilhdes de adultos pelo
mundo podem ser afetados com a “carga tripla de desnutrigdo”, que esta relacionada
a desnutricao, sobrepeso ou obesidade e deficiéncia de micronutrientes, o que pode
custar a sociedade US$ 3,5 trilhdes anuais (FAO, 2019b; GNR, 2018). O consumo
de carne de peixe pelos aspectos nutricionais intrinsecos dessa carne pode
contribuir para a diminuigdo desses agravos.

Nado obstante, a pesca e a aquicultura foram duramente atingidas pela
pandemia do COVID-19 em 2020, e ainda podem sofrer mais entraves por possiveis
novos bloqueios ou lockdown. Embora o alimento ndo seja um transmissor da
COVID-19, houve queda no consumo de peixe fresco pois as pessoas passaram a
comprar produtos embalados e congelados por serem de facil armazenamento e
estocagem. Outro fato importante que proporcionou a queda na demanda de peixes
frescos foi o fechamento de hotéis e restaurantes (FAO, 2021), bem como o
fechamento do setor turistico.

A aquicultura é um setor com grande perspectiva de crescimento no pais e no
mundo, e a difusdo de informagdes confiaveis sobre o assunto € uma questao
fundamental para uma gestdo responsavel da cadeia produtiva. De acordo com
Minaz e Kubilay (2021) com o aumento da populagéo global e com as mudangas
climaticas, € de grande importancia que a aquicultura mundial tenha uma projegao
futura para utilizagdo minima de fontes naturais de agua, como o sistema de criagao

em bioflocos.
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1.1. Tilapicultura

De origem da Africa e Oriente Médio, a tilapia estd amplamente distribuida em
85 paises, sendo a terceira espécie mais cultivada no mundo (Fessehaye, 2006). A
tilapia nilética (Oreochromis niloticus) € um teledsteo da familia Cichlidae (Nelson et
al., 2016), possui habito onivoro e facilidade de adaptagdo para condi¢gdes adversas,
alta viabilidade das larvas, maturidade sexual precoce e tolerancia a alta densidade
(Alvarenga, 2008).

A tilapia é uma espécie que tem boa aceitagdo no mercado, seja pelo sabor
da carne, facilidade de manejo, alta rusticidade, grande capacidade de adaptacao,
elevada resisténcia a doencas e alta prolificidade, além de ser espécie que é
produzida durante todo o ano (SEBRAE, 2016).

Para se conhecer melhor o desenvolvimento da cadeia produtiva da tilapia no
Brasil, entre os anos de 2005 e 2015 houve um crescimento em 223% devido a
modernizacgao e intensificacdo da produgdo em tanques-rede e viveiros escavados.
Em 2005, a tilapicultura superou a produgdo de 67 mil toneladas e, em 2015, a
producdo foi de mais de 219 mil toneladas (IBGE, 2015). No ano de 2018, a
producdo de peixes no pais atingiu mais de 722 mil toneladas, sendo a tilapia um
dos carros-chefe da aquicultura, com mais de 400 mil toneladas, o que equivale a
um aumento de 11,9% em relacdo a 2017. Essa producgédo representa 55% da
producgao total de peixes de cultivo, mantendo o Brasil na quarta posicdo entre os
maiores produtores do mundo, sendo superado pela China, Indonésia e Egito
(PEIXE BR, 2019).

Devido a pouca disponibilidade de agua de boa qualidade e na busca de
novas tecnologias sustentaveis para criagcdo de peixes, o sistema de criacdo de
tilapias em bioflocos com baixa troca de agua tem sido estudado (Alvarenga et al.,
2018; Ebeling et al., 2006; Ekasari et al., 2015; Emerenciano et al., 2013; Manduca
et al., 2020; Silva, 2016; Silva et al., 2017), seja avaliando a biomassa microbiana, a
densidade de animais, os parametros de qualidade da agua, a nutricdo de tilapias ou
camardes, a composicao dos bioflocos ou o padrao de crescimento dos peixes em
condicbes adversas. No entanto, ha um consenso que muitas pesquisas ainda se

fazem necessarias para efetivagao do sistema.
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1.2. Tecnologia de bioflocos

A tecnologia de bioflocos (Biofloc Technology System - BFT) se vale da
producao induzida de micro-organismos heterotréficos por meio do fornecimento de
fontes de carbono. Os flocos (Figura 1) formam um aglomerado heterogéneo de
micro-organismos, particulas coloidais, polimeros orgéanicos, cations e células
mortas (Jorand et al., 1995), que sdo mantidos em suspensao pela constante
aeracao do tanque. Estes flocos sao irregulares, de diversos tamanhos e possuem
alta porosidade (Chu e Lee, 2004). Neste sistema encontram-se tanto bactérias

autotréficas quanto heterotroficas.

Figura 1 — Estrutura do floco em sistema BFT conservado em formol a 2%, apresentando varia¢des
em densidade e no tamanho das particulas. Sem coloragdo. Objetiva: 20x. Fotos: Joana D’Arc
Silveira Souza, DVT-UFV, Vigcosa (2021).

De acordo com Avnimelech (2009) a comunidade autotrofica € composta,
principalmente, por quimioautotréficos, que obtém sua energia pela oxidagao de
compostos quimicos, e fotoautotréficos, que produzem energia utilizando a luz solar,
CO, e agua. Neste ultimo caso, a luz solar é capturada pela clorofila e outros
pigmentos e sao utilizados para redugdo do CO, em agucares simples (processo de
fotossintese).

As bactérias autotroficas sdo as que participam do processo de nitrificagcao
que ocorre em dois passos. No primeiro, a amoénia é biologicamente oxidada em
nitrito (nitritagéo) e, em seguida, para nitrato (nitratagao), tendo o oxigénio como um
receptor terminal de elétrons (Ritman e McCArty, 2001). Na oxidagdo da amoénia
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para nitrito, ha predominancia das Nitrosomonas spp. e Nitrosococcus spp.; na
oxidacdo do nitrito para nitrato, predominam as Nitrobacter spp. e Nitrospira spp.
(Avnimelech, 2009). Em sistemas de baixa intensidade de produgdo, as bactérias
autotroficas predominam (Alves, 2013; Brune et al., 2003).

A adicao de fontes de carbono no sistema de bioflocos (BFT) acelera o
crescimento de bactérias heterotréficas. Estes micro-organismos presentes nos
bioflocos formam uma biomassa microbiana (Avnimelech, 2009; Pérez-Fuentes et
al., 2016; Silva et al., 2017; Vilani et al., 2016; Wei et al., 2016), o que ocorre porque
esses micro-organismos sao eficientes na incorporagéo do nitrogénio para formagéao
de novas células que produzirdo proteina microbiana, que é excelente fonte de
alimento para os peixes.

De Schryver et al. (2008) afirmam que a fonte de carbono utilizada determina
em grande parte a composigao quimica (acidos graxos, lipidios, proteinas e outros) e
microbiana (bactérias filamentosas ou em forma de flocos) do floco. Azim e Little
(2008) identificaram trés diferentes grupos taxonémicos de organismos:
protozoarios, rotiferos e oligoquetas, sendo observados trés géneros de protozoarios
(Paramecium, Tetrahimena e Petalomonas), quatro géneros de rotiferos (Lecane,
Trichocerca, Polyarthra e Asplanchna) e somente um género de oligoqueta (Tubifex).
Estes micro-organismos foram observados in natura em microscopio pastoreando

nos flocos (Figura 2).

Figura 2 — Nematoide (seta) pastejando em biofloco, visualizados in natura no microscépio de luz.
Sem coloragao. Foto: Joana D’Arc Silveira Souza, DVT-UFV, Vicosa (2021).
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Ballester et al. (2007) avaliaram a composi¢cao do biofiime em desempenho de
camarbes e encontraram uma dominancia de diatomaceas, cianobactérias
filamentosas, ciliados e nematoides, utilizando substrato artificial na producao de
camardes. Emerenciano et al. (2011) também descreveram os bioflocos como um
composto de comunidade microbiana, incluindo protozoarios, rotiferos,
cianobactérias e diatomaceas. Gandini et al. (2016) avaliando diferentes fontes de
carbono (melago, farinha de mandioca e residuo de cervejaria) encontraram
quantidade consideravel de nematoides.

Rocha et al. (2012) avaliando a formac&o dos bioflocos na criagdo de tainhas
juvenis, utilizaram um in6culo de bioflocos, bioflocos de criagdo de camardes e
bioflocos sem animais, e como fonte de carbono utilizaram melacgo e farelo de trigo
para fertilizacdo, encontrando diferentes concentragcdes de bactérias dos tipos cocos,
bacilos e filamentosas, de acordo com os tratamentos que também variaram com o
tempo experimental.

As bactérias auxiliam na assimilagao do excesso de matéria organica (fezes,
urina e restos de alimento), convertendo-as em biomassa microbiana (célula
bacteriana), permitindo assim um equilibrio do sistema. Para isso, é necessario o
fornecimento de fontes de carbono organico para o estimulo do desenvolvimento de
bactérias heterotroficas, sendo que para cada grama de N-AT € necessaria a adigao
de 6 g de carbono (Silva, 2016) quando o nivel de N-AT esta acima do

recomendado.

1.3. Hematologia, morfofisiologia branquial e o bem-estar de peixes

De acordo com Toni et al. (2018), a avaliagdo do nivel de bem-estar animal
esta embasada em parametros sanguineos e teciduais, que necessariamente
requerem a captura e procedimentos invasivos de coleta de amostras. Os
indicadores de desenvolvimento fisico e comportamental permitem avaliar o estado
do bem-estar dos peixes simplesmente observando o0s animais por meio de
monitoramento n&o invasivo.

O bem-estar dos animais esta diretamente ligado com a homeostase corporal.
O termo homeostase foi concebido no inicio dos anos de 1900 pelo fisiologista norte-
americano Walter Braford Canon que, mediante ajustes de equilibrio dindmico

controlados por mecanismos fisioldgicos, € capaz de regular o seu ambiente interno
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e manter a condi¢do interna do organismo. A quebra desse processo de homeostase
€ conhecida como estresse, induzindo respostas diversas no animal (Baldisserotto et
al., 2014).

No caso dos bioflocos, as analises comportamentais tém um fator limitante,
que € a alta turbidez da agua, o que torna a observacdo em relagdo ao
comportamento dos peixes bastante limitada. Desta forma, as analises
hematolégicas e da bioquimica plasmatica auxiliam no diagnodstico de saude do
plantel. De acordo com Tavares-Dias e Moraes (2004), o sangue de peixes
teledsteos é formado por eritrocitos, leucocitos e trombdcitos. Os eritrécitos séo
nucleados e elipticos; os leucdcitos, se dividem em linfécitos, mondcitos, neutrofilos,
heterdfilos, eosindfilos e basdfilos; e os trombdcitos sdo células de defesa organica,
com formato eliptico e alta relagao nucleo:citoplasma (Ranzani-Paiva et al., 2013)
(Figura 3).

Com o sistema imune alterado, ha alteragdes de células sanguineas; por isso,
as analises dos parametros sanguineos sao relevantes para este estudo. Tavares-
Dias e Moraes (2004) detalham diversos estudos na avaliagao do estresse utilizando
as caracteristicas bioquimicas, metabdlicas e hematoldgicas como ferramentas para
detectar variagdes produzidas por agentes estressores em peixes, dentre os quais
podem ser citados o hematdcrito, a concentragdo de hemoglobina e o percentual de

linfocitos presentes.

Figura 3 — Células sanguineas de juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus). Eritrécitos (E),
linfécitos (L), mondcitos (M), neutréfilos (N) e trombdcitos (T). Coloragdo: May Grinwald-Giemsa-
Wright (MGGW). Objetiva: 100x. Foto: Joana D’Arc Silveira Souza, DVT-UFV, Vigosa (2021).
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Os animais apresentam respostas primarias, secundarias e terciarias no
organismo que agem em diferentes niveis, podendo ser a curto, médio ou em longo
prazo. Quando o animal é submetido a um nivel de estresse, os hormdnios sao
liberados na corrente sanguinea para atender a demanda de nova condigao
biolégica. Nas respostas primarias ha liberagdo dos horménios catecolaminas e
cortisol. As catecolaminas regulam a funcdo cardiaca e respiratéria, incluindo
aumento do fluxo sanguineo branquial, permeabilidade branquial e recrutamento
lamelar (Wendelaar Bonga, 2011). Esse recrutamento lamelar € um ajuste das
lamelas secundarias que sdo ativamente perfundidas com sangue (Hill, Wyse e
Anderson, 2012).

As respostas secundarias ocorrem apos a liberagdo dos horménios, que séo
as respostas do metabolismo energético (glicose, lactato, acidos graxos, entre
outros). Estas respostas buscam atender a demanda de oxigénio dos tecidos
(aumento da frequéncia cardiaca e respiratéria, aumento do numero de eritrocitos,
hematdcrito, hemoglobina). A glicose é a fonte principal de energia; por isso, nesta
condi¢cdo ha aumento da glicose circulante no organismo. Devido ao amplo espectro
de atividade em peixes, o cortisol € um indicador de estresse do animal (resposta
primaria), pois atua no processo de manutencédo de niveis elevados de glicose e
recuperacao de glicogénio hepatico (resposta secundaria). Nas respostas terciarias
ha exaustdao dos sistemas biolégicos que podem gerar alteragdes celulares e
teciduais, comprometendo o sistema imune do animal, resultando no
comprometimento dos mecanismos de defesa, afetando a saude, o bem-estar e a
sobrevivéncia (Baldisserotto et al., 2014; Wendelaar Bonga, 2011).

Em peixes, o cortisol desempenha fungdes na regulagao osmoética e idnica
por intermédio dos mineralocorticoides e no metabolismo energético por meio da
glicogenolise e gliconeogénese (Wendelaar Bonga, 2011). Assim, a importancia da
avaliacao da glicose sérica é retratada como um importante indicador de estresse
em peixes (Silva, 2012), uma vez que esta ligada a produgao de cortisol € € também
precursora de acidos graxos de cadeia longa que compdem os triglicerideos.

As alteracdes na producgao e na circulagao de horménios sao sinais de que ha
alteracdo na homeostase, e a avaliagcdo da circulagdo de lipideos na corrente
sanguinea é importante devido ao seu papel nas varias fungdes organicas, inclusive
na sintese destes horménios. Além disso, os lipideos fazem parte dos componentes

de membranas celulares, que participam da estrutura de células e organelas, bem
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como propiciam energia para sobrevivéncia do animal em longos periodos de jejum
(Thrall, 2007).

Os triglicerideos e o colesterol sao lipideos constantes na corrente sanguinea
dos animais. Os triglicerideos sao sintetizados pelo figado, intestino delgado, tecido
adiposo e glandula mamaria (Thrall, 2007). O colesterol € um lipidio que participa da
producdo de horménios esteroides, que sdo de grande importancia na fisiologia
animal. Godoy et al. (2008) afirmam que pode-se avaliar a resposta animal a um
determinado alimento utilizando-se a avaliagao sérica de alguns compostos como o
colesterol, os triglicerideos, a ureia, a proteina total, entre outros.

O catabolismo proteico vai produzir a ureia como principal composto; sendo
assim, ocorre o aumento do nivel de ureia sérica, podendo ser reflexo do aumento
da proteina na dieta (Godoy et al. 2008). Melo (2008), avaliando a variacdo da
resposta secundaria ao estresse causado por hipdxia em sistema recirculagao para
tilapias, encontraram niveis de proteina total aumentados em machos e reduzidos
em fémeas.

A alanina amino transferase (ALT) e a aspartato amino transferase (AST) sao
enzimas hepaticas cujos niveis elevados sdo indicativos de lesdo hepatica. A AST e
a ALT também sao produzidas no tecido muscular e seu aumento pode indicar uma
lesdo muscular, que pode variar nas espécies animais diferentes. Em peixes
teledsteos pode-se observar alta atividade de ALT e AST, que podem se elevar com
doencas hepatocelulares graves em algumas espécies (Thrall, 2007).

As branquias s&do o6rgdos multifuncionais e, segundo Baldisserotto et al.
(2014), possuem alta capacidade de adaptagdo ao meio em que estdo, porque estao
intimamente ligadas ao meio em que o peixe se encontra. As adaptagbes ao novo
estado de equilibrio buscam a manutencao das fung¢des branquiais.

As branquias possuem uma haste interna de colageno com fungéo de
suporte, vasos sanguineos, processos neurais e um tecido epitelial externo (Evans
et al.,, 2005). As branquias sao orgaos de vital importadncia aos peixes, pois
funcionam como filtro, sendo utilizadas para funcado de respiracdo, osmorregulacao,
equilibrio acido-base e excregdo. Em algumas espécies filtradoras, os rastros
branquiais sdo utilizados para filtrar alimentos (Garcia- Santos et al., 2007).

Este 6rgdo possui uma superficie de contato muito ampla com a agua e,

7

desta forma, é vulneravel as alteragbes do meio aquatico, como por exemplo,



25

presenca de téxicos, excesso de solidos presentes, alteragdes de parametros de
qualidade da agua, entre outros.

Dentro destas perspectivas, a tese esta dividida em dois capitulos:

Capitulo 1: Fontes de carbono para manutengdo da qualidade de agua,
parametros zootécnicos, composi¢cao e morfologia dos flocos na produgéo de juvenis
de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) mantidas em sistema de bioflocos. Neste
capitulo, sdo apresentadas as variaveis de qualidade de agua, como os parametros
quimicos (pH, temperatura, oxigénio, alcalinidade), fisicos (salinidade e sodlidos
sedimentaveis) e compostos nitrogenados (amoénia tdxica, amoénia total, nitrito e
nitrato) que mantém o sistema do BFT em equilibrio, bem como a avaliagdo dos
parametros de desempenho zootécnico, composi¢cao e morfologia do bioflocos para
producao de juvenis de tilapias do Nilo em BFT usando diferentes fontes de carbono
(agucar, bagago de cana, milho, milho desintegrado com polpa e sabugo e polpa
citrica).

Capitulo 2: Fontes de carbono simples e complexas na criacao de tilapias do
Nilo (Oreochromis niloticus) em sistema de bioflocos: respostas sobre a bioquimica
plasmatica, hemograma e morfometria de branquias. Neste capitulo foram aferidos
0s parametros sanguineos (hemograma e bioquimicos plasmaticos), assim como a
influéncia do uso de diferentes fontes carbonaceas no sistema sobre a integridade

das branquias das tilapias.
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CAPITULO 1

FONTES DE CARBONO PARA MANUTENCAO DA QUALIDADE DA AGUA,
PARAMETROS ZOOTECNICOS, COMPOSIGAO E MORFOLOGIA DOS FLOCOS
NA PRODUCAO DE JUVENIS DE TILAPIAS DO NILO (Oreochromis niloticus)
MANTIDAS EM SISTEMA DE BIOFLOCOS

O presente artigo cientifico intitulado “FONTES DE CARBONO PARA MANUTENCAO DA
QUALIDADE DA AGUA, PARAMETROS ZOOTECNICOS, COMPOSICAO E MORFOLOGIA DOS
FLOCOS NA PRODUGCAO DE JUVENIS DE TILAPIAS DO NILO (Oreochromis niloticus) MANTIDAS
EM SISTEMA DE BIOFLOCOS” sera SUBMETIDO no periédico Aquaculture - ISSN: 0044-8486,
Fator de Impacto: 4.242

HIGHLIGHTS
- As diferentes fontes de carboidratos testadas mantiveram a qualidade da agua.
- Carboidratos simples e complexos podem ser empregados como fonte de carbono

em BFT.

- Diferentes fontes de carbono no BFT nao interferem no crescimento de juvenis de
tilapias do Nilo.

- As fontes de carbono utilizadas no BFT nao alteraram a composigcao dos bioflocos.

- Flocos menores foram obtidos utilizando a fonte de carbono MDPS.

-----

Diss a0 kgo o experimesto
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: : s ' /
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Figura 1 - Resumo gréfico a ser incluido no artigo atendendo as normas de submissao da revista.
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RESUMO

O presente estudo avaliou diferentes fontes de carbono na tecnologia de bioflocos
para producgdo de tilapias. As fontes avaliadas foram bagago de cana (BC), milho
(MI), milho desintegrado com palha e sabugo (MDPS) e polpa citrica (PC) em
contraste com o agucar (AC - controle). Em uma estufa agricola foram utilizados 20
tanques retangulares de 160 L de volume util, onde foram colocadas 20 tilapias
juvenis em cada, sendo cinco tratamentos e quatro repeticdes em um delineamento
inteiramente casualizado, pelo periodo de 56 dias. Foram encontradas diferencgas
significativas (p<0,05) entre os tratamentos para as variaveis oxigénio dissolvido, pH,
salinidade e amoénia total (N-AT) durante o periodo experimental. O N-AT foi
corrigido com as respectivas fontes estudadas, na proporcao de 6:1
(carbono:nitrogénio - C:N), sempre que o N-AT ultrapassava 1 mg.L™". As fontes de
carbono n&o interferiram no desempenho dos peixes e nem na composi¢ao
centesimal dos bioflocos e dos filés. A area dos flocos menores que 1.000 ym?
diferiu entre os tratamentos. O MDPS apresentou a menor média e diferiu da PC que
apresentou maior area de floco na faixa menor que 1.000 um?. Entretanto, as
diferengcas encontradas neste estudo nao impactaram no desenvolvimento dos
peixes € nem no sistema como um todo. Desta forma, as fontes avaliadas podem ser

utilizadas no sistema de bioflocos.

Palavras-chave: Amobnia. Fonte de carbono. Composicdo de bioflocos.

Desempenho de tilapia. Morfometria de flocos.
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ABSTRACT

The present study evaluated different carbon sources in biofloc technology for tilapia
production. The sources evaluated were sugarcane bagasse (BC), corn (Ml), corn
disintegrated with straw and cob (MDPS) and citrus pulp (PC) in contrast to sugar
(AC - control). In an agricultural greenhouse, were used 20 rectangular tanks of 160
L of useful volume, where 20 juvenile tilapia were placed, with five treatments and
four replications in a completely randomized design, during 56 days. In this period,
significant differences (p<0.05) were found between treatments to the variables:
dissolved oxygen, pH, salinity and total ammonia (N-TA). The N-AT was corrected
with the respective sources studied, in the proportion of 6:1 (carbon:nitrogen - C:N),
whenever the N-AT exceeded 1 mg.L"'. Carbon sources did not interfere in fish
performance and in the proximate composition of bioflocs and fillets. The area of
flocs smaller than 1,000 um? differed between treatments. MDPS had the lowest
mean and differed from PC which had the greatest floc area in the range smaller than
1,000 ym2. However, the differences found in this study did not impact the fish's
development or the system as a whole. Thus, the evaluated sources can be used in

the biofloc system.

Keywords: Ammonia. Carbon source. Biofloc composition. Tilapia development.

Flocs morphometry.
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1. INTRODUGCAO

O sistema de bioflocos (BFT) é uma tecnologia de criagdo de organismos
aquaticos que reduz o impacto ambiental devido a baixa utilizagdo de agua,
diminuicdo dos efluentes (Kim et al., 2018) e aumento da densidade de criagao se
comparado aos sistemas convencionais (Avnimelech, 2007; Vasava et al., 2020). O
BFT utiliza-se da relagao carbono:nitrogénio (C:N) para estimular o desenvolvimento
de bactérias heterotroficas que assimilam a aménia (NH3) e a convertem em
biomassa microbiana (Avnimelech, 1999; De Schryver et al., 2008; Luo et al., 2020b;
Souza et al., 2019). Desta forma, essa relagdo desempenha importante papel para a
mobilizagdo de compostos nitrogenados inorganicos toxicos que sao utilizados pelas
bactérias que por sua vez se constituirdo em fonte direta de alimento para os
organismos cultivados, o que favorece o desenvolvimento do sistema imunoldgico
dos peixes (Avnimelech, 1999; Crab et al., 2012, 2009; Kamilya et al., 2017,
Panigrahi et al., 2018) e melhora a produtividade natural em sistemas de aquicultura,
a ciclagem dos nutrientes e a manuteng¢ao de qualidade da agua (Faizullah et al.,
2019; Mclntosh et al., 2000; Moriarty, 1997).

Os requerimentos nutricionais de proteinas para peixes sdo duas a trés vezes
maiores que para os mamiferos, e a amdnia é o produto da biodegradagdo das
proteinas excretado pelos peixes durante toda a sua fase de criagdo, podendo se
acumular na agua (Avnimelech, 2009) caso nao haja bactérias suficientes para
transforma-la em nitrito e nitrato. InUmeros processos microbianos ocorrem em
sistemas aquicolas, dentre eles a nitrificagcdo, a fotossintese, a denitrificacdo, a
mineralizagcdo e o crescimento de bactérias heterotroficas, processos estes que
favorecem a remocao e/ou assimilacdo do nitrogénio (Brune et al., 2003). Desta
forma, a remogao de compostos nitrogenados ira variar com o sistema de criagao e
com a intensidade de producgao aquicola.

O nivel de aménia (NH3) € o segundo fator limitante para o desenvolvimento
dos peixes, sendo superado apenas pelo oxigénio dissolvido (Ebeling et al., 2006). A
NHs; € um composto altamente soluvel na agua, assim como o nitrito, e pode ser
encontrada na forma ionizada (NH4') e nado-ionizada (NH3). A soma destas duas
formas é definida como amoénia total (N-AT) (Avnimelech, 1999). A concentragéo
relativa de cada uma destas duas formas € influenciada pelo pH, temperatura e
salinidade do sistema (Anthonisen et al., 1976; Ebeling et al., 2006).
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A produgédo de altos niveis de ambnia e seu acumulo sdo controlados pela
manipulagdo na proporgao de carbono e nitrogénio, o que favorece o crescimento
das bactérias heterotréficas (Avnimelech, 1999; Boyd e Tucker, 1998; Ebeling et al.,
2006; Luo et al., 2020a; Mcintosh, 1999). Desta forma, a adicdo de carboidratos
contribui para reduzir a NHs e o nitrito (NO2) no sistema BFT, aumentando a
comunidade microbiana heterotrofica (Rajkumar, 2015). Consequentemente, o
nitrogénio amoniacal é assimilado pelas bactérias heterotroficas contribuindo para a
formacdo da biomassa microbiana (proteina microbiana). No caso de tilapias e
camardes marinhos, a biomassa bacteriana que é produzida atua como uma fonte
importante de proteina alimentar, reduzindo os custos de produgédo (Bossier e
Ekasari, 2017; Ekasari et al., 2010; Mcintosh, 1999).

Pesquisas tém sido realizadas com sistemas de produgao aquicola com baixa
reposicdo de agua ou até mesmo troca zero (Jamal et al., 2020; Manduca et al.,
2020; Najdegerami et al., 2016) e, com isso, utilizam-se de fontes de carbono
organico nos sistemas para incrementar o metabolismo microbiano (Avnimelech,
1999; Mcintosh, 1999). O uso de diferentes fontes de carbono, sejam elas simples
ou complexas, na fertilizagcdo e correcao dos niveis de aménia no sistema de BFT,
pode influenciar diretamente na composicdo nutricional, na morfoestrutura e na
comunidade microbiana do BFT (Wei et al., 2016).

A partir desse cenario, vé-se a necessidade de avaliar o comportamento dos
parametros de qualidade da agua, os niveis dos compostos nitrogenados, os
parametros de crescimento, a composicao nutricional dos bioflocos e dos filés, e o

tamanho dos flocos de acordo com a fonte de carbono utilizada.

2. MATERIAL E METODOS

21. Local

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Aquacultura (Laqua) da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais,
de acordo com as normas nacionais para experimentacao animal (CONCEA), sendo
aprovada pela Comissao de Etica no Uso dos Animais (CEUA) da UFMG (Protocolo
149/2019).
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2.2. Condigoes experimentais e formacgao inicial do floco

Foram utilizados 20 tanques retangulares de 200L, com 160L de volume util,
em um delineamento experimental inteiramente casualizado com cinco tratamentos
e quatro repeticdes. Os tratamentos foram as diferentes fontes de carbono
adicionadas ao BFT, sendo classificadas entre fontes de carbono simples (agucar —
AC, milho - MI) e complexas (bagacgo de cana - BC, milho desintegrado com palha e
sabugo - MDPS e polpa citrica - PC). Estes compostos foram moidos em moinho de
faca com peneira de 1 mm. Os tratamentos foram adicionados, em dose unica, ao
respectivo tanque (unidade experimental) na proporgédo de 6:1 (C:N) (Ebeling et al.,
2006), sempre que o nivel de N-AT ultrapassava 1 mg.L™, considerando que todas
as fontes apresentam um valor aproximado de 50% de carbono em sua composi¢ao
(Avnimelech, 2009).

A formacdo dos flocos nos tanques experimentais foi realizada antes da
colocagédo dos peixes, usando como inoculo 30% de bioflocos ja maduro e
disponivel no Laqua para o volume de cada tanque e 70% de agua clara. Apos a
montagem dos tanques, foram alocadas 400 juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus) masculinizadas. A densidade de estocagem foi de 20 individuos por
unidade experimental e peso médio inicial de 45,4 + 3,66 g. Os peixes foram
mantidos por sete dias antes do inicio do periodo experimental para adaptagao ao
sistema. A duracdo do estudo a campo foi de 56 dias. Foi realizada reposicéao
minima de agua, devido a perda por evaporagao, para manutengéo do volume inicial
ao longo do periodo experimental.

Os tanques com os peixes foram mantidos no interior de uma estufa agricola,
com sistema de aeracdo constante, iluminacido natural e alimentacao ad libitum trés
vezes ao dia, com ragao comercial extrusada, com particulas de 3 a 4 mm, niveis de
garantia de 36% de proteina bruta e 3800 kcal/kg. Apdés vinte minutos de
fornecimento da ragao, as sobras foram coletadas em peneira, secas em estufa a
55°C até o peso constante e pesadas para determinagdo do consumo de racéo.

A composigdo bromatoldgica, matéria mineral (MM), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido

(FDA) das fontes de carbono avaliadas constam da tabela 1.
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Tabela 1 - Composigcdo bromatologica, em porcentagem, das fontes de carbono avaliadas em
sistema de bioflocos para producéo de juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus).

Bagaco de cana Milho MDPS Polpa citrica
MM 1,62 0,94 1,29 6,14
PB 0,79 7,60 7,96 6,33
EE 0,60 2,30 1,55 2,93
FDN 86,39 47,92 30,51 30,10
FDA 55,16 13,15 2,64 19,04

Proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), matéria mineral (MM), fibra em detergente neutro (FDN) e
fibra em detergente acido (FDA).

2.3. Parametros de qualidade de agua e compostos nitrogenados

As variaveis de qualidade da agua foram mensuradas diariamente as 9hs e as
15hs. O potencial hidrogeniénico (pH), a salinidade (SAL, g.L™) e a temperatura (T,
°C) foram monitorados utilizando-se sonda multiparametro (Hanna®). O oxigénio
dissolvido (OD, mg.L™) foi aferido com oximetro (Handy Polaris®). Foi adicionado sal
comum aos tanques em pequenas quantidades com o objetivo de alcangar uma
salinidade aproximada de 2 g.L™".

A alcalinidade (ALC, mg.L™" de CaCOs) foi aferida semanalmente (APHA,
1998). Quando a alcalinidade estava baixa era adicionado calcario dolomitico em
pequenas porcdes (50 g) nos tanques para corregcdo. Os soélidos sedimentaveis (SS,
ml.L™") foram medidos duas vezes por semana utilizando um cone Imhoff de 1000
mL (Avnimelech, 2009).

As concentragdes de amdnia total (N-AT) (mg.L”, N-(NHs; + NHa))
(Bendschneider e Robinson, 1952) e de nitrito (mg.L™", N-NO,) (UNESCO, 1983)
foram avaliadas trés vezes por semana. A corregao foi realizada de acordo com as
concentracdes de N-AT de cada tanque, com o respectivo tratamento, na proporcéo
de 6:1 (C:N) de acordo com metodologia de Ebeling (2006). A concentragdo de
nitrato (NOj3’) foi aferida no inicio do experimento e aos 40 dias (Monteiro et al.,
2003). O nivel de amdnia toxica foi calculada de acordo com a tabela de amdnia

téxica, levando-se em consideracdo a N-AT, temperatura e pH de cada tanque.
24. Parametros zootécnicos

Para a realizacdo do experimento os lotes dos peixes foram padronizados

pela biomassa ao inicio do periodo experimental, mantendo-se as condi¢des de
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igualdade dos tratamentos. Foram avaliados os paréametros de desempenho dos

peixes antes, durante e ao final do estudo (Tabela 2).

Tabela 2 - Relagdo dos indices observados e féormulas empregadas para avaliagdo do desempenho
zootécnico dos juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) cultivados em sistema de bioflocos

com diferentes fontes de carbono.

indices

Férmulas

Biomassa (BM, Kg)

Peso médio (PM, Kg)

Densidade (D, Kg/m?)

Taxa de sobrevivéncia (TS, %)

Ganho de peso biomassa (GPB, Kg)
Ganho de peso diario individual (GPDI, g)
Fator de converséao alimentar (FCA)
indice de eficiéncia produtiva (IEP)
indice viscerossomatico (IVS, %)

indice hepatossomatico (IHS, %)

Rendimento de carcaga (RC, %)

> do peso dos peixes de cada tanque (inicial e final)
PM = BM/n (inicial e final)

D = BM/vol tanque (inicial e final)

TS = (n final/n inicial) x 100

GPB = BM final - BM inicial

GPDi = (GPB/n) / periodo experimental
FCA = alimento fornecido (g) / GP (g)
IEP = ((GPD x TS)/FCA) x 100

IVS = Pvisc/PF x 100

IHS = Pfig/PF x 100

RC = (PF-Pvisc)/PF x 100

n = numero de peixes por tanque; d = dias; Pvisc = peso das visceras; Pfig = peso do figado; PF =
peso final.

2.5. Composicao bromatoldgica dos flocos microbianos e dos filés

Ao término do experimento foi coletada parte do sedimento dos bioflocos de
cada unidade experimental que foi levada a estufa a 55°C até a completa secagem
da amostra. A mesma foi armazenada em potes plasticos e, posteriormente, foi
moida em moinho de bola.

Ao final do periodo experimental, foram coletados dois peixes por tanque,
sendo 8 por tratamento para analise bromatoldgica da carne (filé). Os peixes foram
eutanasiados em Eugenol (300 mg.L™), embalados e congelados para posterior
processamento e analises. Foram retirados os filés, pesados e levados a estufa a
65°C para secagem até a reducado da umidade e posterior pesagem e moagem em
moinho de bola.

As andlises bromatoldgicas do filé e dos bioflocos foram realizadas no
Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vigosa (UFV). Para o filé e para os bioflocos foram feitas as analises de
proteina bruta (PB) que foi quantificada pelo método Kjeldahl e multiplicado por 6,25.

Para extrato etéreo (EE) foi realizada a extragdo com éter de petréleo no Ankom
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XT15 (EEA) para o filé e pelo método de Goldfish para os bioflocos. As cinzas (MM)
foram obtidas através da queima das amostras em mufla a 600°C durante 4h, que
em seguida foram pesadas (AOAC, 2005). Para os bioflocos foram realizadas, ainda,
as analises sequenciais de FDN e FDA e quantificacdo de fosforo pelo método
colorimétrico (AOAC, 2005).

2.6. Morfometria dos flocos

A morfologia e estrutura do floco microbiano foi observada em microscopio de
luz. O tamanho dos flocos foi determinado coletando-se, ao final do periodo
experimental, uma amostra de 30 mL do material em suspensao de cada tanque,
que foi preservada em 30 mL de formol tamponado a 4% (concentragéo final 2%).
Foram colocadas trés gotas desta amostra em lamina histolégica coberta com
laminula, seguida de observagdo em microscopio de luz (aumento 20x), onde foram
fotografados 10 campos distintos e aleatérios. As fotos foram processadas no
programa ImagedJ versao 1.48 (National Institutes of Health, USA), mensurando-se,
aproximadamente, as areas de 50 flocos utilizando a ferramenta “wand” que delimita
uma area com mesma cor (Figura 2).

As areas dos flocos foram agrupadas em 5 classes: classe 1 (< 1.000 ym3),
classe 2 (1.001 a 5.000 uym?), classe 3 (5.001 a 10.000 um?), classe 4 (10.001 a
20.001 pym3), classe 5 (>20.000 pm3).

Figura 2 - Morfometria do floco no microscépio de luz. (A) Particula de bioflocos na cor natural, (B)
Foto tratada para medigdo de area, (C) Area selecionada em amarelo para medigdo no programa
Imaged. Sem coloragéo. Objetiva: 20x. Foto: Joana D’Arc Silveira Souza, DVT-UFV, Vigosa (2021).
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2.7. Analises estatisticas

Os dados e seus residuos foram submetidos ao teste de normalidade
(Shapiro-Wilk). Para os dados que estiveram dentro do padrdo de normalidade foi
utilizada ANOVA seguida do teste adequado para a variavel. Ndo se observando
normalidade, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Os testes foram
realizados ao nivel de 5% de significancia.

Para execucdo dos testes estatisticos e construgdo dos graficos foram
utilizados os programas Infostat (Di Rienzo et al., 2015) e R para Windows (R Core
Team, 2020).

3. RESULTADOS
3.1. Fontes de carbono

A figura 3 apresenta o valor total de fontes de carbono adicionadas nos
respectivos tanques de acordo com o nivel de N-AT aferida nas analises semanais.
Diferengas significativas (p<0,05) foram constatadas entre as medianas das
quantidades diarias de fontes de carbono inseridas no sistema, sendo que os
tratamentos com AC e MDPS diferiram estatisticamente do BC. Nao foram
encontradas diferencas (p>0,05) entre os valores de AC com os valores para Ml e
PC.

4,57
3,83b

3,23ab 3,26ab

2,75a 2,85a —|_ —|_
s waids

3,41

2,31

Quantidade (g)

0,0 T T T T
MDPS AC M PC BC

Fonte de carbono
Figura 3 - Medianas das fontes de carbono utilizadas na criacdo de juvenis de tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) mantidas em sistema BFT. Letras diferentes na mesma linha diferem de
acordo com o teste de Kruskal-Wallis (p<0,05). CV = 13,70 e valor de p 0,0488.
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3.2. Parametros fisico-quimicos da agua

Os parametros de qualidade da agua mantiveram-se dentro dos padrdes
recomendados para a produgdo de tilapias em BFT. Nao foram observadas
diferengas (p>0,05) para as variaveis temperatura e alcalinidade. Para as variaveis
oxigénio dissolvido, pH e salinidade foram observadas diferengas (p<0,05) durante o
periodo experimental (Tabela 3). O comportamento dos sdlidos sedimentaveis estao
apresentados na figura 4, nao apresentando diferencas entre as fontes estudadas

(p>0,05). As flutuagdes de pH e alcalinidade estao apresentadas na figura 5.

Tabela 3 - Medianas dos parametros de qualidade de agua em bioflocos, utilizando diferentes fontes
de carbono organico, para criagéo de juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus).

Variaveis AC BC Mi MDPS PC cv P

T 26,60+1,14  26,55+1,14  26,50+1,14 26,601,177  26,50+1,13 430  0,9136
oD 4,50+1,06° 5,48+1,05° 5,01+0,76° 5,26+1,05° 5,28+0,95° 19,86  <0,0001
pH 5,9+0,68° 5,8+0,74° 5,8+0,68° 5,9+0,70° 5,8+0,68° 11,48  0,0006
SAL 2,30£0,29°  2,40+0,34™  2,40+0,34°°  2,31+0,33"°  2,43+0,34° 13,82  0,0002
ALCinicial 13,75+4,27 15,0+3,75 11,25+¢473  18,75+9,24 15,0¢3,15 36,02  0,7596
ALC 20,00+46,22  20,00£38,04 18,75+17,48 21,25+42,78 20,00£33,17 109,38  0,4472

Medianas com letras diferentes na mesma linha diferem de acordo com o teste de Kruskal-Wallis
(p<0,05). Agucar (AC), bagago de cana (BC), milho (MI), Milho desintegrado com palha e sabugo
(MDPS), polpa citrica (PC). Temperatura (T), oxigénio dissolvido (OD), potencial hidrogenidnico (pH),
salinidade (SAL), alcalinidade (ALC).

15 e AcliCar Bagaco de cana === Milho moido === [DPS* Polpa citrica
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Figura 4 - Padrao de aciumulo semanal de sélidos sedimentaveis em sistema de bioflocos, utilizando
diferentes fontes de carbono organico, para criagdo de juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus).
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Figura 5 - Valores médios de pH (A) e alcalinidade (B) e suas flutuagbes durante o periodo
experimental para juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) produzidas em sistema de
biofloco com utilizagdo de fontes de carbono alternativas.

3.3. Compostos nitrogenados na agua

O comportamento dos compostos nitrogenados se encontra na figura 6 e na
tabela 4. Aménia toxica, N-AT inicial, N-nitrito e N-nitrato ndo resultaram em
diferencas significativas (p>0,05). A concentracdo de N-AT no inicio do estudo foi
proxima de zero, como forma de padronizacdo experimental. Mas, conforme
esperado, ao longo do periodo experimental houve picos de ambnia e nitrito. Foram
encontradas diferengas (p<0,05) para as médias de N-AT entre as fontes AC e
MDPS e o BC no decorrer do experimento.

O nitrato inicial e aos 40 dias se manteve dentro dos padrdes aceitaveis para
a espécie em estudo. O mesmo ocorreu com os sélidos sedimentaveis, que nao
ultrapassaram o valor critico recomendado para o sistema, nao apresentando

diferenga (p>0,05) entre os tratamentos.
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Figura 6 - Valores médios para compostos nitrogenados (A - amonia tdxica, B - nitrito e C - amoénia) e
suas flutuagbes durante o periodo experimental, para juvenis de tildpias do Nilo (Oreochromis

niloticus) produzidas em sistema de biofloco com utilizagdo de fontes de carbono alternativas.
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Tabela 4 — Medianas, coeficiente de variagdo (CV) e valor de p dos compostos nitrogenados em sistema de bioflocos para juvenis de tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) utilizando diferentes fontes de carbono organico.

AC BC MI MDPS PC cv p
Compostos nitrogenados Inicial

Ambnia toxica 0,001+0,0025 0,001+0,00 0,001+0,0015 0,001+0,00 0,001+0,0005 88,02 0,6890
N-AT (mg.L™) -0,01+0,08 0,01+0,09 0,09+0,06 0,08+0,02 0,09+0,04 115,20 0,3135
N-NO, (mg.L™) 18,13%2,12 19,32+2,32 18,41+1,61 17,07+1,33 17,66+2,33 10,42 0,7017
N-NO; (mg.L™") 141,85+8,54 135,95+17,63  130,33+10,66  134,16+22,57  140,24+14,41 10,52 0,7436

Média do periodo experimental

Ambnia toxica 0,003+0,02 0,01+0,04 0,010,01 0,003+0,03 0,01+0,02 289,37 0,2497
N-AT (mg.L™) 1,40+0,99° 1,88+1,14° 1,61+1,09%° 1,33%1,28° 1,60+1,01%° 66,25 0,0312
N-NO, (mg.L™) 0,42+11,55 0,46+13,48 0,46+12,17 0,34+12,93 0,38+11,29 215,69 0,7477
N-NO; (mg.L™)* 527,15+141,76  564,71+40,00  493,25+32,85  488,60+54,68  507,76+34,48 13,52 0,4952

Medianas com letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0.05). Agucar (AC), bagago de cana (BC), milho (MI), Milho
desintegrado com palha e sabugo (MDPS), polpa citrica (PC). N-AT (amédnia total); N-NO, (nitrito) e N-NOj (nitrato) *Nitrato aferido aos 40 dias do periodo

experimental.
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3.4. Parametros zootécnicos

Os tratamentos utilizando as diferentes fontes de carbono nao influenciaram o

desempenho zootécnico (p>0,05) ao final do periodo experimental (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5 - Médias + desvios padrao para biomassa, densidade e peso médio inicial e final, de juvenis
de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) produzidas em sistema de bioflocos com diferentes fontes
de carbono.

AC BC Mi MDPS PC cv p

Inicial

BM(Kg) 093+0,10 0,96+0,04 0,88+0,07 0,92+0,07 0,86+0,06 8,06 0,2978
D (Kg/m*) 5,81+059 6,01+027 547+043 573+046 538+0,38 8,03 0,2946
PM (Kg) 0,05+0,01 0,048+0,00 0,04+0,00 0,05+0,00 0,04+0,00 811 0,3395

Final

BM (Kg) 3,15+0,26 3,06+0,38 3,03+046 3,20+0,32 2,99+0,29 10,40 0,9095
D (Kg/m?®) 19,66 +1,62 19,11 +£2,40 18,96 +2,86 20,01 +1,98 18,68 +1,84 10,39 0,9094
PM(Kg) 0,17+0,01 0,17+0,02 0,17+0,02 0,16+0,02 0,16+0,00 813 0,8421

BM (biomassa); D (densidade); PM (peso médio). Agucar (AC), bagago de cana (BC), milho (Ml),
Milho desintegrado com palha e sabugo (MDPS), polpa citrica (PC).

Tabela 6 - Médias * desvios padrao dos paradmetros zootécnicos de juvenis de tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) produzidas em sistema de bioflocos com diferentes fontes de carbono.

AC BC Mi MDPS PC cv p

GPB (Kg) 2,22 £ 0,26 2,10+0,35 2,16+ 0,40 2,28+0,24 2,13 +0,31 13,41 0,9234
GPDI (g) 2,08 0,16 2,11+0,32 2,16 +£0,28 2,07 0,27 2,08+0,12 11,47 0,9816
FCA 1,18 + 0,08 1,33+0,25 1,29+ 0,11 1,14 £ 0,05 1,28+0,14 11,76 0,3396
IEP 303,02 71,95 247,16 + 88,25 254,47 + 83,38 330,26 + 35,05 262,82 + 84,53 26,62 0,4895
IVS (%) 10,62 + 1,79 12,36 + 1,96 11,40 £ 1,78 12,01 £0,97 11,82+1,27 14,24 0,0948
IHS (%) 4,08 £ 0,69 4,46 + 1,07 4,78 +1,14 4,61+0,74 4,23+0,88 20,83 0,3556
RC (%) 89,38 +1,79 87,64 £ 1,96 88,60 £1,78 87,99 £ 0,97 88,18 +1,27 1,88 0,0948
TS (%) 95 £ 4,08 88,75 £4,79 88,75 +4,79 98,75 £ 2,50 91,25+£8,54 6,68 0,0729

GPB (ganho de peso biomassa); GPDI (ganho de peso didrio individual); FCA (fator de conversao
alimentar); IEP (indice de eficiéncia produtiva); IVS (indice viscerossomatico); IHS (indice
hepatossomatico); RC (rendimento de carcaga); TS (taxa de sobrevivéncia). Agucar (AC), bagaco de
cana (BC), milho (Ml), milho desintegrado com palha e sabugo (MDPS), polpa citrica (PC).

3.5. Composigado bromatolégica dos flocos microbianos e dos filés

As tabelas 7 e 8 apresentam os valores médios, coeficientes de variagcao e
valores de p para a composigao centesimal bromatoldgica dos flocos microbianos e
filts dos peixes provenientes de cada tratamento. Nao foi observada diferenca
(p>0,05) na composigao dos bioflocos e do filé de tilapia para as variaveis de PB,
EE, MM, FDN e FDA entre os tratamentos.
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Tabela 7 - Valores médios (%), coeficientes de variagao (CV) e valores de p na composi¢do dos
flocos microbianos para produgao de juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) produzidas em
sistema de bioflocos com diferentes fontes de carbono.

AC BC Mi MDPS PC cv p
PB 22,01+1,81 25,43+1,55  23,4849,52  24,41+3,94 23,68+1,9 19,29 0,1366
EE 0,15+0,21 0,26+0,09 0,24+0,17 0,27+0,27 0,19+0,31 71,71 0,5476
MM 37,94+5,43  29,99+1,71 31,71£7,25  33,53+4,43  32,35%7,52 17,63 0,0610
FDN 36,43+1,38  34,17+1,46  37,97x1,42  33,40+1,38  38,61x1,42 17,68 0,0708
FDA 11,08+1,42 15,64+1,42  11,14+1,33 11,63+1,33  12,40+1,33 31,88 0,1290
P 25,65+1,59  24,10£1,59  24,83%1,59 25,8+1,59 25,83+1,59 11,55 0,9196

Proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), matéria mineral (MM), fibra em detergente neutro (FDN) e
fibora em detergente acido (FDA), fosforo (P). Agucar (AC), bagago de cana (BC), milho (MI), milho
desintegrado com palha e sabugo (MDPS), polpa citrica (PC).

Tabela 8 - Valores médios (%), coeficientes de variagdo (CV) e valores de p, para filés de juvenis de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) cultivadas no sistema de bioflocos com diferentes
fontes de carbono.

AC BC Mi MDPS PC cv p
PB 17,95+0,23 18,27+0,24 18,63+0,23 18,04+0,23 18,38+0,23 3,63 0,2518
EE 22,1117 22,72+1,26 22,16+1,09 22,68+1,09 22,69+1,17 12,97 0,9902
MM 4,82+0,15 4,83+0,16 4,92+0,15 5,01+0,15 4,71£0,15 8,65 0,6788

Proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), matéria mineral (MM). Agucar (AC), bagaco de cana (BC),
milho (MI), milho desintegrado com palha e sabugo (MDPS), polpa citrica (PC).

3.6. Morfometria dos flocos

Foram encontradas diferengas (p<0,05) entre a area dos flocos menores de
1.000 um?, que representa 20,6% dos flocos medidos. O MDPS apresentou a menor
média e diferiu da PC que apresentou maior area de floco. O tratamento AC foi
estatisticamente igual ao MDPS, M|l e BC. Os flocos maiores de 1.000 ym? ndo
diferiram estatisticamente entre os tratamentos nas demais classes (Tabela 9 e
Figura 7).
Tabela 9 - Médias, coeficientes de variacdo (CV) e valores de p da area dos flocos nas diferentes

classes de tamanho dos agregados microbianos no sistema de bioflocos para juvenis de tilapias do
Nilo (Oreochromis niloticus) produzidas com diferentes fontes de carbono.

Classe AC BC Mi MDPS PC cv p
1 (n=206) 489,54% 577,04 582,85 377,47° 622,19° 50,29 <0,0001
2 (n=439) 2.452,25 2.558,97 2.703,82 2.650,53 2.587,30 44,36 0,6256
3 (n=180) 7.324,50 6.915,42 6.807,03 7.002,59 6.922,93 19,37 0,5145
4 (n=96) 13.989,87  13.628,87  15.024,89  12.594,61  12.494,86 21,47 0,0747
5 (n=79) 46.479,01 4417152  57.383,45  35.310,40  46.785,20 150,22 0,2102

Classe 1 (= 1.000 um?), classe 2 (1.001 a 5.000 ym?), classe 3 (5.001 a 10.000 ym?), classe 4 (10.001
a 20.001 um?), classe 5 (>20.000 uym?3). Médias seguidas por diferentes letras na linha diferem entre
si, de acordo com ANOVA, seguida de teste Tukey (p<0,05). Agucar (AC), bagago de cana (BC),
milho (MlI), Milho desintegrado com palha e sabugo (MDPS), polpa citrica (PC).
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Figura 7 - Unidade de area de flocos com area menor que 1.000 ym? para juvenis de tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) produzidas em sistema de bioflocos com diferentes fontes de carbono. *Milho
desintegrado com palha e sabugo.

4, DISCUSSAO

4.1. Fontes de carbono

A escolha das fontes de carbono a serem utilizadas no sistema de BFT deve
ser avaliada de acordo com o custo, a disponibilidade e a influéncia sobre o sistema
como um todo. As fontes podem variar quanto a sua biodisponibilidade, e quanto a
sua degradabilidade, podendo ser soluveis, pouco soluveis ou insoluveis (EI-
Husseiny et al., 2018).

No presente estudo, as fontes de carbono simples (AC, MI) resultaram em
remogao mais rapida da N-AT, enquanto fontes complexas (BC, MDPS, PC)
requerem tempo maior para a sua decomposicao, resultando em remocao mais lenta
(Ekasari et al., 2014b; Vasava et al., 2020). Quando a degradacgao € lenta o sistema
pode manter-se mais estavel por mais tempo. No entanto, quando ha lentiddo na
degradagao do material pelas bactérias, pode resultar maior nivel de amoénia toxica e
levar os peixes a morte. Sendo assim, a fonte BC que possui maior nivel de fibra em
sua composicao, teve um pico maior de N-AT, mas ndo comprometeu o sistema,

uma vez que conseguiu reduzir este composto com eficiéncia.
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Diversos estudos foram realizados com diferentes fontes de carbono para
peixes e camardes. Ekasari et al. (2010) estudaram a influéncia de agucar e glicerol
em dois diferentes niveis de salinidade e nao encontraram efeitos da fonte
carbonacea e da salinidade nos conteudos de proteina bruta, lipideos e acidos
graxos totais no BFT.

Gandini et al. (2016) avaliaram residuos de cervejaria e farinha de mandioca
como fontes de carbono alternativa para produgdo de camarbes em bioflocos,
encontrando resultados eficientes, tanto para os indices zootécnicos quanto para os

parametros de qualidade de agua nas fontes estudadas em relagédo ao melago.
4.2. Parametros fisico-quimicos da agua

As alteracbes observadas nas variaveis OD, pH e salinidade ndo foram
acentuadas de forma que pudessem comprometer o desenvolvimento dos peixes.
Os valores de temperatura, alcalinidade e soélidos sedimentaveis se mantiveram
dentro da faixa adequada para o cultivo de tilapias em BFT e similares aos valores
apresentados por Silva (2016). No presente estudo a temperatura média variou de
25,9 a 27,4°C. As tilapias podem tolerar uma ampla variagdo de temperatura (20 a
35°C) e uma étima faixa para desenvolvimento e reproducéo fica entre 25 e 30°C
(EI-Sayed, 2006), faixa em que se enquadram os valores encontrados no nosso
estudo.

O OD se manteve na faixa de 4,05 a 5,63 mg.L”" durante o periodo
experimental. Dentre os fatores fisicos e quimicos, o OD é influenciado pela
temperatura, e mesmo que as tilapias sejam tolerantes a baixos niveis de OD
recomenda-se que seja mantido acima de 4,5 mg.L™" (Castellani et al., 2019). Apesar
da tilapia ser tolerante a baixas concentracdes e suportar niveis proximos de zero,
esses baixos niveis podem prejudicar seu crescimento e conversao alimentar
(Kubitza, 2017a).

O pH deste estudo variou entre 4,8 e 8,3 com valores médios por grupo entre
5,85 e 6,05. As tilapias podem tolerar uma faixa de pH de 5 a 11 por até 24 horas,
mas morrem a um pH abaixo de 3,5 e acima de 12 (El-Sayed, 2006). No presente
estudo, quando o pH estava abaixo de 7,0 foi realizada a correcado com calcario
dolomitico; no entanto, os valores se mantiveram proximos de 6,0 mesmo apods a

correcado. Essa redugédo esta associada ao aumento da massa microbiana (Alves,
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2013) que contribui para a elevagdo do didéxido de carbono na &agua e,
consequentemente, reduz o pH no sistema (Wasielesky et al., 2006).

A salinidade auxilia na redugado da toxicidade do nitrito (Luo et al., 2014) e
potencializa a saude dos peixes em BFT. As tilapias desenvolvem normalmente em
salinidades de até 15 g.L™" (El-Sayed, 2006). Para alevinos a recomendacdo é de 4 a
8 g.L"' para producdo em BFT, uma vez que essa faixa de salinidade favorece o
crescimento dos peixes na fase inicial (Alvarenga et al., 2018). Portanto, € assumido
no presente estudo, que a diferenga significativa para a salinidade entre os
tratamentos n&o influenciou na manutencdo dos peixes nos tanques de BFT com
diferentes fontes de carbono e nem nas demais variaveis de qualidade da agua.

Apesar dos esfor¢cos continuos para elevar a alcalinidade, a mesma se
manteve baixa durante o periodo experimental. A alcalinidade deve ser mantida
acima de 50 mg.L™ de CaCOj3 (Avnimelech, 2009), pois ela influencia na capacidade
tampéao e reduz a variagdo do pH no sistema (Cavalcante et al., 2012). Sandoval-
Vargas et al. (2020) avaliando o BFT versus troca diaria de agua em duas
densidades para juvenis de Piaractus branchypomus, verificaram que houve queda
de pH para valores préximos de 6,0 e alcalinidade em 23 mg.L'1 de CaCO3; em BFT,
valores proximos aos encontrados neste estudo, demonstrando ser comum este
evento neste tipo de sistema. A baixa alcalinidade ocorre quando as bactérias
heterotréficas ndao conseguem assimilar todo N-AT; com isso, as bactérias
nitrificantes utilizam o carbono da alcalinidade no processo de nitrificacdo (Ebeling et
al., 2006).

O nivel dos SS no inicio do periodo experimental ficou em 1,55%0,76,
indicando baixo nivel de matéria organica. Os SS devem ficar abaixo de 100 ml.L"
(Avnimelech, 2009) o que foi obtido no presente experimento (valor maximo 43 ml.L"
1). No entanto, quando se aumenta a densidade de peixes nos tanques, o volume de
SS tem um aumento significativo, possivelmente devido ao aumento da entrada de

alimentos e produgao de residuos (Widarnani et al., 2012).
4.3. Compostos nitrogenados na agua
Os niveis de aménia foram, em média, inferiores a 2 mg.L”". Quando os

valores ultrapassavam 1 mg.L™, as intervencdes eram realizadas com a adicéo das

fontes de carbono de acordo com cada tratamento. A amébnia encontra-se em
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equilibrio entre as formas ionizadas e n&o ionizadas quando dissolvida na agua.
Este equilibrio € influenciado pelo pH, temperatura e salinidade (Arana, 1997), e
quanto maior for o pH da agua, maior sera o percentual da aménia total na forma
toxica, ou seja, NH3 (Kubitza, 2017a). Com pH 7,0, apenas 0,7% da amonia total &
NHs, com pH 9,0 esse percentual vai de 37 a 40% (Kubitza, 2017b). Assim, o N-AT
mesmo acima de 1 mg.L'1 quando convertido, a concentracdo para aménia téxica
resultou em valores inferiores ao nivel considerado toxico.

Neste estudo, o BFT estava em fase de amadurecimento, fato justificado
pelos picos de N-AT e NO,, que sdo normais nesta fase e constituem em indicios de
alteracbes nas comunidades microbianas (Silva, 2016).

Ap6s o pico inicial de nitrito, 0 mesmo se manteve abaixo de 2 mg.L™", e em
geral abaixo de 1 mg.L”, ndo comprometendo o desenvolvimento dos peixes.
Espécies aquaticas respondem fisiologicamente ao nitrito, produzindo meta-
hemoglobina, havendo variacdo de tolerancia a diferentes niveis de nitrito entre as
espécies de agua doce e salgada (Arana, 1997; Yanbo et al., 2006). Individuos
expostos a diferentes niveis de nitrito podem sofrer estresse e até morte.

Por outro lado, a presengca de sal na agua reduz a toxidez do nitrito
(Alvarenga et al., 2018; Luo et al., 2014). A toxidez do nitrito é reduzida porque os
ions cloro do sal (NaCl) competem com esse composto nitrogenado pelos sitios de
absorgao do nitrito pelas branquias (Manduca et al., 2020; Yanbo et al., 2006).

A concentracdo de nitrato € acumulativa e normalmente ndo € um problema
sério; porém, pode tornar-se téxica em sistema fechado, devido ao efeito sobre a
osmorregulacéo e, possivelmente, sobre o transporte de oxigénio (Arana, 1997). Os
valores obtidos no presente estudo n&o atingiram o limiar para causar alteragbes
fisiolégicas nas tilapias cultivadas e/ou prejudicar manutencao das bactérias do BFT.
Segundo Arana (1997), a CLs (96h) do NO3™ para a maioria das espécies aquaticas
varia entre 1.000 e 3.000 mg.L™". No presente estudo, foram encontrados niveis de
nitrato de 488,60 a 564,71 mg.L™ aos 40 dias de experimento, estando dentro dos
limites desejaveis relatados por Arana (1997).

4.4. Parametros zootécnicos

As fontes de carbono nao influenciaram o desempenho dos peixes (p<0,05).

Estes dados sao corroborados pelos resultados encontrados por El-Husseiny et al.
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(2018) que avaliaram cinco fontes de carbono, sendo duas fontes de carbono
simples (agucar e melago), trés fontes complexas (amido, farelo de trigo e celulose)
e um tratamento controle (adgua clara), e ndo encontraram diferengcas no
desempenho de crescimento e ingestdo de alimento entre as fontes de carbono
organicas utilizadas, fontes estas que foram superiores ao tratamento controle.

Azim e Little (2008) avaliando dois niveis de proteina bruta na ragdo (35 e
24%) em sistemas de bioflocos, e tendo controle sem bioflocos com 35% de PB, néo
encontraram diferengas entre os tratamentos para os parametros de desempenho,
sendo estes superiores ao controle sem bioflocos. Silva (2017) avaliando diferentes
fontes de carbono (melago, agucar e fécula de mandioca) também n&o encontraram
diferengas entre os padrées de crescimento e produtivos de alevinos de tilapias. No
presente estudo, as fontes de carbono sejam simples ou complexas, nao
demonstraram diferencas nos tratamentos para as variaveis de desempenho

produtivo.

4.5. Composicado bromatolégica do flocos microbianos e dos filés

A proteina bruta dos flocos microbianos variou, em média, de 22,01 a 25,43%
nos tratamentos, ficando proximos dos valores encontrados por Manduca (2017)
que, ao avaliar diferentes densidades de tilapias cultivadas em bioflocos, encontrou
uma variagao na proteina bruta de 22,3 a 27,98% na composi¢ao dos flocos. Silva
(2016), avaliando diferentes niveis de proteina bruta na composi¢cao da ragédo para
tildpias em duas fases de crescimento, encontrou niveis de proteina variando de
14,23 a 21,28% no biofloco, valores estes abaixo dos encontrados neste trabalho.
Em contrapartida, Azim e Little (2008) avaliaram duas dietas para tilapias juvenis (80
a 120 g) contendo niveis de proteina bruta de 35 e 24%, e encontraram os niveis de
proteina dos flocos entre 37,93 e 38,41%, respectivamente.

Diferentes fontes de carbono resultam em alteragdo na composi¢cao quimica
do flocos microbianos (El-Husseiny et al., 2018). Ekasari et al. (2010); Rajkumar et
al. (2015) e Wei et al. (2016) estudaram diferentes tipos de carboidratos que podem
ser utilizados neste sistema para tilapias e camardes, desde fontes mais simples
como o agucar, bem como fontes de maior complexidade como o farelo de trigo,
farinha de tapioca, bagaco de cana, entre outros. Ekasari et al. (2010) nao

encontraram diferencas na composicdo de proteinas e lipidios dos bioflocos
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utilizando agucar e glicerol como primeira variavel e dois niveis de salinidade para
tilapias. Rajkumar et al. (2015) avaliaram melago de cana de acucar, farinha de
tapioca, farelo de trigo e agua clara para camardes e encontraram diferengas entre
os tratamentos, enquanto Wei et al. (2016) avaliaram glicose, amido e glicerol em
BFT sem peixes, e encontraram diferencas entre as composi¢cdes do BFT de acordo
com a fonte utilizada. A avaliacdo das fontes de carbono neste trabalho n&o
apresentou diferengas na composicao dos bioflocos entre os tratamentos.

No entanto, a metodologia de coleta destes flocos para analise bromatoldgica
tem influéncia sobre a composigéo dos flocos (Silva, 2016), pois ainda n&o existe um
protocolo efetivo para tal analise. Wei et al. (2016) coletaram amostras dos tanques
passando uma sacola de nylon com malha de 10 um de acordo com a metodologia
proposta por Xu and Pan (2012). Estes autores avaliaram o efeito de diferentes
fontes de carbono e encontraram diferentes niveis de proteina de acordo com a
fonte estudada, sendo 41,2% PB quando a fonte de carbono foi a glicose, 31,5% PB
quando usado o amido, e 35,5% de PB se utilizado o glicerol. Azim e Little (2008)
estudando dois niveis de proteina na ragao, coletaram amostras de flocos usando
um separador de flocos, ndo encontrando diferencas significativas entre a
composicao dos flocos. Rajkumar et al. (2015) utilizando peneira com malha de 100
Mm para analisarem a composi¢cdo bromatolégica do biofloco, encontraram valores
de proteina bruta de 45,98 a 53,65%, para bioflocos com diferentes fontes de
carbono (melago de cana, farinha de tapioca, farinha de trigo) na cultura do
camarao.

Neste estudo, o valor médio de extrato etéreo para as diferentes fontes de
carbono esteve sempre abaixo de 0,5%, semelhante aos valores encontrados por
Rajkumar et al. (2015), cujos valores variaram de 0,57 a 0,92%. Entretanto, Azim e
Little (2008) estudando dois niveis de proteina na racao (35 e 24%), encontraram
valores de 3,16 e 3,23%, respectivamente. O perfil de micro-organismos presentes
na composic¢ao do floco esta intimamente ligado ao seu valor nutricional (Silva, 2016)
e, de acordo com Fernandes da Silva et al. (2008), no caso dos lipideos, diversos
micro-organismos como nematoides, flagelados heterotroficos, cianobactérias e
bactérias heterotréficas unicelulares podem contribuir para o incremento deste
nutriente.

Os valores observados para matéria mineral neste estudo variaram de 29,3 a

37,0%, corroborando os dados encontrados por Manduca (2017), apesar deste autor
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relatar uma variagdo maior (14,34 a 37,8%). Para Azim e Little (2008) e Rajkumar et
al. (2015), os niveis de matéria mineral foram, respectivamente, 12,4 a 15,2% e
14,88 a 25,04 %, ficando abaixo dos valores deste estudo.

Quanto aos teores de fibra encontrados neste estudo, o FDN, que esta
intimamente relacionado com os carboidratos estruturais (celulose, hemicelulose e
pectinas) ndo apresentou diferenga (p>0,05) entre os tratamentos. O FDA néo
apresentou diferenga (p>0,05) entre os tratamentos. As fibras tém fungao diferente
no sistema BFT, que é possibilitar a aderéncia das bactérias e a formacgao de flocos.

Alteragbes na composicdo de carcaga ou filés esta intimamente ligada a
fatores bidticos e/ou abidticos, sendo o principal deles a composi¢do do alimento
fornecido. Neste estudo, a racao fornecida aos diferentes tratamentos foi a mesma.
Além disso, a analise de composicao dos flocos ndo apresentou diferenca entre os
tratamentos (p>0,05). A avaliagdo da composigado proximal dos filés de tilapias entre
os tratamentos mostrou que nao houve diferengas, corroborando Alvarenga et al.
(2018) que também nao encontraram diferengas na composi¢ao dos filés de tilapias,
avaliando diferentes niveis de salinidade na faixa de 0 a 16%o., usando o melago

como fonte de carbono.

4.6. Morfometria dos flocos

O tamanho dos flocos esta diretamente ligado com sua fungao nutricional
para os peixes, e sera definido pela movimentagéo da agua pelos aeradores. Houve
variagdo de tamanho dos flocos neste estudo, com os flocos com area menor que
1.000 ym? apresentando diferenca entre os tratamentos avaliados.

Nao foram encontrados outros estudos que avaliaram a area do floco. No
entanto, Ekasari et al. (2014a) avaliando a influéncia do tamanho dos bioflocos na
composi¢ao nutricional e no aproveitamento do nitrogénio na aquicultura,
encontraram que o consumo de bioflocos é independente do tamanho dos flocos,
seja para camardes, tilapia ou mexilhndes. Entretanto, esses mesmos autores
mencionam que o tamanho do floco tem papel importante na qualidade nutricional e
na retengao de nitrogénio pelos organismos aquaticos. Souza (2017) avaliou o efeito
do tamanho dos agregados microbianos na producado de camardes em sistema BFT.
Esta autora utilizou o processo de filtragao para avaliar a influéncia no processo de

nitrificagcdo e verificou que os parametros de qualidade de agua se mantiveram na
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faixa adequada, ndo havendo influéncia no processo de nitrificacdo. O estudo
mostrou também que os tratamentos sem filtragdo foram os que proporcionaram
melhor desempenho zootécnico aos camardes, devido a maior disponibilidade de
agregados.

A tecnologia de BFT tem um valor agregado, pois além de auxiliar no controle
do padrdo de qualidade da agua, o biofloco serve como alimento para os peixes, 0
que torna importante a compreensao dos fatores que envolvem o processo de
biofloculagéo (Crab et al., 2012, De Schryver et al., 2008). A morfologia (tamanho,
forma e composic¢ao) dos flocos se faz de grande importancia para o aproveitamento
maximo do sistema. Neste sentido, mais estudos sdo necessarios para desvendar os

efeitos do tamanho dos flocos na nutricdo e aproveitamento pelos peixes.

5. CONCLUSOES

Para a manutencdo da qualidade da agua, as fontes de carbono testadas
podem ser empregadas, uma vez que 0s impactos causados foram de baixa
magnitude sobre as varidveis estudadas, ndo sendo prejudiciais a criagao,
favorecendo a aquicultura sustentavel por reduzir o despejo de efluentes no meio
ambiente, reduzir o uso de agua no sistema e permitir aumentar a produtividade por
area.

As fontes de carbono estudadas (bagaco de cana, milho, MDPS e polpa
citrica) proporcionaram desempenho produtivo e composigéo corporal semelhantes
em relagédo ao tratamento controle (agucar). Com isso, € possivel a escolha e
mudanca das fontes que estdo sendo utilizadas de acordo com a disponibilidade e
sazonalidade, ndo comprometendo o desenvolvimento dos peixes e a qualidade da

agua do sistema.
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CAPIiTULO 2

FONTES DE CARBONO SIMPLES E COMPLEXAS NA CRIAGAO DE TILAPIAS DO
NILO (Oreocrhomis niloticus) EM SISTEMA DE BIOFLOCOS: RESPOSTAS SOBRE
A BIOQUIMICA PLASMATICA, HEMOGRAMA E MORFOMETRIA DE BRANQUIAS

O presente artigo cientifico intitulado “FONTES DE CARBONO SIMPLES E COMPLEXAS NA
CRIACAO DE TILAPIAS DO NILO (Oreocrhomis niloticus) EM SISTEMA DE BIOFLOCOS:
RESPOSTAS SOBRE A BIOQUIMICA PLASMATICA, HEMOGRAMA E MORFOMETRIA DE
BRANQUIAS” serd& SUBMETIDO no periddico Fish and Shellfish Immunology — ISSN: 1050-4648,
Fator de Impacto: 4.581

HIGHLIGHTS

- Bagacgo de cana induziu aumento do ALT em relagao as demais fontes.

- Hemoglobina apresentou valores mais elevados nos tratamentos MDPS, Ml e PC.
- MDPS proporcionou maior concentragdo de hemoglobina e CHCM.

- Trombograma apresentou aumento quando utilizada a fonte MDPS no BFT.

- Em BC, comprimento de lamela primaria, didametro de vaso e celularidade foram

menores.

branquias

Tratamentos bioflocos
Fontes de carbono

extensa@o sanguinea
Contagem total e diferencial

extensd@o sanguinea = analises bioquimicas
Contagem total e diferencial e enzimaticas

Polpa Citrica

Figura 1 - Resumo grafico a ser incluido no artigo atendendo as normas de submissao da revista.
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RESUMO

Os peixes possuem uma relagao intima com a agua, uma vez que € 0 meio em que
vivem. Por isso, alguns estudos analisam o comportamento dos peixes como
ferramenta de avaliacdo de bem-estar. No entanto, o sistema de bioflocos (BFT),
que € uma cultura de micro-organismos, impossibilita esse estudo comportamental
pois a agua de cultivo dos tanques onde os peixes sdo produzidos € escura. Desta
forma, sado utilizadas outras ferramentas de avaliagdo do bem-estar dos peixes neste
sistema, entre elas a hematologia e a histologia. Neste estudo, objetivou-se analisar
se as diferentes fontes de carbono (agucar, bagaco de cana, milho, milho
desintegrado com palha e sabugo, e polpa citrica) adicionadas ao BFT podem
influenciar o estado nutricional dos peixes. Um total de 400 juvenis de tilapias do Nilo
(45,4 + 3,66 g) foram distribuidos aleatoriamente em 20 tanques de 160 L em uma
densidade de 20 peixes por tanque. Nos parametros bioquimicos sanguineos,
observou-se alteragao significativa da ALT. Para os tratamentos AC, PC, Ml e MDPS
os valores de ALT foram menores em relacao a fonte BC, sendo que esta n&o diferiu
do Ml e MDPS. Na hematologia, houve diferenga (p<0,05) na concentracdo de
hemoglobina e consequentemente na concentracdo de hemoglobina corpuscular
média, bem como na quantificagcdo dos trombdcitos. Os peixes mantidos nos
bioflocos com fontes de MI, MDPS e PC apresentaram maiores taxas de Hb em
relagdo as tilapias mantidas em bioflocos com a fonte de carbono AC. A
concentracdo de hemoglobina dos peixes submetidos ao tratamento em que foi
utilizado o BC como fonte de carbono foi similar a das tilapias dos tratamentos com
fontes AC, MI, MDPS e PC. Os trombdcitos do tratamento MDPS apresentaram
valores superiores aos demais. A morfologia branquial apresentou diferengas entre
os tratamentos, com a espessura da lamela, o didametro de vaso e a celularidade da
lamela primaria das branquias de Oreochromis niloticus do presente experimento
mostrando menores valores (p<0,05) na fonte BC em geral, seguida pelo AC. As
diferencas encontradas neste estudo ndo demonstraram impacto da qualidade da
agua na producdo e no estado nutricional de tilapias juvenis produzidas em sistema

de BFT com diferentes fontes de carbono.

Palavras-chave: Bioflocos. Bem-estar peixes. Contagem sanguinea. Hematologia

de peixes. Morfometria de branquias.
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ABSTRACT

Fish have an intimate relationship with the water once it is their natural habitat.
Therefore, some studies analyze the fish’s behavior as a welfare assessment tool.
However, the biofloc system (BFT), that is a culture of micro-organisms, makes this
behavioral study impossible because the water in the tanks where the fish are
produced is dark. Thus, other tools are used to assess this fish welfare, including
hematology and histology. The aim of this study was to analyze if different carbon
sources (sugar - AC, sugarcane bagasse - BC corn - MI, disintegrated corn with
straw and cob - MDPS, and citrus pulp - PC) added to BFT can influence the
nutritional status of fish. A total of 400 juvenile Nile tilapia (45.4 £+ 3.66 g) were
randomly distributed into 20 160 L ponds at a density of twenty fish per pond. In the
blood biochemical parameters, there was a significant change in ALT. For AC, PC,
MI and MDPS treatments, ALT values were lower compared to the BC source, which
did not differ from MI and MDPS. In hematology, there was a difference (p<0.05) in
the hemoglobin concentration and consequently in the mean corpuscular hemoglobin
concentration, as well as in the quantification of thrombocytes. Fish kept in bioflocs
with MI, MDPS and PC sources had superior Hb rates compared to tilapia kept in
bioflocs with AC carbon source. The hemoglobin concentration of fish subjected to
treatment using BC as a carbon source was similar to that of tilapia from treatments
with AC, MI, MDPS and PC sources. The thrombocytes from the MDPS treatment
presented higher values than the other treatments. The gill morphology showed
differences between treatments. The lamella thickness, the vessel diameter and the
primary lamella cellularity of the gills of Oreochromis niloticus showed lower values
(p<0.05) in BC source in general, followed by AC. The differences found in this study
did not indicate impact on water quality, production and nutritional status of juvenile

tilapia produced in a BFT system with different carbon sources.

Keywords: Biofloc. Fish welfare. Blood count. Fish hematology. Gill morphometry.
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1. INTRODUGCAO

A aquicultura tem se desenvolvido muito nos ultimos anos, e novas
metodologias para acompanhamento do bem-estar e desempenho dos peixes tém
sido estudadas, em especial no sistema de bioflocos. Neste sistema, a agua fica
escura devido a presenga de micro-organismos benéficos presentes nos agregados
microbianos, o que dificulta a observagdo do comportamento dos animais. Neste
sentido, histologia e a hematologia sao metodologias que podem auxiliar o
diagnostico e a tomada de decisdo no manejo animal, sendo utilizadas para avaliar o
bem-estar dos peixes na busca por melhor produtividade.

Peixes que sofreram estresse apresentam comportamentos erraticos e podem
apresentar alteracbes em nivel celular, pois ha um desequilibrio na homeostase
devido ao estresse sofrido (Wendelaar Bonga, 2011), seja ele agudo ou crénico. O
estresse agudo pode ser causado por manejo simples e o animal se recupera
rapidamente; no estresse cronico o animal pode ter reducdo em produtividade,
queda na imunidade, redugdo de crescimento e alteragdes no comportamento
reprodutivo.

Os agentes estressores podem ser de natureza quimica, como alteragdes no
padrdao da qualidade da &agua, como niveis baixos de oxigénio dissolvido, pH
alterado e niveis de amodnia e nitrito elevados; de natureza fisica, como por exemplo,
a alta densidade no tanque de criagao, transporte ou manuseio (Diniz e Honorato,
2012); e de natureza biolégica, que sdo presenga de predadores, e exposi¢cao a
agentes infecciosos e parasitarios (Oba et al., 2009).

Alguns estudos foram realizados demonstrando o efeito do BFT sobre o
sistema imune, resisténcia ao estresse, crescimento, reprodugdo e densidade, e
também sobre como o BFT pode alterar os parametros hematoldgicos, séricos e
histolégicos de peixes e camardes (Adineh et al., 2019; Emerenciano et al., 2013;
Manduca et al., 2020; Manduca et al., 2021; Mansour e Esteban, 2017; Menaga et
al., 2019; Panigrahi et al., 2019).

Os peixes em geral, respondem a alteragbes ambientais, principalmente
aquelas que ocorrem na agua, refletindo variagbes na composicdo sanguinea
(hematolégicas e bioquimicas) (Tavares-Dias e Moraes, 2004). Os indices
hematimétricos sao utilizados nas avaliagdes e classificacdes de diferentes tipos de

alteragdes sanguineas (Ranzani-Paiva et al., 2013), causadas por deficiéncia
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nutricional, intoxicagdo por nitrito, aumento de densidade ou baixa qualidade de
agua.

A quantificagao de proteinas totais, colesterol e triglicerideos sao parametros
séricos que norteiam a avaliagdo do estado nutricional (Rossato et al., 2013) e imune
(Crab et al., 2012, Wendelaar Bonga, 2011) dos peixes. Além destes, tem-se a
quantificacdo plasmatica das enzimas alanina amino transferase (ALT) e aspartato
amino transferase (AST) e da ureia, que podem indicar lesdes hepaticas, sendo
indicativas de catabolismo proteico (Rossato et al., 2013). A AST pode ser indicativa
de lesédo nos hepatdécitos, enquanto o aumento da ALT pode indicar lesdo muscular,
apesar de nao ser especifica (Thrall, 2007). O nivel de ureia plasmatica pode ser
indicativo de epiteliopatia branquial, pois a concentracdo de ureia nos peixes
teledsteos de agua doce esta mais intimamente ligado as branquias que aos rins
(Rodrigues et al., 2018; Thrall, 2007).

Thrall (2007) afirma que a excre¢cdo de compostos nitrogenados pelos peixes
de agua doce de um modo geral, é baixa, sendo inferior a 10 mg.L™". Em teledsteos
de agua doce com pH elevado e alcalino, o teor de ureia plasmatica é mais alto
devido a uma possivel interacdo do equilibrio acido-base com a producgao de ureia, o
que é possivel de ocorrer no BFT.

As branquias sdo orgaos sensiveis e de vital importdncia que estdo
intimamente ligados ao meio aquatico em que 0s peixes se encontram, e possuem
capacidade de adaptacao (Baldisserotto et al., 2014; Poleksic e Mitrovic-Tutundizic,
1994). As adaptagbes ao novo estado de equilibrio buscam a manutencdo das
fungdes branquiais, sendo utilizadas para respiragdo, osmorregulacéo, filtragao,
equilibrio acido-base e excreg¢ao. Este 6rgao possui uma superficie de contato muito
ampla com a agua; apesar de se adaptar ao meio é vulneravel a alteragbes do
ambiente aquatico, como por exemplo, presenca de toxicos, excesso de solidos
presentes no meio, alteragcdes de parametros de qualidade da agua, entre outros
(Poleksic e Mitrovic-Tutundizic, 1994).

No sistema de BFT o acumulo de solidos pode provocar acumulo de
substancias sobre as lamelas branquiais em peixes (Long et al., 2015) e em
camardes (Luo et al., 2014; Ray et al., 2010) devido a adesao dos sélidos em sua
superficie (Silva, 2016), o que consequentemente afeta o crescimento e bem-estar
dos animais (Luo et al., 2014). Este processo dificulta as trocas gasosas, por

exemplo, por evitar o contato direto das branquias com a agua.
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Desta forma, buscou-se avaliar a influéncia que as fontes de carbono tém em
alterar os padrées sanguineos normais (bioquimica plasmatica, eritrograma,
leucograma e trombograma) e a estrutura das branquias de juvenis de tilapias do

Nilo produzidas em sistema BFT.

2, MATERIAL E METODOS

21. Condugao experimental

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Aquacultura (Laqua), na Escola
de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte,
Minas Gerais, seguindo as normas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). A presente proposta de estudo foi aprovada
pela Comissao de Etica no Uso dos Animais (CEUA) da UFMG (protocolo 149/2019).

Foram utilizados 20 tanques retangulares de 200 L, com 160 L de volume util,
nos quais foram alocados 400 juvenis masculinizados de tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) com peso médio inicial de 45,4 £ 3,66 g, com densidade de
estocagem de 20 individuos por unidade experimental. Os peixes foram mantidos
em tanques dentro de uma estufa agricola para manutengdo da temperatura, com
sistema de aeragdo constante, iluminagao natural e alimentados ad libitum trés
vezes ao dia com ragao comercial contendo 36% de proteina bruta e 3800 kcal/kg
de energia bruta. As sobras de racdo foram coletadas para manutencdo da
qualidade da agua, vinte minutos apds oferta do alimento.

A formagao dos flocos nos tanques de tratamento foi realizada antes da
colocagéo dos peixes, na propor¢ao de 70% de agua clara e 30% de bioflocos ja
maduros e disponiveis no laboratério. Os peixes foram colocados nos tanques e
mantidos por sete dias antes do periodo experimental, para adaptacao ao sistema.
Foi realizada reposicdo semanal minima de agua para manutencao do volume inicial
durante todo o periodo experimental.

O experimento foi realizado em um delineamento experimental inteiramente
casualizado com cinco tratamentos e quatro repeticdes. Os alimentos testados foram
fontes de carbono simples (acucar - AC) e complexas (bagaco de cana - BC, milho -
MI, milho desintegrado com palha e sabugo - MDPS e polpa citrica - PC). Todos

estes alimentos foram moidos em moinho de faca com peneira de 1 mm. A
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composi¢cdo bromatologica envolveu a quantificacdo de matéria mineral (MM),
proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em

detergente acido (FDA) das fontes de carbono que esta apresentada na tabela 1.

Tabela 1 - Composigcdo bromatoldégica, em porcentagem, das fontes de carbono avaliadas em
sistema de bioflocos para producéo de juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus).

Bagaco de cana Milho MDPS Polpa citrica
MM 1,62 0,94 1,29 6,14
PB 0,79 7,60 7,96 6,33
EE 0,60 2,30 1,55 2,93
FDN 86,39 47,92 30,51 30,10
FDA 55,16 13,15 2,64 19,04

Proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), matéria mineral (MM), fibra em detergente neutro (FDN) e
fibra em detergente acido (FDA)

2.2. Eritrograma, leucograma e trombograma

Para as analises dos parametros hematolégicos, foram coletadas amostras de
sangue de sete exemplares por tanque, totalizando 28 peixes por tratamento. Os
peixes ndo anestesiados foram utilizados para coleta de sangue via pung¢ao veno-
caudal com seringas de 3 mL contendo heparina como anticoagulante. As amostras
de sangue foram transferidas para microtubos que foram acondicionados sob
refrigeragao para o processamento.

As extensdes sanguineas foram preparadas em duplicatas e coradas pelo
método de coloragdo rapida com May Grunwald-Giemsa-Wright (MGGW) (Tavares-
Dias e Moraes, 2003), sendo fotografadas em microscopio de luz e processadas no
programa ImagedJ versao 1.48 (National Institutes of Health, USA) para a contagem
total de leucécitos e trombdcitos, assim como para a contagem diferencial dos
leucécitos (Figura 2). A contagem total de leucdcitos e de trombdcitos foi realizada a
cada 2000 eritrocitos computados, enquanto a contagem relativa foi determinada a
partir da contagem diferencial de 200 leucécitos. Para determinagdo absoluta de
cada tipo de leucécito, o numero total de cada célula leucocitaria foi multiplicado pelo
percentual das mesmas.

A concentragdo de hemoglobina (Hb) foi determinada pelo método da
cianometahemoglobina, em que os compostos de hemoglobina, com excecédo da
sulfahemoglobina, sdo rapidamente convertidos a cianometahemoglobina sob agéo

do ferrocianeto de potassio e do cianeto de potassio (Collier, 1944). Foram
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colocados 10 pyL de amostra do sangue em 2,5 mL de solugdo de Drabkin (kit
comercial Bioclin ®). Apés 30 minutos foram feitas as leituras no espectrofotdbmetro
(Biochrom Libra S22) a 540 nm tendo como padrao uma solugao comercial contendo
11,3 mg/dL de hemoglobina (Bioclin®). Apds a leitura da absorbancia, o valor foi
multiplicado pelo fator de corregao calculado na curva padrao (Ranzani-Paiva et al.
2013).

Uma aliquota do sangue foi utilizada para determinacdo do hematdcrito pelo
método do microhematoécrito (Goldenfarb et al.,, 1971). Foi utilizado capilar
heparinizado com comprimento de 75 mm e diametro interno de 1,0 mm. Os
capilares contendo sangue foram centrifugados por 5 minutos a 12.000 rpm e as
leituras foram realizadas imediatamente apds a centrifugacéao.

Uma aliquota de 10 uL de sangue foi colocada em 2 mL (diluicdo 1:200) de
solugao formol-citrato com azul de toluidina para contagem de eritrécitos sanguineos
em camara de Neubauer (x 10° / L), seguindo metodologia modificada por Oliveira-
Junior et al. (2009).

Os indices hematimétricos (Volume Corpuscular Médio - VCM, Hemoglobina
Corpuscular Média - HCM e Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média -
CHCM) foram determinados a partir do hematécrito, da hemoglobina e da contagem

de eritrécitos (Ranzani-Paiva et al., 2013).

Figura 2 - Tipos celulares sanguineos em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus). Eritrécitos (E
Eritrocitos), diferencial de leucdcitos (L. Linfocitos; M. Mondcitos; N. Neutroéfilos) e trombdécitos (T.
Trombdcitos). Coloragéo: May Grunwald-Giemsa-Wright (MGGW). Objetiva: 100x. Foto: Joana D’Arc
Silveira Souza, DVT-UFV, Vigosa (2021).
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- Volume Corpuscular Médio (VCM): avalia o volume dos eritrocitos.

Hematocrite x 10
=fL

VeM =

nimereo de Eritrécitos (x10%ul™%)

- Hemoglobina Corpuscular Média (HCM): determina a quantidade de

hemoglobina existente em cada eritrécito.

Taxa de hemoglobine x 10

HCM =

numere de Eritrocitos = P9
- Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM): relacionada a

concentragédo do pigmento hematico nos eritrocitos.

=gdL™’

Taxa de hemoglobina x 100
CHCM =

Hematocrito
2.3. Bioquimica plasmatica

Apos a leitura do microhematdécrito, o capilar foi quebrado para separacéao da
fragdo plasmatica e realizado o proteinograma por meio da leitura de proteina
plasmatica total pela técnica de refratometria em um refratdmetro clinico portatil
(bbrix, RHC200).

Para analises bioquimicas e enzimaticas foi realizada a centrifugagcao do
sangue por 10 minutos a 3.000 rpm, e o plasma foi dividido em dois microtubos que
foram mantidos em ultrafreezer (-80°C) até o processamento. O plasma foi
processado em até 30 dias para as analises simultdneas de ALT, AST, colesterol,
triglicerideos, glicose e ureia. O processamento foi realizado no analisador de
acesso randémico para dosagem por absorbancia e turbidimetria (Humanstar 300),

com Kits comerciais padronizados da marca Bioclin®.
2.4. Morfometria de branquias

Apos coleta de sangue os peixes foram anestesiados e eutanasiados em
Eugenol (300 mg.L™"). Para andlises histoldgicas, foram coletadas branquias de trés
peixes por tanque, totalizando oito peixes por tratamento. As amostras foram
coletadas e fixadas em liquido de Bouin por 24 horas e, em seguida, foram lavadas
para retirada da solucao fixadora contendo acido picrico e mantidas em alcool 70%.
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Em seguida, foram infiltradas em resina:alcool, depois resina pura, e na
sequéncia emblocadas, sendo obtidos cortes histoldgicos semisseriados com 3-5 um
de espessura em microtomo rotativo (Leica), utilizando-se navalha de vidro. Os
cortes foram submetidos a coloragao pela técnica de azul de toluidina. As laminas
foram montadas com Entellan® (Merck, #107960) para analise em microscopio de
luz (Olympus CX31, Philippinas).

Para analise morfométrica foi utilizada a metodologia adotada por Carlos
(2006) com o auxilio do software Imaged versao 1.48 (National Institutes of Health,
USA), a partir das imagens digitais obtidas de cinco lamelas primarias por animal na
objetiva de 10x. Foram utilizados oito peixes de cada tratamento, resultando em 40
afericdes para cada uma dessas regides, sendo mensurados a espessura da lamela
primaria (ELP), o didametro do vaso central da lamela primaria (DV), bem como o
comprimento de lamelas secundarias (LS) nos tercos basal (b), médio (m) e apical
(a) das lamelas primarias. Foram mensurados os comprimentos de 10 lamelas
secundarias nos tercos basal, médio e apical da lamela primaria por animal,
resultando em 80 afericbes para essa variavel. A celularidade (CE) foi calculada

subtraindo-se o didmetro do vaso da espessura da lamela primaria (Figura 3).

Figura 3 - Branquias de juvenis de tilapias (Oreochromis niloticus), utilizadas para aferigdo de
espessura de lamela primaria (ELP), didmetro de vaso central (DV) e comprimento de lamela
secundaria (LS). Coloragao: azul de toluidina. Foto: Joana D’Arc Silveira Souza, DVT-UFV, Vigosa
(2021).
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2.1. Analises estatisticas

Os dados e seus residuos foram submetidos ao teste de normalidade
(Shapiro-Wilk) e, quando nao foi observada normalidade, os mesmos foram
submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Atendendo a normalidade,
foi aplicado o teste ANOVA seguido do teste de Tukey, todos ao nivel de 5% de
significancia. Para execucdo dos testes estatisticos e graficos foram utilizados os

programas Infostat (Di Rienzo et al., 2015) e R para Windows (R Core Team, 2020).
3. RESULTADOS

A avaliagao dos parametros de qualidade de agua mostrou que a temperatura
média esteve em 26,55 + 1,14°C, com oxigénio dissolvido de 5,07 + 1,01 mg.L" e
pH 5,94 + 0,68. A salinidade foi mantida em torno de 2,39 + 0,33 g.L™". A alcalinidade
variou de 5 a 215 mg.L'1 de CaCOs;, mas manteve-se abaixo de 50 mg.L'1 na maior
parte do periodo experimental. O N-AT manteve média abaixo de 2 mg.L™ e o nitrito
apresentou média abaixo de 0,5 mg.L'1. Ao final do experimento, a média de nitrato
dos tratamentos ficou em 443,51 (Milho - MI); 476,38 (Acucar - AC); 592,18 (Milho
desintegrado com palha e sabugo - MDPS); 637,58 (Polpa citrica - PC) e 697,62
mg.L”" (Bagaco de cana - BC). Ao final do periodo experimental, os sélidos
sedimentaveis nao apresentaram diferenga significativa (p>0,05) entre os
tratamentos (AC - 31,2513,05; MI - 32,25+ 3,05; BC - 36,50£3,05; PC - 39,00+3,05;
MDPS - 40,75+3,05).

Os dados de desempenho produtivo ndo mostraram diferencgas significativas
(p>0,05) entre os tratamentos, tanto no inicio (peso médio individual - AC - 0,05 %
0,01, BC - 0,048 + 0,00, MI - 0,04 + 0,00, MDPS - 0,05 £+ 0,00 e PC - 0,04 + 0,00 g)
quanto no final do periodo experimental (peso médio individual - AC - 0,17+ 0,01, BC
-0,17 £ 0,02, MI - 0,17 £ 0,02, MDPS - 0,16 + 0,02 e PC - 0,16 + 0,02 g).

3.1. Eritrograma, leucograma e trombograma

A analise das variaveis Ht, RBC, VCM, HCM e WBC nao mostrou diferencas

(p>0,05) entre os tratamentos.
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Houve efeito (p<0,05) das fontes de carbono utilizadas nos bioflocos sobre a
Hb e CHCM. Os peixes mantidos nos bioflocos com fontes de MI, MDPS e PC
apresentaram maiores valores de Hb em relagao as tilapias mantidas em bioflocos
com a fonte de carbono de AC. A concentragdo de hemoglobina dos peixes
submetidos ao bioflocos em que foi utilizado o BC como fonte de carbono foi similar
a das tilapias dos tratamentos com fontes de AC, MI, MDPS e PC (Tabela 2).

Os peixes mantidos em bioflocos em que se utilizou MI como fonte de
carbono apresentaram maiores valores de CHCM em relagao as tilapias mantidas no
bioflocos em que foi utilizado AC. Os valores de CHCM foram iguais para os
tratamentos AC, BC, MDPS e PC.

Os leucécitos nao diferiram (p>0,05) entre os tratamentos. Os trombdcitos do
tratamento MDPS apresentaram valores superiores (p<0,05) aos tratamentos AC,
BC, Ml e PC (Tabela 3).

3.2. Bioquimica plasmatica

A andlise e determinacdo das variaveis bioquimicas e enzimaticas, mostrou
que a ALT diferiu entre os tratamentos (p<0,05). Para os tratamentos AC, PC, Ml e
MDPS os valores foram menores em relacédo a fonte BC, sendo que esta nao diferiu
do Ml e MDPS. Os niveis de AST, colesterol, triglicerideos, glicose, ureia e proteina

total nao diferiram (p>0,05) entre os tratamentos (Tabela 4).

3.3. Morfometria de branquias

A espessura da lamela primaria (ELP), o didmetro de vaso (DV) e a
celularidade (CE) das branquias de Oreochromis niloticus do presente experimento
mostraram menores valores (p<0,05) na fonte BC de um modo geral, seguida pelo
AC. A fonte PC reportou valores iguais (p>0,05) a fonte controle nos parametros
ELPb, ELPm, DVb, DVm, CEm e iguais a fonte BC para ELPa, DVa. O Mi
apresentou maiores valores (p<0,05) para as variaveis ELPm, ELPa, DVm e CEa,
sendo os demais iguais a fonte controle (AC). O MDPS e a fonte controle
apresentaram valores proximos entre si para a maioria dos parametros, exceto em

ELPm, DVm e CEa que se igualaram ao MI, e o DVa igual a fonte BC (Tabela 5).
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Em relagdo ao comprimento das lamelas secundarias (LS), as fontes MI, PC e
AC foram iguais e maiores na porgéo basal, seguida por BC, Ml E PC, e em menor
comprimento MDPS, MI e BC. Para o comprimento da LSm, o MI teve menor
comprimento em relagdo as demais fontes testadas. As LSa ndo mostraram

diferencas entre os tratamentos (Tabela 5).



Tabela 2 - Eritrograma de juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) mantidas em sistema de bioflocos utilizando diferentes fontes de carbono.

o AC BC MI MDPS PC
Variaveis cv p
(n=28) (n=27) (n=26) (n=28) (n=27)

Ht (%) 32,46 + 3,6 32,04 + 5,81 31,69 + 4,81 32,64 + 4,82 34,41+ 5,18 14,36 0,2096
Hb (g.dL™) 8,4 +1,49° 9,01 £2,31% 10,01 + 2,76° 11,91 + 4,11° 9,71+ 1,15° 15,77 0,0015
RBC (Eri x10° pL) 2,24 +0,33 2,31+ 0,30 2,26 + 0,38 2,37 + 0,30 2,34 + 0,36 13,44 0,3288
VCM (fL) 147,21 + 20,04 139,95 + 29,95 144,75 + 35,42 138,57 + 18,88 147,94+18,89 15,37 0,2282
HCM (pg) 38,06 + 7,12 39,36 + 9,83 45,84 + 15,19 51,56 + 21,17 42,14 + 7,00 18,75 0,1040
CHCM (g.dL™) 26,17 £ 5,28° 28,84 + 7,56™ 32,71 +11,94° 38,06 + 17,75% 28,62 + 3,96 18,57 0,0684
WBC (uL x 10°) 0,1440,12 0,12+0,10 0,10+0,06 0,12+0,07 0,13£0,08 67,33 0,8718

Médias seguidas por diferentes letras na linha diferem entre si, de acordo com os testes utilizados. Ht (Hematdcrito): CV 14,36 — SNK; Hb (hemoglobina): CV
15,77- Duncan; RBC (eritrocitos): CV 13,44- SNK; VCM (volume corpuscular médio): CV 15,37 - Duncan; HCM (hemoglobina corpuscular média): CV 18,75 -
Kruskal-Wallis; CHCM (concentragdo de hemoglobina corpuscular média): CV 18,57— Duncan; WBC (CV 63,33). Acucar (AC), bagago de cana (BC), milho

(MI), Milho desintegrado com palha e sabugo (MDPS), polpa citrica (PC).

Tabela 3 - Leucograma e trombograma de juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) mantidas em sistema de bioflocos utilizando diferentes fontes de

carbono.
Variaveis AC BC Mi MDPS PC CcVv p
WBC (uL™" x 10°%) 0,11+0,12 0,12+0,10 0,11+0,13 0,10+0,06 0,13+0,07 69,68 0,7057
Linfocitos (uL™" x 10°) 0,06+0,03 0,05+0,03 0,06+0,03 0,06+0,03 0,06+0,03 47,26 0,7696
Mondcitos (uL™ x 10°) 0,05+012 0,06+0,08 0,02+0,10 0,03+0,05 0,03+0,08 118,70 0,8714
Neutrofilos (uL™ x 10°)  0,0009+0,003 0,000,003 0,0022+0,044 0,0014+0,004 0,0011+0,005 349,47 0,1810
Eosindfilos (L™ x 10°) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,0005 0,00+0,0038 0,00+0,0005 624,43 0,0766
Trombacitos (uL™ x 10°)  0,003+0,01%° 0,001+0,01° 0,001+0,008° 0,01+0,01° 0,001+0,012 132,65 0,0037

Medianas seguidas por diferentes letras na linha diferem entre si, de acordo com os testes Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de significancia. Agucar (AC),

bagaco de cana (BC), milho (MI), Milho desintegrado com palha e sabugo (MDPS), polpa citrica (PC).
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Tabela 4 - Bioquimica plasmatica de juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) mantidas em sistema de bioflocos utilizando diferentes fontes de

carbono.
o AC BC MI MDPS PC cv p
Variaveis
(n=24) (n=26) (n=25) (n=22) (n=25)

ALT (U.LT) 48,5 + 32,55° 77,0 £ 69,81° 63,0 + 42,697 60,0 + 77,02%° 47,0 + 64,69° 80,04 0,0367
AST (U.LT) 172,0 + 151,45 198,8 + 201,05 176,3 + 220,85 167,75 +176,66 202,4 + 201,17 77,50 0,8902
Colesterol (mg.dL™) 147,5 + 47,9 175,5 + 36,61 148,0 + 35,29 155,0 + 32,27 167,0 + 38,31 24,51 0,0905
Triglicerideos (mg.dL™")  227,5 + 149,91 326,0 + 175,12 233,0 + 198,84 304,5 + 151,97 259,0 + 148,71 53,98 0,1838
Glicose (mg.dL™) 46,5 + 13,06 50,5 + 21,92 47,0 + 29,95 46,5 + 27,78 46,0 + 13,68 43,53 0,6063
Ureia (mg.dL™) 14,62 + 12,55 16,88 + 13,49 15,01 + 15,65 13,65 + 6,82 17,38 + 14,74 72,16 0,5082
Proteina total (g.dL™) 5,0 + 0,60 5,40 + 0,55 5,05 + 0,53 5,20 + 0,59 4,9 +0,57 11,74 0,2408

Medianas seguidas por diferentes letras na linha diferem entre si, de acordo com os testes de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de significancia. Agucar (AC),
bagaco de cana (BC), milho (MI), Milho desintegrado com palha e sabugo (MDPS), polpa citrica (PC). Alanina amino transferase (ALT), aspartato amino

transferase (AST).
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Tabela 5 - Espessura, didmetro do vaso central e celularidade da lamela primaria, e comprimento de lamela secundaria nos tergos basal, médio e apical de
branquias de juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) mantidas em sistema de bioflocos utilizando diferentes fontes de carbono.

Variaveis AC BC Mi MDPS PC p
Espessura de lamela primaria
Basal (n=40) 127,98+33,30° 88,98+21,82° 126,10+40,83° 137,39+38,12° 117,63%32,21° <0,0001
Médio (n=40) 124,81+44,17° 100,06+29,60° 168,81+58,73° 142,41+35,70* 135,86+25,43" <0,0001
Apical (n=40) 164,93+41,63° 142,03+41,03° 183,00+35,03° 163,38+44,02° 137,66+30,27° <0,0001

Diametro de vaso central

40,94+11,21°

Basal (n=40) 28,52+9,00° 41,96+24,39° 62,85+29,07° 42,01+26,94° <0,0001
Médio (n=40) 38,58+16,26° 31,16+11,00° 52,33+52,46° 53,32+28,03° 40,82+14,44° <0,0001
Apical (n=40) 51,65+32,86° 53,43+31,83° 88,15+26,61° 56,14+35,24° 45,06+26,37° 0,0003
Celularidade

Basal (n=40) 81,47+28,44° 61,36+19,75° 83,03+33,04° 78,91+28,26° 66,47+21,33%° 0,0019
Médio (n=40) 87,03+36,15° 64,42+23,82° 94,64+28,91° 85,09+25,16° 93,19+23,55° <0,0001
Apical (n=40) 115,43+27,72° 78,83+30,14° 103,17+33,05% 96,37+26,13" 88,07+26,15%° <0,0001
Comprimento de lamela secundaria

Basal (n=80) 171,68+ 35,21° 154,32+ 38,12%° 166,48+ 32,67 154,18+ 37,77° 165,58+33,37™ 0,0086
Médio (n=80) 164,93+41,12° 172,07+48,13° 143,77+39,47° 154,22+45,32° 157,30+42,41° 0,0006
Apical (n=80) 204,93+49,79 174,73+34,52 184,04+44,21 183,47+44,97 184,10+54,92 0,0532

Medianas seguidas por diferentes letras na linha diferem entre si, de acordo com os testes utilizados. Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de significAncia. Ac¢ucar
(AC), bagaco de cana (BC), milho (MI), Milho desintegrado com palha e sabugo (MDPS), polpa citrica (PC). Espessura lamela primaria no tergo basal
(ELPb); Espessura lamela primaria no tergo médio (ELPm); Espessura lamela primaria no terco apical (ELPa); Didmetro de vaso no terco basal (DVb);
Didmetro de vaso no tergco médio (DVm); Didmetro de vaso no terco apical (DVa); Celularidade no ter¢o basal (CEb); Celularidade no terco médio (CEm);

Celularidade no terco apical (CEa); Lamela secundaria no ter¢o basal (LSb); Lamela secundaria no terco médio (LSm); Lamela secundaria no tergo apical
(LSa).
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4, DISCUSSAO

A qualidade da agua do sistema foi mantida dentro dos parametros
recomendados para tilapias durante o periodo experimental. A alcalinidade
apresentou altas flutuagdes (5 a 215 mg.L™"), assim como os estudos de Azim e Little
(2008) que encontraram variagéo de 8 a 250 mg.L™, fato que ocorreu mesmo com as
correcdes realizadas.

Durante o amadurecimento dos bioflocos é de se esperar que ocorra 0 pico
de N-AT e nitrito, o que aconteceu neste estudo. Contudo estes ndo ultrapassaram
0s niveis considerados toxicos para os peixes, sendo que a N-AT manteve uma
média abaixo de 2 mg.L™" e o nitrito com média abaixo de 0,5 mg.L™". O valor de
nitrato € acumulativo durante o experimento, e por ser menos toxico, nao gera
perdas no sistema. Os valores (medianas) de nitrato registrados ao final do
experimento foram de 488,60 a 564,71 mg.L" e ndo ultrapassaram o intervalo
considerado seguro que, para a maioria das espécies, podem tolerar altos niveis,
entre 1.000 e 3.000 mg.L™" (Arana, 1997).

4.1. Eritrograma, leucograma e trombograma

No eritrograma houve alteracdo na concentracdo da Hb, apresentatdo
menores valores nos tratamentos controle (AC) e BC, e valores mais elevados nos
tratamentos com MDPS, Ml e PC. De acordo com Hrubec et al. (2000), os valores de
referéncia para tilapias produzidas em sistemas de alta densidade, pesando em
meédia 240g, sao de 7,0-9,8 g.dL'1 de Hb. Com base no estudo desses autores, os
tratamentos Ml e MDPS estiveram acima do limite esperado.

Os valores de HCM e CHCM estiveram acima do padrao de referéncia para
Ml e MDPS, estipulados por Hrubec et al. (2000; 28,3-42,3 g.dL™" e 22-29 g.dL™,
respectivamente). No presente estudo, o HCM nao apresentou diferenca e o CHCM
apresentou maior concentragdo nas fontes MI e MDPS. Esses indices sao
dependentes da taxa de Hb. De acordo com Tavares-Dias e Moraes (2004), o
aumento na concentragdo da hemoglobina durante um estimulo de estresse pode
ser causado pelo aumento na demanda de consumo de oxigénio; dessa forma, o
aumento da Hb sugere maior capacidade de transporte de oxigénio devido ao

aumento na demanda energética.
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Neste estudo n&o foram observadas elevagdes constantes de nitrito, uma vez
que nao houve reducao nos valores de Hb e Ht. A reducéo dos valores para Hb e Ht
esta diretamente ligada a presenca de nitrito toxico no sistema, que leva a formagéao
de metahemoglobina (Martins et al., 2017) quando o nitrito entra no sangue por
intermédio das branquias, oxidando o Fe*" a Fe™" e reduzindo a afinidade com o
oxigénio, dificultando assim o processo de respiragao (Avnimelech, 2009).

Bittencourt et al. (2003) realizaram um estudo para investigar valores
hematolégicos e bioquimicos de referéncia para a tilapia do Nilo cultivada em
sistema semi-intensivo. Estes autores estabeleceram uma matriz de correlagao para
comparagao dos graus de associacdo entre os dados biométricos e parametros
hematoldgicos, e entre estes e os valores bioquimicos. Os resultados destes autores
mostraram uma correlagao positiva entre peso, comprimento, VCM e HCM, bem
como entre o comprimento e Ht. Desta forma, conclui-se que as alteracbdes da Hb e
CHCM do presente experimento nao estdo diretamente ligadas ao peso dos peixes,
pois 0s mesmos nao apresentaram diferengas significativas em ganho de peso.

Tavares-Dias e Moraes (2004) mencionam que os eritrécitos maduros sao as
células mais numerosas no sangue e sua fungédo é o transporte de oxigénio e gas
carbdnico pela hemoglobina. Nesse sentido, a contagem de RBC neste estudo néo
apresentou diferencas nos tratamentos, validando o uso das diferentes fontes de
carbono avaliadas. A analise do sangue em peixes facilita a deteccéo de alteragcbes
organicas nos organismos e os desvios das condigdes normais observadas no
sangue (Oliveira Ribeiro et al., 2000), auxiliando na avaliagcdo das condi¢gbes do
ambiente em que se encontram.

Vosyliené (1999) afirma que o estresse leva a agao de glicocorticoides no
organismo dos peixes, havendo alteragdes dos niveis de cortisol no sangue, o que
acarreta modificacbes fisiometabdlicas que sao observadas no aumento dos
eritrocitos e na redugcdo do VCM. Este evento ndo foi registrado neste estudo,
estando os dados dentro dos valores de referéncia (115-183 fL) citados por Hrubec
et al. (2000).

Em um momento de estresse, ha liberacdo de catecolaminas e
corticosteroides na corrente sanguinea dos peixes, causando mudancas fisiolégicas
no animal (Poli et al., 2021). Um dos efeitos causados pelas catecolaminas é o
aumento da capacidade de oxigenagao no sangue, o que faz com que, entre outros

mecanismos, haja um aumento do volume dos eritrocitos, aumentando os niveis do
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hematdcrito (Wendelaar Bonga, 2011), surtindo efeito inverso no CHCM, o que
também nao ocorreu neste estudo.

Enquanto a série vermelha auxilia na avaliagdo clinica de identificacédo de
processos anémicos, o leucograma auxilia no diagndstico de doencgas infecciosas
(Tavares-Dias e Moraes, 2004). A contagem de WBC nao apresentou diferengas
entre os tratamentos, o que também n&o ocorreu com a contagem diferencial
leucdcitos. O aumento do numero de leucdcitos pode ser observado no inicio de um
processo de estresse na maioria dos peixes, como forma de recuperagao da
homeostase em desequilibrio (Tavares-Dias e Moraes, 2004). Entretanto, Tavares-
Dias et al. (2001) citam diversos autores que demonstraram neutrofilia em peixes
estressados, acompanhando a linfocitopenia. Assim, situagcdes de estresse geram
alteragbes em parametros hematoldgicos, reducdo de leucdcitos, causando
linfocitopenia (reducdo de linfécitos) e neutrofiia (aumento dos neutrdéfilos
circulantes) (Tavares-Dias e Moraes, 2004), o que ndo ocorreu no presente estudo,
sugerindo que o BFT nao induziu processos inflamatdrios nas tilapias juvenis.

Por outro lado, o trombograma apresentou diferencas dos tratamentos BC, Ml
e PC com o MDPS, sendo todos iguais ao AC. O MDPS apresentou valor maior de
trombdcitos. Os trombécitos sdo células de defesa organica, assim como os
leucdcitos; no entanto, ha grande variagdo na contagem total destas células devido a
diversos fatores, dentre eles a variacao interespecifica e diferenca de metodologias

empregadas, como proposto por Tavares-Dias e Moraes (2004).
4.2. Bioquimica plasmatica

Os niveis de ALT encontrados neste experimento, mesmo apresentando
diferencgas entre os tratamentos se mantiveram dentro dos padrées encontrados por
Rodrigues et al. (2018), sendo a média de 52,02 + 34,6 UL™" para tilapias do Nilo com
0,9 a 1,1 Kg. Isso demonstra que, possivelmente, o ALT nao sofreu interferéncia
pelo tratamento. A AST nao apresentou diferencas entre os tratamentos, mas
apresentou grande variagcao e os valores deste estudo estdo acima dos observados
por Rodrigues et al. (2018) (102,91 + 51,92 UL™"). Os niveis de ureia encontrados
neste estudo nao apresentaram diferengas entre os tratamentos e se encontram
dentro dos valores de referéncia observados por Rodrigues et al. (2018) (18,32 +

5,45 mg.dL'1). Esse aumento pode estar relacionado a diversos fatores, como
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ambiente, densidade e concentracdo de ambnia mais elevada, com a concentragao
plasmatica da ureia tornando-se elevada para reduzir a intoxicagdo pela aménia.

A glicose tem sido usada como indicador de estresse fisioldgico nos peixes
pois € de facil determinacao (Silva et al. 2012; Wedemeyer et al. 1990). No presente
estudo, a glicose ndo apresentou diferenga entre os tratamentos, e os valores
encontrados estdo proximos aos demonstrados por Bittencourt et al. (2003), que
encontraram média de 60,32 + 20,22 mg.dL'1 para tilapias do Nilo em sistema semi-
intensivo. Silva et al. (2012), estudando os parametros hematoldgicos da tilapia do
Nilo sob estresse por exposicdo ao ar encontraram niveis de glicose de 82,39 +
18,84 mg.dL™, indicando que a elevagao nos niveis de glicose é uma consequéncia
da situagao de estresse.

Os valores de colesterol, triglicerideos e proteina total deste estudo nao
apresentaram diferengas entre os tratamentos e se assemelharam aos valores
encontrados por Rodrigues et al. (2018), que avaliaram as variagdes de parametros
bioquimicos séricos de tilapias criadas em tanques rede e encontraram valores
médios de 185,08 + 73,1 mg.dL™ para colesterol, 258,27 + 88,92 mg.dL™ para
triglicerideos e 5,64 + 1,16 g.dL™" para proteinas totais. Esses valores permitem
perceber que ha ampla variagdo dos parametros bioquimicos, pois podem ser
influenciados por diversos fatores como idade, peso, espécie, manejo, nutrigao,
dentre diversos outros fatores. Silva et al. (2012) submeteram tilapias do Nilo ao
estresse e encontraram médias de 99,19 + 17,30 mg.dL'1 para colesterol, 195,09 +
55,61 g.dL'1 para triglicerideos e 2,92 + 10,02 g.dL'1 para proteina total, que estao
abaixo dos valores deste estudo. As caracteristicas hematoldgicas (bioquimicas e
enzimaticas) podem refletir o estado nutricional devido alteragcbes na dieta, pois
permite identificar mudancgas fisiolégicas nos animais. Os parametros séricos como
niveis de proteinas totais, triglicerideos e colesterol sdo indicativos de resposta a um

determinado alimento (Rossato et al., 2013).
4.3. Morfometria de branquias

Houve diferenga (p<0,05) na espessura das lamelas primarias, didmetro do
vaso central da lamela primaria, celularidade e comprimento de lamelas secundarias
entre os tratamentos. Alteragdes morfofisioldgicas nos tecidos branquiais podem nao

ser necessariamente um indicador negativo, podendo ser consideradas uma
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remodelagdo ou adaptacdo ao meio para atender as necessidades fisioldgicas
(Nilsoon, 2007; Alvarenga et al., 2018), o que pode ser evidenciado pela diferenga
(p<0,05) na espessura das lamelas primarias, didmetro de vasos, celularidade e
comprimento de lamelas secundarias entre os tratamentos. Essas alteragbes sao
observadas, principalmente, quando ha alteracdo do meio, como presenca de
agrotoxicos (Marcon et al., 2016), excesso de solidos suspensos (Emerenciano et
al., 2013), temperatura da agua ou menor disponibilidade de oxigénio (Kubtiza,
1997).

Desta forma, a variagao no didmetro do vaso central da lamela primaria pode
ser uma forma de compensacao por meio do relaxamento ou contracdo das células
pilares nas lamelas primarias, aumentando ou reduzindo a area da superficie
respiratoria (Nilsoon, 2007). A redugcdo do comprimento das lamelas secundarias
pode ser consequéncia da fusdo lamelar, podendo atingir o estadio | e Il de acordo
com os autores Poleksic e Mitrovic-Tutundizic (1994). Neste estudo foram
encontradas alteragdes em todos os parametros morfométricos analisados nas

branquias, indicativos de lesdo nos tecidos branquiais.
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Figura 4 - Fotomicrografias de branquias de tilapias (Oreochromis niloticus) mantidas em sistema de
bioflocos utilizando diferentes fontes de carbono. A e B — ter¢o basal; C e D — tergco médio; E e F —
terco apical. dls = desarranjo de lamela secundaria, els = encurtamento de lamela secundaria, fls =
fusdo de lamelas secundarias, dv = dilatagdo de vasos. Coloragdo: azul de toluidina. Objetiva: 10x.
Barra: 1.000 ym. Fotos: Joana D’Arc Silveira Souza, DVT-UFV, Vigosa (2021).
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5. CONCLUSOES

As diferengas encontradas neste estudo ndo demonstraram impacto da
qualidade na agua, producgéo e estado nutricional de tilapias juvenis produzidas em
sistema de BFT com diferentes fontes de carbono, devido a caracteristicas
fisiologicas de adaptacdo da espécie em estudo. Neste sentido, as fontes de
carbono testadas podem ser utilizadas como recursos para redugao nos niveis de
compostos nitrogenados em sistemas BFT para produgdo intensiva de tilapias

juvenis como alternativa ao agucar.
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CONCLUSAO GERAL

Diferentes fontes de carbono podem ser utilizadas com sucesso na produgao
de tilapias juvenis em BFT, e as mesmas devem ser escolhidas pelo produtor de
acordo com o custo e sazonalidade regional.

Embora as alteragdes nos parametros de qualidade da agua, tamanho de
flocos, parametros hematoldgicos e bioquimicos tenham apresentado diferencas,
estas variaveis n&do impactaram na qualidade da agua, na produtividade, na
sobrevivéncia e no bem-estar das tilapias produzidas em sistema de bioflocos
empregando diferentes fontes de carbono alternativas como milho, milho
desintegrado com palha e sabugo e polpa citrica.

Quanto a fonte bagago de cana, os dados foram inconclusivos, sendo

necessario mais pesquisas com fontes carbonaceas com maior teor de fibra.

PERSPECTIVAS FUTURAS

- Diferentes fontes de carbono podem ser utilizadas com sucesso em sistema de
BFT, no entanto, sdo necessarios estudos mais aprofundados das influéncias que
cada fonte pode provocar no sistema, além de se buscar redugdo dos custos de

producao e das perdas.

- O sistema de BFT é um sistema de producédo de peixes e camardes de forma
sustentavel; porém, sdo necessarias pesquisas com diferentes espécies e etapas de

producao para se garantir que realmente ocorrem ganhos econdmicos e sociais.

- E fato que a aquicultura necessita de novas tecnologias de producdo para atender
a demanda. Mas, ainda sao necessarias pesquisas com tecnologias que podem

reduzir os custos de producao visando reducéo dos custos ao produtor.

- Sabe-se que a composicdo do BFT pode ou nao ser alterada pela biomassa

microbiana presente no sistema. Por esse motivo, novas pesquisas sao necessarias



96

para averiguar a influéncia dessa composigédo na produgao de tilapias como também

de outras espécies de interesse na produgao aquicola.

- Sao necessarias pesquisas para se estipular valores de referéncias de padrdes

hematoldgicos e bioquimicos de tilapias em sistemas de BFT.

- Pesquisas mais aprofundadas sobre a influéncia do BFT e das diferentes fontes de
carbono sobre o funcionamento e morfologia das branquias e as lesdes produzidas

nas mesmas continuam sendo necessarias.

- Outras fontes de carbono podem e devem ser estudadas, além de diferentes
periodos experimentais, com coletas de material de estudo em diferentes momentos
da pesquisa, buscando-se mais evidéncias para o amplo uso de produtos que

possam servir como fontes de carbono no sistema BFT.



Tabela 1: Intervalos de referéncia de hematologia para tilapias.

APENDICE A
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Variaveis Valores de referéncia Autor
Ht (%) 27-37 (Hrubec et al., 2000)*
o 27,85+1,65 (Ueda et al., 1997)*
4 7,0-9,8 (Hrubec et al., 2000)*
Hb (g.dL") 7,04+0,38 (Ueda et al., 1997)*
B 1,91-2,83 (Hrubec et al., 2000)*
RBC (Erix10™ pL) 2,3540,12 (Ueda et al., 1997)*
115-183 (Hrubec et al., 2000)*
VCM (fL) 118,6+3,53 (Ueda et al., 1997)"*
28,3-42,3 (Hrubec et al., 2000)*
HCM (pg) 30,31+1,64 (Ueda et al., 1997)™
- 22-29 (Hrubec et al., 2000)*
CHCM (g.dL7) 25,7811,72 (Ueda et al., 1997)™

* Valores minimos e maximos para hibridos (Oreochromis niloticus x O. mossambicus x O. aureus)
produzidas em sistema de alta densidade. ** Valores médios + DP (Oreochromis niloticus).

Tabela 2: Intervalos de referéncia de leucograma para tilapias (Oreochromis niloticus).

Variaveis Valores de referéncia Autor

WBC 21,56-154,60 (/uL) (Hrubec et al., 2000)*
16,08 (x103/mm?3) (Ueda et al., 1997)**

Linfécitos 43,42 (%) (Ueda et al., 1997)*
Linfocitos 6,78-136,39 (/uL) (Hrubec et al., 2000)*
6.747,54+408,09 (/mm?) (Ueda et al., 1997)**

Mondcitos 6,37 (%) (Ueda et al., 1997)™
Monécitos 400-4.286 (/uL) (Hrubec et al., 2000)*
1105,931£208,79 (/mm?3) (Ueda et al., 1997)**

Neutréfilos 50,08 (%) (Ueda et al., 1997)™
Neutréfilos 557-9.873 (/L) (Hrubec et al., 2000)*
8.200,33+844,92 (/mm?) (Ueda et al., 1997)**

Eosindfilos 0,04 (%) (Ueda et al., 1997)*
Eosindfilos 35-1.645 (/uL) (Hrubec et al., 2000)*
6,25%4,10 (/mm?) (Ueda et al., 1997)**

Trombécitos 25,07-85,22 (/uL) (Hrubec et al., 2000)*

61,69+£5,96 (x10¥mm?)

(Ueda et al., 1997)**

* Valores minimos e maximos para hibridos (Oreochromis niloticus x O. mossambicus x O. aureus)
produzidas em sistema de alta densidade. ** Valores médios + DP (Oreochromis niloticus).

Tabela 3: Intervalos de referéncia de bioquimica plasmatica para tilapias.

Variaveis Valores de referéncia Autor
ALT (U/L) 57,19+42,79 (Rodrigues et al., 2018)*
AST (U/L) 9-102 (Hrubec et al., 2000)**
Colesterol (mg/DL) 110-318 (Hrubec et al., 2000)**
Triglicerideos 242,02+91,82 (Rodrigues et al., 2018)*
Glicose 30-69 (Hrubec et al., 2000)**
Ureia (mg/dL) 2,25-13,38 (Ueda et al., 1997)***
Proteina total (g/DL) 2,9-6,6 (Hrubec et al., 2000)**

* Valores médios £+ DP (Oreochromis niloticus) durante a estacdo de verao criadas em tanques rede.
** Valores minimos e maximos para hibridos (Oreochromis niloticus x O. mossambicus x O. aureus)
produzidas em sistema de alta densidade. *** Valores médios £ DP (Oreochromis niloticus).



