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Resumo

ROVEDA, Marnio. Acidificante na agua da produgao de tilapia-do-nilo (Oreochromis
Niloticus) em bioflocos 2022. 75f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Curso de Pds-
Graduag¢ao em Produ¢do e Sanidade Animal, Pré-reitora de Pesquisa, Pds-Graduagdo e
Inovagao, Instituto Federal Catarinense, Araquari, 2022.

A aquicultura é um dos ramos da producdo animal que mais cresce no mundo. Neste contexto,
é importante observar as boas praticas de producdo nos sistemas de criacdo. Alguns trabalhos
utilizando os dacidos organicos como remediadores na aquicultura mostram resultados
positivos, no entanto, estudos ainda sdo incipientes na agua de cultivo nos sistemas intensivos
e tecnologicamente sustentaveis, como o sistema de biofloco. Este trabalho tem o objetivo de
avaliar o uso de um aditivo acidificante a base de acido férmico e derivados de lignina, sobre
os parametros microbioldgicos, de desempenho, hematolégicos e de qualidade de agua em
sistema de biofloco para producdo de tilapia-do-nilo. Foi realizada uma primeira etapa, com
teste de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e avaliagdo por halo de inibicdo onde se
procurou avaliar a atividade antimicrobiana do aditivo frente a sete cepas diferentes de
microrganismos: Staphylococcus aureus, Citrobacter freundii , Aeromonas hydrophila , A.
veronii, Vibrio alginolyticus e Vibrio parahaemolyticus . Foi possivel observar que o aditivo
apresentou efeito inibitério frente a todas as bactérias testadas. Na etapa de avaliagdo da
dose-resposta para o aditivo, foram testadas doses de 0; 2,5; 5; 10 e 20 ppm, onde a dose de
2,5 ppm mostrou-se mais adequada para utilizagao no cultivo do biofloco uma vez que nao foi
observada alteracao do pH que se manteve em 7,16 e a alcalinidade em 128 mg.L-1 da agua
em um periodo de 24 horas apds a administracdo do aditivo. Parametros como quantidade de
nitrato e ortofosfatos na agua do biofloco foram estatisticamente inferiores quando se fez o
uso do aditivo, comparados ao controle do experimento. Nao houve diferenca estatistica para
0s parametros zootécnicos e hematoldgicos entre os grupos tratados ou ndao com aditivo.
Conclui-se que o uso de aditivo acidificante a base de acido féormico e derivados de lignina
contribuem positivamente nos parametros microbioldgicos e de qualidade da dgua de um
sistema de biofloco.

Palavras-chave: Acido férmico; Biofloco; Qualidade de dgua; Ortofosférico; Aménia.



Abstract

ROVEDA, Marnio. Acidifier in water from Nile tilapia (Oreochromis Niloticus) production in
bioflocs 2022. 75f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Curso de Pds-Graduacdo em
Producdo e Sanidade Animal, Pré-reitora de Pesquisa, Pds-Graduacao e Inovacao, Instituto
Federal Catarinense, Araquari, 2022.

Aquaculture is one of the fastest growing field of animal production in the world. In this
context, it is important to observe good production practices in farming systems. Some works
using organic acids as remediators in aquaculture show positive results, however, studies are
still incipient in culture water on intensive and technologically sustainable systems, such as
the biofloc system. This work aims to evaluate the use of an acidifier additive based on formic
acid and lignin derivatives on microbiological, performance, hematological and water quality
parameters in a biofloc system for Nile tilapia production. A first step was carried out, with a
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) test and evaluation by inhibition halo, where an
attempt was made to evaluate the antimicrobial activity of the additive against seven different
strains of microorganisms: Staphylococcus aureus, Citrobacter freundii, Aeromonas
hydrophila, A. veronii , Vibrio alginolyticus and Vibrio parahaemolyticus . It was possible to
observe that the additive had an inhibitory effect against all tested bacteria. In the dose-
response evaluation stage for the additive, doses of 0; 2.5; 5; 10 and 20 ppm, where the dose
of 2.5 ppm proved to be more suitable for use in the cultivation of the biofloc since no
alteration was observed in the pH, which remained at 7.16 and the alkalinity at 128 mg.L-1 of
water within a 24-hour period after administration of the additive. Parameters such as the
amount of nitrate and orthophosphates in the biofloc water were statistically lower when the
additive was used, compared to the experiment control. There was no statistical difference
for the zootechnical and hematological parameters between the groups treated or not with
additive. It is concluded that the use of an acidifier additive based on formic acid and lignin
derivatives contributes positively to the microbiological parameters and water quality of a
biofloc system.

Keywords: Formic acid, biofloc, water quality, orthophosphate, ammonium.
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1. CONTEXTUALIZAGAO DO PROBLEMA E ESTADO DA ARTE

1.1 Tilapicultura

A aquicultura é um dos ramos da produ¢dao animal que mais cresce no mundo,
contribuindo com mais da metade do pescado consumido, colaborando de forma
significativa para geracdao de emprego e renda (FAO, 2020). Sua demanda global tem
apresentado um significativo incremento nas ultimas décadas, alcancando em 2018,
uma produc¢ao de 179 milhdes de toneladas de pescado no mundo, com valor estimado
em USS 401 bilhdes (EMBRAPA, 2020). Representa uma fonte de proteinas de alto valor
bioldgico, acidos graxos insaturados e vitaminas, bem como apresenta baixo teor de
colesterol, constituindo uma op¢do de consumo mais sauddvel entre as proteinas de
origem animal (GONCALVES, 2011). Dentre os paises produtores de pescado, a China
ganha destaque e lidera o ranking, sendo responsavel por 35% da produgdo total. Esse
montante supera a producdo total da Asia (34%), Américas (14%), Europa (10%), Africa
(7%) e Oceania (1%) (FAO —2020). O Brasil ocupa apenas a 132 posi¢do na produgdo de
peixes em cativeiro, e é o 82 na producdo de peixes de agua doce (EMBRAPA, 2020).

A produgao brasileira de peixes de cultivo apresentou um incremento de 4,7 %
em relacdo ao ano de 2020, saltando de 802.930 toneladas para 801.005 toneladas em
2021, sendo o segundo melhor desempenho desde 2014. A tilapia continua sendo a
principal espécie produzida no Brasil, com uma produgdo de 534.005 toneladas, em
2021 sua participacdo aumentou 9,9% em relacdo a 2020, representando 63,5% da
producado de peixes. Estes nimeros consolidaram o Brasil como o 4° maior produtor de
tildpia do mundo (ANUARIO PEIXE BRBR, 2022).

Esta espécie foi introduzida no Brasil na década de 1950. No ano de 1996, a
tilapia geneticamente melhorada é importada da Tailandia. Versatil em relacdo as dguas
tropicais e subtropicais, é a variedade que melhor se adaptou ao solo brasileiro.
Adaptam-se aos diferentes sistemas de producdo, extensivos, semi-intensivos,

intensivos e super-intensivos, além de possuir caracteristicas desejaveis a producao,



como: boa adaptabilidade as variacGes das condicdes ambientais, boa conversao
alimentar e ganho de peso, rusticidade. A tildpia ocupa um baixo nivel tréfico na cadeia
alimentar, apresentando-se como uma espécie fitoplanctéfagas com tendéncia a
onivora, apresentando boa resisténcia quanto aos baixos niveis de oxigénio dissolvido
na dgua, carne e subprodutos de boa aceitagdo no mercado e resisténcia a doencas

(ANIMAL BUSINESS BRASIL, 2019).

1.2 Acidos organicos na produgdo aquicola
E indiscutivel que o sucesso da piscicultura moderna proporciona crescimento
da produgdo com forte aceleragao na mudancga de paradigmas pela necessidade de se
produzir com qualidade, pensando na seguranca do alimento e nas exigéncias dos
consumidores. Neste contexto, torne-se imperativo observar que a maximiza¢ao da
intensidade dos sistemas produtivos passa pelas boas praticas de producdo nos viveiros,
onde destacamos a qualidade da dgua, realizacdo de quarentena na aquisicao de novos
lotes, evolucdo dos estudos de nutricdo com o fornecimento de alimentacdo de
qualidade e balanceada, melhoramento genético e sanitdrio, de formar a garantir um
ambiente de cultivo saudavel e de qualidade dos alimentos produzidos (TAVECHIO et
al., 2009; RODRIGUES et al., 2015). Varias ferramentas sdo utilizadas para garantir o bom
estado sanitdrio e nutricional das espécies aquicolas produzidas, entre elas, o uso de
aditivos alimentares. Nesse contexto, os aditivos sdo utilizados na aquicultura, para
melhorar o ganho de peso e controlar surtos de varias doencas (RIDHA e AZAD, 2012).
Os aditivos sdo classificados conforme o objetivo aos quais sdo utilizados na
producdo animal (CAVALHEIRO et al, 2014). Eles podem ser tecnolégicos (antioxidantes,
conservantes), sensoriais (aromatizantes), nutricionais (vitaminas, aminoacidos),
zootécnicos (melhoradores de desempenho) e anticoccidianos. Os aditivos utilizados na
aquicultura tém o propdsito de incrementar os indices zootécnicos e controlar o status
sanitario dos animais. Com a crescente proibicdo do uso de antibidticos (promotores de

crescimento) na dieta de animais de producdo, entre eles, os peixes cultivados, a



pesquisa e desenvolvimento de novos aditivos tornam-se necessdrias nesta exploracao
comercial (RIDHA e AZAD, 2012).

Um dos aditivos que possuem eficiente uso na aquicultura sdo os acidificantes
baseados em dacidos organicos (BUREL, 2012). Entre eles os acidos graxos de cadeia
curta, como o propidnico e o férmico; e acidos graxos de cadeia média, como o caprdico
e caprilico, sdo os mais utilizados. Sua principal caracteristica funcional é agir na
remediacao, sendo alguns acidos mais efetivos contra bactérias (p.ex.: acido férmico) e
outros contra fungos (p.ex.: acido propiénico) (RICKE, 2003). O uso de aditivos
acidificantes na producdo de aves e suinos ja é de uso corrente por parte dos
nutricionistas e sanitaristas, porém na producdo aquicola, ela ainda estd em fase de
estudos.

Em uma breve revisdo, LUCKSTADT (2006) apresenta alguns trabalhos de
pesquisa utilizando acidos organicos na dieta de diferentes espécies de peixes com
interesse zootécnico. Nestes trabalhos, demonstra-se que o uso de destes aditivos, seja
na forma pura ou associado entre eles, pois desempenham um impacto positivo sobre
0s ganhos zootécnicos e sobre parametros microbiolégicos da criagao.

Os acidos organicos quando inclusos na dieta, atuam sobre a motilidade
intestinal, no esvaziamento do trato gastrointestinal e absorcao de agua e minerais,
apresentando efeitos sobre os processos fisioldgicos dos peixes, aprimorando o sistema
imune. Além disto, estes acidos reduzem a populagdo de microbiota patogénica no
estdbmago e intestino dos peixes, assim como parecem atuar como promotores de
crescimento naturais (CAVALHEIRO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2015).

Os dados para uso de aditivo acidificante diretamente na agua do ambiente de
cultivo ainda sdo incipientes, mas se fazermos uma analogia com o que se verifica na
agua de bebida de aves e suinos, efeitos benéficos no controle de patégenos baseados
nos principios da biocontrole, possivelmente oferecendo um ambiente mais equilibrado
aos organismos aquaticos, baseando-se na atividade de remediacdo (Informacdo

Pessoal).



1.3 Remediagao e biocontrole em ambiente de cultivo

A 3gua é escassa e seu uso racional inclui a preservacdo de sua qualidade.
Condigdes inadequadas resultam em prejuizos que comprometem o sucesso dos
sistemas de producdo. Os peixes dependem da dgua para realizar todas as suas func¢des
vitais, como: respiragdo, alimentag¢ao, reprodugdo e excre¢dao. Por isso, manter a
qualidade da agua nos ambientes de cultivo é de fundamental importancia a producao
de peixes com qualidade (OSTRENSKY e BOEGER, 1998).

Os biocontroladores possuem a capacidade de reduzir a concentracdo dos
agentes patogénicos no ambiente de cultivo como tratamento antagonista a patégenos,
reduzindo o agente causador de perdas produtivas. Entre os micro-organismos
utilizados, estdao as microalgas ministradas diretamente nos tanques de cultivos ou em
alguma forma de alimento vivo, reduzindo a carga de bactérias patogénicas presente na
agua e no biofilme (MAKRIDIS et al., 2006). Estudos destacaram que os probidticos,
incluindo Bacillus, fornecem um ambiente mais favoravel para peixes através da
reducdo da proliferacdo de bactérias patogénicas e fitoplancton, bem como através da
biorremediacdo de residuos organicos na criagcdo de dgua (BANERJEE & RAY, 2017).

Os acidos organicos também apresentam potencial uso na remediacdo através
dos efeitos diretos nos parametros fisicos e quimicos, evitando que o ambiente

comprometa a saude animal.

1.3.1 Acidos como remediadores

O uso excessivo de antibidticos culminou no aparecimento de cepas bacterianas
resistentes (DA SILVA et al.,, 2016) tornando um problema quando utilizado no
tratamento de doencas nos planteis bem como na saude alimentar por parte da
sociedade consumidora, relacionado a presenca de residuos na carne, ovos ou leite
(SANTANA et al., 2011). Neste cenario, a utilizacdo de acidos organicos, seja na forma

pura ou associado entre eles, via agua de bebida ou na ragdo, tem adquirido



consideravel interesse nos ultimos anos, devido a necessidade de se encontrar
alternativas a proibicdao de uso de varios antibidticos.

O efeito antimicrobiano que muitos dcidos organicos exercem é através da forma
ndo dissociada que atravessa facilmente citoplasmatica. Os dcidos organicos possuem a
capacidade de atingir a parede celular, membrana citoplasmatica e func¢des particulares
do metabolismo no citoplasma associado com replicacdo, sintese de proteinas e funcao
(RICKE, 2003).

Uma vez no interior da bactéria, os acidos organicos diminuem pH bacteriano
intracelular, através da producdo dos ions H* e elevando o gasto energético
(LUCKSTADT, 2008). As células reagem eliminando os prétons tentando manter o pH do
citoplasma quase neutro sustentando suas fung¢des macromoleculares, e esse
mecanismo aumenta o consumo de trifosfato de adenosina celular (ATP) e pode levar
deplecdo de energia celular (DAVIDSON, 2001).

O uso de 4cidos organicos (acido lactico) na dgua potavel durante a retirada de
racao reduz a populacdo de Campylobacter na colheita e nas carcacas (BYRD et al.,
2001). Assim como, o acido féormico apresentou redugdo no controle de Salmonella
Enteritidis administrado via dgua de bebida em frangos de corte experimentalmente
infectados (RUI, 2014). Estudos demonstram que o uso de polihidrobutirato
apresentaram bons resultados no controle de Vibrio quando aplicado em agua por
artémia franciscana (DEFOIRDT et al. 2007). Outro ponto que comumente os acidos
organicos mostram resultados positivos como remediadores em ambiente aqudtico,
reduzindo carga bacteriana, e consequentemente seja na forma pura ou associado entre
eles, reduzindo os riscos de contamina¢cao ambiental. No entanto, mais estudos sao
necessarios para elucidar seus efeitos como remediadores na agua de cultivo nos
sistemas intensivos e tecnologicamente sustentaveis, como o de BFT (do inglés, biofloc
technology).

O BFT é uma tecnologia alternativa para produc¢do em alta densidade, que man-

tem a qualidade da dgua e uma minima taxa de renovacao. Neste sistema, a remocgao



dos compostos nitrogenados ocorre por meio de agentes bioldgicos (organismos foto-
autotréficos, bactérias autotrdficas e heterotroéficas), e contribui para a manutencao da
qualidade da 4gua, além de disponibilizar alimento para os organismos cultivados sob a
forma de biomassa bacteriana (EBELING et al., 2006). O crescimento da populagdo bac-
teriana hetrerotroéfica é estimulado, aumentando a relagao carbono:nitrogénio da agua
pela adicdo de melago ou diminuicdo do teor de proteina da racao (AVNIMELECH, 1999).

Essa tecnologia tem se tornado uma alternativa promissora para promover a sus-
tentabilidade e a biosseguranca dos animais aquaticos por meio da utilizacdo de meno-
res volumes de 4gua, causando menos danos ao meio ambiente (AVNIMELECH, 1999;

NAYLOR et al., 2000).

2. OBIJETIVOS
2.1 Geral
Compreender os efeitos do uso de um acidificante aplicado na agua de biofloco,
e sua relacdo com o ambiente e alevinos de tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus).
2.2 Especificos
° Determinar a capacidade de inibicdo in vitro do 4cido (EUROGUARD®
SOFT F60, acido formico min. 500,00 g.kg?; e derivados de lignina, min. 75,00
g.kg!; e veiculo) contra de bactérias patogénicas;
° Determinar a concentracdao minima inibitéria do acido (composicdo)
frente sete bactérias patogénicas, sob duas diferentes temperaturas;
° Determinar uma dose do acido (EUROGUARD® SOFT F60, acido
férmico min. 500,00 g/kg; e derivados de lignina, min. 75,00 g.kg?; e veiculo) a
ser testada em um ensaio in vivo com alevinos de tildpia-do-nilo (O. niloticus)
. Avaliar se a dose determinada altera a homeostase animal de alevinos

de tildpia-do-nilo (0. niloticus) cultivadas em sistema de bioflocos; e



. Avaliar se a dose determinada altera os parametros de qualidade da
agua no cultivo de alevinos de tilapia-do-nilo (O. niloticus) em sistema de

bioflocos.
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Resumo

ROVEDA, Mario. Acidificante na agua da producio de tilapia-do-nilo
(Oreochromis Niloticus) em bioflocos 2022. 75f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) -
Curso de P6s-Graduagdo em Produgdo e Sanidade Animal, Pro-reitora de Pesquisa, Pos-
Graduacao e Inovacao, Instituto Federal Catarinense, Araquari, 2022.

Este trabalho tem o objetivo de avaliar o uso de um aditivo a base de acido féormico e
derivados de lignina, sobre os pardmetros microbiologicos, zootécnicos, hematologicos e
de qualidade de agua em sistema de biofloco para producdo de tilapia-do-nilo. Foi
realizada uma primeira etapa, com teste de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e halo
de inibicdo onde foi possivel observar que o aditivo apresentou efeito inibitdrio frente a
todas as bactérias testadas. Na etapa de avaliagdao da dose-resposta para o aditivo, foram
testadas doses de 0; 2,5; 5; 10 e 20 ppm, onde a dose de 2,5 ppm mostrou mais adequada
para utilizacdo no cultivo do biofloco. Nao foi observada alteracdes significativas no pH
e na alcalinidade da agua em um periodo de 24 horas apds a administragao do aditivo.
Parametros como quantidade de nitrato e ortofosfatos na agua do biofloco foram
estatisticamente inferiores quando se fez o uso do aditivo. Nao houve diferenca estatistica
para os parametros zootécnicos e hematologicos entre os grupos tratados ou ndo com
aditivo. O autor conclui que o uso de aditivo acidificante a base de 4cido formico e
derivados de lignina contribuem positivamente na qualidade da 4gua de um sistema de
biofloco.

Palavras-chave: Acido férmico, Biofloco, Desempenho zootécnico, Ortofosférico,
Amonia.
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Abstract

ROVEDA, Marnio. Acidifier in water from Nile tilapia (Oreochromis Niloticus)
production in bioflocs 2022. 75f. Dissertagao (Mestrado em Ciéncias) - Curso de Pos-
Graduacdo em Produgdo e Sanidade Animal, Pré-reitora de Pesquisa, Pés-Graduagao e
Inovagdo, Instituto Federal Catarinense, Araquari, 2022.

This work aims to evaluate the use of an additive based on formic acid and lignin
derivatives on microbiological, performance, hematological and water quality parameters
in a biofloc system for Nile tilapia production. A first step was carried out, with a test of
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and inhibition halo, where it was possible to
observe that the additive had an inhibitory effect against all the bacteria tested. In the
dose-response evaluation step for the additive, doses of 0; 2.5; 5; 10 and 20 ppm were
utilized, where the dose of 2.5 ppm was more suitable for use in biofloc cultivation. There
were no significant changes in the pH and alkalinity of the water in a period of 24 hours
after the administration of the additive. Parameters such as the amount of nitrate and
orthophosphates in the biofloc water were statistically lower when the additive was used.
There was no statistical difference for the performance and hematological parameters
between the groups treated or not with additive. The author concludes that the use of an
acidifier additive based on formic acid and lignin derivatives contributes positively to the
water quality of a biofloc system.

Keywords: Formic acid, Biofloc, Zootechnical performance, orthophosphoric,
Ammonia.
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3.1 Introducao

A aquicultura ¢ um dos ramos da producao animal que mais cresce no mundo,
contribuindo com mais da metade do pescado consumido, colaborando de forma
significativa para geracao de emprego e renda (FAO, 2020). No Brasil a tilapia continua
sendo a principal espécie produzida, com uma produgdo de 534.005 toneladas em 2021,
consolida o Brasil como o 4° maior produtor mundial (Anuério Peixe BR, 2022).

Neste contexto, torne-se imperativo observar que a maximizagao da intensidade dos
sistemas produtivos passa pelas boas praticas de producio nos viveiros, onde destacamos
um ambiente de cultivo saudavel e de qualidade dos alimentos produzidos (Tavechio et
al. 2009; Rodrigues et al., 2015). Conforme (Ridha & Azad 2012), os aditivos utilizados
na aquicultura tém o proposito de incrementar os indices zootécnicos e controlar o status
sanitario dos animais. Com a crescente proibi¢ao do uso de antibioticos (promotores de
crescimento) na dieta de animais de produgdo, entre eles, os peixes cultivados, a pesquisa

e desenvolvimento de novos aditivos tornam-se necessarias nesta exploragao comercial.

Um dos aditivos que possuem eficiente uso na aquicultura sao os acidificantes,
baseados em 4cidos organicos (Burel, 2012). Os &cidos organicos utilizados sdo os acidos
graxos de cadeia curta, como o propionico e o féormico e acidos graxos de cadeia média,
como o caproico e caprilico. Sua principal caracteristica funcional ¢ agir na remediagao,
sendo alguns acidos mais efetivos contra bactérias (p.ex.: acido formico) e outros acidos

mais efetivos contra fungos (p.ex.: acido propidnico) (Ricke, 2003).

A remediacdo possui a capacidade de reduzir a concentracdo dos agentes

patogénicos no ambiente de cultivo como tratamento antagonista a patdégenos, reduzindo
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o agente causador de perdas produtivas. Os acidos organicos tém uso na remediagao
através dos efeitos diretos nos parametros fisicos e quimicos, evitando que o ambiente

comprometa a saude animal.

Os acidos organicos mostram resultados positivos como remediadores em
ambiente aquatico, reduzindo carga bacteriana, e consequentemente seja na forma pura
ou associado entre eles, reduzindo os riscos de contaminagdo ambiental. No entanto, mais
estudos sao necessarios para elucidar seus efeitos como remediadores na agua de cultivo
nos sistemas intensivos e tecnologicamente sustentaveis, como o de bioflocos. Assim,
este trabalho objetivou definir uma dose do acido organico, e verificar seu efeito na agua

do BFT e homeostase da tilapia-do-nilo (O. niloticus).

3.2 Material e Métodos

O trabalho foi aprovado pela Comissdo de ética no uso de animais (CEUA) do
Instituto Federal Catarinense — campus Araquari (IFC — Araquari), sob niimero de
protocolo 373-2021, sendo conduzido no Laboratério de Aquicultura (LAq), Instituto
Federal Catarinense (IFC), campus Araquari, e Laboratorio de Camardes Marinhos da

Universidade Federal de Santa Catarina.

Neste trabalho foi utilizado o blend de 4cidos organicos (EUROGUARD® SOFT
F60, acido formico min. 500,00 g.kg'; e derivados de lignina, min. 75,00 gkg'; e
veiculo). E 160 alevinos de tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus), com peso médio

inicial de 3,31 + 0,06g, provenientes do proprio LAg/IFC.
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3.2.1 Teste de inibicio por disco difusdo em agar

A capacidade de inibi¢do dos sais organicos in vitro frente a sete cepas de bactérias
patogénicas: Aeromonas hidrophyla (isolada na Werg, AHW), Staphylococcus aureus
(SA), Citrobacter freundii (FC), Aeromonas hydrophila (AH), Aeromonas veronii (AV),
Vibrio alginolyticus (VA) e Vibrio parahaemolyticus foram avaliadas pela metodologia
de minima concentragao inibitoria (MIC, do ingl€s minimum inhibitory concentration) e
através do teste de inibi¢ao por disco difusdo em agar.

Os patogenos foram semeados em Agar Triptona de Soja (TSA) com 3% de
concentragdo de Cloreto de Sodio (NaCl) para bactérias de agua salgada e TSA 0% de
NaCl para bactérias de agua dose. Apds uma incubagdo de 24 horas a 30°C, a massa
bacteriana crescida foi transferida com ajuda de uma alca previamente esterilizada e
colocada em solugdo salina estéril para ajustar as concentracdes de cada bactéria
patogénica de acordo com a escala 0,5 de McFarland (1,5 x 10® UFC/mL) através da
absorbancia com o auxilio de um espectrofotometro. Posteriormente 100 pL de cada
bactéria foi inoculada em uma placa contendo dgar Mueller-Hinton € com ajuda de uma
alca de Drigalski o inoculo foi esfregado uniformemente em toda a superficie da placa de
Petri (150 mm x 6 mm) até a absor¢dao completa. Em seguida, o agar foi perfurado
formando pocos de 0,8 mm de didmetro e dentro de cada pogo foram colocados 50 um
do acidificante. As placas de Petri foram incubadas a 30°C e apds 24 horas examinou-se
cada placa de Petri para verificar se houve uniformidade no crescimento bacteriano, se
havia presenca de contaminantes e se o halo de inibi¢do resultantes eram circulares. Os

halos de inibicdo (figura 01) foram medidos em milimetros (mm) com o auxilio de uma
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régua, os resultados foram classificados qualitativamente. Sendo descritos como:
sensiveis, moderadamente sensiveis ou resistentes aos antimicrobianos utilizados no teste.

Todos os testes foram realizados em triplicatas.

Figura 1. Halos de inibicdo obtidos com Euroguard frente a diferentes

bactérias patogenas: A) A. hidrophyla W, B) A. hydrophila), C) C. freundii, D)

V. parahaemolyticus, E) A. veronii, F) S. aureus, G) V. alginolyticus

3.2.2 Teste de Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

O teste para determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi realizado
em duas diferentes temperaturas (22°C e 28°C) e incubadas por 24 horas utilizando
microplacas de 96 pogos, fundo em “U”. Nestas, foram adicionados 100 pL de meio de
cultura PWS (do inglés, Salt peptone water- 1% de peptona, 3 % de NaCl, pH 7.4) para

os Vibrios e PB (do inglés, Poor Broth - 1% de peptona, 0,5% de NaCl, pH 7.4) para as
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demais bactérias. Em seguida, foi adicionado 100 pL do acidificante no primeiro pogo e
realizado diluigdo seriada em fator 1:2 até o 12° pogo. Posteriormente, foram adicionados
em todos os pocos 20 uL para cada cepa da bactéria patogénica na concentragao de 0,5
na escala de Mac Farland. Para os controles foram utilizados somente os meios de cultura,
adicionando-se ou ndo a bactéria patogénica (controle positivo e negativo,
respectivamente). Apds o periodo de incubagdo, o crescimento bacteriano foi analisado
pelo método colorimétrico. Para este, foram adicionados 30 puL da solug¢do de Resazurina
sodica e a leitura dos resultados foi realizada apo6s 1 hora considerando a concentragao
imediata ao aparecimento da cor, onde a cor vermelha indica crescimento bacteriano ¢ a
cor azul auséncia de crescimento. Os testes para cada bactéria patogénica foram

realizados em triplicata.

3.2.3 Ensaio de dose-resposta para acido

Para determinacao da dosagem, a proxima etapa foi baseada em um ensaio dose-
resposta, onde as dosagens usadas do acidificante foram aplicadas diretamente na agua
matriz do biofloco (BFT) utilizando as concentragdes de 0,0% (0 ppm); 0,00025 % (2,5

ppm); 0,0005 % (5 ppm); 0,0010 % (10 ppm) e 0,002 % (20 ppm).

Foram utilizadas quinze unidades de garrafa PET’S com capacidade para 1 litro,
todas as garrafas receberam um sistema de aerag¢do constante e independente, que entrava
pela tampa. Todas as garrafas foram encaixadas de cabega para baixo em uma estrutura
de madeira para que fiquem estaveis.

A estrutura apoio das garrafas (Figura 2) foi colocada em banho-maria numa caixa

de polietileno (150 L) dispondo de um termostato para manter a temperatura média de
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aproximadamente 28,3+0,17 °C. A aplicacdo do produto foi realizada duas vezes, sendo
uma no inicio do teste e outra ap6s 24 horas. Alcalinidade e pH foram mensuradas

imediatamente ap0s as aplicagdes do acidificante.

Figura 2. Estrutura confeccionada para a realizacdo do teste dose-resposta,

contendo garrafas PET’s com sistema de aeragdo independente e controle de

temperatura através de um “banho-maria”.

3.2.4 Teste in vivo

A preparagdo do biofloco ocorreu nove dias antes do povoamento, onde foi
realizado a fertilizacdo da dgua dos tanques com uma fonte de carbono (agucar) e ragdo
moida para manutencdo da relagdo carbono: nitrogénio 10:1 (Ebeling et al. 2006.
Avnimelech, 1999). Depois de povoado dos peixes, foi mantida uma fertilizagdo fixa

também de 10:1 por uma semana, na segunda e terceira semana fertilizou-se trés e duas
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vezes, respectivamente, durante a semana. Realizou-se também a aplicacdo de
Bicarbonato de s6dio (NaHCO3) duas vezes na semana durante todo o experimento.

As unidades experimentais foram divididas em oito caixas de polietileno com
capacidade para 250 L (uteis), sendo cada caixa equipada com aeragdo constante. As
caixas foram divididas aleatoriamente em dois grupos, em quadruplicata. Cada caixa foi
povoada com 20 peixes (médio inicial de 3,31+0,06g), sendo a biomassa inicial média de
66,24+1,22¢. Quatro unidades receberam uma dose definida na etapa in vitro do produto
SOFT F60 por m? de 4gua e as outras quatro caixas foram do grupo controle. A aplicacio
do produto SOFT F60 foi didria. Os peixes eram alimentados quatro vezes ao dia (8:00,
11:00, 14:00 e 17:00) com racao comercial atendendo exigéncia proteica a fase utilizada,
sendo realizada uma biometria semanalmente para ajuste da racdo e avaliacdo zootécnica.

A reposi¢do de agua perdida por evaporagdo era reposta duas vezes durante a semana.

Para avaliagdo do ambiente de cultivo foi mensurado diariamente o oxigénio
dissolvido (mg/L), temperatura (°C), volume de floco pelo cone de sedimentagdo Imhoff
(mL/L). Semanalmente eram realizadas a verificagdo da concentragao de amoénia (NH3),
nitrito (NO»), nitrato (NOs3), alcalinidade (CaCO3), ortofosfato (PO+*"), condutividade da
agua (W/S) e pH, seguindo protocolos da Alfakit; e os sélidos suspensos totais - SST
(mg/L) de acordo com a metodologia descrita em (APHA 1995). A amodnia (NH3) e o pH

foram verificados duas vezes durante a semana

3.2.5 Homeostase animal

Apo6s quatro semanas, ao final do experimento, 40 peixes (5 de cada tratamento)

foram anestesiados com Eugenol (50 mg L-1), e o sangue foi coletado por venopungao
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caudal utilizando seringas com 10% EDTA como anticoagulante, além disso, realizou-se
uma biometria final, onde pesou-se e mediu-se cada peixe. Para as andlises
hematolodgicas, foram feitas duplicatas de extensdes sanguineas e coradas com
MayGrunwald/Giemsa/Wright (Ranzani-Paiva et al. 2013), para contagem diferencial e
total de leucocitos, como descrito por (Jatoba et al. 2011). Foi determinado também, o
hematocrito e quantificado o nimero total de eritrocitos em hemocitdmetro (Ranzani—
Paiva et al. 2013). Os indices hematimétricos, Volume Corpuscular Médio (VCM),
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular

Meédia (CHCM), também foram calculadas.

Apods coleta hematologica foi avaliado o peso médio final, sobrevivéncia,
eficiéncia alimentar aparente, taxa de crescimento especifico e produtividade, de todos os

tratamentos, de acordo com as formulas abaixo.

c soali . to — (Racdoofertada)
onversaoatimentaraparente = (Biomassafinal — Biomassainicial)
Populacgaoinicial — Populagidofinal
Sobrevivéncia(%) = (Populag — .p. gaof )x100
Populagaoinicial

(log(pesofinal) - log(pesoinicial)) 100
x

TCE(%.dia™") =
CE(%.dia™") [ diasdecultivo

o (Biomassafinal — Biomassainicial)
Produtividade(kg.m™3) =

volumedaunidadeexperimental

(Médiafinal — Médiainicial)]

Crescimentosemanal(g.semana™!) = -
Semanasdecultivo
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Adicionalmente foi retirado por laparotomia abdominal o figado e as visceras para
a pesagem e depois realizado a pesagem do peixe eviscerado, para determinagdo dos
seguintes indices: hepatossomatico, IHS = (peso do figado/peso da carcaga) x 100;
viscerossomatico, IVS = (peso das visceras/peso da carcaga) x 100. E A relagdo
peso/comprimento € o fator de condi¢ao alométrico foram calculados de acordo com
(Santos 1978). A partir dos dados de Lt, Wt e b, foi calculado o fator de condicao

alométrico (K), de acordo com a equagio: K= Wt/Lt".
3.2.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar
se a distribuigcdo de dados estava dentro da curva de normalidade, e ao teste de Levene
para verificacao da homocedasticidade. Os dados obtidos atenderem aos pré-requisitos de
normalidade e homocedasticidade, foram submetidos ao teste t Student. Todas as analises

foram realizadas com nivel de significancia de 5% (Zar 2010).
3.3 Resultados e discussao

Teste difusio in vitro

O 4cido organico inibiu todas as bactérias avaliadas (Tabela I). Observou-se um
maior halo de inibi¢cao (mm) frente a bactéria S. aureus, e os menores halos foram obtidos
frente a A. hidrophyla W e C. freundii. Este resultado corrobora com (Mine & Boopathy
2013) que observaram o acido formico como acido orginico com maior inibicdo de
bactérias V. alginolyticus, V. cholearae, V. harveyi, V. parahaemolyticus e V. vulnificus.

Em um experimento com artemia, (Defoird et al. 2006), observaram que o efeito do acido
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férmico, acético, propionico butirico e valérico em meio liquido, inibiram completmente
o patogeno V. campbellii LMG21363 a uma concentragdao de 100 mM.
Concentraciao Minima Inibitoria (CMI)

A CMI variou entre 0,05% a 3,13%, sendo que para a temperatura de 28°C para
os patogenos testados, ja a 22°C, o produto indicou maior sensibilidade para S. aureus
com uma concentrac¢do de 0,05%. J& para C. freundii a concentragdo inibitoria diminuiu
para 1,56% e para A. veronii, A. hidrophyla W e A. hidrophyla os resultados foram
similares aos obtidos a 28°C (Tabela II). Provavelmente nao foi possivel obter resultados

frente as vibrionaceas em 22 °C, devido a temperatura ser baixa para o seu crescimento.

Tabela I. Halos de inibicao (média + desvio padrao) do crescimento bacteriano.

Bactérias Patogénicas Halos de inibi¢cdo (mm)
Aeromonas hidrophyla W 42,00 £ 3,46
Staphylococcus aureus 60,00 = 5,00
Aeromonas veronii 48,67 + 2,08
Aeromonas hydrophila 46,33 +2,31
Citrobacter freundii 41,00+ 1,73
Vibrio parahaemolyticus 49,33 £ 1,15
Vibrio alginolyticus 47,67 +5,51

Avaliando a inclusdo do butirato de sodio na dieta de tilapias, (Jesus 2019)
observou através do teste de CMI, que a maior eficacia foi de 0,33+0,14% para A.
hydrophila e 0,66+0,28% para S. agalactiac em pH 6,0, sendo assim, as concentragdes

indicadas entre 0,25 5 a 0,50 %.
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Tabela I1. Teste de concentracao inibitoria minima (%) do produto SOFT 60F (60% éacido

formico 40% e derivados de lignina) frente a bactérias patogénicas.

Bactérias Patogénicas 22°C 28 °C
Aeromonas hidrophyla W 0,10 +0,00 0,10 £ 0,00
Staphylococcus aureus 0,05 +0,00 0,10 £ 0,00
Aeromonas veronii 3,13+ 0,00 3,13+ 0,00
Aeromonas hydrophila 0,20 + 0,00 0,20 + 0,00
Citrobacter freundii 1,56 + 0,00 3,13+ 0,00
Vibrio parahaemolyticus - 0,10 £ 0,00
Vibrio alginolyticus - 0,10+ 0,00

Ensaio de dose resposta

As doses avaliadas ndo alteraram significativamente o pH e alcalinidade da dgua
do bioflocos, apos aplicacdo de duas doses consecutivas, ndo demostrando efeito
acumulativo (Figura 3). J4 na contagem de bactérias filamentosas, foi observado uma
redu¢@o na contagem em todas as doses avaliadas (Figura 4). A dose 2,5ppm mostrou
mais favoravel para utiliza¢do no cultivo, pois além de manter o ambiente equilibrado,
inibiu as bactérias filamentosas, provavelmente devido as atividades antibacterianas

presente dos acidos organicos (Ricke 2003).
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Figura 2. Varia¢ao de pH e alcalinidade do 24 e 48 horas apds adi¢cdo de acidos
organicos (50% écido formico 7,5% derivados de lignina).

2,50E+05
2,00E+05

1,50E+05

1,00E+05

24h 48h

5,00E+04

Unidades Formadoras de Colonias

0,00E+00

0 ppm 2.5 ppm 5 ppm 10 ppm 20 ppm

Figura 4. Contagem de bactérias filamentosas na d4gua 24 e 48 horas adi¢cao de 4cidos
organicos (50% écido férmico 7,5% derivados de lignina)

Uma vez que a altera¢do dos pardmetros ndo variou bruscamente entre as 24h (pH
= 17,16 £ 0,06; alcalinidade = 128,00 + 29,05) e 48h (pH = 7,70 + 0,05; alcalinidade =
138,00 £+ 11,14), mantendo-se resultados compativeis com a criagdo de tilapia-do-nilo,
além de ser capaz de inibir as bactérias filamentosas devido as atividades antibacterianas

(Ricke 2003).
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O ensaio dose resposta tem por objetivo estimar, partindo de parametros pré-
definidos, diferentes concentragdes como resultado estabelecido ¢ estavel nas fases de
resposta ao acidificante avaliado. Através das observagdes dos resultados obtidos pelo
CIM, demonstrou-se que a maior concentragao do acidificante apresentou uma inibi¢ao

de 3,13% para A. veronii.

Teste in vivo - Qualidade de agua

Os valores médios obtidos para os parametros de qualidade de dgua ao longo das
quatros semanas de experimentagdo, divergiram significativamente (p<0,05) no teor de
NH3, NO2, PO+~ na &gua, os resultados de todos esses parametros (Tabela III) se
mostraram menores no tratamento com o remediador. As demais andlises nao tiveram

diferencas significativas.
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Tabela III. Parametros de qualidade de agua em ambiente de cultivo com adi¢do de acidos
organicos (50% acido foérmico 7,5% derivados de lignina) como remediador durante 4

semanas.

Parametros de qualidade de Controle Remediador Significancia
agua @
Temperatura (°C) 28,83 +£0,62 28,43 + 0,74 0,2193
Oxigeénio dissolvido (mg. L) 6,90 +£0,18 7,07 +£0,20 0,1345
Volume do floco (mL) 4,10 £0,72 3,80+ 1,73 0,3801
Alcalinidade (mg. L) 125,29 + 12,72 146,33 +£20,17 0,0640
pH 8,12+ 0,07 8,14 + 0,06 0,3075
ITAN (mg. L) 0,25+ 0,07 0,16 £0,12 0,1175
’NH3 (mg. L) 0,05+ 0,01* 0,02 + 0,02* 0,0124
SNO, (mg. L' 13,58 £0,92* 8,06 +2,41* 0,0104
“NOs? (mg. L) 51,30 £ 65,38 26,98 + 20,50 0,2522
PO+ (mg. L) 2,70 £0,37* 1,67 +£0,32% 0,0030
5TSS (mg. L) 102,91 + 10,32 86,36 + 18,58 0,0852
Condutividade (u/S) 2585,63 £1693,52  1796,77 + 71,86 0,1939

!Total de amonia; 2Amonia toxica; *Nitrito; *“Nitrato; Ortofosfato; ®Total Solidos Suspensos
*Indica diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos no teste T.

A alcalinidade esta relacionada com a capacidade de neutralizacdo de acidos,

sendo um dos parametros importantes a ser considerado quando se trata do controle de

pH no ambiente de cultivo. Uma alta alcalinidade (> 100 mg.L™'), concentracio

recomendada para o sistema de biofloco (Furtado et al. 2014) possui um alto poder de

buffer, ou seja, atua como solucao tampao impedindo as variacdes bruscas de pH (Arana

1997).
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Esses fatores sao importantes quando se considera a utilizagao de acidos organicos
diretamente na agua de cultivo dos animais, uma vez que se esses parametros nao estao
controlados podem ser reduzidos bruscamente com a adi¢do de um acido (pH
incompativel com o cultivo) e consequentemente afetando negativamente os peixes,
podendo levar a morte (Boyd 1990).

Nao foram encontradas diferengas (P>0,05) para temperatura, pH conforme
descrito por (Kubitza 2011) e oxigénio dissolvido, que durante o periodo experimental
esteve dentro da faixa recomendada para produ¢do de peixes (>5 mg.L™!), segundo
recomendacdes de (Vinatea et al. 2010).

Uns dos problemas do metabolismo dos microrganismos ¢ a reducdo da
alcalinidade, levando a diminui¢do do poder tampao do sistema. (Avnimelech 2009),
recomenda que a alcalinidade para biofloco esteja acima de 50 mg.L' de CaCO:s.
Segundo (Ostrensky & Boeger 1998), quanto maior a alcalinidade da agua, mais ions
carbonato e bicarbonato estardo presentes e mais dificil serd fazer o seu pH variar. No
presente estudo, a aplicagdo do acido ndo alterou os parametros de alcalinidade sem
sobrecarregar o sistema de produgdo, sendo um indicativo de sua estabilidade e do poder
tamponante do mesmo.

Em relacdo aos compostos nitrogenados, a amodnia total (TAN) permaneceu em
niveis aceitaveis durante o periodo experimental. Segundo (S& 2012) para ndo causar
prejuizos aos peixes, recomenda-se que o nivel de NH3 esteja abaixo de 0,05 mg.L".
Neste contexto, os resultados encontrados neste trabalho, mostram que a NH3 do grupo
tratado com o remediador ndo afetou o desempenho dos animais cultivados. Este

resultado pode ser explicado pela manutencao dos valores do pH utilizando o remediador,



27

uma vez que o fator contribuinte para o aumento da sua toxicidade ¢ o aumento do pH.
Segundo (Ostrensky & Boeger 1998), para cada unidade de aumento do pH, a quantidade
de NH3; aumenta em 10 vezes na agua. Em um estudo conduzido por (Da Silva et al.
2014), nao foram observadas variagdes significativas para NH3 na engorda experimental
de Litopenaeus vannamei em sistema superintensivo de bioflocos, suplementados com
butirato de sodio e polihidroxibutirato (PHB). Resultado também observado por (Amorim
2018) utilizando blend de acidos organicos via ra¢do de juvenis de tilapias-do-Nilo
cultivados com 4gua oriunda de pogo artesiano.

Os niveis de ortofosfato (PO4*") apresentaram resultados significativos através da
neutralizagcdo do grupo do remediador deixando a alcalinidade disponivel sem altera¢dao
do pH nos dois tratamentos. O fosforo ¢ um elemento chave porque € essencial para a
nutricdo animal (Steffens 1989). Apresenta caracteristicas de alta solubilidade e
disponibilidade para produtores primarios na sua forma inorganica, e nos sistemas de
cultivo, seu maior aporte € via racdo e, consequentemente, excrecao dos animais (Odum
& Barrett 2007). Portanto, o fosforo pode contaminar meios aquéticos e causar o
crescimento exacerbado de algas, além de elevar a demanda bioquimica de oxigénio,
causando diminui¢do do oxigénio presente na agua e alteragdes no meio, levando a morte
de peixes e outros animais (Tundisi & Tundisi 2008).

Ainda neste contexto, com base nos dados do diagnostico dos servigos de agua e
esgotos, realizados pelo Sistema Nacional de Informagdes sobre Saneamento — SNIS
(2018), apenas 44% do esgoto gerado no Brasil passa por tratamento. A geragao de esgoto
domésticos e industriais, causa impacto ambiental com aumento da concentracdo de

fosforo nos ecossistemas aquaticos.
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Estes resultados sugerem que o acido utilizado, provavelmente neutralizou o
fosforo do sistema, sem interferir no pH ou mesmo na alcalinidade, o que ¢ interessante

para sistemas de producao aquicola, em especial o BFT.

Teste in vivo — zootecnia e homeostase animal

Estudo realizado por (Reda et al. 2016), que demostrou melhoras significativas no
peso corporal final (PCF), ganho de peso (GP), taxa de crescimento especifico (TCS) e
conversdo alimentar (TCA) utilizando 2,0 kg.ton™' de uma mistura de 4cido férmico, acido
propidnico e propionato de calcio em alevinos de tildpia-do-nilo.

Uma mistura de acidos organicos e 6leo essencial para tilapia-do-nilo, ndo
apresentou diferencas estatistica nos grupos com suplementagdo para contagem de
eritrocitos, leucocitos, hematocritos, hemoglobina, trombdcitos, linfocitos e neutrofilos,
a suplementagdo ndo causou nenhuma alteragado (Silva et al. 2018), corroborando com os
dados encontrados nesta pesquisa, apensar da aplicagdo (agua e dieta) divergirem entre
os trabalhos.

Os efeitos nao significativos para os pardmetros zootécnicos € hematologicos
sugerem uma seguranca na aplicacdo do blend de acidos organicos testados, pois o
produto atuou no ambiente sem interferir na assimilagdo de nutrientes ou perfil

hematologico dos peixes, sugerindo a manuten¢do da homeostase animal
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Tabela IV. Desempenho zootécnico e parametros corporais de Tildpia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) cultivado em ambiente com adi¢do de acidos organicos (50% acido formico 7,5%

derivados de lignina) como remediador.

Parimetros Controle Remediador Significancia
®)
Sobrevivéncia (%) 0,85+ 0,05 0,78 £ 0,25 0,3094
Peso médio final (g) 15,18 £ 1,79 17,97 £5,75 0,2305
Ganho semanal (g.sem™) 3,96 £ 0,59 491 £1,94 0,2289
Conversao alimentar 1,09+ 0,17 1,03 +0,15 0,3551
TCE (%.dia™) 3,14+£0,23 3,48 +£0,72 0,2410
Produtividade (kg.m™) 1,03 £0,12 0,99 + 0,00 0,3961
Indice hepatossomatico (%) 3,76 £0,33 3,82 +0,29 0,4398
Indice vicerossomatico (%) 11,71 £ 1,36 11,55+ 1,38 0,4617
Fator de condi¢do (k) 1,01 £0,02 1,00 + 0,02 0,4893
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Tabela V. Parametros hematoldgicos da Tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) em
ambiente de cultivo com adi¢do de acidos organicos (50% acido formico 7,5% derivados
de lignina) na agua do cultivo.

Parametros Controle Remediador Significincia
®)
Contagem total e diferencial
Trombédcitos (x 10°.uL™") 545+1,94 727+0,89 0,1589
Leucdcitos totais (x 10*.uL™") 10,04 +£2,59 9,96 +£1,28 0,4133
Linfécitos (x 103.uL") 9,45+2,09 9,40+1,19 0,4882
Basofilos (x 10°.uL™) 0,06 0,11 0,17 +0,08 0,1376
Mondcitos (x 10°.uL!) 0,01 +£0,04 0,01 £0,05 0,1226
Neutrofilos (x 10°.uL") 0,00+0,03 0,01 +£0,02 0,3088
Eosinéfilos (x 10°.uL™) 0,00+ 0,00 0,00+ 0,01 0,3791
Indices Hematimétricos
Eritrocitos (x 10%.uL™) 0,97+0,36 1,00+0,14 0,4518
Hematocrito (%) 31,70+ 0,14 31,35+£7,28 0,4744
Hemoglobina (g/dL ") 940+ 1,30 13,18 +5,02 0,2392
Proteinas plasmaticas totais (mg. L-1) 1039,87+4,451037,30 £ 3,96  0,2611
Volume Corpuscular Médio (10*.fL) 334+1,18  3,78+3,15 0,2746
Hemoglobina Corpuscular Média (10*.pg) 0,97 + 0,45 1,01 £0,40 0,4711
Concentra¢do de Hemoglobina Corpuscular 2,86 + 0,40 3,54 £ 0,02 0,2594

Média (g.dL™")
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3.4 Conclusao

Acido organico Euroguard F60 aplicada na 4gua do biofloco na concentragéo de
2,5 ppm, provou-se favorecer a redu¢do da amodnia toxica, nitrito e ortofosfato,
consequentemente melhorando o ambiente de cultivo. A concentragdao pode ser utilizada
continuamente sem comprometer a performance do animal, assim como, nao alterando a
homeostase dos peixes. Futuros estudos devem ser realizados para compreender sua
utilizagdo em outros ambientes de cultivos, assim como definir seu potencial remediador

de outros corpos aquaticos, como efluentes industriais e esgotos domésticos.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Durante a realizacao deste trabalho, verificou-se um grande numero de artigos
cientificos sobre o uso de aditivos acidificantes com administragdo via ra¢ao, entretanto
os estudos de acidos atuando como remediadores, sao bem escassos, o que dificultou a
comparagao ¢ discussao dos dados.

Este trabalho apresentou um desafio maior, pois os acidificantes usados neste
experimento foram aplicados diretamente na agua de cultivo. Os estudos desta pratica na
aquicultura ainda sdo incipientes para finalidade. Desta forma, realizou — se algumas
repeti¢des do ensaio dose resposta para obtencao de resultados eficientes e condizentes
com o cultivo da tilapia-do-nilo.

Alguns dados ndao conseguiram ser devidamente analisados pela falta de
disponibilidade de tempo, como os da andlise de metagendmica inseridos no anexo.

Em virtude da pandemia, os servigos de laboratorio externo ficaram prejudicados
pela falta de pessoal ou por operacionalidade. Em virtude disso, as andlises que
realizamos sofreram atrasos consideraveis, o que consequentemente acarretou o atraso da

confeccao desta dissertagao.
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Resultados de Metagenomica da agua

Grafico 1. Escala multi-dimensional (MDS) de diversidade dos perfis microbianos da
agua de cultivo de tilapias-do-nilo (O. niloticus) em bioflocos com ou sem a presenca do
remediador (acido organico).

® E Controle

Remediador

0.00 Py

NMDS2

—0.05 -

0.2 —0.1 0.0 0.1
NMDSA



43

Grafico 2. Diversidade dos perfis microbianos da dgua de cultivo de tilapias-do-nilo (O.

niloticus) em bioflocos com ou sem a presenca do remediador (acido organico).
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Grafico 3. Riqueza dos perfis microbianos da dgua de cultivo de tilapias-do-nilo (O. nilo-

ticus) em bioflocos com ou sem a presenga do remediador (acido organico).
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