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Influéncia da propolis no crescimento e na microbiologia intestinal de alevinos e juvenis

de tilapia

Experimento I: Extrato de propolis como promotor de crescimento para alevinos de tilapias

do Nilo e sua influéncia na microbiologia intestinal

Experimento II: Efeito do extrato de prépolis da regido oeste do Parana no desempenho e

microbiologia intestinal de pds-larvas de tilapias do Nilo

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a inclusdo de niveis crescentes do extrato da
prépolis produzida na regido Oeste do Parand como promotor de crescimento durante a
alevinagem (experimento 1) e a reversdo sexual (experimento 2) da tilapia do Nilo criados em
alta densidade de estocagem. No experimento 1, 600 alevinos foram distribuidos num
delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e seis repeticGes em 30 tanques
de 60 litros. No experimento 2, 1.800 pds-larvas foram distribuidas na mesma estrutura e
delineamento semelhante ao experimento |. Os tanques estavam dispostos em sistema de
recirculacdo da agua com biofiltro central. O trabalho teve 5 tratamentos com niveis
crescentes de inclusio de extrato de propolis (10, 20, 30 e 40 mL/kg™ de ragdo) e uma racéo
controle. Ao final do periodo experimental, todos os alevinos de cada unidade experimental
foram contados, pesados e medidos individualmente para a determinagdo dos parametros
médios de peso final, comprimento final, comprimento padrdo. Para avaliacdo da altura dos
vilos, foram utilizados trés exemplares e mais trés animais para avaliacdo da diversidade de
bactérias intestinais. Também para o experimento 1 foram utilizados trés alevinos para

retirada do hepatopancreas para determinacdo do indice hepatossoméatico. Houve uma



resposta quadratica (p<0,05) do fator de condicdo corporal, que apresentou um efeito
quadratico para ambas as fases de crescimento avaliadas. A inclusdo do extrato de prépolis da
regido Oeste do Parand em racdes para as duas fases testadas, proporcionou um aumento na
diversidade da microbiota intestinal.

Palavras chave: aditivos alimentares, alevinagem, larvicultura, nutricdo de peixes.



Propolis influence on growth and intestinal microbiology fingerlings and juvenile tilapia

I Propolis extract of western Parana as a growth promoter for fingerlings of tilapia Nile

subjected to high density storage

Il Effect of propolis extract of western Parana performance and intestinal microbiology post-

larvae of tilapia

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the inclusion of increasing levels of propolis
extract produced in western Parana as a growth promoter during the spawning grounds
(experiment 1) and sex reversal (experiment 2) of Nile tilapia reared in high density storage.
In experiment 1, 600 fingerlings were distributed in a completely randomized design with five
treatments and six repetitions in 30 tanks of 60 liters. In experiment 2, 1800 post-larvae were
distributed in the same structure and design similar to experiment I. The tanks were arranged
in water recirculation system with central biofilter. The work had 5 treatments with increasing
levels of propolis extract of inclusion (10, 20, 30 and 40 mL / kg™ of diet) and a control diet.
At the end of the trial period, all fingerlings each experimental unit were counted, weighed
and measured individually to determine the mean parameters of final weight, final length,
standard length. To evaluate the height of the villi were used triplicate and three animals to
evaluate the diversity of intestinal bacteria. Also for the experiment 1 were used three
fingerlings for removal of the hepatopancreas to determine the hepatossomatic index. There
was a quadratic response (P <0.05) body condition factor, which had a quadratic effect on

both growth phases evaluated. The inclusion of propolis extract of Parana West Region in



diets for the two tested phases, resulted in an increase in the diversity of the intestinal
microbiota.

Key words: food additives, nursery, hatchery, fish nutrition
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1. INTRODUCAO GERAL

A piscicultura nacional é um ramo da zootecnia que estd em evidéncia atualmente, fato
este relacionado com a grande aptiddo do pais para este tipo de atividade, como o clima
adequado e grande disponibilidade de agua, excelente qualidade nutricional do pescado. Do
ponto de vista social, a piscicultura pode fornecer renda para a populagdo local, tanto como
trabalhadores formais em empresas de grande porte, bem como em pequenas associagdes de
produtores ou cooperativas (MEURER et al., 2009). Dentro das espécies mais comumente
cultivadas estdo as de origem exoética, como € o caso da tilapia do Nilo.

Segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO), a
Oreochromis niloticus, foi a espécie mais difundida entre os anos 1960 e 1980, devido suas
qualidades zootécnicas, como o rapido crescimento, a resisténcia a altas densidades ¢ alta taxa
de reproducdao (KUBITZA, 2000). Atualmente, a tilapia € cultivada em todos os continentes,
principalmente nas d4reas tropicais, sendo catalogados pela FAO mais de 140 paises
produtores (FITZSIMMONS, 2015). Com o aumento da pressdo quanto a intensidade da
producdo, os consequentes problemas com a qualidade da d4gua podem levar a ocorréncia de
enfermidades, ocasionando relevantes prejuizos para a piscicultura (KUBITZA, 2005).

Os problemas advindos de enfermidades levam a prejuizos na piscicultura, resultado
provocado pelo emprego de altas densidades em sistemas de producdo, afetando o
desenvolvimento econdmico do setor (KUBITZA, 2005). Com o crescimento da piscicultura
intensiva no Brasil, observa-se o aumento da ocorréncia de patologias nos sistemas de
producdo, onde as bactérias do género Aeromonas sao as causadoras de consideraveis perdas
na piscicultura (COSTA, 2003).

Em funcéo dos problemas advindos com a utilizagdo de antibidticos em ragdes animais,

a Unido Europeia restringiu o uso de alguns destes, tais como a tilosina, virginamicina,
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espiramicina e bacitracina de zinco (JIN et al., 2000), bastante utilizados como promotores de
crescimento, particularmente em monogastricos, como suinos e aves (DENLI et al., 2003).

A busca por promotores de crescimento que ndo promovam problemas de resisténcia
bacteriana e residuos na carne tém levado a pesquisas em direcdo de produtos naturais. As
investigacOes sobre as propriedades antibio6ticas da propolis tém sido conduzidas, sobretudo,
na area médica e veterinaria, onde o produto tem demonstrado uma eficiente atividade
bacteriostatica e bactericida em relacdo a diversos géneros de bactérias gram positivas tanto
gram negativas (MAZZUCO et al., 1996; GARCIA et al., 2004; CUESTA et al., 2005).

A prépolis tem sido empregada amplamente na preparacdo de medicamentos em
diversos paises do mundo, inicialmente na Europa e Asia e mais recentemente em alguns
paises da América do Sul e Central. A propolis oferece a vantagem de ser um produto natural
e sua utilizacdo na area zootécnica pode substituir ou reduzir o uso de quimioterapicos
(GARCIA et al., 2004).

Poucos séo os trabalhos com extrato da propolis como promotores de crescimento em
peixes. Em funcdo dos dados coletados da literatura com outras espécies, 0 seu estudo pode
proporcionar impactos significativos a piscicultura, especialmente sobre as fases iniciais do
cultivo da tilapia do Nilo.

Na busca de trazer medidas sanitarias para amenizar os problemas de doencas e
enfermidade na producdo da tilapia do Nilo, principalmente nas fases iniciais, o trabalho
prop0s a utilizacdo de prépolis da regido Oeste do Parand, que é um produto abundante da
regido e tem efeitos como promotor de crescimento, e diversas fungdes bioldgicas no
organismo dos animais desde fungdes antimicrobianas, antifungicos, antiprotozoario, levando
até a melhora do sistema imunolégico. A utilizacdo deste produto busca melhorar a producao
das tilapias em termos de sanidade, melhorando a produtividade, a qualidade dos peixes

comercializados em todas as fases, e até levando ao produtor agregar maior valor ao seu



15

produto final. Esse peixe tratado com propolis pode servir como estratégia de mercado,
levando a maior aceitacdo e procura pelo consumidor final.

Assim os estudos aqui propostos possibilitardo um aumento de conhecimento técnico-
cientifico da utilizacdo do extrato de prépolis do Oeste do Parand. Os resultados servirdo
como subsidios a futuros trabalhos com outros produtos naturais, além de poder ser utilizado
como ferramenta simples para geracdo de conhecimento basico que servindo como ponto de
partida para criacdo de novas tecnologias, além da divulgacdo e implantacdo dos resultados

para piscicultores e até para as industrias.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONTEXTO DA AQUICULTURA

Nos ultimos 30 anos a deplecdo nos estoques pesqueiros naturais provocou um
aumento exponencial na atividade aquicola. Segundo a FAO (2012) esta € a atividade de
producdo de alimentos que mais cresce hoje no mundo. O Brasil vem obtendo destaque na
aquicultura na América do Sul em funcéo do grande area de aguas continentais e uma area de
5.500.000 hectares de lamina d’agua, representada pelos 72 reservatorios (BRASIL, 2012),
oferecendo um enorme potencial para producédo e desenvolvimento (FAO 2012).

A pesca extrativista vem diminuindo no decorrer dos anos, certamente por ndo ocorrer
um planejamento de captura e controle dos ciclos de reproducao e também o tempo necessario
de recuperacdo dos estoques pesqueiro, aonde nos Gltimos anos vem atingindo seus limites,
tendo como alternativa a atividade aquicola pra supressdo de pescado para o consumidor
(SIDONIO et al., 2012).

A média de consumo mundial per capita de pescado aumentou 85% de 1960 para
2009 (FAO, 2010), mostrando que a aquicultura desenvolve um papel econémico e social de
grande importancia para a producdo de alimentos, gerando empregos, renda e igualdade
social. Entre 2004 a 2009, o crescimento do consumo de pescados foi de aproximadamente
13% no acumulado, em 2009 o consumo per capita mundial foi de 17,2 kg/hab/ano (FAO,
2010). Em 2011 o consumo per capita aumentou para 18,8 kg/hab/ano (FAO, 2012)
representando um acréscimo importante para a aquicultura.

No Brasil o consumo de pescado € 11,17 kg por habitante por ano (BRASIL, 2013),

valor ainda abaixo do minimo recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude, que é de 12
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kg por habitante por ano (FAO, 2012), mas 14,5% a mais do que em relacdo ao ano anterior
(BRASIL, 2010).

A procura por alimentos mais saudaveis e a queda na pesca tem acelerado o
crescimento da aquicultura, passando de 278 mil toneladas em 2003 para 415 mil em 20009,
aumento de 35% em menos de uma década, no ano de 2010 foram produzidos 1.264 mil
toneladas, sendo 62% oriundos da pesca e 0s outros 38% provenientes da aquicultura
(BRASIL, 2012). Estimativas indicam que para 2018 a producdo oriunda da aquicultura
ultrapasse a pesca por captura, chegando a 52% de todo o pescado em 2021, segundo a (FAO,
2012).

De maneira isolada a producdo de tilapia aumentou 105% em apenas sete anos (2003-
2009). Em conjunto, a aquicultura cresceu 43,8%, entre 2007 e 2009, tornando a producéo de
pescado a que mais cresceu no mercado nacional de carnes no periodo (MPA, 2010).

Com o aumento acelerado da atividade aquicola, surge a necessidade de aumento na
produtividade, intensificando os sistemas de producdo (MOESCH, 2014). Quando a atividade
aquicola cresce, verifica-se claramente a necessidade de aumento de indices de produtividade
da piscicultura. Este aumento de produtividade implica em intensificacdo dos sistemas de
producao.

Entre os beneficios socioecondémicos da aquicultura pode-se destacar: alimento,
emprego e recursos por meio de métodos, sistemas de cultivo e espécies criadas. Ela ainda
aumenta o acesso direto ao alimento, incluindo o peixe para consumo doméstico para pessoas
de baixa renda. As espécies mais baratas no mercado muitas vezes possuem ciclo curto de
producdo, 0 que requer baixo investimento e assim pouco capital investido (WILLIAMS,
1997).

Vaérios problemas sdo relacionados a esta intensificagdo da atividade, entre eles a

maior quantidade de efluentes gerados e emitidos, os surtos de doengas que acarretam 0 USO
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de quimicos, entre outros (FERREIRA & BARCELLOS, 2008). Mas estes problemas néo
causam somente prejuizos para a produgdo, mas também para 0 meio ambiente como perdas
na biodiversidade esgotamento dos recursos hidricos, portanto é necessario reduzir ao minimo
0 impacto sobre o meio ambiente na busca de tornar aquicultura cada vez mais sustentavel

(VALENTI, 2002).

2.2 HISTORICO SOBRE A TILAPIA

A tilapia é um peixe de agua doce que pode ser criada também em agua estuarina ou
salobra (MEURER & HAYASHI., 2003). Pertence a familia Cichlidae, nativa da Africa,
foram introduzidas em diversas regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo durante
a segunda metade do século XX (EL-SAYED, 2006).

De acordo com AZEVEDO (1955), as primeiras espécies de tilapia trazidas para o
Brasil chegaram ao Estado de S&o Paulo em 1953, embora MAINARDES-PINTO et al.
(1989) afirmaram que tilapia do Nilo foi introduzida no Brasil em 1971, sendo uma das
espécies que melhor se adaptou ao nosso clima.

Sua criacdo tem aumentado de forma exponencial, sendo 0 segundo grupo de peixes
de &gua doce em escala de producdo mundial, inferior somente ao grupo das carpas (MPA,
2014). Em 2011, a produgdo de tilapias foi de 254 mil toneladas, o que correspondeu
aproximadamente a 46,6% da producdo de peixes de agua doce no Brasil. No ano de 2010, foi
a espécie mais utilizada na piscicultura brasileira (39,4%), seguido pela criacdo de carpa
(23,9%), tambaqui (13,8%) e pacu (5,4%). Estes dados demonstram que ha alguns anos a
tilapicultura € responsavel por mais ou menos 50% do consumo de carne de peixe nacional

(MPA, 2014).
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Diversos fatores incentivaram a disseminacgédo da tilapia do Nilo por todo o territorio
nacional, obtendo maior destaque sua maturidade sexual precoce e facilidade na reproducéo
(GAMA, 2008); alta taxa de crescimento (LOPERA-BARRERO et al., 2011); adaptabilidade
em diversas condi¢cdes de criacdo, bem como tolerancia a altas densidades de estocagem e a
niveis criticos de oxigénio dissolvido (FERREIRA et al., 2011). Outras caracteristicas que a
tornam uma espécie promissora sdo 0s requisitos tipicos dos peixes preferidos pelo mercado
consumidor como carne branca de textura firme e sabor delicado, auséncia de espinhas
intramusculares (JORY et al., 2000)

As principais caracteristicas que a tilapia possui sdo a tolerancia a ma qualidade da
agua, boa aceitabilidade a uma variedade de alimentos tanto natural quanto artificiais, facil
reproducdo, resisténcia a altas densidades de estocagem, além de possuir um excelente
rendimento de filé (HILSDORF, 1995). A nutricdo adequada desta espécie é importante para
a sua cadeia produtiva, pois geralmente para a aquicultura o custo da racdo varia de 50 a 70%
do custo total da criacdo (BOSCOLO et al., 2001) demonstram héabito alimentar onivoro,
qguando criadas em altas densidades, aceitando facilmente uma alimentacdo artificial

(CYRINO & FRACALOSSI, 2013).

2.3 ENDEMIAS

O aumento da atividade da aquicultura pelo uso de altas densidades de estocagem,
manejo intenso e grande aporte de nutrientes nos corpos de &gua, traz como consequéncia o
risco de epidemias causadas por bactérias patogénicas (CYRINO & CONTE, 2006; EL-
SAYED, 2006). A manutencdo de altas densidades de populacdes de peixes em areas
limitadas favorece o surgimento e a propagacdo de doencas responsaveis por grandes

mortalidades e perdas econdmicas significativas (COSTA, 2003).
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As doencas de peixes sdo fatores limitantes no desenvolvimento em um sistema
aquicola, e dentre os varios patdgenos, as bactérias provavelmente constituam o grupo de
agentes etioldgicos economicamente mais significantes na aquicultura mundial (PAVANELLI
et al.,, 1998). Isto ocorre devido as espécies de peixes serem susceptiveis a infeccOes
bacterianas, ndo sendo possivel evitar sua propagacdo, uma vez que estes microrganismos
ocorrem naturalmente no ambiente aquéatico e fazem parte da flora microbiana normal dos
organismos aquaticos (COSTA, 2003).

A aquisicao de animais de baixa qualidade sanitaria € um entrave para o cultivo, sendo
um dos problemas mais impactante para a disseminacdo de doencas no sistema, onde 0S
animais jovens sdo portadores assintomaticos e a enfermidade manifesta-se na fase adulta.
Nesse caso como a deteccdo ndo é realizada na aquisi¢do dos alevinos, os peixes sdo alojados
nos sistemas de cultivo, disseminam o agente etiolégico no plantel (LEAL, 2009).

A larvicultura e alevinagem sdo as fases iniciais do cultivo, sendo consideradas etapas
fundamentais para o sucesso de empreendimentos comerciais de producdo dessa espécie. A
tilapicultura no Brasil é caracterizada pela presenca na cadeia produtiva de poucas unidades
de reproducdo e diversas unidades de engorda. Desse modo, cada larvicultura no pais costuma
fornecer pos-larvas, alevinos e juvenis para propriedades em diferentes regides geogréficas,
facilitando a difusdo de agentes infecciosos por todo o territério nacional (LEAL, 2009).

Muitos dos agentes com potencial patogénico ainda ndo foram identificados e 0s
processos inflamatérios, infecciosos e disturbios do crescimento merecem estudos mais
aprofundados para a piscicultura nacional (TORANZO et al., 2004). Alguns destes agentes ja
vém causando prejuizos nos cultivos de tilapias, como bactérias dos géneros Aeromonas,
Streptococcus, Flavobacterium e infestagcdes por parasitos do grupo dos tricodinideos , bem
como a disseminacédo destes agentes entre as propriedades (COSTA, 2003; LEAL, 2009). Os

principais fatores de risco associados a epidemias ocasionadas por esses patdgenos sdo o



21

emprego de altas densidades de estocagem, estresse dos animais e elevagdo da temperatura da

agua, todos comumente verificadas na maioria das tilapiculturas nacionais (ARANA, 2004).

2.4 UTILIZACAO DE ANTIBIOTICOS

Dentro da piscicultura nacional, bem como em outras linhas de producdo animal,
ocorria a inclusdo de antibidticos na racdo, com o objetivo de diminuir a carga de
microrganismos patogénicos evitando o aparecimento de infec¢des, geralmente na fase inicias
de cultivo, pois é nesta fase onde possuem baixa resisténcia, estando mais suscetiveis aos
agentes agressores (MEURER et al., 2008). Porém néo existiam informac6es confiaveis sobre
este tipo de manejo, podendo ser usado livremente em pisciculturas. Esta falta de
conhecimento favoreceu o aparecimento de bactérias resistentes, onde, ao invés de trazer
beneficios, gerou prejuizos para a producdo, dificultando o seu controle patogénico
(CARNEIRO et al., 2007).

Desta forma, a Unido Europeia proibiu o uso de varios agentes antimicrobianos que
antes eram utilizados na alimentacdo animal como aditivos que eram capazes de promover a
salde intestinal e melhor desempenho dos animais (AARESTRUP et al., 2010). Desse modo,
a busca por produtos alternativos aos agentes antimicrobianos tornou-se tema de estudo de
empresas e pesquisadores.

A possivel modulacdo da microbiota intestinal por estes produtos alternativos ocorre
devido aos mesmos funcionarem como nutrientes as bactérias intestinais benéficas,
priorizando seu crescimento, onde os metabolitos estardo reduzindo o pH através do aumento
da quantidade de acidos organicos, reduzindo a capacidade de fixacdo de bactérias
patogénicas na mucosa intestinal (SANTANA et al., 2011). Especula-se também, que estes

produtos possam atuar, estimulando o sistema imune, atraves da redugdo indireta da
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translocacédo intestinal por patdgenos, que determinariam infeccdes apds atingir a corrente
sanguinea (KIM et al., 2011).

Outro efeito da suplementacao alimentar com estes produtos é o desenvolvimento do
intestino, aumentando a altura dos vilos nos diferentes segmentos intestinais (SANTIN,
2001). De acordo com MCMULLIN (2004) os antibioticos promotores de crescimento podem
acarretar problemas potenciais a salde humana, como toxicidade, acdo alérgica e
desenvolvimento de resisténcia, razdo pela qual vém sendo criticados severamente. Além
disto, causam efeitos de méa formacdo, aparecimento de carcinomas e mutacdes, 0 que tem
trazido preocupacdes a salide publica (GORNIAK & SPINOSA, 2007).

O beneficio do uso de antibioticos e quimioterapicos no controle de doencas se baseia
no aumento do efeito terapéutico e na diminuicdo da toxicidade relacionada a droga e ao
aparecimento de resisténcia ao antimicrobiano (SANTANA et al., 2011). Entretanto, esta
pratica acabou com o tempo, ocasionando aumento da resisténcia bacteriana contra 0s
antibidticos, levando ao aparecimento de bactérias cada vez mais dificeis de serem
controladas (CABELLO, 2006). Dessa forma, os antibioticos, depois de muitos anos de uso
na nutricdo animal, passaram a serem vistos como um fator de risco para a saude humana
devido a possibilidade de resisténcia cruzada com bactérias patogénicas para humanos
(FRANCO et al., 2007).

A sanidade no cultivo de peixes é um grande entrave da producdo industrial, levando a
grandes perdas em termos de mortalidade, ganho de peso e conversdo alimentar. Dessa forma
a utilizacdo de produtos naturais, principalmente da regido do cultivo e que ajudem a
minimizar os problemas de sanidade devem ser buscados cada vez mais, bem como é

importante o conhecimento de todos os seus efeitos nos animais estudados.



23

2.5 A PROPOLIS

Vaérios estudos tém sido realizados para avaliar novos aditivos visando a substituir os
antibidticos como promotores de crescimento. As alternativas mais pesquisadas envolvem o
uso de enzimas, probidticos, prebidticos, cidos organicos e extratos vegetais. A prépolis se
destaca entre os extratos de origem vegetais, ja& que possui inUmeras caracteristicas de
interesse (FRANCO et al., 2007).

Propolis é o termo genérico utilizado para denominar um material resinoso coletado
pelas abelhas de varias fontes. O nome prépolis € derivado do grego pro: em defesa de, e
polis: a cidade, o que quer dizer: “em defesa da cidade ou da colmeia”. As abelhas, de fato
usam esta substancia para protegé-las contra insetos e microrganismos, empregando-a no
reparo de frestas ou danos a colmeia, no preparo de locais assépticos para postura da abelha
rainha e na mumificacdo de insetos invasores (MARCUCCI, 1995).

A propolis possui inimeras propriedades biologicas e € um apiterdpico utilizado ha
séculos na medicina popular como agente anti-inflamatdrio e tem atraido a atencdo de muitos
pesquisadores, principalmente nas Ultimas duas décadas, no sentido de elucidar suas
propriedades biolégicas e farmacoldgicas. Sua acdo antimicrobiana € reconhecida
mundialmente, com muitos trabalhos cientificos realizados neste sentido, confirmando sua
acdo anti-inflamatoria, antioxidantes e imune estimulante, antiprotozoario, antifingica,
bactericida, bacteriostatica, anestésica, cicatrizante, anti-séptica e hipotensiva,
hepatoprotetora, imunoprotetora, antitumoral e anti-HIV (MIORIN, 2003; ARAUCO et al.,
2007).

Dentre as a¢des bioldgicas da propolis, a antibacteriana e a antifingica sdo as mais
populares e as que vém sendo mais extensivamente estudadas (MARCUCCI, 1995), devido

ao seu potencial de aplicabilidade em casos clinicos em humanos e animais (DA SILVA
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FRANCO et al., 2007). Sua atividade antibacteriana ¢ atribuida principalmente a flavonona
pinocembrina, ao flavonol galagina e ao éster feniletil do acido caféico, com mecanismo de
acao baseado provavelmente na inibicdo do RNA-polimerase bacteria (UZEL et al., 2005).

A composicdo quimica da propolis inclui mais de 180 compostos (Tabela 1), por isso
suas propriedades biologicas sdo diversas (CUESTA et al., 2005). A prépolis apresenta em
sua composicdo resinas, balsamos, ceras, acidos graxos e possui em sua composicao
numerosos principios ativos com atividade biologica, como flavondides, acidos fenolicos,
terpendides, cumarinas, vitaminas e oligoelementos (PODOLSKI, 2000; PACKER et al.,
2007).

Tabela 1 - Principais substancias encontradas na prépolis de diferentes fontes.

Componentes Principais substancias Quantidade (%)
Resinas Flavonoides 45-55
Terpenoides
Cumarinas
Acidos fendlicos e ésteres
Ceras e &cidos graxos A partir de abelhas e plantas 25-35
Acidos graxos poli-insaturados
Oleos essenciais Volateis 10
Pélen Proteinas 5

Aminoacidos livres
Vitaminas (A,B,C,E, etc)
Outras substancias Minerais tracos (Cu, Mn, Fe, Zn, Al, Ag, 5
Ca, Mg, Co, etc)
Cetonas
Lactonas
Quinonas
Esterdides
Acucares

*Adaptado de Krell (1996)

Os efeitos terapéuticos tém sido atribuidos aos diversos compostos fendlicos que
compde a propolis (CABRAL, 2008). Destes, os flavondides podem ser considerados 0s
principais compostos, encontrando-se ainda, alguns acidos fenolicos e seus ésteres, aldeidos

fenolicos, alcoois e cetonas (PARK et al., 1998).
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Os flavonoides séo considerados o grupo quimico majoritario da propolis (flavonas,
flavonois, flavononas e dihidroflavondis) e sdo descritos como tendo atividade antibacteriana
e antiprotozodria (MOURA et al.,, 1998). A propolis apresenta importante atividade
antibacteriana contra bactérias gram-positivas, incluindo bacilos da tuberculose humana,
segundo GRANGE & DAVEY (1990).

A composicao da propolis varia com a época e as regido geografica, bem como fatores
como a ecologia vegetal da regido onde os extratos sdo coletados (CASTRO et al., 2007;
LUSTOSA et al., 2008) e ate mesmo a variabilidade genética das rainhas (KOO & PARK,
1997). Essa extraordinaria variabilidade entre amostras provenientes de diferentes fontes leva

a variacdo das propriedades farmacoldgicas da propolis.

2.5.1 A PROPOLIS COMO ADITIVO EM RACOES

Os estudos sobre a atividade antibidtica da propolis tém sido conduzidos sobre tudo na
area de producdo animal, onde o produto tem demonstrado uma eficiente atividade
bacteriostatica e bactericida em relacdo a diversos géneros de bactérias principalmente gram
positivas (BIANCHINI & BEDENDO, 1998) e como promotor de crescimento (MEURER et
al., 2009).

CHU (2006) afirmou que a prépolis pode estimular a resposta imune de carpas
(Carassius auratus gibelio) contra Aeromonas hydrophila. MAZZUCO et al. (1996) citam
que o extrato etilico da prépolis tem efeito bactericida contra Salmonella typhymurium e S.
enteritidis em ragGes de avicolas, COELHO et al. (2010) em estudo afirma que a propolis
atua inibindo o crescimento bacteriano principalmente bactérias gram-positivas e algumas
cepas de bactérias gram-negativas evitando doencas importantes que atrapalham a

produtividade.
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GARCIA et al. (2004) concluiram que a propolis demonstrou a¢ao contra Pasteurella
multocida “in vitro” ¢ também sobre essa bactéria em coelhos, quando incorporada a racéao
PINTO et al. (2004) concluiram que o extrato alcodlico da prépolis tem efeito
antimicrobiano. DENLI et al. (2005) demonstraram que a incluséo de prépolis na dieta de
codornas (Coturnix coturnix japonica) acarretou em melhor ganho de peso e conversdo
alimentar comparado ao tratamento controle.

AGOSTINHO (2010) utilizando a propolis no desempenho produtivo de juvenis de
pacu criados em tanque rede e arracoados com baixa e alta frequéncia alimentar, concluiu que
a suplementacdo com o extrato de prépolis na dieta melhorou o desempenho dos animais,
com uma frequéncia de 24 vezes ao dia, efeito contrario observado em uma menor frequéncia
alimentar.

MEURER et al. (2009) incluindo extrato de propolis marrom em dietas para alevinos de
tilapia do Nilo obteve resultados diferentes entre os tratamentos, sendo que onde ouve um
melhor desempenho zootécnico para a dose 2,229 por kg de racdo, definindo a propolis
marrom como um promotor de crescimento com um bom potencial.

UCZAY et al. (2014) em ensaio com duracdo de 42 dias, utilizando prépolis em dietas
como promotor de crescimento para alevinos de jundid, ndo observou diferencas significativas
da suplementacdo de propolis na dieta sobre os parametros de crescimento, igual ao periodo
utilizado CHO (2011), e que também n&o foi constatado efeito no crescimento dos peixes
alimentados com propolis.

A propolis pode promover toxidade para o animal, onde foram testados para a truta
arco-iris por KASHKOOLLI et al. (2011) avaliando seu efeito da administracdo de extrato de
propolis a longo prazo, com dietas contendo 0,0; 0,5; 1,5; 4,5 e 9,0 g de propolis/kg racao,
concluido que ndo apresentam sinais de toxidez a longo prazo para os peixes. Também para

trutas, os dados demonstraram que a suplementacédo na racdo de extrato etanolico de propolis
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atuou como promotor de crescimento, agente hepatoprotetor e imunoestimulante (DENG et
al., 2011).

O extrato etandlico de propolis apresenta maior eficiéncia em relacdo ao extrato bruto
contra A. hydrophila promovendo melhor crescimento para tilapia do Nilo em dietas contendo
30% de proteina bruta (ABD-EL-RHMAN, 2009). Portanto é de grande importancia realizar
estudos com o objetivo de considerar a resposta dos animais frente a algumas dessas
atividades bioldgicas da propolis, em termos de desempenho zootécnicos, principalmente em

relacdo a piscicultura.

2.6 MICROBIOTA INTESTINAL DE PEIXES

Os peixes, como todos os outros seres vivos, estdo sujeitos a um amplo espectro de
enfermidades com causas muito diversas. Sabe-se que a producdo de organismos aquaticos €
um fendmeno duradouro e crescente. Sabe-se também que o mercado consumidor estd cada
vez mais exigente e existe uma demanda crescente por alimentos mais saudaveis.

Para dar suporte ao avango neste setor sdo necessarios cada vez mais estudos de
manejo nutricional e nessa area, em particular, destaca-se o conhecimento da microflora
intestinal, cujo estado da arte ainda se encontra muito superficial, quando comparado a de
outras espécies, como vertebrados terrestres (CAHILL, 1990).

As bactérias apresentam papel importante na piscicultura, pois estdo relacionadas a
muitas doengas, que provocam um grande impacto econdmico na populagdo de peixes
(BEJERANO et al., 1979). Diante do aumento da produtividade na piscicultura, aten¢do
especial deve ser dada ao surgimento de doencas nos peixes, que podem ocorrer em
decorréncia da superpopulagdo nos criatorios e outros motivos de estresse.

De acordo com SNIESZKO (1974), a ocorréncia de doencas nos peixes depende de
trés variaveis. Tais varidveis sdo controladas por fatores abidticos, bidticos e genéticos,

incluindo a qualidade do ambiente, suscetibilidade ou predisposi¢do genética dos individuos
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aos patdgenos, bem como seu estado atual de saude e a presenca do patdgeno no ambiente.

O conhecimento aprofundado das bactérias intestinais ¢ fundamental para tomar
medidas profilaticas como o uso de probidticos, pois o trato gastrointestinal ¢ um importante
reservatorio de bactérias aerdbias potencialmente patogénicas (VERSCHURE et al., 2000).

A populagdo microbiana pode variar entre as espécies, porém normalmente
apresentam a mesma populagdo que esta presente no meio e na dieta. A alteragao desta nao
influencia significantemente na contagem total de bactérias aerdbias ou anaerobias
facultativas. Porém, a distribui¢ao de espécies pode ser alterada. Essa populacao tem grande
influéncia no organismo do animal, sendo as principais fungdes: a contribuicdo nutricional,
resisténcia a colonizagdo por microrganismos patogénicos € imunomodulag¢do dos hospedeiros
(MACFARLAND, 2000). A maior parte das bactérias encontradas na superficie dos peixes,
branquias e intestino sdo organismos que fazem parte da comunidade microbiana normal da
agua (CAHILL, 1990).

Os patogenos bacterianos de maior importincia na piscicultura sdo gram-negativos.
Dentre os agentes bacterianos amplamente distribuidos no ecossistema aquatico, destacam-se
aqueles pertencentes as familias 4deromonadaceae e Enterobacteriaceae. A presenga nesse
ambiente pode ser reconhecida através de sua deteccdo na pele, branquias e intestinos dos
peixes e, quando ha desequilibrio do sistema bactéria-hospedeiro-ambiente, podem estar
envolvidos como agentes etioldogicos primarios, inclusive desencadeando epizootias em
pisciculturas (ESPOSTO et al., 2007).

Existem ainda muitos outros agentes etiologicos que influenciam no surgimento de
patologias em peixes. E importante destacar a existéncia de uma intera¢io entre o organismo
patogénico (1), o hospedeiro (2) e o ambiente (3). Quando o organismo patogé€nico € o
hospedeiro (1-2) estdo presentes, mas o ambiente ndo ¢ favoravel a doenca, os surtos

epizodticos nao se produzem, e quando o ambiente ¢ propicio a doenca e o hospedeiro esta
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presente (1-3) ela ndo se manifesta, a ndo ser que o organismo patogénico esteja também
presente. No entanto, quando acontecem as condigdes 1, 2 e 3, desenvolve-se um surto
epizodtico explosivo. Nestas circunstancias ¢ indispensavel uma adequada terapia, uma vez
que em reduzido periodo de tempo, se nao houver o devido tratamento, seguido do manejo
adequado e medidas profilaticas indicadas, a doenga ird se manifestar novamente
(PAVANELLI et al., 2008).

Se compararmos 0S peixes com animais terrestres, a sua microbiota € menos
populosamente densa, mas suas fungbes parecem ser semelhantes, mas em relacdo ao habitat
0S peixes possuem um maior contato com as bactérias do ambiente, sendo mais suscetivel a
contaminacdo (NAVARRETE et al., 2010). A microbiota que habita o trato digestorio dos
peixes esta relacionada diretamente com a fisiologia, principalmente com metabolismo dos
nutrientes e da acdo de resisténcia contra outros agentes bacterianos, por meio de selecéo
(BAUER et al., 2006). Sua colonizacdo se da por bactérias heterotroficas, ou seja, que
necessitam dos hospedeiros para seu desenvolvimento, sendo um exemplo de uma relacdo
simbiotica (HOOPER & GORDON, 2001). Observa-se uma dominancia de bactérias Gram
negativas no trato digestdrio de peixes de adgua doce, sendo geralmente bactérias do género
Aeromosnas spp e Pseudomonas spp e espécies Flavobacterium e Cytophaga (RINGO &
BIRKBECK, 1999).

A bactéria do género Aeromonas tem apresentado problemas para a aquicultura
intensiva nos Gltimos anos, ocorrendo com maior frequéncia nos diagnosticos de doencas de
peixes, onde muitas vezes sdo identificadas como agente priméario causador de lesdes
ulcerativas e septicemia hemorragica em peixes de agua doce, tendo como principais sinais
clinicos a perda de escamas, surgimento de manchas despigmentadas na pele, onde essas
manchas geralmente evoluem em ulceracdes, exoftalmia, ascite, intestino com aspecto

inflamatdrio e coloragdo avermelhada (GHENGHESH et al., 2001; SAHA & PAL, 2002),
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proporcionando prejuizos significativos na producéo e na qualidade do pescado (RADU et al.,
2003; KOZINSKA, 2007). As Flavobacterium sdo bactérias oportunista, sendo a principal
causadora da columnariose , apresentando lesdes com pontos brancos na nadadeira caudal e
progride até a cabeca (GEORGIADIS et al., 2001; FIGUEIREDO, 2008).

O género Pseudomonas também causadoras de septicemia apresentam sinais clinicos
semelhantes as Aeromonas. Estas bactérias estdo presentes em praticamente todos o0s
ambientes de agua doce e se manifestam no momento em que 0s peixes estdo debilitados por
problemas de qualidade da &gua, nutricionais, temperaturas baixas ou por um manuseio

inadequado (KUBITZA, 2005).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS
Avaliar a inclusdo de niveis crescentes do extrato de propolis da regido Oeste do
Parana como promotor de crescimento nas fases de larvicultura e alevinagem de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus).
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar os efeitos do extrato de prépolis sobre os pardmetros de desempenho (peso
final, comprimento total e padrdo, fator de condi¢do corporal), histologia e microbiologia
intestinal para ambos 0s experimento e para 0 experimento um analise da composicao

quimica da carcaca, indice hepatossomatico.



EXPERIMENTO I

Extrato de propolis como promotor de crescimento para alevinos de tilapias do Nilo

submetidos a alta densidade de estocagem
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Extrato de propolis como promotor de crescimento para alevinos de tilapias do Nilo

submetidos a alta densidade de estocagem

Propolis extract as a growth promoter for fingerlings of tilapia subjected to high density
storage
Rogério Luiz Zilli* Marlise Lilian Dena dos Santos* Marco Antonio Bacellar Barreiros®

Fabio Meurer? Teresinha Mauerwerk®

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a inclusdo de niveis crescentes do extrato de
prépolis produzido na regido Oeste do Parana, como promotor de crescimento para alevinos
de tilapia do Nilo, submetidos ao cultivo em alta densidade de estocagem. O presente estudo
foi realizado na Universidade Federal do Parana no Setor de Palotina, durante um periodo de
45 dias. Foram utilizados 600 alevinos de tilapia do Nilo (x1,09), distribuidos em 30 tanques
de 60 litros cada com delineamento experimental inteiramente casualizado com cinco
tratamentos e seis repeticdes. Os tanques foram dispostos em sistema de recirculacdo da agua,
com biofiltro central e aeracdo individual. Os niveis de inclusdo testados foram de 10, 20, 30
e 40 mL/kg™ de extrato de propolis nas ragdes e uma racéo controle. Ao final do periodo
experimental, todos os alevinos de cada unidade experimental foram contados, pesados e
medidos individualmente para a determinacdo dos parametros médios de peso final,
comprimento total, comprimento padrao e fator de condicéo corporal. Trés alevinos tiveram o
hepatopancreas e intestino extraidos para determinacdo do indice hepatossomatico e analise
histologica. Houve efeito quadratico (p<0,05) dos tratamentos para o fator de condicéo
corporal. A inclusdo do extrato de préopolis da regido oeste do Parana em racOes para alevinos

de tilapia do Nilo proporcionou um aumento na diversidade da microbiota intestinal.
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Palavras-chave: alimentacdo, Oreochromis niloticus, crescimento, microbiologia.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the inclusion of increasing levels of propolis extract
produced in western Parana, as a growth promoter for tilapia Nile submitted to the cultivation
for high density storage. This study was conducted at the Universidade Federal do Parana in
Palotina industry for a period of 45 days. 600 fingerlings of Nile tilapia were used (x 1.0 g), in
30 tanks of 60 liters each with a completely randomized design with five treatments and six
replications. The tanks were arranged in recirculating water system with central and
individual biofilter aeration. Tested inclusion levels were 10, 20, 30 and 40 mL / kg-1
propolis extract in diets and a control diet. At the end of the trial period, all fingerlings each
experimental unit were counted, weighed and measured individually to determine the mean
parameters of final weight, total length, standard length and body condition factor. Three
fingerlings had the hepatopancreas and intestine extracted to determine the hepatossomatic
index and histological analysis. There was a quadratic effect (p <0.05) of the treatments for
the factor of body condition. The inclusion of the western region of Parana propolis extract in
diets for fingerlings of Nile tilapia resulted in an increase in the diversity of the intestinal
microbiota.

Key words: feeding, Oreochromis niloticus, , growth, microbiology.
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1. INTRODUCAO

Com o aumento da pressdo quanto a intensidade da produgdo, os consequentes
problemas com a qualidade da agua podem levar a ocorréncia com enfermidades, ocasionando
relevantes prejuizos para a piscicultura (MACEDO & SIPAUBA-TAVARES., 2010). A
tilapia ¢ cultivada em todos os continentes, principalmente nas areas tropicais, havendo
catalogados pela FAO mais de 140 paises produtores (FITZSIMMONS, 2015).

Em fung¢ao destes problemas com enfermidades teve inicio da utilizagdo de antibioticos
como promotores de crescimento, proporcionando significativos resultados sobre o
desempenho zootécnico e sanidade dos animais. Porém, com o passar do tempo o uso
indiscriminado destes quimioterdpicos produziu cepas microbianas com genes de resisténcia,
diminuindo cada vez mais a eficicia do produto (VAZQUEZ et al., 2005), além da
possibilidade da poluicdo ambiental (BOYD & MASSAUNT, 1999).

A Unido Europeia restringiu o uso de antibidticos como promotores de crescimento,
principalmente para monogastricos (SANTANA et al, 2011), o que levou a busca por
promotores de crescimento, partindo para o rumo dos produtos e de origem vegetal, que
demonstram uma boa efetividade contra bactérias, além de ndo proporcionar o
desenvolvimento de resisténcia a diversos modos de acdo, sendo ainda biodegradaveis e de
baixo custo de aquisi¢do ( DOTTA, 2013).

A prépolis é um produto apicola, produzido a partir de resinas de origem vegetal, que
pode ser utilizado como promotor de crescimento, obtendo destaque na producdo aquicola,
podendo substituir os produtos quimioterapicos (GARCIA et al., 2004). Os estudos sobre a
utilizacdo da prépolis na alimentacdo peixes ainda sdo escassos (MEURER et al, 2009),

principalmente nas fases iniciais, mas com boas perspectivas para o futuro. Desta forma, o
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presente trabalho pode auxiliar no aumento do conhecimento sobre 0 uso deste produto na
alimentacéo da tilapia do Nilo nas fases inicias de criacéo.

Sendo assim, o0 objetivo do presente estudo foi avaliar a inclusao de niveis crescentes do
extrato da prépolis produzida na regido Oeste do Parana como promotor de crescimento na

fase alevinagem da tilapia do Nilo submetidos a uma criacdo em alta densidade de estocagem.

2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado Universidade Federal do Parana no Setor Palotina. O
experimento teve duracdo de 45 dias, onde 600 alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), com cerca de 45 dias de idade e cerca de 1g de peso médio foram distribuidos em
30 aquarios, em um delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e seis
repeticdes (0 — Controle, 10, 20, 30 e 40 mL de extrato de prépolis kg™ de racio), sendo cada
unidade experimental constituida por um aquério de 60 L com 20 alevinos cada.

Os aquarios possuiam aeracdo constante, por meio de pedras microporosas ligadas a
mini-compressores de ar e 0 manejo experimental consistiu de uma sifonagem diaria pela
manha (7h00) e tarde (16h30min), com a remoc¢do de cerca de 20% da agua na primeira
semana e 40% até o final do periodo experimental, além da troca de agua também era
removidas as fezes e eventuais restos de racdo. A limpeza interna das paredes dos aquarios foi
realizada semanalmente para evitar o aparecimento de perifiton.

A prépolis utilizada para a confeccao do extrato foi proveniente de apicultores da regido
Oeste do Parana. O processamento adotado para a fabricagdo do extrato foi a dissolucéo de
100g da propolis seca, em 1L de alcool de cereais, o qual foi armazenado em um local escuro
por 30 dias. Posteriormente, filtrou-se o extrato alcodlico, o qual foi envasado e mantido

refrigerado.
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Para a fabricacdo da racdo experimental (Tabela 2) os ingredientes foram moidos
(0,5mm) e posteriormente misturados conforme a formulacdo. Para a adicdo do extrato
alcoolico da propolis de cada tratamento dissolveu-se em 100mL de agua destilada e
posteriormente misturou-se a cada racéo.

Ap0s a adicdo do extrato da propolis a racdo foi peletizada a racdo e processou-se para a
adequacdo do seu tamanho a boca dos alevinos conforme a metodologia descrita por
MEURER et al. (2003). Os peixes foram arragoados trés vezes ao dia (8h00, 12h00 e 17h00)
em um nivel de 8% do peso vivo, semanalmente realizava-se a readequacdo da quantidade de
racdo fornecida.

Ao final do periodo experimental, todos os alevinos de cada unidade experimental foram
contados, pesados e medidos individualmente para a determinacdo dos parametros médios de
peso, comprimento total, comprimento padrdo e fator de condicdo. Foram escolhidos
aleatoriamente trés peixes de cada unidade experimental para a coleta do hepatopancreas e do
intestino, para as andlises do indice hepatossomatico e a histologia, respectivamente. -.

Tabela 2 - Composi¢do percentual e quimica da racdo experimental base (matéria natural)

continua.

Ingredientes (%)
Farelo de soja 70,84
Milho 16,68
Oleo de soja 4,98
Suplemento mineral e vitaminicol 4,00
Fosfato bicalcico 2,77
Sal comum 0,50
Calcério calcitico 0,22
BHT 0,1

Total 100,00

Nutrientes (%)
Energia digestivel (kcal/kg)® 3.000,00
Proteina bruta (%)? 33,54
Proteina digestivel (kcal/kg)® 30,00

Extrato etéreo (%) 26,62
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Tabela 3 - Composicao percentual e quimica da ragdo experimental base (matéria natural)
conclusao.

Fibra bruta (%) 4,51
Acido linoléico (%)? 3,52
Lisina (%) 2,01
Calcio (%) 1,00
Fésforo disponivel(%)® 0,97
Metionina + cistina (%)* 0,96

!Niveis de garantia por quilograma do produto (Rovimix peixes): Vit. A, 500.000 Ul; Vit. D3, 200.000 UI; Vit.
E, 5.000 mg; Vit. K3, 1.000 mg; Vit. B1, 1.500 mg; Vit. B2, 1.500 mg; Vit. B6, 1.500 mg; Vit. B12, 4.000 mg;
Ac. Folico, 500 mg; Pantotenato Ca, 4.000 mg; Vit. C, 15.000 mg; Biotina, 50 mg; Inositol, 10.000;
Nicotinamida, 7.000; Colina, 40.000 mg; Co, 10mg; Cu, 500 mg; Fe, 5.000mg; I, 50 mg; Mn, 1500 mg; Se, 10
mg; Zn, 5.000 mg.

’Exigéncia nutricional baseada no NRC (1993) e Hayashi et al. (2002).

¥ De acordo com Pezzato (2002).

Para avaliacao histoldgica foram coletados fragmentos do intestino de trés alevinos, as
analises foram realizadas no Laboratorio de Histopatologia da UFPR, Setor Palotina. O
material bioldgico foi fixado em formol tamponado e posteriormente conservado em alcool
70%. Foram entdo desidratados em uma série ascendente de alcool 70% até o 100%,
posteriormente diafanizados em xilol por 30 minutos, e incluidos em parafina, para a
obtencdo de cortes histologicos semisseriados. A microtomia foi executada de modo a obter
cortes histologicos de 7um.

Os cortes histolégicos foram corados pelo método de hematoxilina-eosina (HE). A
fotodocumentacdo foi realizada no fotomicroscopio Olympus BX50 em objetiva de 4x,
utilizando-se sistema de imagens computadorizado (Image Pro Plus — Versdo 5.2-Media
Cibernética).

De cada unidade experimental, quatro alevinos foram escolhidos aleatoriamente para a
analise da diversidade bacteriana e determinacdo dos géneros bacterianos presentes. Os peixes
foram abatidos, em seguida realizou-se uma assepsia corporal e posteriormente foram moidos

e homogeneizados. Do material homogeneizado, foram feitas dilui¢des decimais em tubos

com &gua destilada estéril (10, 10% e 107%).
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Para a contagem de diversidade de bactérias totais utilizou-se 0 meio em agar padrao
de contagem em placas de Petri, utilizando 1mL das soluces de 10, 102, 10 e pura. Ap6s o
preparo das placas de Petri, as mesmas foram colocadas em uma estufa microbioldgica, para
incubacdo a 27°C por 48 horas. Apo0s este periodo foram feitas leitura das placas por meio de
contagem das colénias e determinacdo das ufc.mL™ (unidades formadoras de colonias) de
acordo com o0s géneros bacterianos e suas caracteristicas de crescimento. Quanto a
identifiacdo foram utilizados kits APl da Biomerieux. Para as Enterobacterias é usado o
API_E, para Estafilococos o API_STAPH e para as outras o0 API_NE. Anteriormente para
saber qual o kit a ser usado método de Gram e oxidase.

Os dados dos parametros fisicos e quimicos da dgua foram mensurados diariamente
(oxigénio e temperatura) e semanalmente (pH, condutividade, nitrogénio amoniacal, dureza e
alcalinidade)

Os demais alevinos foram armazenados em sacos plasticos e mantidos congelados em
freezer para posteriores analises da composicdo centesimal da carcaca (umidade, proteina
bruta, extrato etéreo e cinzas) segundo metodologia de SILVA & QUEIROZ (2002).

Depois de calculados os valores de desempenho, sobrevivéncia, IHS, composicdo
guimica da carcaca e histologia do intestino, submeteu-se os dados a analise de variancia e
analise de regressdo. Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa SAEG -

Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas (UFV, 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Durante o periodo experimental, os pardmetros de qualidade de agua do sistema
mantiveram-se dentro da faixa de conforto para a tilapia do Nilo, conforme preconizado por

KUBITZA, (2000), com valores médios de temperatura, oxigénio dissolvido, pH, nitrito e
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amonia de: 26,8 £1,1 °C; 5,3 = 2,0 mg/L; 7,5 +0,2; 0,05 £0,10mg/L; 0,04 + 0,02 mg/L,

respectivamente.

Em relacdo aos parametros de desempenho ndo foi verificado efeito significativo
(P<0,05) representados na (Tabela 3). Estes resultados podem ter sido influenciados pela
composicao quimica da prépolis que € muito variada e complexa, estando relacionada com o
periodo de coleta de resina, pela ecologia da flora presente (DOS SANTOS et al., 2003;
PARK et al., 2002). O mesmo resultado encontrado por UCZAY et al. ( 2011), onde a adicéo
de extrato etanolico de propolis ndo mostrou-se eficaz como um aditivo para o crescimento de
carpa comum. CAMPAGNOLO et al. (2013) utilizou doses de um aditivo comercial micro
encapsulado de 6leos essenciais e também ndo encontrou resultados significativos em relagao
ao crescimento de alevinos tilapia do Nilo, resultado semelhante ao encontrado por UCZAY
et al. (2014), onde foram adicionadas doses de extrato de propolis para juvenis de jundias ¢ o
mesmo nao mostrou-se eficaz em relagdo ao crescimento. SANTOS et al.(2013)
acrescentando diferentes niveis de residuo do processamento do extrato de propolis vermelha
em racdo comercial para alevinos de tilapia do Nilo, ndo observou efeitos significativos para o
desempenho produtivo.

Resultados divergentes a estd pesquisa foram descritos por DENG et al. (2011) que
observaram melhora nas taxas de crescimento, indicando que o extrato etanolico de propolis
atuou como promotor de crescimento para truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), resultado
semelhante ao encontrado por MEURER, F. et al. (2009), fornecendo extrato de prdpolis
marrom para alevinos de tilapia do Nilo, o0 mesmo proporcionou melhora no ganho de peso
quando adicionado 2,22 mL/kg™de ragdo.

Em relagdo ao fator de condi¢éo, o extrato da propolis provocou efeito quadratico para
os alevinos de tilapia do Nilo (figura 01) apresentando um ponto de maxima em 21,96 mL/kg

de racdo. O fator de condicdo é uma variavel de extrema importancia na avaliacdo do
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desenvolvimento dos peixes, serve de estimativa no crescimento futuro dos animais. Este
resultado de melhora da condicao corporal indica que possivelmente os peixes tratados com
extrato de propolis venham a apresentar melhores taxas de crescimento, sobrevivéncia, maior
potencial reprodutivo, comparados a peixes nao tratados com prépolis (CHO, 2011).
Resultados semelhantes ao presente estudo foram encontrados por UCZAY et al.
(2014), onde o melhor resultado de fator de condi¢do ocorreu ao nivel de 20 mL de incluséo
de propolis na alimentacdo de jundia. Diferindo SANTOS et al., (2013) avaliou a adicdo de
diferentes niveis do residuo de prépolis vermelha numa racdo comercial sobre o
desempenho de alevinos de tilapia do Nilo e 0 mesmo néo encontrou diferenca em relacdo ao

fator de condicdo dos animais.

POPE & KRUSE (2001) enfatizam que o fator de condicdo é entendido como um
indicador das reservas energéticas dos tecidos, comprovando dessa forma que um peixe com
condicdo relativamente melhor apresente taxas de crescimento superiores, bem como maior
potencial reprodutivo e de sobrevivéncia que outro em pior condicdo, em situacfes ambientais
comparaveis.

Figura 1 - Fator de condi¢do corporal de alevinos de tilapias do Nilo alimentados com niveis

crescentes de extrato de propolis do oeste do parana e submetidos ao desafio sanitario.
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Tabela 4 - Parametros de desempenho e histologicos de alevinos de tilapias do Nilo
alimentados com niveis crescentes de extrato de prépolis do oeste do Parana e submetidas a

alta densidade de estocagem.

Niveis de prépolis por kg de racéo

Parametro 0mL 10 mL 20 mL 30 ml 40 mL
Peso final 7,69+1,28° 7,76+1,00° 8,72+3,08°  8,33+1,81* 9,20+1,35%
@"

Comprimento 8,36+1,94*  7,44+0,43* 7,75+0,84*  7,64+0,69°  8,18+0,60°
total (cm)™

Comprimento 5,89+0,38° 5,86+0,36°  6,15+0,70°  6,07+0,59*°  6,46+0,49°
padrdo (cm)™

indice 2,12+0,39° 2,37+0,23*  2,09+0,28* 2,36+0,33* 1,91+0,68°

hepatossomatico™

Fator de condicdo  1,54+0,59°  1,88+0,15° 1,82+0,12° 1,86+0,16" 1,69+0,24°
corporal*

Altura dos vilos 14,55+4,87% 12,76+3,04* 11,84+3,52% 14,7745,73" 13,25+4,84°
intestinais (um)™

"Néo significativo
*Efeito quadratico (Y= -0,66x* + 29,00x + 0,16 / R?*= 0,85)

Os resultados encontrados neste estudo corroboram com SANTOS et al. (2010) que
também ndo encontraram efeitos do extrato de prépolis adicionado a dieta de alevinos de
tilapia do Nilo para indice hepatossomatico, comprimento padrdo e comprimento total. Bem
como os resultados apresentados por MEURER et al. (2009) que também ndo verificaram a
influéncia de diferentes niveis de extrato de propolis sobre o comprimento final e
comprimento padrdo de alevinos de tilapia do Nilo. Em estudo com frangos de corte
alimentados com dieta suplementadas com extrato de prépolis, FRANCO et al. (2007) e
ACIKGOZ et al. (2005) ndo observaram diferencas entre as dietas suplementadas e a dieta
controle.

Os tratamentos com ragfes contendo o extrato de propolis apresentaram aumento na
diversidade de bactérias, diferindo do tratamento controle, onde a diversidade de bactérias foi
inferior, semelhante resultado encontrado por DE LA ROSA. (2011) utilizando 6leos

essenciais de orégano na dieta na dieta para tilapia do Nilo, a qual indica alteracGes na
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diversidade bacteriana, mas ndo na concentracdo de bactéria do trato gastrointestinal. Houve
predominancia de alguns géneros de bactérias gram-negativas (Figura 2) como as
Pseudomonas, a familia Enterobacteriaccae como Enterobacter spp, Klebsiella spp,
Escherichia sp, sendo as mesmas habitantes da flora intestinal normal e patogénicos
oportunistas importantes, capazes de causar numerosas infec¢des (GASTALHO et al., 2014).
A inclusdao da propolis proporciona uma diminui¢do para estes agentes bacterianos quando
comparados ao grupo controle, principalmente para o nivel de 10 mL/Kg de inclusdo, além de
reduzir quantidade entre o géneros acima descritos. E importante destacar que os tratamentos
com a inclusdo de 10 e 20 mL de extrato de propolis apresentaram uma diversidade bacteriana
superior (21 e 20 cepas, respectivamente) que a contendo 30 mL (15 cepas). O maior
equilibrio entre as bactérias pode justificar a melhora no fator de condigdo corporal.

A inclusdo do extrato da propolis parece manter um equilibrio entre as bactérias,
mesmo mantendo uma alta diversidade. Este resultado € o mesmo sugerido para oS
probidticos, onde sdo fornecidos organismos vivos visando manter o equilibrio da flora
microbiana intestinal, melhorando sua resisténcia contra eventuais patégenos, aumentando a
capacidade de absor¢do de nutrientes e aumentando a competicdo entre as bactérias
(RIBEIRO et al, 2008).

A atividade antibacteriana de quarenta e dois extratos de plantas brasileiras contra
bactérias patogénicas para peixes (Streptococcus agalactiae, Flavobacterium columnare e
Aeromonas hydrophila), os valores de Concentragdo Minima Inibitoria (demonstraram que os
extratos de Calyptranthes clusiifolia e Merremia tomentosa inibiram o crescimento de S.
agalactiae, enquanto os extratos metandlicos de Cariniana legalis, Croton floribundus e
Myrcia velutina inibiram o crescimento de A. hydrophila. Os autores ainda enfatizam que F.

columnare foi o patdgeno mais suscetivel, sendo inibida por trinta e um extratos, ja o S.
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agalactiae e A. hydrophila foram inibidos por cinco e quatro extratos de plantas,
respectivamente (CASTRO et al., 2008).

ANDRADE et al., (2012) avaliando atividade antimicrobiana in vitro de extratos
etanolicos de prépolis de trés estados brasileiros sobre A. hydrophila isoladas de peixes,
enfatiza que as mesmas demonstram efeito bacteriostatico contra os isolados de A.
hydrophila. VARGAS et al., (2004) também afirma que a prépolis possui atividade
antimicrobiana “in vitro”, principalmente para bactérias Gram positivas. A propolis em dietas
para tilapia do Nilo ndo apresentou efeito imunoestimulante quando os peixes foram
infectados com A. hydrophila (SANTOS., 2013).

Segundo KROL et al. (1993) o mecanismo de acdo biolégica do propolis é
considerado complexo, sendo atribuido ao sinergismo entre flavonoides, hidroxiacidos e
sesquiterpenos. Entretanto a proporcéo destas substancias presentes na propolis é variavel em
funcdo do local e da época de coleta da mesma (STEPANOVIC et al., 2003).

Os resultados encontrados para a¢do antibacteriana pode ter relagdo com a composi¢@o
quimica da propolis, pois a mesma pode ser encontrada com uma composi¢do variada e
complexa (DOS SANTOS et al., 2003) e com a diversidade da flora de cada regido onde as
abelhas buscam a matéria prima (PARK et al., 2002).

A inclusdo de extrato de propolis em dietas para alevinos de tildpia proporciona
alteragdes na microbiota intestinal, podendo melhorar do pondo de vista benéfico, pois
quando adicionado doses minimas de propolis na racdo as bactérias mantiveram-se em
equilibrio, impedindo que ocorra prevaléncia de algumas bactérias, tornando o animal mais

resistente.



Figura 2 - Quantidade e diversidade de bactérias do intestino das tilapias do Nilo.
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O fornecimento de extrato de propolis do oeste do Parana para alevinos de tilapia do

Nilo ndo causou alteracBes na histologia do epitélio intestinal (Tabela 2). OETTING et al.

(2006) sugeriu que o0s extratos vegetais podem melhorar a digestdo dos animais tratados por

meio de estimulo da atividade enzimatica e da absor¢do de nitrogénio, mas também por

alteracOes da histologia do epitélio intestinal, 0 mesmo ndo ocorreu para o presente estudo.
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Figura 3 - Fotodocumentacgdo dos vilos de intestino da tilapia do Nilo.

Os resultados encontrados no presente estudo ndo estdo de acordo com os
apresentados por SANTOS et al. (2010) que estudando alevinos de tildpia do Nilo
encontraram efeito da propolis na altura dos vilos intestinais. A diferenga de resultados pode
ter ocorrido devido a diferenca de composicao de propolis e a idade dos peixes.

Os resultados das analises quimicas de extrato etéreo, umidade, cinzas (Tabela 3) das
carcacas para tilapia do Nilo, submetidas a dietas contendo niveis crescentes de inclusdo do
extrato de prdpolis ndo apresentaram diferencas significativas (P>0,05) entre os tratamentos.
A inclusdo extrato de propolis proporcionou um aumento do contetdo de proteina corporal,
diferente resultado ndo encontrado por UCZAY et al., (2014) utilizando a propolis na dieta
para alevinos de jundia. A melhora no fator de condigdo, ou seja, no estado fisiologico dos
alevinos pode ter influenciado na maior deposicdo de proteina corporal, pois os mesmos
assimilam melhor os nutrientes. ZHENG et al. (2009) registraram um aumento significativo
para a concentracdo de proteina no musculo de juvenis de bagre do canal alimentados com
dietas contendo 0,05% de 6leo essencial de orégano. SHALABY et al. (2006) para alevinos
de tilapia, que alimentados com niveis diferentes de extrato de alho apresentaram aumento no

conteudo de proteina corporal até 3%, o que ndo foi registrado para a maior dose.
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Tabela 5 - Anélise da composicao bromatoldgica das carcagas de alevinos de tilapias do Nilo

submetidos a inclusdo de niveis crescentes de extrato de propolis da regido Oeste do Parana

na racao.
Dietas (% de incluséo de propolis)

Parametros CV (%)

0% 10% 20% 30% 40%
Extrato  etéreo .
ns 1049 1028 11,382 11,72° 1162 0220
(%)
Proteina bruta
(%)* 2048 24,03° 2401  2443°  2412° 2,667
Umidade (%)™ 74,50 74,66 75,05% 74,99° 76,36° 0,236
Matéria

1,53 1,41° 1,34° 1,37° 1,702 0,711

mineral(%)™

CV= Coeficiente de Variacdo ™ Nao significativo*Efeito quadratico (y = -0,0052x” + 0,2848x + 20,838R? =

0,89).

Os valores encontrados para a proteina bruta, extrato etéreo, umidade e matéria

mineral da carcaga foram semelhantes aos observados por OLIVEIRA et al. (2008) na

avaliagdo quimica de filés de tilapia submetidos a sanitizagdo. ALBUQUERQUE et al. (2014)

utilizando Bacillus em dietas para alevinos de tilapia do Nilo tiveram valores inferiores ao do

presente estudo. O aumento na proteina corporal dos animais representa uma melhor

qualidade do pescado.

4. CONCLUSAO

A inclusdo do extrato de prépolis em racBes para alevinos de tilapia do Nilo

proporcionou um aumento na diversidade da microbiota intestinal e melhora no fator de

condicdo corporal, indicando uma melhora no desempenho produtivo. Referente a prépolis

promover o crescimento e diminuir a quantidade e a diversidade de bactéria intestinas da
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tilapia do Nilo, onde a mesma era a hipdtese inicial, ndo demonstrou excelentes resultados,
porem 0s animais ndo foram submetidos a um desafio sanitario, onde 0s mesmos em outros
estudos parecem responder melhor a inclusdo de propolis na dieta. Em relacdo a quantidade
de propolis recomenda-se a dose minima de 10 mL/Kg de racdo, devido a quantidade de

matéria prima disponivel e o seu valor agregado.
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EXPERIMENTO 11

Il Efeito do extrato de propolis no desempenho e microbiologia intestinal de pos-larvas de

tilapias do Nilo
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Efeito do extrato de préopolis da regido oeste do Parana no desempenho e microbiologia

intestinal de pos-larvas de tilapias do Nilo

Effect of propolis West Parana extract on performance and intestinal microbiology post-

larvae of Nile tilapia

Rogério Luiz Zilli* Lilian Dena dos Santos® Fabio Meurer® Marco Antonio Bacellar

Barreiros® Marlise Teresinha Mauerwerk*

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da inclusdo do extrato da prépolis
produzida no desempenho, efetividade da reversdo sexual e microbiologia intestinal de pos-
larvas de tilapia do Nilo criadas em alta biomassa. O presente experimento foi realizado na
Universidade Federal do Parana — Setor Palotina, durante 30 dias. Foram utilizadas 1.800 pds-
larvas de tilapia do Nilo distribuidas em 30 tanques de 60L. O delineamento utilizado foi
inteiramente casualizado com cinco tratamentos (0, 10, 20, 30, 40 mL de extrato de propolis
por kg de racdo) e seis repeticdes. Ao final do periodo experimental, todos os alevinos de cada
unidade experimental foram contados, pesados e medidos individualmente para a
determinacdo dos parametros médios de peso final, comprimento total, comprimento padrédo e
fator de condigdo corporal. Trés alevinos tiveram o intestino extraido para anélise histoldgica
e mais trés alevinos para analise da microbiologia intestinal. A inclusdo de extrato de prépolis
promoveu efeito (p<0,05) sobre o fator de condicdo corporal, que apresentou um efeito
quadratico (Y = -0,0008x* 0,0411x + 1,20; R2 = 0,74). A inclusio do extrato de prépolis da

regido Oeste do Parana em racGes proporcionou um aumento na diversidade da microbiota
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intestinal quando incluso extrato de propolis na racdo para fase de reversdo sexual da tilapia
do Nilo.
Palavras-chave: pdés-larva, Oreochromis niloticus, propolis, reversdo sexual, microbiologia

intestinal.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of inclusion of propolis extract
produced in performance, effectiveness of sex reversal and intestinal microbiology post-larvae
of Nile tilapia reared in high biomass. This experiment was conducted at the Federal
University of Parana - Palotina Sector, for 30 days. 1,800 post-larvae of Nile tilapia were
distributed in 30 tanks of 60L. The design was completely randomized with five treatments
(0, 10, 20, 30, 40 ml of propolis extract per kg of feed) and six repetitions. At the end of the
trial period, all fingerlings each experimental unit were counted, weighed and measured
individually to determine the mean parameters of final weight, total length, standard length
and body condition factor. Three fingerlings were extracted from the intestine for histology
and three fingerlings for analysis of intestinal microbiology. The inclusion of propolis extract
promoted effect (p <0.05) on body condition factor, which showed a quadratic effect (Y = -
0,0008x2 0,0411x + 1.20; R2=0.74). The inclusion of Parana Western region propolis extract
in feed resulted in an increase in the diversity of the intestinal microbiota when included
propolis extract in the diet for sexual reversion of Nile tilapia.Key words: post-larvae,

Oreochromis niloticus, propolis, sex reversal, intestinal microbiology.
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1. INTRODUCAO

A fase inicial de criacdo de tilapia do Nilo é uma das mais importantes, pois esta ird
definir a qualidade e desenvolvimento do animal nas fases subsequentes (MARENGONI et al,
2014). As etapas de criacdo ainda ndo estdo bem definidas, sendo geralmente denominadas
como larvicultura e alevinagem, onde ocorre a eclosdo das larvas até a fase de alevinagem
atingindo tamanho comercial (MEURER et al., 2005).

A reversdo sexual da tilapia do Nilo € um processo onde se utiliza hormonios
masculinizantes (17--metiltestosterona), com a finalidade de obter animais monossexo
machos, sendo que 0S mesmos atingem maior crescimento em relacdo as fémeas
(TACHIBANA et al, 2004).

Nas fases inicias também ocorrem os maiores surtos de doencgas, pela baixa resisténcia a
eventuais patdgenos ou por ndo estarem adaptados a microbiota normal presente no meio. Em
funcdo destes problemas com enfermidades teve inicio da utilizacdo de antibi6ticos como
promotores de crescimento, proporcionando significativos resultados sobre o desempenho
zootécnico e sanidade dos animais (GONZALES et al, 2012).

Porém com o passar do tempo o uso indiscriminado destes quimioterapicos produziu
cepas com genes de resisténcia, diminuindo cada vez mais a eficacia do produto (VAZQUEZ
et al., 2005), além da possibilidade da poluicdo ambiental (BOYD & MASSAUNT, 1999). A
partir disso, iniciou-se a busca por promotores de crescimento alternativos, é nesse ponto que
a propolis se destaca como um produto de origem vegetal biodegradavel que ndo promove
resisténcia nas bactérias e de baixo custo de aquisi¢cdo (DOTTA, 2013).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a inclusdo de niveis crescentes do extrato da
propolis produzidos na regido Oeste do Parana como promotor de crescimento na fase de

reversdo sexual da tilapia do Nilo.
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2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado na Universidade Federal do Parana no Setor Palotina,
durante um periodo de 30 dias.

Foram utilizadas 1.800 pos-larvas de tilapia do Nilo, provenientes de coleta de ovos na
boca, distribuidas num delineamento experimental completamente casualizado com cinco
tratamentos e seis repeti¢des. Foi considerado como unidade experimental um aquario de 60 L
contendo 60 larvas.

Os aquarios foram dispostos em sistema de recirculagdo da agua, com biofiltro central
e em cada tanque foi instalado sistema de aeracdo com difusores acoplados a um compressor
radial. A temperatura da agua foi aferida diariamente pela manha e a tarde. Os demais
parametros, pH, oxigénio dissolvido e condutividade da agua, foram mensurados
semanalmente.

A propolis utilizada para a confec¢do do extrato foi obtida da producdo de apiarios. O
processamento adotado para a fabricacdo do extrato foi a dissolucdo de 100g da referida
prépolis seca em 1L de alcool de cereais, o qual foi armazenado em um local escuro por 30
dias. Posteriormente, o extrato alcodlico foi filtrado, envasado e mantido sob-refrigeracéo.

As racOes experimentais utilizadas eram isocaldricas, isocélcicas, isofosforicas e
isoprotéicas, com 38% de proteina digestivel e 3.700 kcal/kg de energia digestivel (Tabela 5).
Para a fabricacdo das racdes os alimentos (farelo de soja, milho, farinha de peixe) foram
moidos em triturador martelo com peneira de 0,5mm e posteriormente misturados. Apds
homogeneizagdo, foram adicionados 60mg do hormodnio 17-a-metiltestosterona/kg em cada

racao de acordo com o procedimento descrito por HAYASHI (1995).
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Tabela 6 - Composicao percentual e quimica da ragdo experimental base (matéria natural).

Ingredientes (%)
Farinha de peixe 40,59
Farelo de soja 38,75
Milho 10,22
Oleo de soja 8,91
Suplemento mineral e vitaminicol 1,00
Sal comum 0,50
BHT 0,02

Total 100,00

Nutrientes (%)
Energia digestivel (kcal/kg)3 3700,00
Proteina bruta (%)2 42,83
Proteina digestivel (kcal/kg)3 38,60
Extrato etéreo (%)2 17,07
Acido linoléico (%)2 5,33
Lisina (%)2 3,36
Calcio (%)2 2,91
Fibra bruta (%)2 2,09
Metionina + cistina (%)2 1,85
Fésforo disponivel(%)3 1,50

'Niveis de garantia por quilograma do produto (Rovimix peixes): Vit. A, 500.000 Ul; Vit. D3, 200.000 UI; Vit.
E, 5.000 mg; Vit. K3, 1.000 mg; Vit. B1, 1.500 mg; Vit. B2, 1.500 mg; Vit. B6, 1.500 mg; Vit. B12, 4.000 mg;
Ac. Folico, 500 mg; Pantotenato Ca, 4.000 mg; Vit. C, 15.000 mg; Biotina, 50 mg; Inositol, 10.000;
Nicotinamida, 7.000; Colina, 40.000 mg; Co, 10mg; Cu, 500 mg; Fe, 5.000mg; I, 50 mg; Mn, 1500 mg; Se, 10
mg; Zn, 5.000 mg.

’Exigéncia nutricional baseada no NRC (1993) e Hayashi et al. (2002).

® De acordo com Pezzato (2002).

Foram considerados como tratamentos os niveis de inclusdo do extrato de prépolis, nas
concentragdes de 0 — Controle, 10, 20, 30 e 40 mL/kg de ragdo. Para a adi¢cdo do extrato

alcoolico da prépolis de cada tratamento foi dissolvido em 100 mL de alcool etilico e
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subsequentemente misturada a cada racao. As racdes foram fornecidas a vontade quatro vezes
ao dia (9h00, 11h30, 14h00 e 17h00).

Ao final do periodo experimental, todos os alevinos de cada unidade experimental
foram contados, pesados e medidos individualmente para a determinacdo dos parametros
finais médios de peso, comprimento total, comprimento padréo, biomassa, sobrevivéncia e
fator de condicdo corporal (peso corporal/comprimento corporal® x 100).

De cada unidade experimental, quatro alevinos foram escolhidos aleatoriamente para a
analise da diversidade bacteriana e determinacdo dos géneros bacterianos presentes. Os peixes
foram abatidos e foi realizada uma assepsia corporal. Posteriormente os peixes foram moidos
e homogeneizados. Do material homogeneizado, foram feitas dilui¢des decimais em tubos
com agua destilada estéril (10, 102 e 10%).

Para a contagem de diversidade de bactérias totais foi utilizado o meio em agar padrao
de contagem em placas de Petri, utilizando as solucdes de 107, 102, 10° e pura. Apds o
preparo das placas de Petri, as mesmas foram colocadas em uma estufa microbioldgica, para
incubacdo a 27°C por 48 horas. Ap0s este periodo foram feitas leitura das placas por meio de
contagem das colénias e determinacdo das ufc.mL™ (unidades formadoras de colénias) de
acordo com 0s g@géneros bacterianos e suas caracteristicas de crescimento. Quanto a
identifiacdo foram utilizados kits APl da Biomerieux. Para as Enterobacterias é usado o
API_E, para Estafilococos o API_STAPH e para as outras o API_NE. Anteriormente para
saber qual o kit a ser usado método de Gram e oxidase.

Depois de calculados os resultados de desempenho, efetividade de reversdo sexual,
diversidade de bactérias intestinais e histologia do intestino foram submetidos a analise de

variancia no programa SAEG - Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas (UFV, 2000).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os valores médios dos parametros fisicos e quimicos da agua de cultivo foram:
temperatura pela manha e a tarde 26,11+0,02°C; 27,03+0,50°C, pH 7,99+0,02, oxigénio
dissolvido 5,70+0,19 mg/L e condutividade elétrica 50,56+1,13. Parametros estes que se
mantiveram dentro dos valores recomendados para a especie (BOYD, 1990; POPMA &

PHELPS, 1998).

Em relacdo aos parametros de desempenho ndo foi verificado efeito significativo
(P<0,05) representados na (Tabela 6). Estes resultados podem ter sido influenciados pela
composicdo quimica da propolis que é muito variada e complexa, estando relacionada com o
periodo de coleta de resina, pela diversidade ecoldgica da flora presente (DOS SANTOS et al.
2003; PARK et al., 2002). O resultado deste estudo corroboram com UCZAY et al. ( 2011),
onde a adicdo de extrato etanolico de prépolis ndo atuou como promotor de crescimento para
carpa comum. SANTOS et al. (2013) ndo verificaram diferencas significativas para o
crescimento quando adicionado diferentes niveis de residuo do processamento do extrato de
propolis vermelha na dieta para tilapia do Nilo, mesmo resultado encontrado por UCZAY et
al. (2014), fornecendo doses de extrato de prépolis para juvenis de jundids ndo observando
diferencas significativas para o crescimento. A inclusdo de um aditivo comercial de 6leos
essenciais para o desempenho produtivo de alevinos de tilapia do Nilo, ndo apresentaram

diferencas significativas (CAMPAGNOLO et al. 2013).

Resultados que divergem a este estudo foram descritos por MEURER et al. (2009),
onde a adicdo de extrato de propolis marrom para alevinos de tilapia do Nilo proporcionou
melhora no desempenho produtivo dos mesmos. DENG et al. (2011) prop6s que a truta arco-
iris obteve maior taxa de crescimento quando adicionado extrato etanolico de prépolis a sua

dieta.
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Tabela 7 - Parametros de desempenho e histologicos de pos-larvas de tildpias do Nilo
alimentadas com niveis crescentes de extrato de propolis do oeste do Parana e submetidas ao

desafio sanitario.

Niveis de prépolis por kg de racéo

Parametro 0mL 10 mL 20 mL 30 mL 40 mL

Peso final (g) ™ 0,44+0,05% 0,42+0,02° 0,44+0,04° 0,40+0,05*  0,43+0,06
Comprimento total
(Cm)ﬂs

Comprimento

2,90+0,06° 2,82+0,07° 2,860,12° 2,79+0,14*  2,87+0,16°

drdo (cm)™ 2,27+0,06* 2,21+0,05° 2,26+0,07° 2,19+0,10*  2,27+0,14°
padrdo (cm

Fator de condicéo b b b b
1,12+0,21* 1,74+0,19 1,65+0,10 1,65+0,09 1,69+0,22
corporal*

Altura dos vilos

_ o 14,0£2,10° 12,77+2,7° 13,50+1,9° 12,74+1,8°  13,26+3,8°
intestinais (um)"™

Efetividade de

reversao sexual 97,0+1,50* 98,0+0,50% 97,5+1,012 96,5+1,03*  97,0+1,06°

(%)ns

Biomassa™ 13,25+3,4* 13,77+3,08  12,31+1,95%  13,03+3,85% 12,81+3,242
Sobrevivéncia

o)™ 57,0+15,0° 55,0+15,0° 44,0+0,08% 53,0+10,0*  45,0+12,0°
0

" Nao significativo*Efeito quadratico (Y = -0,0008x2 0,0411x + 1,20; R2 = 0.74).
Em relacdo ao fator de condicdo, o extrato da propolis provocou efeito quadratico

(P<0,05) para os alevinos de tilapia do Nilo (figura 04) apresentando um ponto de maxima em
25,68 mL/kg de racdo. A melhora no fator de condicdo corporal indica que possivelmente 0s
peixes tratados com extrato de propolis venham a apresentar melhores taxas de crescimento,
sobrevivéncia, maior potencial reprodutivo, comparados a peixes ndo tratados com propolis

(CHO, 2011).

UCZAY et al. (2014), descreveram resultados semelhantes ao presente estudo, onde a
inclusdo de 20 mL de extrato de prépolis na dieta para jundia, proporcionou melhora no fator

de condicdo. Diferindo SANTOS et al., (2013) avaliou a adicdo de diferentes niveis do
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residuo de propolis vermelha sobre o desempenho de alevinos de tilapia do Nilo e 0 mesmo
ndo encontrou diferenca em relacdo ao fator de condicdo dos animais.

POPE & KRUSE (2001) enfatizam que o fator de condicdo é entendido como um
indicador das reservas energéticas dos tecidos, e dessa forma existe a expectativa de que um
peixe com condicdo relativamente melhor apresente taxas de crescimento superiores, bem
como maior potencial reprodutivo e de sobrevivéncia se comparado com um animal em
condicdo relativamente pior, em situacdes semelhantes.

Figura 4 - Fator de condigdo corporal das tilapias do Nilo durante a reversao, alimentadas com

niveis crescentes de extrato de propolis do Oeste do Parana.
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T
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O
:
S 15
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2
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1 - /
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Volume de inclusdo de extrato de prépolis (ml/kg)

No presente estudo ndo foram encontradas diferencas (p>0,05) para comprimento
total, comprimento padrdo, altura dos vilos intestinais, efetividade de reversdao sexual,
biomassa e sobrevivéncia da tilapia do Nilo durante a reversdo sexual alimentadas com niveis
crescentes de extrato de prépolis.

Os resultados encontrados neste estudo sdo semelhantes aos resultados obtidos por
SANTOS et al. (2010) que também ndo encontraram efeitos do propolis adicionado a dieta de
alevinos de tilapia do Nilo para comprimento padrdo e comprimento total. Da mesma forma

que MEURER et al. (2009) néo verificaram a influéncia de diferentes niveis de extrato de
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prépolis sobre o comprimento final e comprimento padrdo de alevinos de tilapia do Nilo.
Também ndo foram observadas diferencas significativas sobre a efetividade na reversdo
sexual, resultado semelhantes ao proposto por MAINARDES-PINTO et al., (2000) utilizando
a dosagem de 60 mg de metiltestosterona, utilizando diferentes racGes para tilapia do Nilo no
periodo de masculinizacdo, obtendo 98% de machos identificados. O sucesso no periodo de
reversdo sexual depende exclusivamente do acesso do animal ao hormoénio masculinizante,
portanto o ideal seria 0 aumento na frequéncia alimentar, pois ela promove um constante
suprimento de horménio no sangue, fazendo com que este hormoénio permaneca na corrente
sanguinea por mais tempo (MEURER, 2012). Para o presente estudo a frequéncia alimentar
foi relativamente baixa se comparado a outros estudos, podendo ter influenciado na
efetividade da reversao de pos-larvas de tilapia do Nilo.

Em relacdo a taxa de sobrevivéncia dos peixes, a mesma teve indice relativamente
baixo, sendo que para esta fase varios fatores podem influenciar como: qualidade do vitelo,
estado nutricional dos reprodutores, densidade de estocagem e a manipulacdo para avaliacao
de desempenho (CALADO et al., 2008).

Os tratamentos com ra¢cbes contendo o extrato de propolis apresentaram aumento na
diversidade de bactérias, diferindo do tratamento controle, onde a diversidade de bactérias foi
inferior, semelhante resultado encontrado por DE LA ROSA., (2011) utilizando 6&leos
essenciais de orégano na dieta na dieta para tilapia do Nilo, a qual indica alteragdes na
diversidade bacteriana, mas ndo na concentracdao de bactéria do trato gastrointestinal. Houve
predominancia de alguns géneros de bactérias gram-negativas (Figura 5). A microbiota
intestinal das tilapias do tratamento controle apresentou menor variacdo, prevalecendo
algumas espécies em maior quantidade como do género citrobacter spp, klebciella spp e
enterobacter spp. A microbiota bacteriana intestinal de organismos aquaticos, ao contrario

dos organismos terrestres, € constituida predominantemente por bactérias gram-negativas
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como as Pseudomonas, a familia Enterobacteriaceac como Enterobacter spp, Klebsiella spp,
Escherichia sp GOMEZ-GIL et al., (2000), sendo as mesmas habitantes da flora intestinal
normal e patogénicos oportunistas importantes, capazes de causar numerosas infecgoes
(GASTALHO et al., 2014).

A inclusdao da prépolis proporciona uma diminuigdo para estes agentes bacterianos
quando comparados ao grupo controle, principalmente para o nivel de 10 mL/Kg de inclusao,
além de reduzir quantidade entre o géneros acima descritos. E importante destacar que os
tratamentos com a inclusdo de 10 e 20 mL de extrato de propolis apresentaram uma
diversidade bacteriana superior (12 e 11 cepas, respectivamente) que a contendo 30 e 40 mL
(13 e 14 cepas, respectivamente).

A inclusdo do extrato da propolis parece manter um equilibrio entre as bactérias,
mesmo mantendo uma alta diversidade. O maior equilibrio entre as bactérias pode ter relacéo
com a melhora no fator de condicdo corporal, pois este fator aumenta a higidez do animal,
podendo proporcionar um melhor desempenho. Este resultado € o mesmo sugerido para 0s
probidticos, onde sdo fornecidos organismos vivos visando manter o equilibrio da flora
microbiana intestinal, melhorando sua resisténcia contra eventuais patdgenos, aumentando a
capacidade de absor¢do de nutrientes e aumentando a competicdo entre as bactérias
(RIBEIRO et al, 2008).

CASTRO et al. (2008) avaliaram a atividade antibacteriana de quarenta e dois extratos
de plantas brasileiras contra bactérias patogénicas para peixes (Streptococcus agalactiae,
Flavobacterium columnare e Aeromonas hydrophila), os valores de Concentracdo Minima
Inibitoria (demonstraram que os extratos Calyptranthes clusiifolia e Merremia tomentosa
inibiram o crescimento de S. agalactiae, apresentando um Concentracdo Minima Inibitdria de
1500 pg/mL, enquanto os extratos metandlicos de Cariniana legalis, Croton floribundus e

Mpyrcia velutina inibiram o crescimento de A. hydrophila, com valores de Concentragao
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Minima Inibitdria que variaram de 187,5 - 375 ug/mL. O patdégeno que se apresento mais
suscetivel trinta e um extratos foi F. columnare, ja o S. agalactiae foi mais sensivel a cinco e

A. hydrophila a extratos de plantas.

ANDRADE et al., (2012) avaliando atividade antimicrobiana in vitro de extratos
etanolicos de propolis para A. hydrophila isoladas de peixes, onde produto demonstrou efeito
bacteriostatico contra os isolados de A. hydrophila. VARGAS et al., (2004) também afirma
que a propolis possui atividade antimicrobiana “in vitro”, principalmente para bactérias Gram
positivas. SANTOS (2013) obteve resultados diferentes, concluindo que a propolis nao
apresentou efeito imunoestimulante quando os peixes foram infectados com A. hydrophila.

Os resultados encontrados para a¢do antibacteriana pode ter relagdo com a composi¢ao
quimica da propolis, pois a mesma pode ser encontrada com uma composi¢do variada e
complexa (DOS SANTOS et al., 2003) e com a diversidade da flora de cada regido onde as

abelhas buscam a matéria prima (PARK et al., 2002).
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Figura 5 - O Grafico representa a quantidade e a diversidade de bactérias do intestino das

tilapias do Nilo.

35

30

25

20

15 ~

10 +

Unidades Formadoras de Coldnias(ufc.mL1)

10

20 30

Incluséo de prépolis (mL)

40

M Citrobacter spp.

M Enterobacter spp.

M Escherichia coli sp.

H Klebsiella

M Kluyvera sp.

M Lactococcus lactis lactis

M Leuconostoc spp.

W Morganella sp.

W Pantoea sp.

M Proteus mirabilis

M Proteus vulgaris

W Providencia spp.

H Pseudomonas sp.

m Salmonella spp.
Bacillus spp.

W Enterococcus sp.
Flavobacterium sp.
Ralstonia picketti
Aeromonas sp.
Chryseomonas spp.
Edwardsiella spp.

Staphylococcus spp.

A microbiota pode variar de acordo com o ambiente, escassez de algum nutriente, pelo

uso de bactérias probioticas ou extratos vegetais (GATESOUPE, 2008). Para os tratamentos

gue houve a inclusdo do extrato da prépolis, ocorreu um aumento na diversidade das

bactérias, parecendo haver um equilibrio entre a microbiota intestinal do peixe.

De modo geral, a propolis como promotor de crescimento visa diminuir a populagdo

de microrganismos patogénicos no trato digestivo dos peixes, minimizando o nimero de

células inflamatérias em decorréncia de uma resposta imunoldgica menos intensa e,
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consequentemente, a espessura da parede intestinal € menor, melhorando assim a utilizagéo
dos nutrientes (ZUANON et al., 1998). Portanto a inclusdo de extrato da propolis como
aditivo e promotor de crescimento auxilia no equilibrio da flora intestinal das tilapias

aumentando sua higidez para eventuais patégenos (DE MELO et al., 2013).

4. CONCLUSAO

A inclusdo do extrato de prépolis da regido Oeste do Parand em racGes para pés-
larvas de tilapia do Nilo proporcionou um aumento na diversidade da microbiota intestinal e
melhora no fator de condicdo corporal, indicando uma melhora no desempenho produtivo. A
prépolis ndo teve efeito como promotor de o crescimento, porem 0s animais ndo foram
submetidos a um desafio sanitario, onde 0s mesmos em outros estudos parecem responder
melhor a inclusdo de propolis na dieta. Em relacdo a quantidade de prépolis recomenda-se a
dose minima de 10 mL/Kg de racdo, devido a quantidade de propolis disponivel. Outro fator
importante é a formacdo do trato gastrointestinal com a microbiota ndo totalmente formada,

podendo interferir ndo acdo da prépolis sobre as bacteérias.



78

5. REFERENCIAS

ANDRADE, N. P. C. et al. Atividade antimicrobiana in vitro de extratos etanolicos de
prépolis de trés estados brasileiros sobre Aeromonas hydrophila isoladas de peixes. Arquivos
do Instituto Bioldgico, Sdo Paulo, v. 79, p. 9-15, 2012.

BOYD, C.E.; MASSAUT, L. Risks associated with the use of chemicals in pond

aquaculture. Aquaculture Engineering, Auburn, v.20, p.113-132, 1999.

CALADO, L.L. et al. Densidades de incubacdo de ovos de tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus) em sistema alternativo. Ciéncia Animal, Sdo Paulo, v.18, p.75-80, 2008.
CAMPAGNOLO, R et al. Oleos essenciais na alimentacio de alevinos de tilapia do

Nilo. Revista Brasileira de Saude e Producédo Animal. Salvador, v. 14, 2013.

CASTRO, S.B.R et al. Antibacterial activity of plant extracts from brazil against fish
pathogenic bacteria. Brazilian Journal of Microbiology, Séo Paulo, v. 39, p. 756-760, 2008

CHO, S.H. Effects of Putative Growth or Health-Enhancing Dietary Additives on Juvenile
Olive Flounder, Paralichthys olivaceus, Performance. Journal Of The World Aquaculture

Society, Busan, v. 42, 2011.

DE LA ROSA, M. G. N. Evaluacin preliminar de las poblaciones bacterianas asociadas al
tracto intestinal de la tilapia (Oreochromis niloticus) expuesta a aceites esenciales de
organo en la dieta. 2011. 98 f. Dissertacdo (Doutorado). Facultad de Ciencias, Universidad
Nacional de Colombia.

DE MELLO, H. et al. Efeitos benéficos de probidticos no intestino de juvenis de Tilapia-do-
Nilo. Pesquisa Veterinaria Brasileira, Rio de Janeiro, p. 724-730, 2013.

DENG, J et al. Effect of ethanolic extract of propolis on growth performance and plasma
biochemical parameters of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Fish Physiol Biochem, v.

37, p. 959-967, 2011.



79

DOS SANTOS, C.R. et al. Otimizacdo do processo de extracdo de propolis através da
verificacdo da atividade antimicrobiana. Revista Brasileira de Farmacognosia, Parana, v.13,
p. 71-74, 2003.

DOTTA, G. Efeito imunomodulador dos extratos de propolis e Aloe barbadensis,
suplementados na dieta de tilapia do Nilo Oreochromis niloticus. 2013. 124f. Tese
(Doutorado). Programa de pds-graduacdo em aquicultura. Universidade Federal Santa
Catarina.

GATESOUPE, F.J. Updating the importance of lactic acid bacteria in fish farming: natural
occurrence and probiotic treatments. Journal of Molecular Microbiology and
Biotechnology, France, v.14, p.107-114, 2008.

GASTALHO, S. et al. Uso de antibioticos em aquicultura e resisténcia bacteriana: impacto
em salde publica. Acta Farmacéutica Portuguesa, Portugal, v. 3, p. 29-45, 2014.
GOMEZ-GIL, B. et al. The use and selection of probiotic bacteria for use in the culture of
larval aquatic organisms. Aquaculture, México, v. 191, p. 259-270, 2000.

GONZALES, E. et al. Uso de antibidticos promotores de crescimento na alimentacdo e
producdo animal, Revista UFG, Séo Paulo, v. 1, p. 49-52, 2012.

HAYASHI, C. Breves consideracdes sobre as tilapias. In: RIBEIRO, R. P. et al. Curso de

piscicultura: criacdo racional de tilapias. Universidade Federal de Maringa, cap. 1, p. 4, 1995.

HAYASHI, C et al. Exigéncia de proteina digestivel para larvas de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) durante a reversdo sexual. Revista Brasileira de Zootecnia, v.31,

p.823-828, 2002.

MAINARDES-PINTO. C. S. R. M et al. Masculinizacdo da Tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus, utilizando diferentes racdes e diferentes doses de 17 a-metiltestosterona. Revista

Brasileira de Zootecnia, Minas Gerais, v. 29, p. 654-659, 2000.



80

MARENGONI, N. G; WILD, M. B. Sistemas de producéo de pds-larvas de tilapia do Nilo.
Scientia Agraria Paranaensis, Parand, v. 13, p. 265-276, 2014.

MEURER, F. et al. Fontes proteicas suplementadas com aminoacidos e minerais para a tilapia
do Nilo durante a reversdo sexual. Revista Brasileira de Zootecnia, Minas Gerais, v.34, p.1-
6, 2005.

MEURER, F. et al. Brown propolis extract in feed as a growth promoter of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus,) fingerlings. Aquaculture Research, Pernambuco, v. 40, p. 603-608,
2009.

MEURER, F et al. Feeding frequency on growth and male percentage during sexual reversion
phase of Nile tilapia. Revista Brasileira de Saude e Producio Animal, Bahia, v. 13, n. 4, p.

1133-1142, 2012.

NRC. Nutrient requirements of warm water, fishes and shellfishes: nutrient
requirements of domestics animals. Washington, D.C.: 1993. 114p.

PARK, Y.K. et al. Propolis produzida no sul do Brasil, Argentina e Uruguai: Evidéncias
fitoquimicas de sua origem vegetal. Ciéncia Rural, Rio Grande do Sul, v. 2, p. 997-1003,
2002.

PEZZATO, L.E.; MIRANDA, E.C.; BARROS, M.M. et al. Digestibilidade aparente de
ingredientes pela tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Revista Brasileira de Zootecnia.
Minas Gerais, v.31, p.1595-1604, 2002.

POPE, K. L; KRUSE. G. Assessment of fish condition data. Statistical Analyses of
Freshwater Fisheries Data. American Fisheries Society Publication, v. 74, p. 51-56, 2001.
RIBEIRO, P. A. P. et al. Probioticos na Aquicultura. Revista Eletrénica Nutritime, Minas

Gerais, v. 6, p. 837-846, 2008.



81

SANTOS, E.L. Aditivos naturais promotores de crescimento em dietas para tilapia do
Nilo. 2010. 73 f. Tese (Doutorado). Programa de doutorado Integrado em Zootecnia.
Universidade Federal Rural de Pernambuco.

SANTOS, E. L. et al. Residuo do processamento do extrato de propolis vermelha em racao
comercial para alevinos de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Comunicata Scientiae,
Sédo Paulo, v. 4, p. 179-185, 2013.

TACHIBANA, L. et al. Desempenho de diferentes linhagens de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) na fase de reversao sexual. Acta Scientiarum. Animal Sciences, Sao Paulo, v. 26,
p. 305-311, 2004.

UCZAY, J. et al. Propolis in diets for silver catfish (Teleostei, Pimelodidae). Bioscience
Journal, Sdo Paulo, v. 30, p. 1912-1918, 2014.

UFV - UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA. SAEG - Sistema de analises estatisticas
e genéticas. Versdo 8.0. Vicosa, Minas Gerais, 2000.

VARGAS. A. C et al. Atividade antimicrobiana “in vitro” de extrato alcoolico de propolis.
Ciéncia Rural. Santa Maria, v.34, p.159-163, 2004.

VAZQUEZ, J.A. et al. Effects of lactic acid bacteria cultures on pathogenic microbiota from
fish. Aquaculture, Spain, v.245, p.149-161, 2005.

ZUANON, J.A.S. et al. Efeito de promotores de crescimento sobre o desempenho de frangos

de corte. Revista Brasileira de Zootecnia, Minas Gerais, v. 27, p. 999-1005, 1998.



