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RESUMO - Este experimento foi realizado com o objetivo de avaliar a utilizagdo de levedura Saccharomyces cerevisiae
(SC) como probiético em ragdes para alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) submetidos a desafio sanitario.
Foram utilizados 60 alevinos com 30 dias de idade, pesando 0,45 * 0,02 g e medindo 3,10 + 0,14 cm, distribuidos em
delineamento completamente casualizado com dois tratamentos e seis repeticdes em 12 aquarios de 50 L. Como desafio
sanitario, cada aquario recebeu diariamente, durante o periodo experimental, o equivalente a 0,5 mL de esterco suino
in natura. Os tratamentos consistiram de uma ragdo com (0,1% SC) e sem probidtico. Ao final do experimento, os alevinos
foram contados, medidos e pesados. Foram também retirados e pesados os intestinos de dois alevinos de cada tratamento,
escolhidos aleatoriamente. O conteido dos intestinos foi submetido a contagem do nimero de bactérias e coliformes totais
presentes. O desempenho e a sobrevivéncia ndo foram influenciados pela inclusdo de SC na dieta. A SC colonizou o intestino
dos alevinos alimentados com a dieta com SC e nédo foi encontrada naqueles alimentados com a dieta sem probio6tico. N&do
foram observadas diferengas no nimero de bactérias e coliformes totais por grama de conteddo intestinal e por mL de agua
dos aquérios. A utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae como probiético em ragbes para alevinos de tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus) promoveu a colonizacdo no intestino dos peixes, entretanto, ndo influenciou o desempenho
produtivo e a sobrevivéncia em sistema de cultivo com desafio sanitario.
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Saccharomyces cerevisiae as probiotic for Nile tilapia fingerlings submitted
to a sanitary challenge

ABSTRACT - The present experiment was carried with the objective to evaluate the Saccharomyces cerevisiae (SC)
as probiotic in rations for Nile tilapia (Oreochromis niloticus) fingerlings submitted to a sanitary challenge. A total of
60 fingerlings with 30 days old, weighing 0.45 + 0.02 g and 3.10 + 0.14 cm were distributed to a completely randomized
design with two treatments and six replications in 12 aquariums of 50 L. As a sanitary challenged each aquarium daily
received, during the experimental period, an equivalent of 0.5 mL fresh swine manure. The treatments consisted of a
ration with (0.1% SC) or without probiotic. At the end of the experiment the fingerlings were counted, measured and
weighed. The intestines from two fingerlings randomly chosen were also removed and weighed per each treatment.
Content of the intestines was submitted to a counting of the number of total bacteria and total coliformes presents.
Performance and survival was not influenced by the inclusion of SC in the diet. The SC colonized the intestine of
fingerlings fed with SC diet and was not observed in that fed with diets without probiotic. No differences were observed
for the number of bacteria and total coliformes per g of intestinal content and per mL of water of the aquariums. The
use of Saccharomyces cerevisiae as probiotic in rations of fingerlings of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) promoted
the colonization of the intestine of the fishes, however, no influenced the productive performance and survival in a
culture system with sanitary challenge.
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Introducéo

A tilapia-do-nilo destaca-se como peixe de potencial
para pscicultura em razdo de sua rusticidade, seu cresci-
mento rapido e sua adaptacdo ao confinamento (Hayashi et
al., 1999; MaclIntosh & Little, 1995). Entre as espécies mais
criadas no mundo, atilépia-do-nilo é considerada a de maior
resisténcia a alta temperatura, a baixa concentracdo de
oxigénio dissolvido e a alta concentracdo de am6nia na
agua (Popma & Phelps, 1998). Pode ser cultivada tanto em
agua doce quanto em 4gua estuarina ou salobra (Meurer et
al., 2003a) e com baixo custo na fase de alevinos e na
alimentacdo se comparada a outras espécies (Lahav &
Ra’nam, 1997).

A tilapia-do-nilo pode ser cultivada tanto em sistemas
intensivos quanto nos extensivos (Conte, 2002). A alimen-
tagdo para esta espécie pode ser derivada somente do
plancton do ambiente ou daragdo artificial, além do consor-
cioentre estes (Meureretal., 2002), poisaespécie é de baixo
nivel tréfico e tem vantagem em relacdo as espécies carni-
voras que exigem grande quantidade de farinha de peixe nas
ragdes (Fitzsimmons, 2000).

O aumento da ocorréncia de doencas resulta em signi-
ficativas perdas na aqiicultura e no comércio de peixes,
afetando o desenvolvimento econdmico do setor em muitos
paises (Grametal., 1999). No Brasil, com o crescimento da
piscicultura intensiva, também se observa aumento da
ocorréncia de doencas nos sistemas de producdo (Costa,
2003). O uso de antibi6ticos tem apresentado sucesso
limitado na prevencéo ou cura de infec¢es. O uso massivo
de antibioticos aumenta a pressdo da selecdo sobre 0s
microrganismos, promovendo 0 aumento da resisténcia
bacteriana (Verschuere etal., 2000a).

Os probi6ticos constituem uma das alternativas ao uso
de antibidticos no controle de doencas (Nikoskelainen et
al.,2001; Grametal., 1999; Gildbergetal., 1997). Probi6ticos
podem ser definidos como microrganismos vivos
suplementados aos alimentos e que afetam beneficamente
o hospedeiro pelamelhoraem seu balango intestinal (Fuller,
1989) e naprevencao de doencas (Mattar etal., 2001). Esses
microrganismos tém algum efeito benéfico nos micror-
ganismos presentes no ambiente aquatico (Verschuere et
al., 2000a). O uso de levedura como probiotico tem efeitos
significativos em humanos e animais, no entanto, seus
efeitos sdo pouco estudados em organismos aquaticos
(Patra & Mohamed, 2003).

A utilizacdo daadubacdo é um manejo bastante utilizado
naaquicultura, principalmente nas fases iniciais do cultivo
(Palhares et al., 1998). O esterco suino in natura é um

adubo bastante utilizado na piscicultura (Mentietal., 2003)
com o objetivo de reduzir os custos da atividade. Entretanto,
o fornecimento de esterco in natura pode levar a con-
taminacdo do ambiente aquatico por microrganismos
patogénicos (Muratorietal., 2001). Portanto, apesar de seu
efeito benéfico sobre o alimento natural dos viveiros, o
esterco pode se tornar um desafio sanitério a til&pias pre-
sentes nos tanques, pois microrganismos patogénicos sdo
oportunistas e estdo, geralmente, no ambiente aquatico
(Abidi, 2003).

Este experimento foi realizado com o objetivo de avaliar
o efeito do fornecimento de probidtico Saccharomyces
cerevisiae na ragdo sobre as caracteristicas de desempe-
nho, asobrevivénciaeacolonizagdo intestinal em alevinos
de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) sob desafio
sanitario com esterco suino in natura.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laborat6rio de
AquiculturadaPontificia Universidade Catolica do Parana
- Campus de Toledo durante um periodo de 46 dias, nos
meses de margo a maio de 2004. Foram utilizados 60 alevinos
de tilapia-do-nilo provenientes da Piscicultura Piracema
(Maringa-PR) com aproximadamente 30 dias de idade,
0,45+0,02ge3,10+0,14 cm, respectivamente.

Os alevinos foram distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado com dois tratamentos e seis repe-
ticbesem 12 aquéarios de 50 L. Foi considerado umaunidade
experimental um aquario de 50 L contendo cinco alevinos.

Osaquérios possuiam aeracao por contato, com pedras
microporosas ligadas a mangueiras de silicone aminicom-
pressores de ar. Diariamente, pela manhd (6h) e a tarde
(18h), os aquarios foram sifonados para retirada de fezes
e restos de ragdo, com remocao de aproximadamente 30%
daaguanos primeiros 30 dias e de 40% até final do periodo
experimental.

A 4agua utilizada no experimento era proveniente da
rede municipal de abastecimento e, portanto, possuiacloro,
o qual foi neutralizado com a adicao de tiossulfato de sédio.
A temperatura da dgua foi aferida diariamente pela manha
e atarde. Outros parametros como pH, oxigénio dissolvido
e condutividade elétrica da agua foram quantificados
semanalmente pela manha, sempre antes da sifonagem.

Diariamente, foram dissolvidos 30 mL de fezes de
suinos in natura em 600 mL de &gua destilada. Essa
mistura foi adicionada (10 mL) a cada aquéario durante o
periodo da manha, logo apds a sifonagem. O fornecimento
desse material foi considerado desafio sanitario. O esterco
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suino, obtido de um lote de suinos em terminacdo de uma
propriedade rural do municipio, foi coletado e estocado em
geladeira e utilizado durante uma semana.

Para confirmacdo do desafio sanitario imposto, foram
analisados o esterco suino e a 4gua utilizada nos aquarios
depois de contaminada pelas fezes suinas. Analisaram-se
0 nimero de coliformes totais e de bactérias totais e os
géneros bacterianos.

Aragdo experimental foi formulada para conter 30% de
proteinadigestivel e 3.000 kcal/kg de energia digestivel. A
racao foi composta de farelo de soja, milho, dleo de soja,
calcario calcitico, fosfato bicalcico, pré-mistura vitaminico
mineral, sal comum, metionina, lisinae BHT, cujos valores
dedigestibilidade dos alimentos foram calculados conforme
Meureretal. (2003b) e Boscoloetal. (2002). Para fabricacéo
daracdo experimental, os alimentos foram moidos em peneira
de 0,5mm, pesados conforme a formulacéo e posteriormente
misturados. A racdo foi fornecida em quantidade correspon-
dente a 10% do peso vivo dos animais, na forma farelada, em
freqUéncia de trés vezes ao dia, as 7h, 13h e 18h. Para
correcdo da porcentagem de arragcoamento, os alevinos
foram pesados no 179, 292 e 392 dias.

O experimento foi composto de dois tratamentos, um
testemunha e outro teste. Em ambos os tratamentos, utili-
Z0u-Se amesmaragdo-base, entretanto, aracdo experimental
do tratamento-teste tinha 0,1% de probi6tico em sua com-
posicdo. O probidtico consistia de um produto contendo
Saccharomyces cerevisiae na quantidade de dez bilhGes
de células vivas/g do produto. Portanto, cada quilograma
de racdo do tratamento-teste possuia aproximadamente um
milh&o de células vivas. Esses valores foram confirmados
pelacontagem do nimero de unidades formadoras de col6nia
(ufc) de S. cerevisiae no produto e na mistura final da
racdo, por meio da contagem em placa utilizando-se meio
seletivo paraleveduras YGC, conforme metodologiadescrita
anteriormente.

As andlises microbioldgicas neste experimento foram
realizadas visando enumerar S. cerevisiae, coliformes
totais e bactérias totais presentes no probiotico, naracédo
enadguadoaquarionoinicio do periodo experimental e
no intestino dos alevinos ao final do periodo experimen-
tal. Amostras desses materiais foram pesadas, incluindo
0s intestinos dos alevinos, e diluidas em 2 mL de agua
destilada estéril em um tubo de ensaio. Em seguida, o tubo
contendo o material para analise foi homogeneizado em
vortex. Do material homogeneizado, foram feitas diluigdes
decimais (1071, 102 e 10-3) em tubos com 4gua destilada
estéril.

A contagem de bactérias totais foi realizada em meio
agar padrdo de contagem (PCA) em placas de Petri, com

1mL dassolugdesde 101, 10-2e 103 e pura. Para contagem
de coliformes totais, utilizou-se o meio agar violeta bile
vermelho neutro (VBR), em placas de Petri, com 1 mL das
solucdesde 101,102 10-3 e puro. Para verificar a presenca
e efetuar a contagem da S. cerevisiae, utilizou-se o meio
seletivo yeast growth cloramphenicol (YBR), em placas
de Petri, com 1 mL das solucées de 101, 102 e 10-3 e pura.
Depois de preparadas, as placas de Petri foram colocadas
em estufa microbioldgica para incubacdo a 27°C por 48
horas.

Ao final do periodo experimental, todos os alevinos de
cada unidade experimental foram contados, pesados e
medidos individualmente para determinacéo dos parametros
de sobrevivéncia, do peso final médio, do comprimento
final médio e da condicdo corporal, obtida pela expressdo:
peso corporal/comprimento corporal® x 100.

De cada unidade experimental foram escolhidos, alea-
toriamente, dois alevinos, os quais foram insensibilizados
em agua gelada (cerca de 2°C), pesados e abatidos por
decapitacdo. Posteriormente, foram extraidos asseptica-
mente o figado e o intestino desses animais. O figado foi
utilizado para analise do indice hepato-somatico (IHS),
((peso do figado/peso corporal) x 100). Nos intestinos
foram feitas analises microbioldgicas para determinacédo da
presenca de S. cerevisiae, coliformes totais, bactérias
totais e géneros bacterianos.

Depois de calculados os valores de desempenho e
sobrevivéncia, bem como os parametros fisico-quimicos da
agua, os dados foram submetidos a analise de variancia e
as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. Os valores de S. cerevisiae, coliformes
totais, bactérias totais e géneros bacterianos dos peixes e
da agua foram comparados pelo teste Wilcoxon a 5% de
probabilidade, ambos pelo SAEG - Sistema de Analises
Estatisticas e Genéticas (UFV, 1997), quando necessario.

Resultados e Discussao

A média dos resultados dos parametros fisico-quimicos
da dgua temperatura, oxigénio dissolvido, condutividade
elétricae pH foram, respectivamente, 25,1+ 1,6°C,5,1
0,9mg/L, 108,7 £ 7,4uSm/cme 7,5+ 0,4. A temperatura
médiadaaguadosaquarios ndo diferiu entre os tratamentos
(P>0,05), mas permaneceu abaixo da temperatura reco-
mendada para o bom desempenho da espécie (Kubitza,
2000). Os valores dos demais parametros fisico-quimicos
da dgua foram semelhantes entre os tratamentos (P>0,05)
e mantiveram-se dentro dos valores recomendados para o
bom desempenho do cultivo desta espécie (Popma & Phelps,
1998).
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Tabela 1 - Nimero médio de unidades formadoras de coldnia
(ufc) de S. cerevisiae, bactérias e coliformes totais
da agua dos aquarios experimentais e no intestino de
alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus)
alimentados com ragdes com ou sem probiético

Table 1 - Average number of units of colony formation (UFC) of S.
cerevisiae, bacteria and total coliformes of the water from the
experimental aquariums and in the intestine of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) fingerlings fed rations with and without

probiotic

Microrganismo Probidtico CV3 (%)
Microrganism Probiotic

Com!? Sem?

With Without
Coliformes totais 4,25 x 102 7,06 x 102 101,22
(ufc/mL H,0)
Total coliforms
Bactérias totais 5,30 x 10% 4,67 x 104 147,93

(ufc/mL H,0)

Total bacteria

Coliformes totais 45,82 56,57 159,34
(ufc/g intestino)
Total coliforms
Bactérias totais
(ufc/g intestino)
Total bacteria

3,75 x 10% 7,27 x 104 165,73

1 Tratamento teste (treatment test).
2 Tratamento testemunha (treatment control).
3 Coeficiente de variagao (coefficient of variation).

O numero médio das unidades formadoras de coldnia
(ufc) de bactérias e de coliformes totais da agua dos
aquarios experimentais, bem como dos intestinos dos
alevinos de tilapias-do-nilo submetidos aos tratamentos
com e sem probidtico (Tabela 1), ndo foi influenciado
pelos tratamentos (P<0,05). O nimero médio de ufc de
coliformes totais encontrados no esterco suino utilizado
para o desafio sanitario foi de 1,2 x 108 (+ 5,7 x 102). O
numero de ufc de levedura (S. cerevisiae) no produto e
namistura final daracdo confirmou os valores de garantia
do produto (1019 ufc/kg probidtico) e da quantidade de
levedura adicionada a ragdo (10° ufc/kg racdo). O nimero
de ufc de S. cerevisiae por g de intestino dos alevinos do
tratamento-teste foi de 5,8 x 103 (+ 4,3 x 102), enquanto,
no tratamento testemunha nenhuma ufc de S. cerevisiae
foi identificada.

Os resultados médios finais de biomassa, peso indivi-
dual, comprimento individual, conversdo alimentar, con-
dicdo corporal, indice hepato-somético e sobrevivéncia
dos alevinos das unidades experimentais (Tabela 2) néo
diferiram entre os tratamentos (P>0,05).

Os resultados de desempenho e sobrevivéncia
obtidos neste experimento estdo de acordo com os encon-
trados por Meurer et al. (2004) ao testarem a incluséo de
S. cerevisiae em racdes para tilapia-do-nilo durante a fase
de reversao sexual. Makridis et al. (2000) também néo

Tabela 2 - Valores das caracteristicas mensuradas e calcula-
das de alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) alimentados com ragdes com e sem

probiético
Table 2 - Values of the mensurements and calculated characteristics
Nile tilapia (Oreochromis niloticus) fed rations with and without
probiotic
Caracteristica Probidtico CV3 (%)
Characteristic Probiotic
Com? Sem?
With Without
Peso final (g) 3,07 3,19 27,36
Final weight
Comprimento final (cm) 5,83 5,84 7,64
Final lenght
Conversdo alimentar 3,16 2,83 16,44
Feed:gain ratio
Fator de condigdo corporal 1,48 1,47 6,44
Body condiction factor
Sobrevivéncia (%) 72,00 76,00 20,10
Survival
indice hepato-somatico 2,45 2,03 19,74

Hepatic-somatic index

1 Tratamento teste (treatment test).
2 Tratamento testemunha (treatment control).
3 Coeficiente de variacao (coefficient of variation).

verificaram efeito do fornecimento de duas cepas de
bactérias (4:44 e PB52) sobre os parametros de desem-
penho e sobrevivéncia durante a larvicultura do turbot
(Scophthalmus maximus). Contrariando os resultados
obtidos neste experimento, Lara-Floresetal. (2003) incluiram
S. cerevisiae em racgdes para alevinos de tilapia-do-nilo e
verificaram efeito positivo sobre o desempenho e asobre-
vivéncia.

Carnevalietal. (2004) verificaram efeito positivo da
adicdo de probidticos (L. plantarum e L. fructivorans)
sobre a sobrevivéncia de larvas do sea bream (Sparus
aurata). Grametal. (1999) observaram que asobrevivéncia
de juvenis de truta arco-iris tratados com Pseudomonas
fluorescens AH2 aumentou quando infectados com
Vibrio anguillarum. Gildberg et al. (1997) adicionaram
Carnobacterium divergens em rac¢des para larvas de
bacalhau-do-atlantico (G. morhua) expostas ao patdgeno
Vibrio anguillarum e observaram mortalidade significa-
tivamente menor nestas larvas em comparagao aquelas
que ndo receberam o probidtico.

A colonizagdo do intestino dos alevinos de tilapia-
do-nilo por S. cerevisiae estdo de acordo com Costa et
al. (2004), que demonstraram que a inclusdo de
Saccharomyces cerevisiae proporcionou a colonizacéo
dointestino datilapia-do-nilo durante a fase de reversao
sexual. Os resultados estdo de acordo também com os
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obtidos por Carnevali et al. (2004), que verificaram a
colonizacdo do intestino de larvas de sea bream quando
forneceram L. fructivoranse L. plantarum. Os resultados
obtidos neste estudo confirmam os observados por
Gildbergetal. (1997) quando avaliaram a colonizacdo do
intestino de bacalhau-do-atlantico por C. divergens.
Andlid et al. (1995) também observaram que algumas
cepas de levedura colonizaram o intestino do turbot e da
truta arco-iris em valores superiores a 4 x 10* ufc sem
causar prejuizo ao seu desempenho.

O nUmero de bactérias totais (3,75 x 10* ufc/g de
intestino dos alevinos) e coliformes totais (45,82 ufc/g de
intestino dos alevinos) obtidos neste experimento (Tabela 1)
com incorporagdo de probidtico na ra¢do néo diferiu esta-
tisticamente daqueles determinados sem probiotico.
Esses dados estdo de acordo com os descritos por Costa et
al. (2004), que ndo notaram efeito significativo do forneci-
mento de S. cerevisiae sobre o nimero de ufc de bactérias
totais em intestinos de tilapias-do-nilo durante a fase de
reversdo sexual. Carnevali et al. (2004) observaram que,
nos primeiros 35 dias de cultivo de larvas de sea bream,
ndo houve efeito da inclusdo de Lactobacillus sp. sobre
0 numero de bactérias intestinais, resultado semelhante
ao obtido neste experimento, porém, com efeito significa-
tivo depois do segundo més. Lara-Flores et al. (2003)
obtiveram efeito significativo da adi¢do do probidtico
(S. cerevisiae) sobre o desempenho de alevinos de tilapia-
do-nilo expostos a fatores estressantes, a baixa porcenta-
gem de proteinanaracdo e a maior densidade populacional
apos periodo experimental de nove semanas. Entretanto, o
periodo experimental neste estudo foi menor (6,5 semanas).

De acordo com os valores dos coliformes totais encon-
trados na agua dos aquarios experimentais, 0s quais esta-
vam acimado nivel maximo estabelecido pelaresolucdo do
CONAMA (2005) para agua destinada a aquicultura, a
incluséo de esterco suino foi de fato um desafio sanitario
paraosalevinos. Mentietal. (2003) afirmaram que aadi¢éo
de esterco de suino pode comprometer o aspecto sanitario
da agua em razdo da presenga de microrganismos
patogénicos.

O desempenho de animais mantidos em boas condi¢fes
de manejo dificilmente ¢ influenciado significativamente
pelaingestdo de probidticos (Limaetal., 2003), pois nessas
condicdes a possibilidade de contato desses animais com
microrganismos patogénicos € menor (Loddi et al., 2000;
Zuanonetal., 1998), fato comprovado também por Meurer
etal. (2004). Entretanto, neste estudo, aadi¢cdo do probidtico
S. cerevisiae em racdes paratildpias-do-nilo ndo melhorou
0 desempenho, a sobrevivéncia e o nUmero de microrga-
nismos na agua.

Conclusdes

A utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae como
probidtico em ragbes para alevinos de tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus) promoveu a colonizacdo do
intestino, mas ndo influenciou o desempenho produtivo
e a sobrevivéncia em um sistema de cultivo com desafio
sanitario.
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