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RESUMO 

 

No Brasil, a piscicultura em águas continentais é representada principalmente pela tilapicultura, 

destacando sua cadeia produtiva como uma das mais importantes para aquicultura brasileira. 

No entanto, o aumento da incidência de doenças em sistemas de produção tem causado grandes 

perdas aos produtores, fazendo-se necessário o desenvolvimento de estratégias para o melhor 

desempenho produtivo e controle de microrganismos patogênicos no cultivo. O objetivo do 

estudo foi avaliar os efeitos do mix probiótico Bacillus spp. e do ácido benzoico, sob o 

desempenho zootécnico e parâmetros hematoimunológicos de juvenis de tilápia-do-nilo, além 

de avaliar a resistência a doença e a atividade imunológica, após infecção com Streptococcus 

agalactiae via gavagem. Um total de 320 peixes foram distribuídos em quatro grupos com 

quatro repetições (20 peixes por unidade experimental) sendo alimentados durante 54 dias, com 

os seguintes grupos experimentais: controle, ração sem suplementação; ração suplementada 

com ácido benzoico (VevoVitall®) a 0,1% (AB0,1%); ração suplementada com mix probiótico 

comercial (PureGro™) Bacillus spp. (B); e ração suplementada com mix probiótico Bacillus 

spp. em conjunto com o ácido benzoico 0,1% (B+AB0,1%). Os peixes alimentados com ácido 

benzoico 0,1% apresentaram melhores resultados para ganho de peso (48.33±5.23 g), biomassa 

final (1005,99±85,10 g), taxa de crescimento especifico (4,14±0,08) e sobrevivência após 

exposição ao patógeno em relação ao grupo controle. Portanto, este grupo apresentou menor 

mortalidade (41,39±15,64%) em relação ao grupo controle (76,03 ± 4,90%). O número de 

trombócitos foi influenciado positivamente em todos os tratamentos AB0,1% (1,98 ± 0,96 µL-1), 

(B) (2,86 ± 1,12 µL-1), (B+AB0,1%) (3,17 ± 2,03 µL-1) em relação ao grupo controle (0,51 ± 

0,28 µL-1). Atividade aglutinante foi maior (p<0.05) no grupo suplementado com mix 

probiótico Bacillus spp após-infecção experimental em relação aos outros grupos. Enfatiza-se 

que a suplementação de ácido benzoico 0,1% proporcionou melhores resultados para tilápia-

do-nilo em desempenho zootécnico e sobrevivência ao desafio com S. agalactiae via gavagem. 

Além disso, este estudo é o primeiro a avaliar a suplementação conjunta de ácido benzoico e 

probiótico Bacillus spp. para tilápia-do-nilo, portanto, mais estudos são necessários para avaliar 

os efeitos do ácido benzoico em conjunto com o probiótico Bacillus spp e outras concentrações 

de ácido benzoico que possibilitem efeito sinergético para melhores resultados em ensaio in 

vivo.  

 
Palavras chaves: Aquicultura. Piscicultura. Tilapicultura. Aditivo alimentar. Saúde. 

 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

In Brazil, fish farming in continental waters is mainly represented by tilaculture, highlighting 

its production chain as one of the most important for Brazilian aquaculture. However, the 

increased incidence of diseases in production systems has caused great losses to producers, 

making it necessary to develop strategies for better productive performance and control of 

pathogenic microorganisms in cultivation. The aim of the study was to evaluate the effects of 

the probiotic mix Bacillus spp. and benzoic acid, under the zootechnical performance and 

hematoimmunological parameters of Nile tilapia juveniles, in addition to evaluating disease 

resistance and immunological activity after infection with Streptococcus agalactiae via gavage. 

A total of 320 fish were distributed into four groups with four replications (20 fish per 

experimental unit) being fed for 54 days, with the following experimental groups: control, 

ration without supplementation; feed supplemented with 0.1% benzoic acid (VevoVitall®) 

(BA0.1%); feed supplemented with commercial probiotic mix (PureGro™) Bacillus spp. (BAC); 

and feed supplemented with Bacillus spp. together with 0.1% benzoic acid (BAC+BA0.1%). Fish 

fed 0.1% benzoic acid showed better results for weight gain (48.33±5.23 g), final biomass 

(1005.99±85.10 g), specific growth rate (4.14± 0.08) and survival after exposure to the 

pathogen compared to the control group. Therefore, this group had lower mortality 

(41.39±15.64%) compared to the control group (76.03 ± 4.90%). The number of thrombocytes 

was positively influenced in all treatments BA0.1% (1.98 ± 0.96 µL-1), (BAC) (2.86 ± 1.12 µL-

1), (BAC+BA0.1%) (3.17 ± 2.03 µL-1) compared to the control group (0.51 ± 0.28 µL-1). 

Binding activity was higher (p<0.05) in the group supplemented with Bacillus spp probiotic 

mix after experimental infection compared to the other groups. It is emphasized that 0.1% 

benzoic acid supplementation provided better results for Nile tilapia in zootechnical 

performance and survival to the challenge with S. agalactiae via gavage. Furthermore, this 

study is the first to evaluate the joint supplementation of benzoic acid and probiotic Bacillus 

spp. for Nile tilapia, therefore, further studies are needed to evaluate the effects of benzoic acid 

in conjunction with the probiotic Bacillus spp and other concentrations of benzoic acid that 

enable a synergistic effect for better results in an in vivo assay. 

 

Keywords: Aquaculture. Pisciculture. Tilaculture. Food additive. Health. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 PISCICULTURA CONTINENTAL COM ÊNFASE EM TILAPICULTURA 

Nas últimas décadas, a aquicultura tem se destacado como uma das principais fontes 

da produção de alimento mundial, bem como, uma atividade relevante para geração de emprego 

e renda com alto potencial econômico (SIQUEIRA, 2018). Segundo a Organização das Nações 

Unidas para a Alimentação e a Agricultura (FAO, 2020), a aquicultura mantém um crescimento 

acelerado desde o final dos anos 1980, o qual possibilitou que a atividade ultrapassasse a pesca, 

garantindo a oferta de pescado no mercado global. Dentre os segmentos da aquicultura, vale 

destacar a piscicultura, pois representa o grupo de animais mais produzidos, além de sua 

importante contribuição como fonte de proteína de alto valor biológico e de renda para os 

produtores (RODRIGUES; MEURER; BOSCOLO, 2015). 

No Brasil a piscicultura em águas continentais é representada, principalmente, pela 

tilapicultura, sendo uma importante atividade agropecuária na geração de emprego e renda 

(ALBUQUERQUE et al., 2013), em 2019  segundo dados do  Instituto Brasileiro de Geografia 

e Estatística (IBGE) a produção de tilápia foi de 323,7 mil toneladas, ou 61,1% do total. De 

acordo com a Associação Brasileira de Piscicultura (Peixe BR, 2021) em um levantamento 

preliminar a produção de tilápia superou 6,2 milhões de toneladas em 2020, resultando em um 

crescimento estimado de 2% em relação a produção global. Além disso, vale ressaltar que essa 

produção foi obtida em um ano com grandes impactos decorridos da pandemia do novo 

coronavírus. Sendo assim, fica evidente que a tilápia é a espécie mais importante da piscicultura 

no Brasil, apresentando em 2020 uma produção de 486 mil toneladas, mantendo o Brasil na 4ª 

posição mundial na produção de tilápia (ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DA PISCICULTURA, 

2021; FAO, 2020).   

 Dentre as espécies de tilápia a  Oreochromis niloticus é um dos peixe mais cultivados 

em águas continentais e representa o segundo grupo com maior importância para aquicultura 

mundial (ALBUQUERQUE et al., 2013; BOSCOLO et al., 2004; PRABU et al., 2019). A 

tilapia apresenta algumas características desejáveis à exploração comercial, como: crescimento 

rápido, rusticidade, capacidade de adaptação a diversas condições ambientais garantindo seu 

crescimento e reprodução como também tolerância ao estresse induzido pelo manejo e  poucas 

modificações no ambiente são necessários para o cultivo da espécie (AMAL; ZAMRI-SAAD, 

2011; PRABU et al., 2019; SANTOS; LOURENÇO; IGARASHI, 2007). 

Entre as espécies de peixes cultivadas para fins industriais, a tilápia-do-nilo apresenta 

boa qualidade de filé por não apresentar espinhos em forma de ‘Y’, tornando assim, uma espécie 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848609001963
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apropriada para indústria de filetagem e garantindo boa aceitação no mercado consumidor 

(HILSDORF, 1995; BOSCOLO et al. 2004). 

 

1.2 SANIDADE E ENTRAVES NA TILAPICULTURA 

Ao logo dos anos, com aumento da produção na piscicultura brasileira, tem-se 

observado intensificação de problemas relacionados à sanidade, o que dificulta a vida dos 

piscicultores brasileiros (LEIRA et al., 2017a). Por conseguinte, os cultivos com maior 

densidade de animais, predispõem os mesmos a fatores  estressantes culminando em maior 

susceptibilidade a agentes patogênicos e que consequentemente grandes perdas econômicas 

(DOTTA; PIAZZA, 2012).  

Na piscicultura continental brasileira as doenças são responsáveis por uma perda anual 

de cerca de 15%, que estima uma perda aproximadamente de US$ 84 milhões provocada direta 

e indireta por doenças em estoque de cultivos (TAVARES-DIAS; MARTINS, 2017). As 

principais causas de doenças no cultivo estão relacionadas ao desequilíbrio na relação patógeno, 

hospedeiro e meio-ambiente. Quando ocorre um desbalanço nesta relação, observa-se o 

desenvolvimento de enfermidades (DOTTA; PIAZZA, 2012; PEREIRA et al., 2017).  

As enfermidades são causadas por diferentes agentes etiológicos e se manifestam nos 

animais de cultivo em virtude de diversos fatores como: debilitação do sistema imunológico; 

condições de estresse; má alimentação; e fatores abióticos, que podem resultar em grandes 

mortalidades nos cultivos (ALBUQUERQUE et al., 2015; HINDU et al., 2019).As principais 

doenças que acometem as pisciculturas comercias, são causadas por: vírus, fungos, parasitos e 

bactérias (LEIRA et al., 2017a; TAVECHIO; GUIDELLI; PORTZ, 2009). Dentre este agentes, 

as doenças bacterianas se destacam, pois proliferam-se rapidamente em ambientes aquáticos e 

podem persistir nos hospedeiros, sem provocar a doença, até que ocorra alguma alteração 

(estresse) capaz de causar danos ao sistema imune do animal, consequentemente, interfere na 

homeostase do organismo levando ao desenvolvimento da enfermidade (ANDRADE; SOUZA; 

MORAIS, 2017; MEIRELLES, 2010).  

As enfermidades de cunho bacteriano tem se tornado preocupantes no Brasil e no 

mundo, pois são responsáveis por altas taxas de mortalidade e quando não levam ao óbito do 

animal pode deixar lesões que inviabilizam sua comercialização, trazendo grandes prejuízos 

econômicos (LEIRA et al., 2017b). As bactérias patogênicas com maior impacto para produção 

comercial de peixes em cultivo, principalmente em tilápias são: Streptococcus sp., Aeromonas 

hydrophila, Edwardsiella tarda, E. ictaluri, Pseudomonas sp., Flavobacterium columnare, 

Yersinia ruckeri; Francisella spp., Plesiomonas shigelloides, Piscirickettsia salmonis, e Vibrio 
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spp., (KUBITZA, 2005; LEIRA et al., 2017b: YAMASHITA, 2015). Dentre estas, as infecções 

causadas por Streptococus sp, são as mais relevantes para tilapicultura, pois contribuem para 

graves perdas econômicas. Contudo, sabe-se que este gênero não acometem exclusivamente as 

tilápias,  sendo reportada como patogênica para uma gama de hospedeiros, como: seres 

humanos, aves, peixes de água doce e marinha (AMAL; ZAMRI-SAAD, 2011; LEIRA et al., 

2017).  

Além disso, independente do animal infectado, a doença causada por este gênero, 

designa-se estreptococose. Em relação as principais espécies bacterianas causadoras de 

estreptococose com registro para tilápia no mundo, cita-se: Streptococcus iniae e Streptococcus 

agalactiae (AMAL; ZAMRI-SAAD, 2011), sendo que esta última, é a de maior prevalência 

(ASENCIOS et al., 2016). Segundo Leira et al. (2017) A Streptococcus agalactiae 

principalmente do grupo B é uma bactéria com importância para humanos sendo associada a 

casos de meningoencefalites em recém-nascidos, e em bovinos, esse microrganismo é responsável por 

quadros de mamite clínica e subclínica. Nas últimas décadas essa bactéria tem se destacado como 

patógeno emergente na piscicultura. 

Tilápias com estreptococose mostraram diferentes sinais clínicos (CONROY, 2009), 

sendo os mais comuns: movimentação errática e natação desorientada; anorexia; letargia; 

melanose da pele; petéquias, lesões hemorrágicas e necróticas na pele e tecido muscular, 

hiperemia da região anal e nas nadadeiras; exoftalmia unilateral ou bilateral com ou sem 

sangramento; opacidade da córnea e periocular (AMAL; ZAMRI-SAAD, 2011; CONROY, 

2009; LEIRA et al., 2017b).  

Embora, as tilápias sejam resistentes a diversos fatores estressantes no cultivo, elas 

podem ser expostas ao surgimento de doenças (MEIRELES, 2010). Diante disso, boas práticas 

de manejo podem prevenir mortalidades, assim como, boas condições nutricionais, uma vez 

que, possuem um papel importante sobre o sistema imune dos animais (TAVECHIO; 

GUIDELLI; PORTZ, 2009).   

 

1.3 ADITIVOS ALIMENTARES NA AQUICULTURA 

Para minimizar os problemas relacionados a enfermidades em peixes, várias pesquisas 

vêm sendo realizadas nos últimos anos com o intuito de melhorar a performance zootécnica e 

resistência a doenças. Dentre os métodos alternativos pode-se destacar o uso dos aditivos na 

alimentação, como por exemplo: os probióticos, prebióticos, óleos essenciais, ácidos orgânicos, 

entre outros (ALBUQUERQUE et al., 2013). 
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No Brasil, segundo a Agencia Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA 1999), 

aditivo alimentar é todo e qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos, sem 

propósito de nutrir, com o objetivo de modificar as características físicas, químicas, biológicas 

ou sensoriais, durante a fabricação, processamento, preparação, tratamento, embalagem, 

acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulação de um alimento (BRASIL, 1999). 

Outra definição da legislação brasileira é a Instrução Normativa número 13 de 30 de novembro 

de 2004 publicada no Diário Oficial da União em 2004 (BRASIL, 2004), que regulamenta 

aditivos alimentares para uso animal como: substâncias ou microrganismos adicionados 

intencionalmente, que normalmente não se consomem como alimento, tenham ou não valor 

nutritivo, que afetem ou melhorem as características do alimento ou dos produtos animais 

(CAVALHEIRO et al., 2014; SILVA; GALÍCIO, 2012).  

Os aditivos alimentares são utilizados na aquicultura como métodos alternativos aos 

antibióticos, para melhorar o ganho de peso e controle de surtos de doenças (CAVALHEIRO 

et al., 2014; RODRIGUES; MEURER; BOSCOLO, 2015). Os aditivos podem ser utilizados na 

nutrição animal e classificados de acordo com suas funções e propriedades (Quadro 1)  podendo 

ser incluídos em uma ou mais categorias (CAVALHEIRO et al., 2014; RODRIGUES; 

MEURER; BOSCOLO, 2015). 

Os aditivos utilizados na nutrição animal mais estudados atualmente incluem: os 

probióticos, prebióticos, ácidos orgânicos, enzimas, extratos vegetais, os alimentos funcionais 

e fitoterápicos. Estes são utilizados como promotores de crescimento, que podem auxiliar no 

sistema imune dos peixes, melhorar o desempenho e bem-estar (RODRIGUES; MEURE; 

BOSCOLO, 2015). 
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Quadro1: Funções e propriedades de microingredientes utilizados em dietas de animais. 

Tipo Característica Função 

Tecnológicos 

Quaisquer substâncias adicionadas 

ao produto destinado à alimentação 

animal com a finalidade de melhorar 

sua consistência, conservação etc. 

Adsorvente, aglomerante, antiaglomerante, 

antioxidante, antiumectante, conservante, 

emulsificante, estabilizante, espessantes, 

gelificante, regulador da acidez e 

umidificante 

Sensoriais 

Substâncias adicionadas ao produto 

para melhorar ou modificar suas 

propriedades organolépticas ou as 

características visuais dos produtos 

Corante, pigmentar, aromatizante, 

palatabilizante 

Nutricionais 

Substâncias utilizadas para manter 

ou melhorar as propriedades 

nutricionais do produto 

Vitaminas, provitaminas e substâncias 

quimicamente definidas de efeitos 

similares, oligoelementos ou compostos de 

oligoelementos, aminoácidos, seus sais e 

análogos, ureia e seus derivados 

Zootécnicos 

Substâncias utilizadas para influir 

positivamente na melhora do 

desempenho dos animais 

Digestivos, equilibradores de biota, 

melhoradores de desempenho 

Anticoccidianos 

Substâncias utilizadas na avicultura a 

fim de impedir a ação dos 

protozoários da espécie Eimeria em 

nível intestinal de aves, evitando, 

assim, a ocorrência de coccidiose 

  

Fonte: Adaptado de Cavalheiro et al. (2014). 

 

1.3.1 Probióticos 

O termo probiótico tem origem de palavras gregas que significa ‘pro’ e ‘bios’, ou seja, 

favor da vida (GISMONDO; DRAGO; LOMBARDI, 1999). Fuller (1989) definiu probiótico 

como: microrganismo vivo utilizado na alimentação que afeta beneficamente o animal 

hospedeiro por melhorar o balanço de microrganismos da flora intestinal. Contudo, outras 

definições foram publicadas ao longo dos anos. A definição mais recente utilizada e aceita 

internacionalmente é: microrganismos vivos, administrados em quantidades adequadas, que 

conferem benefícios à saúde do hospedeiro (FAO; OMS, 2006; MORELLI; CAPURSO, 2012; 

SAAD, 2006). No entanto, para aquicultura essa definição não é suficiente, pois os animais 

aquáticos estão em constante interações com os microrganismos presentes no ambiente (LOH, 

2017; MOURINO, 2010). 

Dessa maneira, para aquicultura, Gatesoupe (1999) definiu probiótico como: células 

microbianas vivas que são administradas de forma a entrar no trato gastrointestinal e se manter 

vivas, com o objetivo de melhorar a saúde. Outra definição é a proposta por Mouriño et al. 

(2012) que descreve como: microrganismos vivos que, adicionados ao cultivo de tal maneira 

que entrem no trato digestivo dos animais, mantendo-se vivos, atuem beneficamente no animal 
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de interesse, melhorando a eficiência alimentar, o sistema imunológico e/ou balanço da relação 

de bactérias benéficas e patogênicas no trato digestivo.  

Em virtude da grande relevância dos probióticos para aquicultura muitos trabalhos 

vêm sendo publicados ao longo dos anos com intuito de testar e obter melhorias na performance 

zootécnica e resistência a doenças. Neste sentido Tachibana et al. (2021) avaliou os efeitos de 

Bacillus subtilis (1,6 × 10 10 UFC / g) e Bacillus licheniformis (1,6 × 10 10 UFC / g) para a 

tilápia do Nilo e demostrou que a concentração de 0,04% e 0,08% na dieta apresentou melhor 

desempenho de crescimento e modulou a microbiota intestinal, reduzindo a presença de 

potenciais espécies de patógenos. Assim como, Cornélio et al. (2013) demostraram que a 

suplementação dietética com probiótico Lactobacillus plantarum na concentração de 1 x 108 

UFC mL-1 em conjunto com a levedura Saccharomyces cerevisiae adicionados na água 

melhoram o desempenho zootécnico e a resistência de alevinos de O. niloticus à infecção por 

Aeromonas hydrophila.  

 

1.3.1.2 Mecanismos de ação dos probióticos 

Diferentes modos de ação podem ser identificados, utilizados, empregando-se os 

probióticos,  os aquais irão variar em função do: microrganismo escolhido, se a espécie é 

autóctone ou alóctone;  dos compostos por eles produzidos; bem como a interação probiótico, 

hospedeiro e ambiente de cultivo. No entanto, devido as limitações tecnológicas utilizadas em 

pesquisas com animais aquáticos é  difícil avaliar esses mecanismos e assim, acaba-se por 

restrigir os modos de ação a suposições (MOURIÑO, 2010). Entre os modos de ação probióticas 

fortemente hipotetizados estão: competição (exclusão e/ou nutrientes), produção de enzimas 

digestivas e melhora do sistema imunológico (MOURIÑO, 2010; JESUS et al., 2016; 

GATESOUPE, 1999). 

A competição entre microrganismos pode acontecer por exclusão e competição de 

nutrientes e espaço (sítio de adesão na parede do trato digestivo) (MOURINO, 2010). De acordo 

com Ribeiro, Costa, Logado (2008) a exclusão competitiva é a incapacidade de uma população 

de microrganismos em sua maioria patogênicos, de se estabelecerem no intestino animal, 

devido a presença de outras populações desejáveis.  

Sendo assim, após a suplementação dietética de probiótico, este alimento agora rico 

em microrganismos benéficos, serão ingeridos pelos animais e como consequência os 

probióticos poderão encontrar um meio favorável, onde se se multiplicarão e colonizarão o trato 

gastrintestinal, de modo a se estabelecerem sobre os demais microrganismos presentes 

(PEREIRA et al., 2017; RIBEIRO; LEANDRO; LOGATO, 2008). Ademais, com o 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848609001963
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estabelecimento da população bacteriana benéfica poderá ocorrer um equilíbrio microbiano que 

possibilitará a redução do pH e consequentemente redução de bactérias enteropatogênicas. 

Portanto, os autóctones e/ou alóctones probióticos podem impedir a colonização de bactérias 

patogênicas competindo com elas por nutrientes ou espaço da mucosa (LOH, 2017).   

 Outro modo de ação dos probióticos é como fornecedores de nutrientes, melhoradores 

de digestibilidade e produtores de enzimas digestivas auxiliares. Como já é de conhecimento 

da comunidade científica, a microbiota intestinal possui um papel importante na nutrição dos 

animais, pois influência diretamente nesse processo, já que, são responsáveis pela fermentação 

e pré-degradação de inúmeras moléculas. Algumas das quais o hospedeiro é incapaz de 

degradar e absorver o nutriente, sem a ação dos microrganismos, como por exemplo a celulose 

(MOURINO, 2010). Sendo assim, o aumento de ganho de peso e/ou aumento de digestibilidade 

das dietas utilizadas são alguns dos efeitos benéficos esperados (BURR et al., 2008; 

MOURINO, 2010).  

 Uma microflora rica em probiótico pode contribuir com alguns fatores, à saber: 

produção de vitaminas do complexo B (ácido fólico), redução do pH do trato por meio da 

produção de ácidos graxos de cadeia curta, regulação dos movimentos peristálticos, absorção 

de minerais como por exemplo o cálcio e a síntese de colesterol (PEREIRA et al., 2016). 

 Algumas bactérias consideradas probióticas, como: Agrobacterium sp., 

Brevibacterium sp., Clostridium sp., Microbaacterium sp., Pseudomonas sp e Staphylococcus 

sp. podem contribuir para a nutrição do hospedeiro, principalmente no fornecimento de ácidos 

graxos de cadeia curta e vitaminas para células hospedeiras (LOH, 2017). As bactérias do 

gênero Bacillus por exemplo, possui importante papel na microbiota, pois são produtoras de 

enzimas como amilases e proteases (RIBEIRO; COSTA; LAGODO, 2008). Tais fatos foram 

evidenciados por Afrilasari; Widanarni; Meryandini (2016) ao suplementarem o  Clarias sp. 

com o probiótico Bacillus megaterium (PTB 1.4) na concentração a 1010 UFC / g  na ração, 

onde observaram aumento na atividade das enzimas digestivas e no crescimento. 

 As enzimas digestivas produzidas pelos probióticos são importantes para a dieta dos 

animais, pois contribuem para a digestão dos nutrientes contidos na ração, consequentemente 

aumento de digestibilidade e eficiência alimentar (AFRILASARI; WIDANARNI; 

MERYANDINI, 2016). No entanto, apesar dos vários trabalhos envolvendo os probióticos na 

atividade do trato digestivo ainda é difícil atribuir conceitos exatos, pois existe uma grande 

complexidade e ecologia variável dos tratos digestivos para os diferentes peixes (LOH, 2017). 

Outro papel importante dos probióticos é a estimulação do sistema imune, pois                

de acordo com Nayak (2010) estes podem modular vários parâmetros hematoimunológicos, 
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como: interagir com células fagocíticas mononucleares (monócitos, macrófagos), leucócitos 

polimorfonucleares (neutrófilos) e células natural killer (NK) para aumentar as respostas 

imunes inatas. Nesse sentido, Jatobá et al. (2008) relataram que a suplementação de 

Lactobacillus plantarum  para O. niloticus melhorou a respostas inespecífica do sistema imune. 

Condizente com os achados de Aly et al. (2008), que observam melhora no estado imunológico 

e de saúde em O. niloticus após suplementação de Bacillus subtilis e Lactobacillus acidophilus.  

 

1.3.1.3 Principais probióticos na piscicultura 

Para aquicultura gêneros de bactérias probióticas comumente utilizados são 

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Carnobacterium, Shewanella, 

Bacillus, Aeromonas, Vibrio, Enterobacter, Pseudomonas, Clostridium e Saccharomyces 

(CARNEVALI; MARADONNA; GIOACCHINI, 2017; MERRIFIELD; CARNEVALI, 2014). 

Para piscicultura, bactérias ácido-láticas como Lactobacillus sp., bactérias esporuladas como 

Bacillus sp., bactérias Gram-negativas como Pseudomonas sp., Vibrio sp. e Aeromonas sp. são 

utilizadas como probióticos. No entanto, algumas bactérias como Pseudomonas sp., Vibrios 

spp. Aeromonas sp e Bacillus sp. podem ser patogênicas para algumas espécies de peixes e 

consequentemente causar mortalidades no cultivo. Portanto, recomenda-se a caraterização 

fenotípica e molecular da cepa, a fim de, se determinar a existência de patogenicidade do 

microrganismo para espécie de peixe alvo antes da sua utilização como probiótico 

(YAMASHITA, 2015). 

Diante dos gêneros citados previamente como probióticos para peixes é importante 

destacar as bactérias ácidos-láticas e os bacilos como: L. plantarum, B. subtilis, B. 

licheniformes, B. circulans. Estes possuem capacidade de produção de compostos 

antimicrobianos, estimulação do sistema imune e capacidade de secretar enzimas digestivas 

(PEREIRA et al., 2016). Ademais, as bactérias do gênero Bacillus tem a capacidade de 

esporularem que compreende uma vantagem dupla em termos de sobrevivência (tolerância ao 

calor e maior vida útil) em muitos ambientes em relação a outros probióticos, tornando-se fáceis 

de serem incorporadas nos processos industriais de fabricação de ração (KUEBUTORNYE; 

ABARIKE; LU, 2019). 

As bactérias do gênero Bacillus, também sintetizam antibióticos / metabólitos que são 

antagônicos contra patógenos, como também possuem habilidades imunoestimulatórias 

(KUEBUTORNYE et al., 2020; AL-AJLANI; HASNAIN, 2014). Adicionalmente, segundo 

Kuebutarnye et al. (2020), muitos pesquisadores afirmam que o Bacillus poderia ser usado para 

mitigar doenças na indústria piscícola. Os possíveis mecanismos do probiótico Bacillus na 
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defesa contra patógenos na aquicultura são apresentados Figura 1 (KUEBUTARNYE et al., 

2020). 

Figura 1: Mecanismos usados pelo Bacillus contra patógenos na aquicultura.  

Fonte: Adaptado de Kuebutarnye et al. (2020). 

 

1.3.2 Ácidos orgânicos e sais  

Ácidos orgânicos são ácidos graxos de cadeia curta, produtos naturais provenientes de 

fermentação de microrganismos ou sintetizados quimicamente (THOMAS; LARROCHE; 

PANDEY, 2013) e são assim denominados por apresentarem átomos de carbono e hidrogênio. 

O grupo mais abundante é o dos ácidos carboxílicos, ou seja, os que apresentam o grupamento 

funcional carboxila (COOH). Para se obter um sal de ácido orgânico é necessário quelá-lo a 

algum mineral, e dessa forma a molécula obtida é muitas vezes mais estável e de fácil manuseio 

(NG; KOH, 2017; PEREIRA, 2019).   

Os ácidos orgânicos e seus sais são considerados aditivos alimentares muito 

promissores para uso na produção de animais aquáticos de cultivo como métodos alternativos 

a substâncias antibióticas que vise inibir patógenos e promover crescimento (SILVA et al., 

2013). Portanto, nos últimos anos estudos com ácidos orgânicos para animais aquáticos têm se 

intensificado, exatamente pelas mudanças nos controles regulatórios globais sobre o uso de 

antibióticos como promotores de crescimento (NG; KOH, 2017) e pela maior facilidade de 

incorporação destes pelas indústrias de rações em comparação ao probióticos. 
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Dentre os efeitos benéficos apontado ao uso de dietas suplementadas com ácidos 

orgânicos, cita-se: melhorias na digestibilidade dos alimentos e consequentemente na 

performance zootécnica (SCAPINELLO et al., 2001). Adicionalmente, estas substâncias 

podem atuar na inibição do crescimento de microrganismos, principalmente as bactérias Gram-

negativas, ter efeito no metabolismo e influenciam na produção de enzimas digestivas, 

melhorando a absorção de minerais no intestino (SANTOS-JUNIOR et al., 2016). 

Atualmente, o uso de ácidos orgânicos na dieta animal possui resultados consistentes 

tanto para animais terrestres como para aves e suínos, quanto para animais aquáticos. Logo, 

para mamíferos como suínos o uso de ácidos orgânicos e inorgânicos é muito utilizado em 

dietas nas fases de pré e pós desmame, pois auxiliam a digestão proteica e controlam a 

proliferação bacteriana intestinal (LIM et al., 2015; SILVA, 2014). Na aquicultura o uso de 

ácidos orgânicos ou seus sais têm promovido aumento expressivo de pesquisa com resultados 

satisfatórios e a geração de produtos comerciais à base destas sustâncias (SILVA et al., 2017; 

LIM et al., 2015). Diante disso, Silva et al. (2008) avaliaram o efeito  de diferentes ácidos 

orgânicos, à saber: acético, lático, propiônico e ascórbico (blend) nas concentrações de 0,02; 

0,04; 0,06; 0,08; e 0,10% em dieta de alevinos de tilápia-do-nilo e constataram influência 

positiva da suplementação no ganho de peso e indicaram que o nível mais adequado na dieta é 

de 0,043%. 

 

1.3.1.2 Mecanismos de ação dos ácidos orgânicos 

Os ácidos orgânicos possuem fórmula estrutural geral R-COOH, considerado 

composto orgânico carboxílicos, cujo a acidez é determinada pelo seu grupo carboxila (-

COOH). São considerados, portanto, ácidos graxos de cadeia curta, ácidos graxos voláteis e 

ácidos fracos, pois se dissociam parcialmente na água para formar íons (LIM et al., 2015; NG; 

KOH, 2016). Os ácidos orgânicos possuem alguns mecanismos de ação dos quais os mais 

conhecidos são: os efeitos na dieta, metabolismo e efeito antimicrobiano no trato intestinal. 

Os efeitos na dieta estão relacionados a capacidade dos ácidos orgânicos atuarem como 

agentes de conservação, reduzindo pH do alimento, inibindo o crescimento microbiano e 

diminuindo o crescimento de organismos patogênicos (LÜCKSTÄDTS, 2007; SILVA, 2014; 

NG; KOH, 2016). No trato gastrointestinal, reduzem o nível de pH no estômago, mas 

especialmente no intestino delgado, através do fornecimento de íons  de hidrogênio (H+), dessa 

maneira, inibem o crescimento de bactérias Gram-negativas através da dissociação dos ácidos 

e da produção de aníons no interior de células bacterianas (LÜCKSTÄDTS, 2007; SILVA, 
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2014; ADDAM, 2018; LIM et al., 2015). A adição de ácidos orgânicos na dieta também pode 

resultar em melhor digestibilidade de nutrientes (NG; KOB, 2016). 

De acordo com Silva (2014) os ácidos orgânicos podem ser utilizados para modificar 

o pH das dietas (Quadro 2), levando-os a valores desejáveis e consequentemente melhorar o 

aproveitamento dos nutrientes. No entanto, poucos estudos são encontrados na literatura 

avaliando efeito de diferentes valores de pH em dietas para animais aquáticos (SILVA, 2014). 

Com o intuito de investigar esse efeito, Addam et al. (2019) observaram que a suplementação 

de ácidos orgânicos e seus sais (formato de amônio, ácido fórmico, ácidos graxos vegetais, 

ácido propiônico e ácido acético) para tilápia-do-nilo  reduziu o pH da dieta experimental  em 

relação ao grupo controle (sem adição de ácido orgânico). Além de promover melhorias na 

sobrevivência em relação ao grupo controle, demostrou que a redução do pH acarretou no 

incremento do aproveitamento dos nutrientes da dieta.   

No metabolismo, um dos principais mecanismos dos ácidos orgânicos é sobre as várias 

rotas metabólicas que culminam na produção de adenosina trifosfato (ATP), através do ciclo de 

Krebs ou também chamado de ciclo do ácido cítrico (SILVA, 2014). Ademais, estas substâncias 

podem também afetar a ação de enzimas digestivas, como a pepsina, através da redução do pH 

da dieta (LÜCKTADTS, 2008). Tal fato, é explicado durante os períodos de alto consumo de 

ração, quando os animais são jovens ou quando os alimentos são ricos em proteína, as 

concentrações de ácido clorídrico no estômago são reduzidas, está redução impacta 

negativamente a ativação de pepsina e secreção de enzimas pancreáticas prejudicando a 

digestão. Portanto, o fornecimento de ácido orgânico na dieta pode resolver este problema e 

auxiliar na digestão do alimento (LIM et al., 2015). 

Adicionalmente, já foi comprovado de forma cientifica a eficácia antimicrobiana dos 

ácidos orgânicos, principalmente contra bactérias Gram-negativas (KNARREBORG et al., 

2002). Estes atuam promovendo efeito bacteriostático e/ou bactericida, através das formas 

ionizadas que permeiam passivamente a membrana dos microrganismos e liberaram prótons no 

citoplasma (H+). Esse excesso de ânions de hidrogênio leva a redução do pH citoplasmático, 

fazendo com que as células microbianas tenham gastos exacerbados de ATP para retirar os 

prótons, o que resulta em uma depleção energética e consequentemente a morte microbiana 

(Quadro 2) (SILVA, 2014; SILVA et al., 2017; LÜCKTADTS, 2008). 

Contudo, a depleção de ATP não é o único mecanismo pelo qual os ácidos orgânicos 

inibem o crescimento celular e induzem a morte de bactérias patogênicas, o acúmulo de ânions 

no interior do citoplasma pode inibir a síntese de macromoléculas, como por exemplo: ácidos 

nucleicos, proteínas, lipídeos, carboidratos, atividade enzimática e transportes de nutrientes; 
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resultando, portanto, em morte celular (NG; KOB, 2016). Além disso, os ácidos orgânicos 

podem também influenciar o sistema gastrointestinal 

 dos animais, atuando na motilidade intestinal, esvaziamento gástrico e na absorção de 

minerais e de água (CAVALHEIRO et al., 2014; RODRIGUES; MEURER; BOSCOLO, 2015).  

No quadro 2 é possível encontrar explicação de forma resumida dos principais 

mecanismos anteriormente descritos para os ácidos orgânicos e seus sais na nutrição animal. 

 

Quadro 2: Mecanismos dos ácidos orgânicos e seus sais na nutrição animal. 

Local de ação Forma efetiva Efeitos 

Dieta H+ 

Redução do pH   

Desnaturação de proteínas 

Redução no crescimento 

microbiano 

Trato intestinal 

H+ e ânio 
Efeito antibacteriano 

 Mudança na microbiota do trato 

H+ 

Redução no pH do estômago e 

duodeno  

Aumento da atividade de pepsina 

Ânio 
Disponibilização de cátions 

(Ca2+, Mg2+ , Fe2+ , Cu2+ , Zn2+) 

Metabolismo H+ e Ânion Fonte de energia 

Fonte: Adaptado de Lücktädts. (2008). 

H+ - Forma não ionizada. Ânion – Forma ionizada. 

 

1.3.1.3 Principais ácidos e ou sais orgânicos 

Recentemente, os estudos de ácidos orgânicos têm se intensificado para uso em dietas 

para animais aquáticos, fim de avaliar os efeitos no desempenho de crescimento, utilização de 

nutrientes e resistências a doenças.  Os efeitos desta suplementação já foram investigados para 

várias espécies de peixes, entre estas a tilápia, carpa, salmão e truta arco-íris, as quais são de 

maior importância comercial para aquicultura (NG; KOH. 2016). 

 Dessa maneira, os ácidos orgânicos e seus sais mais utilizados são: o ácido fórmico, 

propiônico, láctico, butírico, cítrico, propionato de cálcio, sorbato de potássio, e benzoato de 

sódio (SILVA. 2014; LIM et al., 2015). Estes apresentam efeitos benéficos na dieta, no trato 

intestinal e metabolismo dos animais cultivados (NEVES, 2018). Neste sentido, Silva et al. 

(2008) observaram que a dieta suplementada com ácidos orgânicos (acético, lático, propiônico 

e ascórbico) sobre o desempenho de alevinos de tilápia-do-nilo influiu positivamente no ganho 

de peso dos animais.  



26 

 

Entre os ácidos orgânicos citados é válido mencionar o ácido benzoico, por possuir 

benefícios na dieta e potencial função antimicrobiana. É considerado o mais importante ácido 

carboxílico aromático para suplementação dietética (GHELER et al., 2009). Tem fórmula 

C7H6O2 composto de um anel aromático de cadeia curta, sendo mais simples da sua categoria.  

Pode ser encontrado na natureza na forma pura ou em conjunto com outras substâncias, tais 

com: extrato de amoras silvestres, extrato de própolis, alguns tipos de cogumelos, tomates 

frescos, outras frutas e produtos fermentados (OLIVEIRA; REIS, 2017).  

Na literatura há escassez de estudos sobre o ácido benzoico como aditivo alimentar 

para peixes. Contudo, a suplementação dietética de ácido benzoico para suínos tem demostrado 

melhorias no crescimento, desempenho alimentar, altura e profundidade dos vilos (GHELER 

et al., 2009). Assim como, também é capaz de modificar a microbiota intestinal e atuar no 

controle de patógenos entéricos (ALVARADO et al., 2013). 

Um estudo in vitro, Knarreeborg (2002) avaliou os efeitos de vários ácidos orgânicos 

na microbiota intestinal de leitões e demostrou que o ácido benzoico possui ação antibacteriana, 

o que forneceu base para sua aplicação na criação animal (DIAO et al., 2016). Da mesma forma, 

Torrallardona; Badiola; Broz (2007) testaram o ácido benzoico como suplemento para leitões 

desmamados e demostraram que a adição de 0,5% na dieta melhorou o desempenho zootécnico 

dos mesmos. 

 

1.4 INFLUÊNCIA DA SUPLEMENTAÇÃO CONJUNTA DE PROBIÓTICOS E ÁCIDOS 

ORGÂNICOS 

O uso em conjunto de probióticos e ácidos orgânicos pode promover efeito benéfico 

no trato intestinal, através do efeito antimicrobiano dos ácidos orgânicos em reduzir bactérias 

prejudicais, contribuir para a proliferação do probiótico e outras bactérias tolerantes ao ácido 

orgânico no trato gastrointestinal. (BROOM, 2014) No entanto, é necessário determinar 

concentrações do ácido orgânico ideal que não inibiram o crescimento do probiótico. Portanto, 

o uso em conjunto destes podem ter efeitos sinérgicos benéficos na saúde e desempenho dos 

animais aquícolas pelos efeitos benefícos ao organismo que os dois aditivos possuem. 

São poucos os estudos sobre o uso em combinado do ácido orgânico e probiótico, 

principalmente com o uso do gênero Bacillus e ácido benzoico. Estudos levando em 

consideração a suplementação em conjunto de ácido orgânico e probiótico demostram efeitos 

benéficos destes na performance zootécnica e saúde, digestibilidade de nutrientes e sistema 

imunológico mencionados a seguir. 
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Dentre a ínfimo de trabalhos observados na literatura está o de, Ramírez et al. (2017) 

que avaliaram a suplementação conjunta do probiótico Lactobacillus plantarum (1x107 UFC 

mL-1) e do sal orgânico butirato de sódio (2%) para Litopenaeus vannamei e demostraram que 

o uso em conjunto aumentou a resistência de L. vannamei após desafio experimental com Vibrio 

alginolyticus, porém não alterou os parâmetros zootécnicos e imunológicos do camarão 

marinho. 

Como os estudos avaliando o uso em conjunto de probiótico e ácido orgânico são 

escassos para aquicultura, faz-se necessárias contribuições de estudos com outros animais, 

como os mamíferos e aves. Diante disso, em estudo para aves (pintos de corte), Wolfernden et 

al. (2007) observaram que o uso de probiótico Lactobacillus sp. em conjunto com uma mistura 

de ácidos orgânicos contra infecção com Salmonella enteritidis resultou em menor 

concentração do patógeno em relação aos grupos individuais, indicando efeito sinérgico do uso 

combinado. 

Já Bozkurt et al. (2009) avaliaram a  suplementação conjunta de ácido orgânico, 

probiótico e prebiótico para frango de corte e observaram significativo aumento do ganho de 

peso corporal e com taxas de conversão alimentar ligeiramente melhoradas em relação ao 

controle (grupo não suplementado).    

O uso de ácidos orgânicos e probióticos mostram efeitos positivos na suplementação 

animal, cujo, existem relatados que ácidos orgânicos e probióticos melhoram o crescimento e a 

utilização da ração sem afetar negativamente o desempenho do crescimento (RODJAN et al., 

2018). Tal fato foi evidenciado por Rodjan et al. (2017) demostrando que a suplementação 

dietética em conjunto de ácidos orgânicos (ácido fumárico, ácido fórmico, ácido láctico, ácido 

propiônico e ácido cítrico) e probiótico contendo Bacillus para pintinhos aumenta a capacidade 

de digestão de fibras brutas, da altura das vilosidades e diminui a concentração de Escherichia 

coli intestinal, sem prejudicar o desempenho de crescimento. Assim como, Agboola et al. 

(2015) que avaliaram os efeitos de ácidos orgânicos e probiótico (Lactobacillus sporogenes e 

Saccharomyces cerevisiae) e demostraram que o uso em conjunto pode melhorar o crescimento, 

a morfologia intestinal, até mesmo mais do que o uso de  antibióticos, com maior efeito positivo 

na fase inicial de frango de corte. 

O uso combinado de probiótico e ácido orgânico pode melhorar o sistema imune 

atuando assim em sinergismo, cujo, ácido orgânico ajuda na colonização de bactérias benéficas 

que desempenham seu papel no sistema imune dos animais (BROOM, 2014). Em estudo para 

aves, Rodríguez-Lecompte et al. (2012) testaram a suplementação combinada de probiótico 
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(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Streptococcus faecium e Saccharomyces 

cerevisiae) e ácidos orgânicos (ácido sórbico e cítrico) em dieta para pintinhos e demostraram 

que a suplementação teve efeito na resposta imune, pois foi capaz de alterar TLR-2 (receptores 

Toll-like, proteínas de conhecimento de patógenos) e citocina.  

 

1.5 OBJETIVOS 

 

1.5.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos da suplementação dietética do mix probiótico de Bacillus spp. em 

conjunto com o ácido benzoico sob a saúde e desempenho de tilápia-do-nilo (Oreochromis 

niloticus). 

 

1.5.2 Objetivos Específicos 

 

a) Analisar os efeitos da suplementação dietética do mix probiótico Bacillus spp. em 

conjunto com ácido orgânico benzoico sob parâmetros zootécnicos e hematoimunológicos. 

b) Avaliar a sobrevivência de O. niloticus desafiada com Streptococcus agalactiae após 

o período de suplementação dietética do mix probiótico Bacillus spp. em conjunto com ácido 

orgânico benzoico. 

 

1.6 ESTRUTURA DO TRABALHO 

Está dissertação é composta por um artigo científico, que será submetido ao periódico 

“Aquaculture” e foi formatado segundo as normas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848609001963
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848609001963
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848609001963
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RESUMO 

 

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos do mix probiótico (PureGro™) composto de Bacillus 

subtilis e B licheniformis na concentração de 10 11 (UFC g-1) e do ácido benzoico ácido benzoico 

(VevoVitall®), sob o desempenho zootécnico e parâmetros hematoimunológicos de juvenis de 

tilápia-do-nilo, além de avaliar a sobrevivência e parâmetros imunológicos, após infecção com 

Streptococcus agalactiae via gavagem. Um total de 320 peixes foram distribuídos em quatro 

grupos com quatro repetições (20 peixes por unidade experimental) sendo alimentados durante 

54 dias, com os seguintes grupos experimentais: controle, ração suplementados com ácido 

benzoico a 0,1% (AB0,1%), ração suplementada com mix probiótico Bacillus spp. (B), e ração 

suplementada com mix probiótico Bacillus spp. em conjunto com o ácido benzoico 0,1% 

(B+AB0,1%). Os peixes alimentados com ácido benzoico 0,1% apresentaram melhores 

resultados para ganho de peso (48,33±5,23 g), biomassa final (1005,99±85,10 g), taxa de 

crescimento especifico (4.14±0.08) e sobrevivência após desafio experimental em relação ao 

grupo controle. O número de trombócitos foi influenciado positivamente em todos os 

tratamentos AB0,1% (1,98 ± 0,96 µL-1), (B) (2,86 ± 1,12 µL-1), (B+AB0,1%) (3,17 ± 2,03 µL-1) 

em relação ao grupo controle (0,51 ± 0,28 µL-1). Atividade aglutinante foi maior (p <0,05) no 

grupo suplementado com mix probiótico Bacillus na pós-infecção em relação aos outros 

tratamentos. Enfatiza-se que a suplementação de ácido benzoico 0,1% proporcionou melhor 

desempenho zootécnico e sobrevivência ao desafio com S. agalactiae para tilápia-do-nilo. 

 

Palavras chaves: Aquicultura. Piscicultura. Tilapicultura. Aditivo alimentar. Saúde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 

 

2.1 INTRODUÇÃO 

Diante do cenário mundial de crescimento aquícola a piscicultura, destaca-se como 

potencial produtora de alimento devido à alta fonte de proteínas e micronutrientes essencial 

para saúde humana (Hindu et al., 2019). No Brasil, a piscicultura em águas continentais é 

representada principalmente pela tilapicultura, pois é considerado um forte segmento na cadeia 

aquícola de produção de alimento (Albuquerque et al., 2013).  

Em razão do aumento populacional mundial a demanda de proteína animal, encontra-

se em crescimento, e tal fato não seria diferente para o consumo de peixes. Sendo assim, para 

atender a crescente procura por proteína proveniente de pescado, os produtores têm empregado 

os sistemas intensivos de produção (Silva et al., 2008). Ao logo dos anos, com aumento da 

produção na piscicultura brasileira, tem-se observado intensificação de problemas relacionados 

à sanidade, o que dificulta a vida dos piscicultores brasileiros (Leira et al., 2017a). 

Um dos grandes problemas na produção aquícola são as doenças de cunho viral, 

fúngico e bacteriano. Os animais aquáticos são afetados por estes diferentes agentes etiológicos 

em virtude da debilitação do sistema imunológico ocasionado por condições estressantes, má 

alimentação e fatores abióticos, que podem resultar em grandes mortalidades nos cultivos 

(Albuquerque et al., 2015; Hindu et al., 2019). 

 Nos últimos anos bactérias patogênicas como as Gram-positivas, em destaque a 

Streptococcus agalactiae foi relatada como causadora de mortalidade em tilápias, levando 

assim perdas econômicas consideráveis (Yin et al., 2018). A Streptococcus do grupo B é uma 

bactéria patogênica importante para seres humanos, bovinos e nas últimas décadas tem se 

destacado como patógeno emergente na piscicultura (Leira et al., 2017a). Para minimizar os 

problemas relacionados a sanidade, várias pesquisas vêm sendo conduzidas nos últimos anos, 

com o intuito de melhorar a performance zootécnica e resistência a enfermidades dos animais 

aquáticos. Dentre estes métodos alternativos pode se destacar o uso de probióticos e ácidos 

orgânicos (Albuquerque et al., 2013).   

Os probióticos são suplementos alimentares à base de microrganismos vivos capazes 

de colonizar, estabelecer-se e multiplicar-se no intestino do hospedeiro, além de promover o 

equilíbrio da microbiota (Mello et al., 2013). Os microrganismos gram-positivos mais 

comumente utilizados na indústria como probióticos são: Bacillus, Lactobacillus, Lactococcus, 

Micrococcus, espécies de Streptococcus, Enterococcus, Carnobacterium e Weissella (Buruiana 

et al., 2014). 

 Na aquicultura o gênero Bacillus é um dos microrganismos probiótico mais utilizados 

como aditivo alimentar em decorrência da sua capacidade de: resistir a altas temperaturas e 
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pressões; promover benefícios nos índices produtivos como sobrevivência, imunidade, 

resistência a doenças, conversão alimentar e taxa de eficiência proteica (Mello et al., 2013). 

Tachibana et al. (2021) avaliou os efeitos de Bacillus subtilis (1,6 × 10 10 UFC / g) e Bacillus 

licheniformis (1,6 × 10 10 UFC / g) para a tilápia do Nilo e demostrou que a concentração de 

0,04% e 0,08% na dieta apresentou melhor desempenho de crescimento e modulou a microbiota 

intestinal, reduzindo a presença de potenciais espécies de patógenos. 

Além do uso de probióticos na produção animal outras sustâncias vêm ganhado 

destaque como os ácidos orgânicos e seus sais por atuarem na inibição de patógenos e 

promoverem melhor crescimento animal (Silva et al., 2017). Os ácidos orgânicos possuem 

efeitos benéficos quando adicionado na dieta de animais, pois proporciona melhorias na 

digestibilidade dos alimentos e consequentemente na performance zootécnica (Scapinello et al., 

2001). Adicionalmente, estas substâncias podem atuar na inibição do crescimento de 

microrganismos, principalmente as bactérias Gram-negativas, ter efeito no metabolismo e 

influenciam na produção de enzimas digestivas, melhorando a absorção de minerais no intestino 

(Santos-Junior et al., 2016). Neste sentido, Silva et al., (2008) observaram que a dieta 

suplementada com ácidos orgânicos (acético, lático, propiônico e ascórbico) sobre o 

desempenho de alevinos de tilápia do Nilo influiu positivamente no ganho de peso.  

Entre os ácidos orgânicos com potencias de aplicabilidade na piscicultura, destaca-se 

o ácido benzoico como o mais importante ácido carboxílico aromático (Gheler et al., 2009). O 

ácido benzoico tem fórmula (C7H6O2) simples de cadeia curta, pode ser encontrado na natureza 

na forma pura ou em conjunto com outras substâncias, tais com: extrato de amoras silvestres, 

extrato de própolis, alguns tipos de cogumelos, tomates frescos, outras frutas e produtos 

fermentados (Oliveira and Reis, 2017). Na literatura há escassez de estudos sobre o ácido 

benzoico como aditivo alimentar para peixes. Contudo, a suplementação dietética de ácido 

benzoico para suínos tem demostrado melhorias no crescimento, desempenho alimentar, altura 

e profundidade dos vilos (Gheler et al., 2009). Assim como também é capaz de modificar a 

microbiota intestinal e atuar no controle de patógenos entéricos (Alvarado et al., 2013). 

Para aquicultura o uso de probióticos em conjunto com ácidos orgânicos e/ou seus sais 

tem grande potencial, pois o uso conjunto destes podem ter efeitos sinérgicos benéficos na 

saúde e desempenho dos animais, por inibirem o crescimento de bactérias patogênicas e 

melhorarem a saúde gastrointestinal (Silva et al., 2017). Neste contexto, o objetivo foi avaliar 

a influência da suplementação dietética do mix probiótico Bacillus sp. em conjunto com ácido 

orgânico benzoico para juvenis de Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) sob o desempenho 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848609001963
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zootécnico, parâmetros hematoimunológicos e resistência a infecção experimental via gavagem 

com Streptococcus agalactiae soro tipo B. 

 

2.2 MATERIAL E MÉTODOS  

O experimento foi realizado no Laboratório de Sanidade de Organismos Aquáticos 

(AQUOS) do Núcleo de Estudos em Patologia Aquícola (NEPAQ) da Universidade Federal de 

Santa Catarina (UFSC). Todos os procedimentos aplicados aos animais foram aprovados pelo 

Comitê de Ética em Uso Animal (CEUA / UFSC 2793230320). 

 

2.2.1 Material biológico 

Os peixes (tilápia-do-nilo, Oreochromis niloticus, linhagem GIFT, provenientes de 

uma população monosexo masculina) foram cedidos pela Empresa de Pesquisa Agropecuária e 

Extensão Rural de Santa Catarina (EPAGRI). O mix probiótico comercial (PureGro™) 

contendo Bacillus subtilis e B licheniformis 1011 (UFC g-1), e o ácido benzoico (C7H6O2) 

(VevoVitall®) foram doados pela empresa DSM ®.  A S. agalactiae S13 sorotipo B foi isolado 

de um surto de mortalidade em tilapicultura no Paraná por Facimoto et al. (2017) e concedida 

ao AQUOS/UFSC. A sequência completa genoma está disponível em bancos de dados públicos 

DDBJ / EMBL / GenBank em número de acesso CP018623 e número do BioProject 

PRJNA356737. 

 

2.2.2 Preparo das dietas Experimentais 

A dieta experimental base foi formulada, a fim de atender às exigências nutricionais 

da espécie de acordo com o NRC (2011) (Tabela 1). A composição centesimal da dieta foi 

realizada no Laboratório de Nutrição da UFSC (LabNutri / UFSC), seguindo os procedimentos 

padrão detalhados pela AOAC (AOAC, 1997) (Tabela 1). Sendo assim, preparou-se quatro 

distintas dietas à saber: sem suplementação (controle), suplementada apenas com ácido 

benzoico 0,1% (AB0,1%), suplementada apenas com mix probiótico Bacillus spp. (B), e 

suplementada conjuntamente com mix probiótico Bacillus spp. e com ácido benzoico 0,1% 

(B+AB0,1%). 
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Tabela 1: Formulação e composição centesimal (em matéria 

seca) da dieta base. 

Ingrediente, g kg-1 Dieta base 

Farelo de Soja 500 

Vísceras de Frango 100 

Quirera de Arroz 218,5 

Milho 171 

Óleo de soja 7 

Cloreto de Colina 2 

Premix1 1,5 

Umidade 87,16 

Proteína bruta 350,8 

Extrato etéreo 55,9 

Matéria Mineral 54,3 
1Composição Premix DSM Rovimix:  Vitamina A 5.333.000 

IU kg-1; Vitamina D3 1.000.000 IU kg-1; Vitamina E 66,7 g 

kg-1; Vitamina K3 3,33 g kg-1; Vitamina B1 6,67 g kg-1; 

Vitamina B2 10 g kg-1; Vitamina B6 10 g kg-1; Vitamina B12 

0,013 g kg-1; Niancina 53,33 g kg-1;  Ácido pantotênico 26,67 

g kg-1; Biotina 0,333 g kg-1; Ácido fólico 2,67 g kg-1; 

Vitamina C 100 g kg-1; Cobre 3,33 g kg-1; Ferro 20 g kg-1; 

Manganês 16,67 g kg-1; Iodo 0,67 g kg-1; Cobalto 0,033 g kg-

1; Zinco 26,6 g kg-1; Selênio 0,167 g kg-1.  

 

Para a realização da ração com o mix probiótico Bacillus spp., procedeu-se 

primeiramente o preparo do inóculo, o qual foi ativado em solução salina estéril-SSE a 0,65% 

de NaCl (1g: 9mL). No grupo suplementado com apenas ácido benzoico 0,1%, o preparo seguiu 

a confecção da solução mãe (ácido benzoico a 8%, diluído em 50% de álcool de cereais e 50% 

em SSE 0,65%). A partir dessa solução, fez-se a diluição em SSE para obter a concentrações 

de 0,1% de ácido benzoico. Já o grupo suplementado com mix probiótico Bacillus spp. e ácido 

benzoico 0,1% o inóculo foi composto de 50% mix probiótico Bacillus spp., e 50% de ácido 

benzoico a 0,1%. Posteriormente, a ração foi aspergida com seus respectivos inóculos na 

proporção de 100 mL Kg-1 de ração. A mistura foi incubada a 35 ºC por 30 min em recipiente 

hermeticamente fechado. Após, este recipiente foi aberto e seco em estufa bacteriológica com 

recirculação de ar, a 30 ºC por 12 h. A ração do grupo não suplementado (controle) foi aspergida 

apenas com SSE nas mesmas proporções e condições. Este processo foi realizado 

semanalmente. 

 

2.2.1.1 Contagem microbiológica da ração  

Para avaliar a permanência do mix probiótico Bacillus spp. na ração dos grupos 

suplementados foi realizado a contagem de bactérias heterotróficas totais no início e ao final de 
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cada semana. Para tal, 1 g da ração dos grupos suplementados e controle, foi macerado, 

acrescido de 9 ml de SSE a 0,65% e diluído serialmente oito vezes no fator 1:10. As 

concentrações presentes de bactérias heterotróficas totais foram quantificadas semeando as 

diluições 10-4 a 10-8 em meio de cultura ágar Triptona de Soja (TSA, Himedia®) e incubadas a 

30°C por 24 h. As concentrações presentes de microrganismos foram aferidas em unidades 

formadoras de colônia por grama de ração (UFC g-1). 

As concentrações bacterianas iniciais nos grupos suplementados (Bacillus spp. em 

conjunto com ácido benzoico 0,1%) se mantiveram após sete dias da aspersão na concentração 

de 1,32 x 109 e 4,35 x 109, respectivamente, indicando que o método de inoculação do mix 

probiótico foi eficiente. Dessa forma, não houve diferença significativa entre as concentrações 

iniciais e após sete dias de inoculação. Entretanto, observou-se diferença significativa entre os 

grupos que receberam o mix probiótico em relação aos sem suplementação bacteriana (Figura 1). 

 

Figura 1: Contagem microbiológica média da ração (Log10) do grupo não suplementado (controle), 

suplementado com apenas ácido benzoico 0,1%, suplementado apenas o mix probiótico Bacillus spp., 

ou suplementado com o mix probiótico Bacillus spp. e ácido benzoico 0,1%, no início da inoculação 

(dia zero) e ao final da semana (7 dias). Os dados são apresentados em média ± erro padrão. *Letras 

diferentes representam diferença significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p<0.05). ** 

Não houve diferença significativa entre os tratamentos os períodos (início e fim). 

 

 

2.2.3 Desenho experimental 

Um total de 320 peixes com peso médio inicial de 5,80 ± 0,23 g foram divididos 

aleatoriamente em 16 tanques de polietileno de 100 L de capacidade, com volume útil de 

80 L, com 20 peixes por tanque em quadruplicata para cada grupo experimental. Os peixes 

foram aclimatados as condições experimentais por 15 dias. Sendo assim, os grupos 
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experimentais para avaliar o efeito sinérgico do mix probiótico Bacillus spp. e ácido 

benzoico, foram:  

a) Não suplementado (controle); 

b) Peixe alimentado com dieta suplementada ácido benzoico 0,1% (AB0,1%); 

c) Peixe alimentado com dieta suplementada com mix probiótico Bacillus spp. (B);  

d) Peixe alimentado com dieta suplementada com mix probiótico Bacillus spp. e 

com ácido benzoico 0,1% (B+AB0,1%). 

Os peixes foram alimentados de acordo com a tabela de alimentação proposto pela 

empresa EPAGRI (Silva e Marchiori, 2018), que leva em consideração a temperatura e o 

tamanho dos animais. Para o acompanhamento do crescimento, biometrias quinzenais 

foram realizadas. Quando excesso de ração era observado, no dia seguinte, uma redução 

de 10% foi padronizada; quando nenhuma sobra de alimento era observada, mais 10% era 

adicionado no dia seguinte. O excesso de ração e fezes eram removidos dos tanques duas 

vezes ao dia por sifonagem. O ensaio teve duração de 54 dias. 

Durante todo o período, as unidades experimentais (UE) estavam acopladas a um 

sistema de recirculação de água do tipo semiaberto com uma vazão de 0,022 L.s-1; composto 

de decantador, filtros mecânicos, biológicos (anaeróbicos e aeróbicos), esterilização por 

ultravioleta e fotoperíodo controlado de 12 h (Owatari et al., 2018). Os parâmetros de 

qualidade de água foram medidos diariamente. Oxigênio, alcalinidade, pH, amônia to tal, 

amônia tóxica, nitrito e nitrato foram medidos pelo método colorimétrico (Kit Labcon 

Test®, Brasil). Os parâmetros de qualidade da água foram mantidos em: temperatura 28,90 

± 2,36ºC; oxigênio dissolvido 7,00 ± 1,07 mg L -1; alcalinidade 49,08 ± 28,48 mg L-1 

CaCO3; pH 6,70 ± 0,34; amônia total 4,25 ± 1,56 mg L -1; amônia tóxica 0,02 ± 0,01 mg L-

1; nitrito 1,93 ± 0,72 mg L-1; e nitrato 3,5 ± 1,5 mg L-1. 

No final de ensaio de suplementação dietética (54 dias), os peixes foram avaliados, 

quando: ao desempenho zootécnico; seis animais por UE foram utilizados para as análises 

hematoimunológicas. Os demais peixes foram mantidos nas UEs para o desafiado 

experimental via gavagem com a S. agalactiae (CP018623). Os animais sobreviventes da 

infecção foram amostrados para coleta de plasma e posterior análises imunológicas.  

 

2.2.4 Índices zootécnicos 

Ao final do experimento (54 dias) após 24 h de jejum, todos os peixes de cada unidade 

experimental foram anestesiados com Eugenol Vetec® (75mg L-1), contados e pesados em 

balança de precisão (0,01 g), para avaliação do ganho de peso (GP), ganho de peso em biomassa 
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(GB); a taxa de crescimento específico (TCE), a conversão alimentar (CA) e a sobrevivência 

(S) foram analisados (LAZZARI et al., 2011). 

a) GP = peso médio final – peso médio inicial 

b) GB = biomassa final – biomassa inicial 

c) TCE = [(In peso final – In peso inicial) / tempo] * 100 

d) CA = dieta consumida / ganho em peso 

e) S = (número de animais final / número de animais inicial) * 100 

 

2.2.5 Exposição a Streptococcus agalactiae via gavagem 

A dose e a via de infecção experimental foi determinada por Libanori et al. (2021). 

Para tal, a S. agalactiae foi cultivada em caldo BHI a 30 ° C por 24 h, posteriormente foi 

semeada em placa de ágar Mueller Hinton contendo 5% de sangue de carneiro desfibrinado 

para aumentar a patogenicidade da cepa e incubada a 30 °C por 24 h. Na sequência o inóculo 

foi cultivado em BHI novamente e nas mesmas condições. Após seu crescimento, este foi então 

centrifugado a 4.000 g por 30 min a 4 ºC e ressuspenso em 10 mL de solução salina estéril 

(NaCl a 0,65%) nas doses de 1 x 108 e 1 x 109 (UFC mL-1), de acordo com a escala de 

McFarland, correlacionadas com a curva de crescimento celular previamente realizada. Todos 

os peixes receberam 100 µL das respectivas doses, via oral (gavagem) ou intraperitoneal. A 

mortalidade cumulativa foi avaliada diariamente por 15 dias. A concentração de 1 x 109 (UFC 

mL-1) administrada via intraperitoneal promoveu a morte de todos os indivíduos e em menos 

de três horas, sendo, portanto, descartada para o desafio experimental. A dose escolhida foi a 

concentração 1 x 109 (UFC mL-1) aplicada via oral, pois promoveu uma curva de mortalidade 

menos acentuada e dez dias após infecção observou-se 80% de mortalidade (Figura 2). Esta 

curva de mortalidade foi previamente realizada por Libanori et al. (2021). 

Após 54 dias de suplementação dietética os peixes remanescentes foram infectados 

com 1 x 109 (UFC mL-1) via oral e a mortalidade foi monitorada diariamente por 16 dias.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 

 

Figura 2: Curva de mortalidade de tilápia-do-nilo Oreochromis niloticus desafiada 

com Streptococcus agalactiae (CP018623) nas concentrações de 1 x 108 e 1 x 109 

(UFC mL-1) via gavagem e intraperitoneal para cálculo da dose letal. 

 

 

2.2.6 Análises hematoimunológicos 

Seis peixes por tanque foram anestesiados em eugenol (75mg L-1) e o sangue coletado 

por punção do vaso caudal com seringas contendo a solução de anticoagulante, ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA), para as análises hematológicas. Após, o sangue foi utilizado 

para a confecção de extensões sanguíneas em duplicata e as lâminas coradas com May 

Grunwald Giemsa-Wright (Ranzani-Paiva et al., 2013). Para contagem diferencial de 

leucócitos, contagens totais de trombócitos e leucócitos. Uma alíquota foi utilizada para a 

determinação do hematócrito (Goldenfarb et al., 1971). Outra parte foi destinada a 

quantificação do número total de eritrócitos em câmeras de Neubauer, para tal o sangue foi 

diluição (1:200) em fluido de Dacie modificado de acordo com Blaxhall e Daisley (1973). As 

análises de hemoglobina, hemoglobina corpuscular média e concentração de hemoglobina 

corpuscular média foram realizadas segundo Ranzani-Paiva et al., (2013). 

 

2.2.7 Análises imunológicas 

O restante do sangue permaneceu em repouso por 1 h e posteriormente, centrifugou-

se por 1.400 g por 15 min a 4ºC para obtenção do plasma sanguíneo. O plasma sanguíneo foi 

agrupado em pool de seis peixes por UE e estocado -20°C para as posteriores análises 

imunológicas.  

A proteína do plasma sanguíneo foi mensurada usando kit comercial de proteína total. 

A concentração da Imunoglobulina total (Ig) foi mensurada de acordo com o método descrito 

por Amar et al. (2000), onde misturou-se 100 µL do plasma com 100 µL de solução de 
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polietilenoglicol 12% (PEG, 10 000 MW, Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA) e a mistura 

foi  incubada a 25oC por duas horas, a fim de precipitar as moléculas de imunoglobulina. O 

precipitado de imunoglobulina foi removido por centrifugação (5000 g a 4ºC por 10 min), o 

sobrenadante retirado e mensurado a quantidade de proteína total também pelo kit comercial, 

utilizando-se albumina bovina para confecção da curva padrão. A concentração de 

imunoglobulina total está expressa em mg mL-1, sendo calculada pela fórmula:  

Ig (mg mL-1) = proteína total do plasmática - proteína tratada com PEG. 

O título da atividade aglutinante plasmática foi realizado em microplaca de 96 poços 

de fundo U, onde o plasma foi diluído na proporção de 1:1 em solução tampão fosfato salino 

(PBS) no 1° poço (50 μL de solução PBS:50 μL do plasma), sendo diluído serialmente em fator 

1:2 para os demais poços até o 12°. Depois disso, foi adicionado 50 μL de bactéria S. agalactiae 

inativada em todos os poços. A microplaca foi incubada a 25°C durante 18 h em câmara úmida. 

A aglutinação foi confirmada com a observação de um bottom no fundo do poço a olho nu. O 

título aglutinante foi  considerado recíproco a última diluição que apresentou aglutinação (Silva 

et al., 2009). 

O título antimicrobiano plasmático contra a S. agalactiae foi realizado em microplaca 

de 96 poços de fundo chato, de acordo com metodologia utilizada por Silva et al. (2009). O 

inóculo da S. agalactiae foi cultivado em BHI por 24 horas à 28 ºC, preparado na concentração 

de 0,2 na escala de Macfarland e, posteriormente, diluído em meio de cultura Poor broth (PB) 

a 1 x 109 UFC mL-1. O plasma foi diluído na proporção de 1:3 em Poor broth (PB) no 1° poço 

(50 μL de plasma: 150 μL de solução PB), diluído serialmente em fator 1:2 para os demais 

poços. Para o controle positivo e negativo, solução salina foi diluída em PB, da mesma maneira 

que o plasma. Por fim, 10 μL da S. agalactiae foram adicionados aos poços do plasma diluído 

e no controle positivo. As microplacas foram incubadas por 24 horas a 28 ºC. O crescimento 

do microrganismo foi determinado em leitora de microplaca, no comprimento de onda de 550 

ηm. O título antimicrobiano do plasma foi recíproco a última diluição que apresentou atividade 

bactericida, com inibição total do crescimento microbiano. 

 

2.2.8 Análises estatísticas 

Todos os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk e Levene para verificar a 

homocedasticidade da normalidade e variância, respectivamente. Os dados que não 

apresentaram homogeneidade de variância foram transformados em Log10 (x + 1). Em seguida, 

os dados foram submetidos à análise de variância unifatorial e as médias comparadas pelo teste 

de Tukey. Os dados de contagem microbiológica da ração e imunológicos foram submetidos a 
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análise de variância bifatorial, quando verificada diferença significativas, as médias foram 

comparadas pelo teste de Tukey. Todos os testes foram realizados com o auxílio do software 

Statistica 10.0 e considerou-se a significância de 5%. 

 

2.3 RESULTADOS 

2.3.1 Índices zootécnicos 

Após 54 dias de ensaio experimental as tilápias alimentadas apenas com ácido 

benzoico 0,1% apresentaram melhor desempenho para peso final, ganho em peso médio e taxa 

de crescimento específico em comparação aos demais grupos experimentais (p<0,05). O 

incremento no peso final no grupo suplementado com apenas AB0,1% foi de 17% e 18% em 

relação ao grupo controle e o suplementado apenas com Bacillus spp., respectivamente. Já para 

o ganho em peso médio, os peixes suplementados com AB0,1%, exibiram aumento de 19% e 

21% em comparação ao grupo controle e o suplementado apenas com o Bacillus spp., 

respectivamente. Em contrapartida, a suplementação dietética do mix probiótico Bacillus spp. 

de forma isolada ou em conjunto com o ácido benzoico não foi capaz de promover alterações 

nos parâmetros zootécnicos (Tabela 2).   

 
Tabela 2: Desempenho zootécnico de tilápia-do-nilo Oreochromis niloticus alimentados com dieta sem 

suplementação (controle), suplementada com ácido benzoico 0.1%, com apenas Bacillus spp. ou com ácido 

benzoico 0,1% em conjunto com Bacillus spp. durante 54 dias. Os dados são apresentados em média e desvio 

padrão. 

Desempenho 

Zootécnico 
Controle 0% AB0,1 % Bacillus B+AB0,1% 

Valor 

de p 

Peso inicial médio (g) 5,76 ± 0,41 5,75 ± 0,36 5,67 ± 0,16 5,85 ± 0,15 0,6574 

Biomassa inicial (g) 115,13 ± 8,35 115,07 ± 7,24 115,47 ± 3,58 117,05 ± 2,94 0,6574 

Peso médio final (g)  46,12±3,67b 54,08±5,60a 45,69±0,80b 47,24±2,10b 0,009 

Biomassa final (g) 788,91 ± 155,43b 1005,99 ± 85,10a 989,28 ± 15,13ab 921,74 ± 111,95ab 0,0326 

Ganho de peso médio 

(g) 
40,36±4,10b 48,33±5,23a 39,91±0,93b 41,39±2,25b 0,01 

Ganho em biomassa 

médio (g)  
673,77 ± 163,53b 890,93 ± 80,67a 782,81 ± 16,67b 804,69 ± 113,31ab 0,03 

Conversão alimentar 1,50 ± 0,15 1,42 ± 0,06 1,45 ± 0,05 1,35 ± 0,14 0,0884 

Taxa de crescimento 

específico 
3,85 ± 0,28b 4,14 ± 0,08a 3,83 ± 0,28b 3,86 ± 0,08b 0,0062 

Sobrevivência (%) 91,98 ± 9,88 96,37 ± 4,58 98,33 ± 2,89 95,00 ± 7,07 0,3132 

 

2.3.2 Exposição a Streptococcus agalactiae via gavagem 

A suplementação de forma isolada de ácido benzoico 0,1% e do mix probiótico 

Bacillus spp. influenciaram positivamente a sobrevivência da tilápia-do-nilo após o desafio via 

gavagem com S. agalactiae em comparação ao grupo controle. (Figura 3). Sendo assim, menor 



41 

 

mortalidade (p<0,05) foi observada nos grupos suplementados de forma isolada com AB0,1% e 

Bacillus spp. (41,39±15,64% e 49,96±10,24%, respectivamente), quando comparados ao grupo 

controle (76,03 ± 4,90%). Já os animais suplementados com o ácido benzoico 0,1% em conjunto 

com mix probiótico Bacillus spp. apresentaram resultados intermediários (59,04 ± 12,64%) 

(Figura 3). 

 

Figura 3: Sobrevivência de tilápia-do-nilo Oreochromis niloticus alimentados com 

dieta sem suplementação (controle), suplementada com ácido benzoico 0.1%, com 

apenas Bacillus spp. ou com ácido benzoico 0.1% em conjunto com Bacillus spp. 

após 54 dias, seguida de desafio experimental com Streptococcus agalactiae via 

gavagem (1 x 109 UFC mL-1). *Letras diferentes indicam diferença significativa 

pelo teste de Tukey (p <0,05). 

 

 

2.3.3 Análises hematológicas 

Antes da exposição ao patógeno S. agalactiae, os parâmetros sanguíneos apresentaram 

alteração em função da suplementação de Bacillus spp. e ácido benzoico isolados ou em 

conjunto. Neste sentido, o número de trombócitos foi influenciado positivamente independente 

se a suplementação foi isolada ou em conjunto. A suplementação conjunta do mix probiótico 

Bacillus spp. e o ácido benzoico 0,1% promoveram efeito sinérgico sob a concentração de 

leucócitos totais, pois houve incremento deste parâmetro, quando comparado aos animais que 

foram suplementados apenas com AB0,1% (Tabela 3). Contudo, a suplementação isolada do mix 

probiótico Bacillus spp. promoveu decréscimo no número de linfócitos, neutrófilo e eosinófilo 

em comparação aos peixes não suplementados (controle). Entretanto, o número de monócitos 

apresentou resultados contrários aos anteriores, ou seja, houve incremento desta célula nos 

peixes suplementados com o mix probiótico Bacillus spp. em comparação ao grupo controle. 
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Tabela 3: Parâmetros hematológicos de tilápia-do-nilo Oreochromis niloticus alimentados com dieta sem 

suplementação (controle), suplementada com ácido benzoico 0.1%, com apenas Bacillus spp ou com ácido 

benzoico 0.1% em conjunto com Bacillus spp. durante 54 dias. VCM: Volume corpuscular médio, HCM: 

hemoglobina corpuscular média, CHCM: Concentração da hemoglobina corpuscular média. 

Variáveis hematológicas Controle 0% AB0,1% Bacillus sp. B+AB0,1% 
valor 

de p 

Eritrócitos (x 106 µL-1) 2,90 ± 0,51 2,76 ± 0,49 3,07 ± 0,66 3,29 ± 0,80 0,265 

Trombócitos (x 104 µL-1) 0,51 ± 0,28b 1,98 ± 0,96a 2,86 ± 1,12a 3,17 ± 2,03a 0,001 

Leucócitos totais (x 105 µL-1) 2,90 ± 0,51ab 2,56 ± 0,80b 3,07 ± 0,66ab 3,14 ± 0,98a 0,043 

Linfócitos (x 103 µL-1) 233,00 ± 44,30a 178,00 ± 60,20ab 175,00 ± 45,10b 219,00 ± 75,70ab 0,009 

Monócitos (x 103 µL-1) 22,60 ± 6,61c 64,30 ± 3,64b 102,10 ± 4,27a 89,30 ± 4,25ab 0,001 

Neutrófilo (x 103 µL-1) 108,00 ± 9,57a 61,30 ± 7,20ab 0,28 ± 6,76c 22,30 ± 2,27bc 0,001 

Eosinófilo (x 103 µL-1) 50,50 ± 5,26a 19,60 ± 2,37b 0,00 ± 0,00c 0,06 ± 0,03c 0,001 

Basófilo (x 103 µL-1) 13,30 ± 1,40 0,95 ± 0,46 11,30 ± 0,74 0,68 ± 0,58 0,095 

Hematócrito (%) 31,75 ± 5,67 32,00 ± 5,14 29,46 ± 3,57 30,25 ± 3,90 0,266 

Hemoglobina (g dL-1) 8,40 ± 1,08 7,87 ± 2,32 7,80 ± 1,43 8,17 ± 0,93 0,826 

VCM (fL) 1,10 ± 0,13ab 1,18 ± 0,22a 0,99 ± 0,17b 0,96 ± 0,21b 0,003 

HCM (g dL-1) 0,29 ± 0,09 0,30 ± 0,07 0,25 ± 0,06 0,23 ± 0,05 0,944 

CHCM (g dL-1) 27,25 ± 6,96 26,83 ± 7,33 26,07 ± 5,39 27,85 ± 3,07 0,879 

 

2.3.4 Análises imunológicas 

Com relação a concentração de proteína e imunoglobulina total plasmática, obsevou-

se um decréscimo significativo destes parâmetros após a desafio experimental, demonstrando 

que infeção foi eficaz e promoveu debilitação do sistema imunológico dos peixes independente 

da suplementação utilizada. Contudo, não foi possível ver diferença significativa entre as 

distintas suplementações. No entanto, com relação ao título aglutinante, obeservou-se aumento 

na concentração para Bacillus (B) pós-infecção. Para o título antimicrobiano não foram 

encontradas diferenças significativas entre os tratamentos que houve um aumento da atividade 

antimicrobiana na pós-infecção (Figura 4 A, B, C e D). 
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Figura 4: Parâmetros imunológicos pré e pós-infecção experimental com Streptococcus agalactiae via gavagem 

de tilápia-do-nilo Oreochromis niloticus alimentados com dieta sem suplementação (controle), suplementada 

com ácido benzoico 0.1%, com apenas Bacillus spp. ou com ácido benzoico 0.1% em conjunto com Bacillus 

spp. durante 54 dias. A) Concentração de proteína total plasmática (mg mL-1). B) Concentração de 

imunoglobulina total plasmática (mg mL-1). C) Título Aglutinante (log 2 (X+1)). D) Título Antimicrobiano (Log 

2 (X+1)). Os dados são apresentados como média ± desvio padrão, analisados por ANOVA bifatorial. Para os 

dados de proteína os valores de p foram:  infeção < 0,001; tipo de suplementação p=0,320; interação p= 0,500. 

Para os dados de imunoglobulina os valores de p foram: infeção < 0,001; tipo de suplementação p=0,975; 

interação p= 0,614. * Letras maiúsculas representam diferença significativa entre pré e pós-infeção pelo teste de 

Tukey (p <0,05). Letras minúsculas representam diferentes diferença significativa da interação pelo teste de 

Tukey (p <0,05). 

 

 

2.4 DISCUSSÃO  

O uso de aditivos na alimentação animal pode estimular o sistema imunológico, 

melhorar o desempenho e bem-estar. Alguns destes, vem sendo estudados como promotores de 

crescimento, como por exemplo, o uso de ácidos orgânicos (Rodrigues; Meurer; Boscolo, 

2015). A suplementação com ácidos orgânicos possui efeitos benéficos, como: maior consumo 

da dieta, crescimento e saúde da mucosa intestinal (Silva et al., 2017; Tavares-Dias e Mariano, 

2015). Fato este observado no presente estudo, onde os animais suplementados com ácido 

orgânico benzoico a 0,1% (AB0.1%) apresentaram melhorias nos parâmetros zootécnicos de 

biomassa final, peso final, ganho em biomassa, ganho em peso e taxa de crescimento específico 

em relação aos demais grupos experimentais. Em concordância a estes achados, Libanori et al. 

(2021) demostraram que a suplementação dietética de ácido benzoico a na concentração de 01% 

para tilápia do Nilo apresentou melhores resultados em ganho de peso, biomassa final, taxa de 

crescimento específico, conversão alimentar, peso médio final e no ganho de biomassa com 

relação ao grupo controle. Diante do exposto, percebe-se que o ácido benzoico tem potencial 
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para incrementar os índices produtivos, tanto de animais terrestres quanto aquáticos. Esta 

melhoria pode estar relacionada a redução do pH intestinal e/ou da dieta promovendo melhor 

absorção e digestibilidade dos nutrientes. Além disso, os ácidos orgânicos de cadeia curta 

podem modular a microbiota intestinal de forma a propiciar o crescimento de bactérias 

benéficas, as quais podem facilitar a nutrição e culminar em melhor taxa de crescimento (Silva 

et al., 2017; Tavares-Dias e Mariano, 2015). 

Contudo, em virtude da escassez de pesquisas avaliando a suplementação de ácido 

benzoico para peixes, se faz necessário à comparação dos efeitos deste com outros ácidos 

orgânicos de cadeia curta. O princípio ativo de um ácido orgânico ou de seu sal advém do 

número de carbono; do formato da cabeira se essa é ramifica, simples ou aromática; do mineral 

quelante quando suplementado na forma de sal, bem como a quantidade de agrupamentos 

carboxílicos. O ácido benzoico é classificado como ácido orgânico de cadeia curta, aromático 

e monocarboxílico (Fiorucci 2002). Sendo assim, a suplementação de Na-butirato 

monocorboxilico (C4H7NaO2) a 0,5% protegido com óleo de palma ou solução tampão para 

juvenis de tilápia-do-nilo na fase de reversão sexual, também promoveu melhorias nos 

parâmetros de crescimento (Jesus et al., 2019). Assim como, a suplementação de Ca-propionato 

(C6H10CaO4) monocarbolixico a 0,25% para juvenis de jundiá (Rhamdia quelen) também 

resultou em aumento dos índices produtivos (Pereira et al., 2020). Portanto, a melhoria nos 

parâmetros de crescimento do presente estudo pode estar relacionada a função dos ácidos 

orgânicos sobre as diversas vias metabólicas como por exemplo fonte de energia para os 

animais (Silva et al., 2017), a disponibilização do grupamento funcional carboxílico, que é uma 

molécula fundamental para e geração de energia a partir do ciclo do ácido cítrico ou também 

chamado de ciclo do ácido tricarboxílico (Nelson e Cox, 2014; Lim et al., 2015). 

Adicionalmente a suplementação conjunta de AB0.1% com o mix probiótico Bacillus 

spp., não apresentou efeitos sinérgicos sob os parâmetros de crescimento. Entretanto, Agouz et 

al. (2015) ao suplementarem uma mistura de ácidos orgânicos dicarboxilico composta de ácido 

málico (C4H6O5), mistura de ácido oxálico (C2H2O4) 1:1 e sais orgânicos monocarboxilico 

composto de Ca-lactato (C6H10CaO6) e mistura de Na-acetato (C2H3NaO2) 1:1, observaram 

melhorias significativas no peso corporal, comprimento, ganho de peso e taxa de crescimento 

especifico finais de tilápi-do-nilo em comparação com o grupo de controle. Fernandes et al. 

(2014)  avaliaram aditivos como: probióticos, prebióticos, simbióticos e ácidos orgânicos e não 

encontram diferenças sobe o desempenho de frango de cortes em relação ao grupo controle. Tal 

fato, pode estar relacionado as concentrações utilizadas e adaptação do ácido orgânico junto ao 

probiótico (Broom, 2014).  



45 

 

Com relação a sobrevivência após o desafio com S. agalactiae, observou-se menor 

taxa de mortalidade nos peixes suplementados com AB0.1% e o mix probiótico Bacillus spp. 

separadamente em comparação ao grupo controle. Semelhante ao encontrado no presente 

estudo, Ng et al. (2009), verificaram que Oreochromis sp. alimentadas com dieta suplementada 

de ácidos orgânicos nas concentrações de 0,1%, 0,2% e 0,3% apresentaram menor mortalidade 

de 16,6% a 33,3% em relação ao controle 58,3%. Similarmente, Koh et al. (2016) observaram 

que as dietas suplementadas com os ácidos orgânicos: ácido fórmico, ácido láctico, ácido 

málico, ácido tartárico e ácido cítrico à 0,5% para Oreochromis sp. promoveram melhor 

resistência a infecção experimental com S. agalactiae. Portanto, os ácidos orgânicos possuem 

atividade bacteriostática. Em sua forma indissociável atravessam a membrana celular, 

dissociam-se no citoplasma fazendo assim com que as bactérias passem a consumir uma grande 

quantidade de adenosina trifosfato (ATP) para  exportar o excesso de prótons e isso pode levar 

a morte bacteriana (Silva et al., 2017; Tavares-Dias e Mariano, 2015). Esta informação pode 

explicar a menor taxa de mortalidade nos peixes alimentados com dieta suplementada com 

AB0.1% no presente estudo. Iwashita et al. (2015) também apresentaram dados positivos em 

relação a sobrevivência de tilápia do Nilo quando alimentadas com dieta a 5 g kg-1 e 10 g kg-1 

contendo probiótico Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus oryzae em 

relação ao grupo controle desafiadas por Aeromonas hydrophila e Streptococcus iniae. Os 

probióticos quando administrados desempenham um papel importante na exclusão competitiva 

de bactérias patogênicas, o que pode explicar os valores de sobrevivência nos peixes 

suplementados com mix probiótico Bacillus spp. Os probióticos também contribuem na fonte 

de nutrientes e enzimas digestivas, modulação do sistema imunológico, produção de compostos 

antimicrobianos como bacteriocinas e ácidos orgânicos (Pereira. et al., 2017). 

Os padrões hematológicos são uma ferramenta importante para monitorar os estados 

fisiolólogicos e alterações patológicas em peixes cultivados (Dias et al., 2020; Ranzani-Paiva 

et al., 2013). Neste estudo, o número de trombócitos foi influenciado positivamente em todos 

os tratamentos em relação ao grupo controle indicando que a suplementação isolada ou em 

conjunto dos aditivos tiveram efeitos positivos neste número. O aumento no número de 

trombócitos é de grande importância para os peixes, visto que essas células são de defesa 

orgânica, que atuam na coagulação sanguínea e fagocitose especialmente na remoção de debris 

celulares (Ranzani-Paiva et al., 2013). Similarmente, Garcia et al. (2012) observaram que a 

dieta suplementada de 1% de ergosan (complemento alimentar a base de algas marinhas secas) 

e extratos vegetais de laminaria digitata e Ascophyllum nodosum para tilápia-do-nilo em 

condição de estresses agudo induziu o aumento no número de trombócitos circulantes. Jatobá 
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et al. (2008) também apresentaram efeitos positivos no número de trombócitos para o grupo 

com dieta suplementada de Lactobacillus plantarum submetidos a infecção com Enterococcus 

durans. Dietas administradas com probiótico podem provocar imunoestimulação de 

trombócitos, o que pode explicar o aumento dessas células uma vez que fazem fagocitose 

(Nakandakare et al., 2013). 

Ainda sobre os parâmetros hematológicos a suplementação separada do mix Bacillus 

spp. promoveu decréscimo no número de linfócitos, neutrófilos e eosinófilos em relação ao 

grupo controle. Este decréscimo pode estar relacionado ao fornecimento de probióticos na dieta, 

o que pode provocar imunoestimulação (Jatobá et al., 2008, Jatobá et al., 2011; Nakandakare et 

al., 2013) ocasionando um alerta ao sistema imune, ou seja, os linfócitos, neutrófilos e 

eosinófilos podem ter migrado para intestino onde uma concentração maior de Bacillus está 

presente. Contudo, observou-se incremento dos monócitos com a suplementação isolada do mix 

Bacillus spp. em relação ao controle. Os monócitos são células importante para o sistema imune 

por ser os principais fagócitos em peixes (Iwashita et al., 2015; Ranzani-Paiva et al., 2013). 

Semelhantemente, Jatobá et al. (2008) relataram que a contagem de monócitos foi maior no 

grupo com dieta suplementada com Lactobacillus plantarum submetidos a infecção com 

Enterococcus durans. Kumar et al., (2008) também observaram aumento na contagem de 

monócitos para Labeo rohita quando suplementados com Bacillus subtilis após o desafio com 

Aeromonas hydrophila. Os probióticos podem modular vários parâmetros 

imunohematológicos, como interagir com células do sistema imune, como as células fagocíticas 

mononucleares (monócitos, macrófagos) (Nayak, 2010). 

Manter os padrões adequados do sistema imunológico dos peixes é essencial para 

proteção contra patógenos em geral. Observou-se no presente estudo que não houve diferenças 

para as proteínas e imunoglobulinas totais plasmáticas entre os tratamentos e o controle. 

Semelhante ao presente estudo, Wang et al. (2008) não encontraram diferenças na concentração 

de proteína total para tilapia-do-nilo alimentadas com probiótico Enteroccos faecium, Pereira 

et al. (2016) também não observaram diferenças significativas nas concentrações de proteína 

total e imunoglobulinas para surubim híbrido (Pseudoplatystoma reticulatum x P. corruscans) 

suplementados com (Weissella cibaria). De modo igual, Pereira et al. (2020) não observaram 

diferenças significativas em imunoglobulinas na pré-infecção e pós-infecção em juvenis de 

jundiá (Rhamdia quellen) suplementados com minerais cálcio e sódio, quelados em ácido 

propiônico. Tal fato, pode estar relacionado ao tempo para o sistema imune produzir anticorpos 

contra o patógeno durante a infecção (Pereira et al., 2020; Uribe et al., 2011). 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/labeo-rohita
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bacillus-subtilis
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/aeromonas-hydrophila
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O título aglutinante mais alto foi observado em peixes alimentados com mix Bacillus 

(B) na pós-infecção, após o desafio espera-se como resultado ativação da resposta imune para 

eliminar os patógenos pelo processo de aglutinação. Dessa maneira, Jesus et al. (2017) 

observaram aumento na concentração de aglutinação para surubins híbridos alimentados com 

suplementação probiótica de Weissella cibaria. No presente trabalho, este fato, pode estar 

relacionado por bactérias probióticas, como do gênero Bacillus estimularem as respostas 

imunes (Coppola e Turnes, 2004), logo, estimulou de forma positiva as respostas imunológicas 

específicas como a produção de anticorpos. Peixes alimentados com o mix probiótico Bacillus 

(B) apresentaram uma das menores taxas de mortalidade após o desafio via gavagem com S. 

agalactiae e consequentemente melhor sobrevivência, indicando que possivelmente o Bacillus 

colonizou ou foi mantido no intestino o que promoveu a competição com o patógeno. 

A atividade antimicrobiana plasmática é considerada uma resposta inespecífica capaz 

de inibir o crescimento de microrganismos infecciosos (Biller-Takahashi et al., 2013). O 

aumento desta atividade pode indicar melhora do sistema imune. No presente trabalho, houve 

aumento em todos os tratamentos e grupo controle após o desafio em função do reconhecimento 

do patógeno, uma vez que os animais estavam saudáveis e ativados pela resposta imune. 

Infelizmente, nenhuma diferença foi encontrada entre os tratamentos e o grupo controle. 

 

2.5 CONCLUSÃO 

Em resumo, a suplementação com ácido benzoico a 01% melhorou o crescimento de 

tilápia-do-nilo e aumentou a sobrevivência após o desafio com Streptococcus agalactiae. 

Conclui-se que o ácido benzoico na concentração 01% é o mais indicado para suplementação 

dessa espécie. A suplementação conjunta de mix probiótico e ácido benzoico 0,1% não 

apresentou efeitos sinérgicos sob o desempenho zootécnico, sobrevivência e parâmetros 

hematoimunológicos, recomenda-se mais estudos para avaliar os efeitos do ácido benzoico em 

conjunto com o probiótico Bacillus spp. na dieta para tilápia do Nilo, bem como menores 

concentrações de ácido benzoico que não inibiram o crescimento do probiótico. 
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3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

No presente estudo foi possível avaliar os efeitos dietéticos do mix probiótico de 

Bacillus spp. em conjunto com o ácido benzoico para tilápia-do-nilo bem como, avaliar os 

efeitos do mesmo sob os parâmetros zootécnicos e hematoimunológicos. Levando em 

consideração os parâmetros analisados a suplementação dietética com ácido benzoico 0,1% foi 

o aditivo mais adequado para tilápia do Nilo pois melhorou o desempenho como já apresentado 

na dissertação. Além disso, os animais alimentados com suplementação dietética com ácido 

benzoico 0,1% apresentaram menor mortalidade após o desafio com Streptococcus agalactiae. 

Portanto, o ácido benzoico na concentração 01% é o mais indicado para suplementação de 

tilápia-do-nilo.  

Este estudo foi o primeiro a avaliar a suplementação conjunta de ácido benzoico e 

probiótico Bacillus spp. para tilápia-do-nilo. No entanto, não foi possível encontrar sinergismo 

e melhora dos parâmetros zootécnicos e saúde dos animais alimentados com a dieta 

suplementada do mix probiótico Bacillus spp. e o ácido benzoico 0,1%. Enfatiza, que mais 

estudos são necessários para avaliar os efeitos do ácido benzoico em conjunto com o probiótico 

Bacillus spp., como testes para determinar outras concentrações do ácido benzoico em menores 

valores que possam permitir o crescimento de Bacillus, bem como um maior período in vivo 

experimental para melhores resultados. 
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