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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da suplementagdo alimentar com Ulva ohnoi
sobre o desempenho zootécnico e os parametros hematologicos de tilapias-do-nilo
(Oreochromis niloticus) cultivadas em sistema de bioflocos. Trés tratamentos foram testados
em um delineamento fatorial (suplementados com a macroalga): inclusdo de 0, 1%, 2% e 4%
de U. ohnoi (U-0, U-1, U-2 e U-4, respectivamente). Seiscentos juvenis de O. niloticus (peso
médio inicial de 3,25 + 0,02 g) foram estocados em 12 unidades experimentais formadas por
tanques retangulares de polietileno com 300 L de volume tutil de dgua contendo biofloco
previamente maturado. Os peixes foram arragoados quatro vezes ao dia, seguindo tabela de
alimentagdo especifica para a espécie, com ajustes realizados através de biometrias semanais.
Apos 36 dias, os parametros zootécnicos foram avaliados e a anélise hematoldgica foi realizada.
Quanto aos resultados, foi observada diferenca significativa nos animais alimentados com a
inclusdo de U-4 quanto ao peso médio final, ganho em peso semanal, taxa de crescimento
especifico e produtividade (p<0,05). Em relagdo aos parametros hematoldgicos, a contagem das
células vermelhas e células brancas foram estatisticamente similares para todos os tratamentos,
assim como as variaveis de qualidade de agua (p>0,05). Estes resultados sugerem que a inclusao
de 4% da Ulva ohnoi na dieta de juvenisde tilapia podera resultar em um melhor desempenho de
crescimento.

Palavras-chave: Aquicultura, Aditivo alimentar, Chlorophyta, Hematologia, Tilapia-do- nilo.



ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the effects of supplementation of Ulva ohnoi on the
zootechnical performance and hematological parameters of Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
rearing in a biofloc system. Three treatments were tested in a factorial design (supplemented
with macroalgae): inclusion of 0, 1%, 2% and 4% of U. ohnoi (U-O, U-1, U-2 and U-4,
respectively). Six hundred juveniles of O. niloticus (initial average weight of 3.25 + 0.02 g)
were kept in 12 experimental units formed by rectangular polyethylene tanks with 300 L of
useful volume of water containing previously matured biofloc. Fishes were fed four times a day
following a specific feeding table for the species, with adjustments made in weekly biometry.
After 36 days, the zootechnical parameters were evaluated and a hematological analysis was
performed. As for the results, a significant difference was observed in the animals fed with the
inclusion of U-4 in final average weight, weekly weight gain, specific growth rate and
productivity (p<0.05). In relation to the hematological parameters, the counts of red and white
cells were statistically similar in all treatments, as well as the variables of water quality
(p>0.05). These results suggest that the inclusion of 4% of Ulva ohnoi in the diet of juvenile
tilapia may result in better growth performance.

Keywords: Nile tilapia. Feed additive. Chlorophyta. Hematology.
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1 INTRODUCAO

1.1 TILAPICULTURA

A tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus Linnaeus 1758 (Osteichthyes:Cichlidae) ¢ a
espécie dulcicola mais cultivada no mundo devido a caracteristicas como boa adaptacdo aos
diferentes sistemas de produgdo e regides geograficas, grande resisténcia a mudancas
ambientais bruscas, elevada performance de crescimento e alto valor de mercado (Barroso,
2018; El-Sayed, 2019).

Sua produ¢ao mundial vem crescendo exponencialmente nas ultimas décadas, sendo
considerada uma fonte de proteina animal de alta qualidade. De um total de 47 milhdes de
toneladas de peixes de dguas continentais produzidos através da aquicultura mundial, a
tilapicultura contribuiu com 4,5 milhdes de toneladas (8,3 %) (FAO, 2020).

No Brasil, a tilapia-do-nilo ¢ a espécie de peixe mais cultivada na piscicultura de agua
doce. Em 2021, o pais produziu 534.005 toneladas, com aumento de 9,8% em relagdo ao ano
anterior (486.155 t), sendo a espécie responsavel por 63,5% da producdo nacional de peixes de
cultivo (Peixe-Br, 2022). Entre as regides do Brasil, o sul lidera a produ¢ao nacional da espécie
(231.900 t, 43,4% da produgdo nacional), com o estado de Santa Catarina ocupando o 4° lugar
no ranking nacional, totalizando 41.700 toneladas (Peixe-Br, 2022).

O crescimento continuo na piscicultura ¢ motivado pela estagnagao da pesca, aumento
populacional e do consumo per capita por carne de pescado. De acordo com a FAO (2018), esse
crescimento estimulou a produgdo e busca por sistemas ou técnicas sustentdveis, permitindo
que a intensificagdo dos cultivos e a mitigacdo dos seus impactos ambientais evoluissem de

forma paralela.

1.2 TECNOLOGIA DE BIOFLOCOS (BFT, DO INGLES “BIOFLOC TECHNOLOGY™)

Dentre estas técnicas sustentaveis, destaca-se o sistema de cultivo em bioflocos, , uma
vez que pode incrementar a produtividade em relagdoaos sistemas convencionais com renovacao
de dgua, utilizando menores areas e volumes de agua (Jatoba et al., 2019), permintindo produzir
organismos aquaticos de forma intensiva (Avnimelech, 2009). Neste sistema, apenas a agua
perdida por evaporagdo ¢ reposta e a manutencao da comunidade microbiana ¢ determinante
para conservagdo da qualidade de dgua (Avnimelech, 2009; Emerenciano et al., 2017). A troca

de 4gua minima ou zero mantém a biosseguran¢a maxima e reduz os efeitos ambientais externos
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no cultivo, permitindo aos produtores alcancarem altas produtividades, fornecendo uma fonte
alternativa de alimento, diminuindo os indices de conversao alimentar, garantindo o bem-estar
e aprimorando os indices zootécnicos dos animais cultivados (Avnimelech, 2009; Ekasari et
al., 2016; Luo et al., 2014).

O BFT ¢ capaz de remover, reciclar e controlar substincias nitrogenadas
(particularmente amonia e nitrito) nocivas aos peixes cultivados (Bregnballe, 2015). Neste

sistema, € necessario estimular a remog¢ao desses compostos, que podem atingir niveis toxicos

(NH4Jr e NO2") através da assimilagdo das bactérias heterotréficas (Avnimelech, 1999; Abakari
et al., 2021) ou quimioautotrofica (autotrofico) (Ray & Lotz, 2014). Para isso, ¢ necessario
manter uma relagdo carbono:nitrogénio alta (10-20:1) na agua de cultivo (Avnimelech, 1999;
Emerenciano et al., 2013), sendo necessario realizar diferentes estratégias de fertilizacao
organica para a formagdo dos bioflocos. Dentre estes, os mais relatados sdo glicerol ou glicose
(Ekasari et al., 2010), amido (Crab et al., 2009), melaco ou bagago de cana (Hargreaves, 2013),
dextrose e o agticar (Chamorro-Legarda et al., 2020). Nos bioflocos estdo presentes ainda as
bactérias nitrificantes, que ao oxidar a amonia a nitrato, reduzem os niveis de alcalinidade na
forma de carbonatos e bicarbonatos (Chen et al., 2006), tornando-se necessaria a adigao
permanente de compostos alcalinizantes, como o hidroxido de célcio, também denominada de
cal hidratada (Ca(OH)2) (Furtado et al., 2014)

Os bioflocos formados nesse sistema sdo constituidos por bactérias, algas,
protozoarios e derivados organicos e inorganicos, que os tornam aptos para serem utilizados
como alimentacao suplementar aos organismos que estao sendo cultivados, promovendo ganho
nutricional e contribuindo para a melhoria da conversdo alimentar (Crab et al., 2007;
Emerenciano et al., 2013). Os bioflocos possuem caracteristicas nutricionais interessantes a
producdo, como balanco adequado de aminoacidos, além de ser ricos em 4acidos graxos,
vitaminas e minerais (Crab et al., 2012).

Estudos realizados com tilapia em sistema BFT reportaram uma melhora na qualidade
de 4gua, crescimento e desempenho de producao (Avnimelech, 2007; Azim e Little, 2008; Crab
et al., 2009). Como peixes de hédbito alimentar detritivoro e filtrador, as tildpias sdo espécies
adequadas ao cultivo em BFT (Azim e Little, 2008). No cultivo de tildpia em BFT, estima-se
uma reducao de 20% no fornecimento da racdo em comparagdo aos sistemas convencionais
com troca de agua (Azim e Little, 2008; Avnimelech & Kochba, 2009; Rocha et al., 2012).
Como a ragdo ¢ o insumo mais caro em sistemas intensivos de aquicultura, esses custos podem

ser ainda mais reduzidos com o uso de ragdes formuladas com ingredientes e aditivos
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alternativos de menor valor.

O aumento do desempenho e resisténcia das espécies em cultivos intensivos depende
de dietas de alta qualidade que contenham um adequado balango de nutrientes essenciais (Lara-
Flores etal., 2003) e aditivos que, além de serem utilizados com critérios produtivos, estimulem
o sistema imunologico e sejam capazes de proporcionar a higidez dos peixes (Kiron, 2012).
Esses ingredientes alternativos funcionais incluem, dentre outros, biomassa de levedura
(Hisano et al., 2018), biomassa de bioflocos (Caldini, 2015), microalga (Ju et al., 2017) e
macroalgas (Ashour et al., 2020).

1.3 ULVA sp.

As macroalgas tém sido utilizadas como um importante recurso a aquicultura por
serem fontes de proteinas, lipidios, pigmentos, vitaminas ¢ minerais capazes de melhorar a
qualidade da carne e o valor nutricional dos animais cultivados (Valente et al., 2016). Em
muitos casos, especialmente quando sdo utilizados niveis baixos de inclusdo, as algas marinhas
podem se comportar como imunoestimulantes ¢ melhorar a resposta dos peixes a doengas
(Deivasigamani e Subramanian, 2016), assim como o desempenho de crescimento (Peixoto et
al., 2019).

As macroalgas verdes pertencentes ao género Ulva Linnaeus (Ulvophyceae,
Chlorophyta) sdo distribuidas ao longo da costa de regides temperadas a tropicais (Kirkendale
et al., 2013; Lawton et al., 2013). Além de dguas marinhas e salobras, essas macroalgas de
habito cosmopolita podem ser encontradas em agua doce (Mares et al., 2011; Melton et al.,
2016). Ademais, sdo utilizadas na alimentacao humana (McHugh, 2003) e apresentam potencial
em biorremediacao (Bastos et al., 2019) em industrias de nanofibras (Mandany et al., 2021),
farmacéutica (Sari-Chmayssem, 2019), biocombustiveis (Korzen et al., 2015), biopolimeros e
bioplasticos (Helmes et al., 2018). Podem atuar ainda como moderadoras climaticas,
contribuindo com o sequestro de carbono (Chung et al., 2011). Espécies do género Ulva sdo
uma importante fonte de proteinas, minerais, carotenoides, vitaminas (especialmente vitamina
C), polissacarideos ndo-amilaceos (ulvana) (Lopes et al., 2016; Pontes et al., 2020) entre outros.

A adicao de farinha de algas como a Ulva, pode proporcionar efeitos significativos no
crescimento, utilizacdo do alimento e na taxa de sobrevivéncia de tildpias (Suryaningrum &
Samsudin, 2020), além de demonstrar capacidade imunoestimulante, contribuindo para o bem-
estar da espécie e na resisténcia a infecgdes por patdgenos (Pratiwi-Pratiwi, 2022), como a

causada pela Aeromonas hydrophila (Li et al., 2006; Holdt e Kraan, 2011), responsavel por
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perdas econdmicas severas no cultivo de peixe de agua doce (Swann e White, 1991; Aoki, 1999;
Yang et al. 2016; Aboyadak et al. 2017). Alguns trabalhos t€ém reportado os efeitos positivos
de dietas para animais aquaticos enriquecidas com algas (Jones et al., 2016; Séaez et al., 2020,
Ashour et al., 2020), porém nao foram encontrados estudos de cultivo de peixes em sistema
BFT. A inclusdo da Ulva sp. na dieta beneficiou a performance de crescimento, utilizagdo do
alimento, resposta imune, pardmetros hematologicos e resisténcia a doengas de diferentes
espécies de peixes cultivados na aquicultura, como a tainha (Mugil cephalus) (Akbary et al.,
2018; Akbary & Aminikhoei, 2018), dourada (Sparus aurata) (Guerreiro et al., 2019; Pereira
et al., 2019), linguado do Senegal (Solea senegalensis) (Vizcaino et al., 2019; Tapia-Paniagua
et al., 2019; Fumanal et al., 2020; Saéz et al., 2020), robalo europeu (Dicentrarchus labrax)
(Batista et al., 2020), roncadeira- austral (Argyrosomus japonicus) (Madibana et al., 2020),
tilapia vermelha (Oreochromis niloticus var.) (El Tawil, 2010) e tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) (Ergiin et al., 2009; Valente et al., 2016; El-Sayed, 2017; Suryaningrum e Samsudin,
2020; Elmosallamy, 2021).

Apesar dos estudos sobre a diversidade do género Ulva ter avangado nos tltimos anos,
a quantidade de trabalhos utilizando a U. ohnoi ainda ¢ restrito devido a dificuldade na
identificacdo da morfologia simples e aos poucos caracteres diagndsticos, que podem exibir

uma grande variacao intra e interespecifica das espécies do género.

1.4 HEMATOLOGIA EM PEIXES

O conhecimento sobre os parametros hematoldgicos e imunoldgicos pode facilitar o
desenvolvimento de indicadores do estado de saude dos peixes em respostas as mudancas
relacionadas a nutri¢do, qualidade de 4gua e doencas que afetam o desempenho da produgdo
(Tavares-Dias & Moraes, 2007; Pavlidis et al., 2007; Fazio, 2019).

As andlises hematologicas sdo critérios de identificagdo de alteragdes fisiologicas
empeixes de criacdo intensiva € podem fornecer informagdes importantes ao diagnostico e
prognostico de doengas (Fazio, 2019), uma vez que o sangue ¢ um tecido dindmico no
organismo e altera-se em fungdo das diferentes agdes intrinsecas e extrinsecas ao cultivo
(Ranzani-Paiva et al., 2013). Além disso, os parametros hematologicos variam dependendo da
espécie, idade, maturidade sexual, estado de satide e biotipo (Radu et al. 2009). Essas técnicas
permitem auxiliar na identificacdo de anemia, intoxicagdo, presenca de algum patdégeno nos
peixes (Silveira, 1988) ou condi¢des de estresse (Tavares-Dias & Moraes, 2007; Pavlidis et al.,

2007). A andlise dos parametros sanguineos ¢ importante para examinar o uso de aditivos
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alimentares, sendo uma ferramenta comumente utilizada na avaliagcdo de: probidticos (Jatoba
et al., 2011; Moraes et al., 2018; Jatoba et al., 2018), fitoterapicos e acidos organicos (Pereira
etal., 2021), aminoacidos (Valladao et al., 2019), entre outros. Quando adicionados a ragao, os
aditivos alimentares funcionais melhoram o crescimento, a resposta imunologica, induzem o

metabolismo e o desempenho de saude dos peixes (Bharathi et al., 2019).

1.5 OBIJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial da Ulva ohnoi como aditivo alimentar para juvenis de tilapia-do-

nilo (Oreochromis niloticus) cultivados em BFT e os efeitos sobre os parametros zootécnicos ¢

saude dos peixes.

1.5.2  Objetivos Especificos

a) Avaliar a performance de crescimento das tildpias-do-nilo alimentadas com dietas

contendo diferentes niveis de U. ohnoi;

b) Avaliar o perfil hematologico das tilapias-do-nilo alimentadas com dietas

contendo diferentes niveis de U. ohnoi.
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2 INTRODUCAO

O sistema de bioflocos (BFT, do inglés, biofloc technology) ¢ uma alternativa
sustentavel, com troca minima ou zero de agua, que mantém a biosseguranga maxima do
cultivo (Avnimelech, 2009). Neste sistema,a alta relacdo carbono:nitrogénio (C:N) na dgua
de cultivo, juntamente com a adicdo de uma fonte de carbono organico (Emerenciano et al.,
2013), permite uma alta produtividade dosorganismos cultivados, além de servir como uma
fonte alternativa de alimento, diminuindo os indices de conversdao alimentar, garantindo o
bem-estar e aprimorando os indices zootécnicos dos animais cultivados (Avnimelech, 2009;
Ekasari et al., 2016; Luo et al., 2014).

O cultivo de tilapias em BFT apresentou melhor desempenho de crescimento e de
producdo, além de uma melhora na qualidade da 4gua quando comparado com os tratamentos
que ndo receberam fonte de carbono (Azim e Little, 2008; Crab et al., 2009; Long et al., 2015).
Além disso, estimou-se uma reducao de 20% no fornecimento da racdo quando comparado com
os sistemas de cultivo convencionais (Rocha et al., 2012). Como a ra¢ao ¢ o insumo mais caro
em sistemas intensivos de aquicultura, sua formulagdo utilizando a inclusdao de alimentos
alternativos visa aumentar a eficiéncia da produgdo, sendo uma opgao para a redugdo de custos,
além de promover melhoras no desempenho de crescimento e qualidade do pescado.

No cultivo de peixes, o uso de aditivos alimentares funcionais, como os fitoterapicos,
quando adicionados a racdo, podem limitar o uso de antibidticos e levar a estratégias
preventivas, reduzindo o impacto social e econdmico provocados pelas doengas (Ponce et al.,
2020). As macroalgas, como a Ulva ohnoi, sio uma importante fonte de proteinas, minerais,
carotenoides, vitaminas (especialmente vitamina C), polissacarideos ndo-amilaceos (ulvana)
(Lopes et al., 2016; Pontes et al., 2020) entre outros. A adi¢do de farinha de algas, como a Ulva,
pode proporcionar efeitos significativos no crescimento, na utilizagdo do alimento e na taxa de
sobrevivéncia de tilapias (Suryaningrum & Samsudin, 2020), além de demonstrar capacidade
imunoestimulante, contribuindo para o bem-estar da espécie e na resisténcia a infecgdes por
patdgenos (Pratiwi-Pratiwi, 2022).

Neste sentido, faltam informagdes cientificas sobre o uso de aditivos fitoterapicos na
piscicultura em condigdes de bioflocos. Portanto, o presente trabalho propde examinar o uso
potencial da macroalga Ulva ohnoi no desempenho produtivo e perfil hematologico de tilépias-

do-nilo na fase juvenil em BFT.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Camardes Marinhos (LCM),
o qual faz parte do Departamento de Aquicultura da Universidade Federal de Santa
Catarina, em Floriandpolis, e no Laboratério de Aquicultura (LAq), localizado no Instituto
Federal Catarinense — Araquari/SC. Estetrabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso

de Animais da UFSC (CEUA/UFSC N° 8700240920).

3.2 Material bioldgico

Foram utilizados 600 juvenis de tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus doados pelo
Centro de Desenvolvimento em Aquicultura (CEDAP) de Itajai-SC, da Empresa de
Pesquisa Agropecudria e Extensao Rural de Santa Catarina (EPAGRI). Os animais foram
aclimatados em 2 tanques de 1.000 L com aeracdo e renovagao constante de dgua por 48
horas. Apos esse periodo, os peixes foram transferidos as unidades experimentais.

A macroalga Ulva ohnoi incluida nas dietas para juvenis de Oreochromis niloticus
foi coletada em um lago localizado nas dependéncias do Laboratério de Moluscos
Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina (LMM/UFSC), Florianopolis, SC,
Brasil (27°58'45.2"S 48°44'07.3"W). Primeiro, foi realizada a retirada manual de epifitas e
qualquer material incrustrado e em seguida as algas foram lavadas com agua doce.
Posteriormente, foram congeladas e, antes de serem incluidas na rag¢do, foram
descongeladas em temperatura ambiente e secas em estufa por 24 horas, primeiro a 30°C
e, posteriormente, a 60°C. A alga seca foi moida em liquidificador industrial de alta rotacao

e peneirada (peneira para analise granulométrica 800 um).

3.3 Dietas experimentais

Nos tratamentos, foi utilizada racdo comercial em po6 Peixecol 32% (niveis de garantia
do fabricante: 32% de proteina bruta, 130g kg™! de umidade, 50 g kg! de extrato etéreo, 60
gkg-1 de matéria fibrosa e 120 g kg-1 de matéria mineral). A ragdo foi enviada moida pela
empresa, € a Ulva ohnoi seca foi adicionada para compor as dietas experimentais em 1% (U-

1), 2% (U-2) e 4% (U-4). Posteriormente, a mistura foi peletizada com moedor de alimentos
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comercial e seca a 50 °C até que a umidade fosse inferior a 90% (entre 24 e 48 horas).
Cada grupo experimental foi comparado a um grupo controle (U-0), que ndo

recebeua adi¢ao da macroalga.

3.4 Formagao do bioflocos

A preparagao do biofloco foi iniciada 7 dias antes do povoamento com os juvenis de O.
niloticus. A fertilizacdo organica da agua foi realizada através da aplicagao diaria de 3,5 g
de agucar e 6,5 g de racdo em p6 com 45% proteina bruta, durante trés dias. Ao longo do
experimento, agucar foi utilizado como fonte de carbono para manter a relacio C:N em
10:1, tomando como base a quantidade de nitrogénio disponivel apds a decomposicao da
racdo adicionada ao sistema, a fim de favorecer a formacdo dos flocos microbianos.
Bicarbonato desédio (NaHCO:3) foi utilizado conforme Ebeling, et al. (2006) para manter
a concentracio adequada da alcalinidade do sistema (100 a 150 mg L de CaCO3).

3.5 Desenho experimental

Tanto o controle (U-0) quanto os tratamentos U-1, U-2 e U-4 foram realizados
com trés repetigOes, totalizando 12 unidades experimentais (UE’s). As UE's eram
compostas por tanques retangulares de polietileno com 300 L de volume util de agua. Os
tanques foram dispostos ao acaso e povoados com 50 juvenis de O. niloticus, em densidade
de 166 peixes L', com peso médio inicial 3,25 + 0,02 g cada, distribuidos de modo que a
biomassa de cada UE nao apresentasse diferengas significativas entre si.

As UE’s foram equipadas individualmente com sistema de aeragdo composto por
um anel central de aerotube, localizado no fundo dos tanques, que promovia a oxigenacao
e circulagdo da adgua do sistema, permitindo que os restos de alimento, fezes e outros sélidos
fossem mantidos em suspensao e distribuidos por toda a coluna d’agua. O controle térmico
nas UE’s foi feito através de aquecedores com termostato, mantendo a agua a

aproximadamente 29 °C.

3.6 Manejo alimentar e qualidade da agua

Os animais foram alimentados com as dietas experimentaispor um periodo de 36

dias, quatro vezes ao dia (08: 00, 11:00, 14:00 e 17:00 horas). A quantidadede racao ofertada
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seguiu a metodologia sugerida por Silva & Marchiori (2018) e foi ajustada semanalmente de
acordo com a biomassa estimada de cada tanque.

Diariamente, foram mensurados a temperatura e oxigénio dissolvido utilizando uma
sonda multiparamtero YSI-55 (YSI Inc., Yellow Springs, OH, USA) e o volume do floco (Cone
Imhoff). Uma vez por semana foram mensurados a amonia (Total Ammonia Nitrogen — TAN)
segundo metodologia de Grasshoff et al. (1983); Nitrito (N-NO,) e Nitrato (N-NO3)
(Fotocolorimetro IIP, Alfakit Ltda.) e Alcalinidade (CaCOs3) através de titulagdo (APHA,
2005). Os tratamentos foram mantidos sem troca de dgua, repondo somente a agua perdida por
evaporacgao.

Foi adicionado 0,1 kg de sal comum (NaCl) as caixas com o objetivo de evitar
problemas de intoxicag¢do por nitrito e ainda prevenir infeccdo por agentes patdogenos nos
peixes. Para controlar os picos de amonia, aglicar orginico foi inserido nos tanques na
proporcao de 10% da ragdo ofertada, enquanto hidréxido de célcio (Ca(OH):) foi aplicado na
propor¢ao de 5% em relacdo a quantidade de racao ofertada a fim de manter a alcalinidade do

sistema.

3.7 Parametros zootécnicos

Os seguintes parametros foram avaliados: peso médio final, fator de conversao
alimentar (FCA), taxa de sobrevivéncia, taxa de crescimento especifico (TCE) e

produtividade, de acordo com as seguintes formulas:

Quantidade total de ragio fornecida (kg)

FCA =

Ganho de peso total dos peixes (kg)

(Populagio inicial—Populagio final)

Sobrevivéncia (%) = Populagio ficia] x 100 (2)
. —1y _ (Log(peso final)-Log (peso inicial))
TCE (% dia ) - Dla de cultivo x 100 (3)

(Biomassa final—Biomassa nicial)

Produtividade (Ka.m™3) = : : (4)
Volume da unidade experimental

Para as biometrias semanais, foram amostrados de 20% a 30% dos peixes por unidade

experimental para acompanhar crescimento e realizar as adequacdes no manejo alimentar.
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3.8 Analises hematologicas

Cinco peixes por UE (15 por tratamento e controle) foram anestesiados com

eugenol (50 mg L-') para a realizagdo das analises hematoldgicas no final do experimento.
O sangue foi coletado por pun¢dao do vaso caudal com auxilio de uma seringa contendo
solugdo anticoagulante EDTA 10%.

Um total de 5 pL de sangue foi usado para fazer duplicatas de extensdes
sanguineas coradas com May-Grunwald-Giemsa-Wright para a contagem diferencial dos
leucécitos, bem como contagem total dos globulos brancos e trombocitos pelo método
indireto (Ishikawa et al., 2008).

A concentragdo de hemoglobina foi analisada pelo método cianometa-
hemoglobina descrito por Collier (1944) utilizando amostras de 16 pL. Os indices
hematimétricos (Volume Corpuscular Médio - VCM, Hemoglobina Corpuscular Média - HCM
e Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média - CHCM) foram determinados a partir do
hematocrito, da hemoglobina e da contagem de eritrocitos (Ranzani-Paiva et al., 2013) de

acordo com as seguintes equacdes:

VCM = Hematocrito X 10 (1)

Numero de eritrécitos

Hemoglobina X 10
HCM = ——=T29 2027 @)
Numero de eritrécitos
Hemoglobina X 100
CHCM = (3)

Hematoécritos

Para quantificar o nimero total de eritrocitos (RBC) na camera de Neubauer, foi

utilizada uma amostra contendo 5 mL™' de sangue, a qual foi adicionado 1 mL da solugao
de Dacie (5 % grama : volume) de citrato de sédio, 1% de formalina 37-40% e 0,2 % de
cloreto de tolonio, adicionados em 100 mL de agua destilada, de acordo com Blaxhall &

Daisley (1973).
3.9 Analises estatisticas

Inicialmente os dados foram testados para normalidade (Kolmogorov-Smirnov) e

homoscedasticidade (Levene). Posteriormente, foram comparados por ANOVA
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unifatorial, e quando houve diferenga significativa, foi realizado teste de Tukey de separagao
de médias. As analisesforam realizadas no software Statistica 8.0 (StatSoft Inc.) com 5%

de significancia. Todos os dados estao apresentados como média e desvio padrao.

4 RESULTADOS

4.1 Qualidade da agua

Nao foram observadas diferencas significativas (P>0,05) nas variaveis de

qualidade de 4gua, entre os tratamentos (tabela 1).

Tabela 1. Variaveis fisicas ¢ quimicas da agua do sistema de bioflocos no cultivo de tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) por 36 dias.

Variavel U-0 U-1 uU-2 U-4 p-valor

Temp. (°C) 29,02 + 0,38 28,74 £ 0,46 28,59 + 0,40 29,11 £ 0,44 0,47
OD (mg L) 6,43 £0,11 6,51 +0,19 6,47+0,13 6,29 £0,14 0,32
pH 7,00 £ 0,10 6,99 £0,10 7,01 £0,11 6,75+ 0,56 0,68
Alc (mg L) 67,31 £ 13,44 69,19 +5,27 58,84 £10,07 63,50 + 8,66 0,60
TAN — N (mg L) 3,12+£0,49 2,36 + 0,44 2,20+ 0,36 2,53 +1,77 0,68
Nitrito (mg L) 56,47 + 52,46 60,12 + 58,03 49,85 + 28,34 39,79 + 14,35 0,86
Nitrato (mg L) 371,74 £ 55,00 317,10 £ 98,70 296,68 £ 69,23 404,15 +£70,78 0,33
Condut (uS) 824,64 + 22,71 764,82 + 137,98 759,61 £143,83 921,37 £ 124,70 0,35
Vol. do floco (ml L) 18,83 £ 15,03 31,69 £ 12,88 22,89 +£9,82 24,01 £6,38 0,79

SST (mg L) 280,24 + 21,66 315,41 £ 41,61 308,44 + 19,15 288,15+ 13,07 0,37

Os valores estdo apresentados como média + desvio padrdo. U-0 = grupo controle. U-1 = tratamento com a inclusdo
de 1% da Ulva. U-2 = tratamento com a inclusdo de 2% da Ulva. U-4 = tratamento com a inclusdo de 4% da Ulva.
Temp = temperatura. OD = oxigénio disponivel. ALC = alcalinidade. TAN — N = nitrogénio amoniacal total.
Condut = condutividade. Vol. do floco = volume do floco. SST = s6lidos suspensos totais. * Indica diferencas

estatisticas (p < 0,05).

4.2 Indices zootécnicos
Os peixes suplementados com U-4 apresentaram peso final e ganho de peso
semanal significativamente maior em relacdo aos demais tratamentos e controle. A TCE e
produtividade foram maiores no tratamento U-4 em relagcdo ao controle U-0 e tratamento
U-1, enquanto U-2 ndo divergiu entre os demais tratamentos e controle. Os valores de fator
de conversao alimentar e sobrevivéncia nao apresentaram diferencas significativas

(p>0,05) entre os tratamentos e o grupo controle (TABELA 2).
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Tabela 2. Desempenho zootécnico de Oreochromis niloticus alimentada por 36 dias com dietas com adigdo de

diferentes niveis de Ulva ohnoi.

Variavel U-0 U-1 U-2 U-4 p-valor
Peso Inicial (g) 3,25+0,02° 3,24 +0,02° 3,27 +0,02° 3,23 +£0,02° <0,05
Peso final (g) 11,38 1,212 12,62 £0,712 11,68 £1,26* 14,70 £ 0,39° 0,011
GPS (g semana™') 1,63 £ 0,24 1,88 +0,15 1,68 +0,26° 2,294 0,07° 0,011
FCA 1,58 £0,21* 1,41 +£0,082 1,43£0,112 1,32 +0,1* 0,26
Sobrevivéncia (%) 99,33 +1,15° 100,00 £ 0,0 96,00 + 5,292 99,33 + 1,152 0,34
TCE (%.dia™) 1,55 +0,14° 1,68 +0,08° 1,58 £0,14%® 1,88 +0,03° 0,021
Produtividade (kg m™) 1,90 + 0,227 2,13+£0,13° 1,87 £0,28%® 2,42£0,07° 0,028

Os valores estdo apresentados como média = desvio padrdo. U-0 = grupo controle (ndo suplementado). U-1 =
tratamento com a inclusdo de 1% da Ulva. U-2 = tratamento com a inclus@o de 2% da Ulva. U-4 = tratamento com
a inclusdo de 4% da Ulva. GPS = ganho em peso semanal. FCA = fator de conversdo alimentar. Letras diferentes
entre os tratamentos sdo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (P<0,05).

4.3 Parametros hematoldgicos

A contagem das células vermelhas, células brancas, assim como o volume corpuscular

médio, hemoglobina corpuscular média e concentracdo de hemoglobina corpuscular média

foram estatisticamente similares para todos os tratamentos, exceto a hemoglobina que

apresentou menor valor no grupo controle (p>0.05) (TABELA 3).

Tabela 3. Parametros hematologicos de juvenis de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) alimentados por 36 dias
com dietas com adigdo de diferentes niveis de Ulva ohnoi.

Variavel U-0 U-1 U-2 U-4 p-valor
Hematécritos (%) 17,76 + 6,63 2223+837  21,14+6,74 22,70 +5,66 0,11
Hemoglobina (g dL-1) 16,13 + 0,06 17,71 £0,00> 17,79 +0,00> 17,48 +0,00° <0,05
Eritrocitos (x 100 uL-1) 3,63+ 0,89 4,07+1,59 3,53+1,20 3,09+ 1,12 0,21
Tromboécitos (x 103 pL-1) 8,69 + 4,07 10,10£324  7,11+1,86 5,87+2,78 0,41
Leucocitos (x 103 pL-1) 31,80 + 7,44 3594+12,77 34,15+1581  34.67+ 1443 0,50
Linfocitos (x 103 pL-1) 18,60 + 0,44 1821+9,79  1843+9,14  18,40+7,74 0,50
Eosinéfilos (x 103 pL-1) 2,10+2,33 3,66 + 3,56 2,4 +2,64 1,71 + 1,94 0,31
Neutrofilos (x 103 uL-1) 4,06 +2,65 7,20 +4,13 8,2 +4,21 8,64 3,23 0,48
Mondcitos (x 103 pL-1) 1,88+ 1,18 4,60 + 3,72 3,93 £331 528+412 0,33
Basofilos (x 103 pL-1) 0,27 0,40 2,27 +2,34 124142 0,64 + 0,84 0,35
VCM (fL) 46,57+1522  56,67+17,34 62,51+16,94 7598 +23.86 0,46
HCM (10° - pg) 44,29 £9,30 44774905  51,60+9,53 57,83 +13,69 0,48
CHCM (gdL™) 105,10 £ 46,47  81,02+11,02  83,81+9,80 77,22 +5,50 0,25

Os valores estdo apresentados como média + desvio padrao. U-0 = grupo controle. U-1 = tratamento com a inclusao
de 1% da Ulva. U-2 = tratamento com a inclusdo de 2% da Ulva. U-4 = tratamento com a inclusdo de 4% da Ulva.

VCM = volume corpuscular médio. HCM = hemoglobina corpuscular média. CHCM = concentragdo de
hemoglobina corpuscular média. Letras diferentes entre os tratamentos s@o estatisticamente diferentes de acordo
com o teste de Tukey (P<0,05).
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5 DISCUSSAQ

O intervalo de temperatura do presente trabalho se manteve entre 28-29 °C, o que
¢ considerado ideal para o crescimento e sobrevivéncia de juvenis de O. niloticus (Santos
et al., 2013). O intervalo de oxigénio dissolvido foi de 6,29-6,51 mg L!, niveis também
considerados 6timos para a espécie (Tran-Duy, 2012).

Durante o ensaio, o pH se manteve dentro do intervalo ideal para a sobrevivéncia
da tilapia-do-nilo, segundo Ostrensky e Boeger (1998). A estabilizagao das bactérias no
sistema pode demorar até seis semanas, havendo primeiro a dominéncia das bactérias
heterotroficas, por apresentarem um crescimento rapido (Avnimelech, 2012) e, entre a
segunda e terceira semanas, apos o inicio da inclusdo da fonte de carbono, a estabilizacao
das bactérias autotroficas (Wasielesky et al.,2013), pois possuem um crescimento lento e
sdo responsaveis por converter os compostos nitrogenados a nitrato (Krummnenauer et al.,
2013). Durante este periodo ¢ comum a elevagao das concentragdes de pH, assim como as
de nitrogénio amoniacal, além do consumo de oxigénio dissolvido pelos microrganismos
(Avnimelech, 2011, Crab, 2012).

Mesmo ndo havendo diferencas significativas entre os tratamentos, houve uma
tendéncia a diminuir o pH, o que pode ser explicado pelo consumo de carbono inorgéanico
pelas bactérias autotroficas e heterotroficas que formam a biomassa microbiana (Ebeling
etal. 2006). Narelacao C:N 10:1, a diminui¢do pode ocorrer devido a um nimero suficiente
da populacdo de bactérias nitrificantes que consomem alcalinidade. De acordo com Chen
et al. (2006), cada grama de NAT oxidada a N-NO3 consome cerca 7,07 g de alcalinidade
para produzir 0,17 g de biomassa bacteriana. Por sua vez, Ebeling et al. (2006), estimaram
que para cada grama de NAT assimilado em biomassa microbiana, 3,57 g de alcalinidade
sdo consumidos para produzir 8,07 g de biomassa.

No presente trabalho, a maturacdo do biofloco se deu 3 dias antes do povoamento,
o que prejudicou a qualidade da agua e, consequentemente, na contribui¢cao dos agregados
microbianos para um melhor desempenho zootécnico de juvenis de Oreochromis niloticus,
0 que esta diretamente relacionada com a disponibilidade do floco. Quando em ambiente
natural, os flocos microbianos sofrem ao longo do tempo alteragdes de tamanho e estrutura
devido a fatores bioldgicos e fisico-quimicos. Uma vez iniciado o processo de agregagao,
induzido principalmente devido ao muco produzido por algumas bactérias, esse material tende
a se fragmentar ao longo do tempo até o momento onde, devido ao alto peso molecular

alcancado, ocorre uma dissociacdo, dando origem a particulas menores e, assim,
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sucessivamente (Emerenciano et al., 2007).

Os niveis de nitrogénio amoniacal total (TAN-N) variaram de 2,20 a 3,12 mg L"!,
apresentando valores superiores ao nivel ideal de 1,0 mg L' na segunda semana de cultivo.
Para tentar manter as concentracdes de amodnia dentro do ideal, foram realizadas
fertilizagdes com agucar organico (Hargreaves, 2013) em todos os tratamentos € no controle,
mantendo uma relacdo C:N (10:1). A baixa relagdo C:N foi utilizada como forma de
minimizar aumentos abruptos da amonia, mantendo, além das bactérias heterotroficas, o
grupo quimioautotréfico (autotréfico) associado ao bioflocos (Avnimelech, 2012, Ray &
Lotz, 2014). A toxicidade depende da concentragdo da amonia ndo ionizada (NH3). No
presente trabalho, a concentragdo de amonia ndo ionizada ndo ultrapassou 0,1 mg L', que é
o nivel considerado prejudicial a tilapia (EI-Sayed, 2006).

Aumento nos niveis de nitrato foram observados na 3% e 4* semanas, enquanto os
maiores valores de nitrito ocorreram a partir da 2* semana de cultivo. O nitrito € um produto
intermediario do processo de transformacao da amonia em nitrato, podendo ser toxico para
os peixes (Avnimelech, 2009), e o seu acimulo ¢ comum em sistemas intensivos (Azim &
Little, 2008). O efeito téxico do nitrito depende em grande parte do pH e da concentragao
de cloro (CI) (Tomasso et al 1979). Para evitar efeitos toxicos de possiveis picos de nitrito,
foi aplicado NaCl desde o inicio do ensaio. Os ions cloreto do NaCl reduzem a toxicidade
do nitrito, possivelmente porque inibem sua a através das branquias (Atwood et al., 2001,
Yanbo et al., 2006). Por outro lado, o nitrato tem menor potencial toxico, mas o excesso de
sua concentragdo na aquicultura pode ocorrer devido a limitagdo da dgua. Por ser produto
final da nitrificagdo (Timmons e Ebeling, 2007), o nitrato tende a se acumular em sistemas
de cultivos intensivos (Juhn et al., 2010). No presente trabalho, os niveis de nitrato variaram
de 296,68 a 404,15, o que nao afetou o consumo de alimentos, uma vez que, segundo
Rakocy et al. (2000), para que o consumo de alimentos em tildpias seja afetado, as
concentracdes devem estar entre 600 ou 700 mg L.

Valores de alcalinidade inferiores a 100 mg L™! foram observados no decorrer do
experimento em todos os tratamentos e no controle (58,84 a 69,19 mg L™"). A diminuicio
da alcalinidade foi corrigida com a adig¢ao bicarbonato de sdédio. De acordo com Silva &
Costa (2013), para o bom desenvolvimento do cultivo, bem como para a formagao do
bioflocos, a 4gua deve apresentar alcalinidade igual ou superior a 20 mg L™}, valores estes
encontrados neste trabalho.

A concentragdo de sélidos suspensos totais (SST) aumentou ao longo dos 36 dias

de cultivo (280,24 a 315,41 mg L"), alcancando pico na 3* semana. Através da adi¢do de
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fonte de carbono organico, hd um acréscimo na produgao de sélidos suspensos, compostos
principalmente pelas bactérias autotréficas e heterotroficas (Luo et al., 2013). Essas bactérias,
ao aumentarem a sua biomassa, incrementam consequentemente os SST, além do conteudo
proteico da dieta e a taxa de excrecao do nitrogénio dos peixes cultivados (Monroy et al., 2013).
Esses valores estdo situados dentro dos niveis recomendados e observados em sistemas de
producdo de BFT para espécies de peixes tropicais, como as tildpias. Como proposto por
Emerenciano et al. (2017), concentragdes abaixo de 500 mg L' sdo tidas como normais para o
sistema BFT.

Os so6lidos sedimentaveis (volume do bioflocos) sdo um dos fatores limitantes mais
importantes para aumentar a produtividade de forma estavel em sistemas de aquicultura
(Ebeling et al., 2006). A sua formacdo iniciou-se desde o inicio do experimento, com
valores méaximos atingidos na 5* semana. Esse aumento foi, provavelmente, favorecido
pela adicdo dos agucares e das baixas taxas de troca de agua, alimentagdo continua e
crescimento bacteriano (Van Wyk, 2006). Segundo Samocha et al. (2007), ocorre uma
variacdo na concentragdo dos flocos microbianos ao longo do tempo e isso ¢ influenciado
por fatores como produc¢ao, biodegradagdo e o consumo pelos organismos cultivados.

Peixes alimentados com dieta suplementada com U-4 apresentaram melhor
desempenho zootécnico, como peso final (14,70 + 0,39 g), ganho em peso semanal (2,29 +
0,07g semana’'), taxa de crescimento especifico (1,88 = 0,03 %dia™') e produtividade (2,42 +
0,07 kg m) quando comparados ao controle, corroborando com o trabalho de Ergiin et al.
(2009), que relataram um aumento no desempenho de crescimento de tildpias-do-nilo
suplementadas com baixos niveis de farinha de Ulva (5%) em relacdo a dieta controle. Por
outro lado, Suryaningrum & Samsudin (2020) demostraram que tilapias-do-nilo
alimentadas com dieta suplementada com concentragdes mais altas (10%, 20% e 30% de
Ulva sp.) nao apresentaram diferengas significativas para performance de crescimento
quando comparados aos peixes nao suplementados. A inclusdo de concentragcdes maiores
utilizadas por estes ultimos autores provavelmente, foi pensando nos aspectos nutricionais
da utilizagdo da Ulva sp. No presente trabalho, como a concentrac¢do € pequena, a tendéncia
¢ que o crescimento tenha sido promovido pelos compostos bioativos da Ulva, e ndo pela sua
composi¢ao nutricional.

Os resultados obtidos tanto por Ergun et al. (2009) e Suryaningrum & Samsudin
(2020) indicam que a inclusao de farinha de algas marinhas demonstrou um efeito benéfico
sobre os peixes suplementados. Suryaningrum & Samsudin (2020) em particular, ao

suplementarem a dieta de tildpias em niveis de até 20% de Ulva sp., observaram que nao
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houveram efeitos negativos sobre o peso final e crescimento dos peixes e na eficiéncia de
utilizagdo da racdo, entretanto, a inclusdo de niveis de até 10% resultou em peixes com maior
desempenho zootécnico.

A suplementagao com a Ulva nao afetou na taxa de sobrevivéncia dos juvenis de
tilapia-do-nilo (98,44 £+ 0,38 %). Resultados similares foram encontrados por Suryaningrum &
Samsudin (2020), com indices de sobrevivéncia de 98 a 98,7%. Os resultados demonstram que
a adi¢ao da farinha de Ulva nao tem influéncia sobre os parametros da qualidade de agua e,
consequentemente, na taxa de sobrevivéncia da tilapia.

A saude dos peixes depende principalmente da ingestdo de alimentos. A
suplementagdo dietética com imunoestimulantes naturais tem efeitos positivos nos animais
cultivados, pois podem alterar algumas atividades do sistema imune inato e aumentar a
resisténcia a doengas. Além disso, sdo seguros para a saude humana e o meio ambiente (Ortufio
et al., 2002).

Apesar de possuir uma grande quantidade de carboidratos de baixa digestibilidade,
o que pode reduzir as taxas de crescimento, a utilizacdo das algas em baixas concentragdes
exerce um potente efeito prebiodtico, conferindo aos animais cultivados um melhor
desempenho zootécnico (McHugh, 2003), promovendo o equilibrio da flora
gastrointestinal,aumentando a digestdo e absor¢ao de nutrientes e resultando em melhores
taxas de crescimento (Evans & Critchley, 2013), além de resultar em ganhos na
produtividade.

Os resultados deste trabalho ainda mostraram que dietas suplementadas com 3
niveis diferentes de farinha de Ulva, ndo alteraram o perfil hematologico dos juvenis de
tilapia-do-nilo. A elevagao da hemoglobina nos peixes demonstra a capacidade da farinha
de Ulva de estimular a hematopoiese, respostas imunes e de estresse (Faggio et al., 2014)
e estado de satde (Adel et al., 2016) dos peixes. Um aumento no nivel de hematocritos em
tilapias alimentadas com U. clathrata foi observado por Del Rocio & Fajer-Avila (2017).
O aumento na concentracdo da hemoglobina pode ser decorrente do maior consumo de
oxigénio durante a resposta ao estimulo estressante ocasionado pelos altos valores de nitrito
e nitrato nos sistemas de cultivo, o que provocou um aumento da atividade metabdlica dos

peixes.

6 CONCLUSAO

A inclusao de 4% da macroalga verde U. ohnoi nas dietas de juvenis de tilapia-do-
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nilo (O. niloticus) promove seu desempenho zootécnico, quando criadas em sistema de
biofloco, sem comprometer as varidveis de qualidade de agua ou alterar o perfil

hematoldgico dos peixes.
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