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Resumo 
Os probióticos constituídos por microrganismos vivos administrados em 
quantidades adequadas conferem benefício à saúde do peixe e deve ser capaz 
de colonizar, estabelecer-se e multiplicar no intestino do hospedeiro. A tilápia 
do Nilo, Oreochromis niloticus, variedade GIFT é um ciclídeo que apresenta 
excelente potencial zootécnico e reprodutivo. Objetivou-se neste experimento 
avaliar a otimização do desempenho zootécnico, caracterizar 
histomorfometricamente a porção média do intestino, estimar os parâmetros 
hematológicos, imunológicos e microbiológicos em dietas para jovens, 
alimentados com probiótico, incluído antes e após o processo de peletização e 
extrusão da ração. Utilizou-se o delineamento experimental foi inteiramente 
casualizado com cinco tratamentos e cinco réplicas: ração peletizada sem 
probiótico; ração peletizada com inclusão de probiótico antes e após o 
processamento; ração extrusada sem probiótico e ração extrusada com 
inclusão do probiótico após o processamento. Duzentos e cinqüenta 
exemplares foram distribuídos em 25 aquários (20L) e alimentados durante 63 
dias. Foram constatadas diferenças para os valores médios do peso total no 
final do experimento. Após 42 dias de alimentação foram ocorridas diferenças 
significativas na conversão alimentar para tratamentos com as dietas 
extrusadas comparadas com as peletizadas. Os peixes alimentados com as 
dietas suplementados com o probiótico apresentaram aumento na espessura 
da camada epitelial do intestino. As análises hematológicas não apresentaram 
diferenças significativas durante o período experimental. A capacidade 
fagocítica foi maior na dieta extrusada suplementada com probiótico, todavia, o 
índice fagocítico não mostrou diferenças entre os tratamentos. Os peixes 
alimentados com a dieta extrusada suplementada com 4g kg-1 de probiótico 
incluído após o processamento foram os que apresentaram melhores 
resultados de desempenho zootécnico, histomorfométrico e imunológico. 
 
Palavras chaves: Bacillus, ciclídeos, desempenho zootécnico, hematologia, 
histologia, imunologia. 
 



Abstract 
Probiotics consisted of live microorganisms which when administered in 
adequate amounts confer a health benefit to the host and must be able to 
colonize, establish and multiply into the intestine of the fish. The Nile tilapia, 
Oreochromis niloticus, GIFT variety it is a cichlid that shows an excellent 
zootechnical and reproductive potential. The objective of this assay was to 
evaluate the performance; characterize histomorphometrically the middle 
portion of the intestine, estimate the parameters hematological, immunological 
and microbiological in diets for young fed with diets, included with probiotics 
before and after processing pelleting and extrusion ration. The experimental 
design was completely randomized with five treatments and five replicates: a 
pelleted diet without probiotic; pelleted diet with probiotic included of before and 
after processing, extruded diet without probiotic, and extruded diet with probiotic 
inclusion after processing. Two hundred and fifty fishes were assigned into 25 
aquaria (20L) and fed for 63 days. It was observed significant differences for the 
total weight. After 42 days of fed, it was observed significant differences in the 
feed convertion in treatments with extruded diets compared with the pelletized 
diets. Fishes fed with diets supplemented with probiotic shown an increase in 
the thickness of the intestine epithelial layer. No significant differences were 
observed in blood analysis during the experimental period. The phagocytic 
capacity was enhanced in the extruded diet supplemented with probiotic, 
however, the phagocytic index showed no difference among the other 
treatments. The fishes fed with the extruded diets supplemented with 4g.kg-1 
probiotic included after the processing showed the best results in growth 
performance, immunologic and histomorphometric parameters. 
 
Keywords: Bacillus, cichlids, growth performance, hematology, histology, 
immunology. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

Profissionais da iniciativa privada associados a instituições de ensino e de 

pesquisa anseiam pela viabilização de alimentos funcionais como os probióticos, 

constituídos por microrganismos vivos que atuam beneficamente no hospedeiro, 

promovendo o equilíbrio da microbiota intestinal favorecendo a saúde dos 

animais, definição esta que foi mencionada por FULLER (1989). Em outubro de 

2001, a FAO/OMS, intitulou o termo probiótico como "microrganismos vivos que 

quando administrados em quantidades adequadas conferem um benefício à 

saúde do hospedeiro". 

 

Recentemente, NAYAK (2010) afirma que um probiótico ideal, 

independente da sua fonte deve ser capaz de colonizar, estabelecer e multiplicar 

no intestino do hospedeiro. 

 

Mais recentemente, os probióticos considerados na indústria da aquicultura 

incluem uma vasta gama, como as bactérias Gram positivas especialmente 

bactérias ácido láticas, Bacillus, Carnobacterium, Enterococcus, Pediococcus, 

Streptococcus spp, as bactérias Gram negativas Aeromonas, Alteromonas, 

bifidobactérias, Flavobacterium, Pseudomonas, Vibrio spp. e as leveduras, 

Saccharomyces, Debaryomyces (VERSCHUERE et al., 2000; IRIANTO e 

AUSTIN, 2002; LARA-FLORES et al., 2003; BURR et al., 2005; SAHU et al., 2008; 

WANG et al., 2008; ALY et al., 2008; EL-RHMAN et al., 2009), dentre outros. 

 

Partindo do conhecimento científico adquirido sobre a utilização de 

probióticos em peixes, tem se estabelecido linhas de investigação prioritárias sobre 

sua suplementação nos alimentos (em geral, rações) e, administrados oralmente 

para melhorar a flora microbiana do intestino (NAGESWARA e BABU 2006; SAHU 

et al., 2008), exercendo efeito benéfico através de uma ampla gama de ações. 

Estes incluem competição por sítios de adesão e resistência à colonização; 

competição por nutrientes essenciais; produção de compostos antagonistas contra-

patógenos; reforço da resposta imune e resistência a doenças; melhoria da 

digestibilidade na alimentação e desempenho produtivo (RINGO e GATESOUPE, 
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1998; VERSCHUERE et al., 2000; BALCÁZAR et al., 2006; DAS et al., 2008; 

KESARCODI-WATSON et al., 2008). 

 

Sabe-se que os probióticos são usados na criação de larvas, pós-larvas e 

juvenis de peixes, moluscos, crustáceos e anfíbios (RINGO e GATESOUPE, 

1998; PLANAS e CUNHA, 1999; VERSCHUERE et al., 2000; IRIANTO e AUSTIN, 

2002; BALCÁZAR et al., 2006; ALY et al., 2008; DIAS et al., 2008; KESARCODI-

WATSON et al., 2008; EL-RHMAN et al., 2009; ZHOU et al., 2009; NAYAK, 2010) 

possibilitando substituir os antibióticos na função de promotor de crescimento. 

 

Entre os numerosos efeitos benéficos dos probióticos, a modulação do 

sistema imunológico é um dos mais comumente alegados em peixes (NAYAK, 

2010). Segundo o autor modelos animais favorecem a compreensão do grau e tipo 

de resposta imune induzida pelos diferentes produtos. Afirma também, que entre os 

parâmetros imunes estudados em teleósteos, os mais comuns são os que 

interagem com as células do sistema imunológico, tais como células mononucleares 

fagocíticas (monócitos e macrófagos), leucócitos polimorfonucleares (neutrófilos) e 

células NK para melhorar as respostas imunes inatas. Certos probióticos podem 

aumentar o número de eritrócitos, granulócitos, macrófagos e linfócitos em 

diferentes peixes (IRIANTO e AUSTIN, 2002; KUMAR et al., 2008). 

 

A piscicultura no nosso país, como atividade rural, surgiu na década de 1950, 

no Estado de São Paulo, com a introdução do cultivo da carpa comum, Cyprinus 

carpio, truta arco-íris, Oncorhynchus mykiss e tilápias (CASTAGNOLLI, 1995). 

Várias introduções de tilápias foram realizadas no Brasil para a consolidação da 

tilapicultura, destacando-se a Tilapia rendalli, no ano de 1952 (GODOY, 1959), a 

tilápia do Nilo, Oreochromis niloticus e a tilápia Zanzibar, Oreochromis hornorum, 

no ano de 1971 (DA SILVA et al., 1975). As introduções mais recentes 

constituíram-se de linhagens da tilápia Nilótica, a tilápia Chitralada em 1996, e mais 

recentemente a tilápia Gift e a tilápia Supreme (ZIMMERMANN, 1999, 2003). 

 

A tilápia do Nilo é um ciclídeo que apresenta características como 

precocidade, rápido crescimento, alimenta-se dos itens básicos da cadeia trófica, 

aceita grande variedade de alimentos, responde com a mesma eficiência a 
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ingestão de proteínas de origem vegetal e animal, possui capacidade fisiológica 

de adaptar-se em diferentes ambientes e sistemas de produção, resistente a 

doenças, densidades de estocagem elevadas e baixos teores de oxigênio 

dissolvido, além de atrair a atenção dos piscicultores por ser uma espécie de 

peixe consolidada na atividade dos agronegócios (CASTAGNOLLI, 1992; ONO e 

KUBITZA, 2003; ZIMMERMANN e FITZSIMMONS, 2004; CYRINO e CONTE, 

2006). Estas características conferem à tilápia o segundo lugar dos peixes mais 

cultivados em águas continentais no mundo, perdendo apenas para a carpa 

(YASUI et al., 2007). 

 

O gênero Bacillus pode agir positivamente sobre os organismos cultivados, 

aumentando a sobrevivência e o crescimento (GOMEZ-GIL et al., 2000), 

estimulando o sistema digestivo (ZIAEI-NEJAD et al., 2006) e o sistema imunológico 

(GATESOUPE, 1999) contribuindo na melhoria da qualidade da água em termos 

de biorremediação  (KENNEDY et al., 1998; MORIARTY, 1998). Estudos 

mostram efeitos positivos usando uma ou duas cepas probióticas, e alguns 

descrevem os efeitos da mistura de probióticos na piscicultura e carcinicultura 

(BALCÁZAR, 2003; LARA-FLORES et al., 2003; ZIAEI-NEJAD et al., 2006). 

 

No presente estudo foi utilizado um produto constituído por Bacillus toyoi 

e Bacillus subtilis, que tem como características capacidade de esporular, 

contribuindo com taxas de sobrevivência elevadas durante o trânsito intestinal 

(HOA et al., 2000). 

 

O conhecimento de mucosa intestinal dos peixes é importante no 

fornecimento de informações em estudos de nutrição, de forma a atender às 

exigências nutricionais para adequado desempenho e saúde dos peixes. Segundo 

JOBLING (1995), a mucosa intestinal de peixes teleósteos tem inúmeras projeções 

denominadas vilos, sem criptas na base e que possuem células indiferenciadas, 

que sofrem sucessivas mitoses para formação das células epiteliais do vilo. 

 

SWEETMAM et al., (2008) afirmam que a função do trato intestinal e sua 

eficiência é fundamental para o sucesso comercial da produção de peixes, por 

meio de estudos histológicos, estabelecendo o padrão e integridade estrutural. 
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Após a administração, existem maneiras de avaliar os efeitos dos 

probióticos fornecidos aos peixes como colonização do epitélio intestinal, 

contribuições nutricionais das bactérias, função estimulante imunológica (TINH et 

al., 2008) bem-estar do animal e crescimento (AVELLA et al., 2010; CARNEVALI 

et al., 2004; 2006; MERRIFIELD et al., 2010). 

 

2. OBJETIVOS 

 

O objetivo geral deste experimento foi de avaliar o processo de 

incorporação de probiótico em dois diferentes processamentos de rações em 

dietas formuladas: (1) peletização e (2) extrusão. 

Dentre os objetivos específicos foram testadas as incorporações do 

probiótico nas dietas experimentais de jovens de tilápias do Nilo com o intuito de: 

• Otimizar o desempenho zootécnico; 

• Mostrar o efeito da presença do probiótico nas microvilosidades do intestino; 

• Estimar os parâmetros hematológicos à melhora de imunidade; 

• Verificar a recuperação do probiótico adicionada à ração e do trato intestinal; 

• Determinar o protocolo de incorporação de probiótico nas dietas. 

 

3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. A Tilápia 

 

Tilápia é o nome comum de aproximadamente 70 espécies de peixes, 

pertencente à família Cichlidae. É nativa da África tropical (WATANABE et al., 

2002), do vale Jordan e da costa do Rio Palestina (HERBST, 2002), porém, 

apenas quatro conquistaram destaque na aquicultura mundial: tilápia do Nilo, 

Oreochromis niloticus; tilápia de Moçambique, O. mossambicus; tilápia azul, O. 

aureus e tilápia de Zanzibar, O. urolepis hornorum (KUBITZA, 2000). 

 

Estes peixes estão distribuídos em águas quentes subtropicais cujas 

médias de temperatura da água variam entre 20 e 30 °C, e podem ser cultivadas 

em água doce, estuarina ou salobra (MEURER et al., 2003), em países dos 
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hemisférios norte e sul, especialmente no Oriente Médio e Ásia (SOUZA, 2007). A 

tilápia é a segunda espécie de águas continentais mais cultivada em todo o mundo, 

sendo inferior apenas às carpas (OSTRENSKY et al., 2000; YASUI et al., 2007). 

 

A piscicultura no nosso país, como atividade rural, surgiu na década de 

1950, no Estado de São Paulo, com a introdução do cultivo da carpa comum, 

Cyprinus carpio, da truta arco-íris, Oncorhynchus mykiss e das tilápias do Nilo 

(CASTAGNOLLI, 1995). Várias introduções de tilápias foram realizadas no 

Brasil para a consolidação da tilapicultura, destacando-se a Tilapia rendalli, no 

ano de 1952 (GODOY, 1959), a tilápia do Nilo, Oreochromis niloticus, no ano 

de 1971, e a tilápia Zanzibar, Oreochromis hornorum, em 1971 (DA SILVA et 

al., 1975). As introduções mais recentes constituíram-se de linhagens da tilápia 

Nilótica, a tilápia Chitralada em 1996, e mais recentemente a tilápia Supreme e 

a tilápia Gift (ZIMMERMANN, 1999, 2003).  

 

Em 1996, uma linhagem melhorada de crescimento rápido da espécie O. 

niloticus, a tilápia Chitralada, foi introduzida no Brasil. Esta linhagem foi 

desenvolvida no Japão e melhorada no Palácio de Chitral na Tailândia, a partir 

de alevinos doados pelo Asian Institute of Technology (AIT) (ZIMMERMAN, 

1999). Uma nova linhagem de tilápia foi recentemente introduzida no mercado 

brasileiro, a tilápia Supreme, desenvolvida pela empresa Genomar, depois de 

mais de 20 anos de seleção genética. A população GST (Genomar Supreme 

Tilapia) é produto do maior, mais caro e longo programa de melhoramento 

genético de tilápias, o Genetic Improved Farmed Tilapia (GIFT), que foi 

executado nas Filipinas (ZIMMERMANN, 2003).  

 

A tilapicultura cresce impulsionada pelo potencial zootécnico e reprodutivo 

da espécie que quando criadas em cativeiro, mostram ser de fácil manejo, 

resistência ao manejo e às enfermidades (CARRILLO e ROMAGOSA, 2005). 

 

Por apresentar carne saborosa de ótima qualidade (2,1% gordura) e a 

inexistência de espinhos em forma de "y" (miocelos) no filé, característica que 

facilita a industrialização (HILDSORF, 1995; YASUI et al., 2007) é bem aceita 
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pelo mercado consumidor regional e internacional (PROENÇA e 

BITTENCOURT, 1994; SOUZA, 2007). 

 

Embora seja uma espécie exótica, a tilápia do Nilo, é uma das principais 

espécies com potencial para alicerçar a expansão da piscicultura industrial no 

Brasil, pois, a espécie está adaptada às nossas condições climáticas e sua 

criação é feita a partir de um pacote tecnológico bem definido (LOVSHIN, 1998). 

 

Do ponto de vista biológico, a tilápia é onívora, alimentando-se de algas, 

fitoplâncton, zooplâncton, ovos e larvas de peixes e detritos. Esta característica 

faz com que a tilápia cresça rapidamente com a utilização de níveis baixos de 

proteínas e tolere altos níveis de carboidratos na dieta, em comparação com os 

peixes carnívoros (STICKNEY, 2000). 

 

Com a crescente necessidade de utilizar alimentos de alta qualidade e em 

quantidades suficientes para atender o crescimento da população mundial, 

esforços integrados de segmentos da produção animal e vegetal (PEZZATO et al., 

2004) e pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de alimentos funcionais, que 

forneçam nutrição básica, promovendo aumento da eficiência alimentar, taxa de 

crescimento e a melhora da saúde de peixes (OLIVEIRA et al., 2002). 

 

3.2. Suplemento alimentar 

 

Na aquicultura os suplementos alimentares mais estudados são as vitaminas, 

minerais, imunoestimulantes, prebióticos e probióticos (GATLIN III et al., 2006). 

 

Com relação aos pré e probióticos, pode-se dizer que ambos os 

produtos possuem a mesma função que é reduzir a carga de bactérias 

indesejáveis do trato intestinal dos peixes, favorecendo a saúde do animal e 

melhorando a absorção dos nutrientes da dieta. Os prebióticos são compostos 

não digeríveis por enzimas, sais e ácidos produzidos pelo organismo animal, 

mas seletivamente fermentados pelos microrganismos do trato gastrintestinal. 

Podem estar presentes nos ingredientes da dieta ou serem adicionados a ela, 

através de fontes exógenas concentradas (SILVA e NÖRNBERG, 2003). 
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Entretanto, probióticos são produtos que contêm um ou vários microrganismos 

viáveis definidos e em quantidade adequada que alteram, por colonização, a 

microbiota própria do intestino do hospedeiro, produzindo também efeitos 

benéficos à saúde (SCHREZENMEIR e DE VRESE, 2001). 

 

O desenvolvimento de protocolos de utilização de suplementos 

alimentares é fundamental para a administração correta desses produtos 

segundo GARCIA (2008). Apesar de não apresentarem maiores problemas de 

impacto ambiental e registro de uso, estes produtos mostram resultados 

positivos quando administrados na concentração exata que o organismo 

necessita e ainda, durante um período correto, que geralmente é bastante curto 

(JENEY et al., 1997). O limiar entre o suplemento expressar seus benefícios e 

tornar-se prejudicial é estreito, daí a dificuldade de se estabelecer os protocolos 

de utilização (VOLPATTI et al., 1998). Além disso, a “exigência” do suplemento 

varia com inúmeros fatores como, idade do peixe, sistema de criação, 

composição da dieta e estresse (desafio) a que estão submetidos. 

 

3.3. Definição do probiótico 

 

Na década de 1960, LILLY e STILLWELL (1965) descreveram 

probióticos para humanos como "substâncias secretadas por um organismo 

que estimulam o crescimento de outro". Até meados de 1974, o termo 

probiótico foi focado na alimentação animal por Parker como "organismos e 

substâncias que têm um efeito benéfico sobre o hospedeiro do animal, 

contribuindo para o equilíbrio microbiano intestinal". 

 

A definição mais amplamente citada foi expressa por FULLER (1989) 

como, "Um microrganismo vivo suplementado na dieta, o qual beneficia o 

animal hospedeiro por melhorar o balanço microbiano intestinal". Em outubro 

de 2001, a FAO/OMS, intitulou o termo probiótico como, "microrganismos vivos 

que quando administrados em quantidades adequadas conferem um benefício 

à saúde do hospedeiro". 
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Recentemente, KESARCODI-WATSON et al., (2008) ressaltaram que, 

os probióticos em peixes são microorganismos vivos que podem servir como 

suplementos dietéticos para melhorar o crescimento e a resposta imune. 

 

3.4. Mecanismos de ação do probiótico 

 

Existem três mecanismos de ação atribuídos aos probióticos sendo, (1) 

supressão do número de células viáveis pela produção de compostos com 

atividade antimicrobiana, competição por nutrientes e sítios de adesão; (2) 

alteração do metabolismo microbiano, pelo aumento ou diminuição da atividade 

enzimática; (3) estímulo da imunidade do hospedeiro, pelo aumento dos níveis 

de anticorpos e atividade dos macrófagos. O espectro de atividade dos 

probióticos pode ser dividido em efeitos nutricionais, fisiológicos e 

antimicrobianos (FULLER, 1989; CORRÊA et al., 2003). 

 

3.5. Benefícios dos probióticos 

 

Os probióticos podem ser benéficos de várias formas agindo 

separadamente ou em combinação com outros probióticos. Dentre as ações 

estão incluídas a inibição do patógeno (produção de compostos antagônicos), 

concorrência pela adesão de sítios, competição por nutrientes, funções 

imunoestimulatórias como os benefícios nutricionais alimentares para melhorar a 

digestibilidade para facilitar sua digestão (FULLER, 1989; BOMBA et al., 2002). 

 

3.6. Cuidados no uso de probióticos na aquicultura 

 

As cepas de probióticos usadas na alimentação podem não estar 

disponíveis para o hospedeiro devido a diferentes formas. Portanto, a dosagem 

deve ser apropriada. Muitas cepas bacterianas não sobrevivem ao processo de 

confecção do alimento, perdem sua viabilidade quando expostas a altas 

temperaturas e ao processo de extrusão. Grandes quantidades de material 

orgânico concentrado no fundo do viveiro também podem diminuir a eficiência 

do probiótico utilizado (ANTONY e PHILIP, 2008). 
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3.7. Processamentos de ração 

 

Hoje, as rações peletizada ou extrusada são utilizadas pelas indústrias 

de alimentos nas criações comerciais de organismos aquáticos e, segundo 

FANCHER (1996), o processo mecânico de peletização trata-se da 

aglomeração de pequenas partículas, originando partículas maiores, 

denominando-as de “peletes”, cujos ingredientes devem estar em ótimas 

condições para a produção de grânulos de alta qualidade nutricional e boa 

estabilidade na água. ALVES (2007) mostra também que, a aglutinação dos 

ingredientes em forma de “pelete” é importante para minimizar as perdas 

sólidas e dissolvidas (nitrogênio e fósforo), aumentando a eficiência da 

ingestão do alimento, conferindo ao produto final uma melhor digestibilidade da 

parte energética da ração. Entretanto, KIANG (1993) afirma que o processo de 

extrusão utiliza altas temperaturas e pressão, causando modificações físicas e 

químicas nos alimentos, provocando maior gelatinização do amido e exposição 

dos nutrientes contidos no interior das células vegetais à ação digestiva, 

melhorando, assim, a eficiência alimentar para os peixes. 
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5. APRESENTAÇÃO DA DISSERTAÇÃO 

 

Para facilitar a publicação dos resultados, após a incorporação das 

sugestões feitas pela banca, a dissertação será apresentada em dois capítulos 

na forma de manuscrito. Os capítulos seguiram as normas de publicação da 

revista internacional, Aquaculture, Amsterdam. 

 

Capítulo 1 - INCLUSÃO DE PROBIÓTICO NO PROCESSAMENTO DE 

RAÇÃO PARA JUVENIS DE TILÁPIAS DO NILO, Oreochromis niloticus: 

DESEMPENHO ZOOTÉCNICO E HISTOMORFOMETRIA DA PORÇÃO 

MÉDIA DO INTESTINO. 

 

Capítulo 2 - INCORPORAÇÃO DE PROBIÓTICO NA DIETA PARA TILÁPIA 

DO NILO, Oreochromis niloticus: PARÂMETROS HEMATOLÓGICOS, 

IMUNOLÓGICOS E MICROBIOLÓGICOS. 
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RESUMO 

Os probióticos são constituídos por microrganismos vivos que atuam 

beneficamente no hospedeiro, promovendo o equilíbrio da microbiota intestinal, 

favorecendo, a saúde dos animais. O objetivo foi avaliar a otimização do 

desempenho zootécnico e a caracterização histomorfométrica do intestino 

médio de jovens de tilápias do Nilo, Oreochromis niloticus, variedade GIFT, 

alimentadas com probiótico, incluído antes e após o processamento de ração. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco 

tratamentos e cinco réplicas composto pelos seguintes tratamentos: ração 

peletizada sem probiótico; ração peletizada com inclusão do probiótico antes e 

após o processamento; ração extrusada sem probiótico e ração extrusada com 

inclusão do probiótico após o processamento. Duzentos e cinqüenta jovens 

foram distribuídos em 25 aquários (20L) e alimentados durante 63 dias. Foram 

constatadas diferenças para os valores médios do peso total no final do 

experimento. Após 42 dias de alimentação foram verificadas diferenças 

significativas na conversão alimentar para tratamentos com as dietas 

extrusadas comparadas com as peletizadas. Os peixes alimentados com as 

dietas suplementados com o probiótico apresentaram aumento na espessura 

da camada epitelial do intestino. O melhor desempenho zootécnico foi 

observado, na dieta extrusada suplementada de probiótico incorporado após o 

processamento de ração, e a inclusão de 4g kg-1 de probiótico, em dietas 

peletizadas e extrusadas, promoveu o aumento na espessura da camada 

epitelial do intestino médio. 

 

Palavras-chave: Bacillus subtilis, Bacillus toyoi, histologia, ciclídeo. 
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1. Introdução 

 

Profissionais da iniciativa privada associados a instituições de ensino e 

de pesquisa anseiam pela viabilização de alimentos funcionais como os 

probióticos os quais são constituídos por microrganismos vivos que atuam 

beneficamente no hospedeiro, promovendo o equilíbrio na microbiota intestinal, 

favorecendo a saúde dos animais, definição mencionada por Fuller (1989). 

Posteriormente, Verschuere et al., (2000) redefiniram probiótico para 

organismos aquáticos como "vida microbiana adjunta que tem efeito benéfico 

na associação, modificando a comunidade microbiana associada ou ambiente, 

garantindo melhor utilização do alimento para animais, através da resposta a 

doença”. 

Vários ensaios apresentam resultados promissores na criação de peixes, 

moluscos, crustáceos e anfíbios (Ringo e Gatesoupe, 1998; Verschuere et al., 

2000; Irianto e Austin, 2002; Balcázar et al., 2006; Dias et al., 2008; Kesarcodi-

Watson et al., 2008; El-Rhman et al., 2009; Zhou et al., 2009) possibilitando 

substituir os antibióticos na função de promotor de crescimento. Em peixes, são 

administrados em geral, por via oral para melhorar a flora microbiana do 

intestino (Nageswara e Babu, 2006; Sahu et al., 2008). 

Os gêneros dos probióticos mais utilizados na criação de organismos 

aquáticos são as bactérias Lactobacillus, Bacillus, Enterococcus e leveduras 

Saccharomyces (Lara-Flores et al., 2003; Meurer et al., 2006 e 2008; Wang et 

al., 2008; Aly et al., 2008; Dias et al., 2008 e 2009; El-Rhman et al., 2009). 

A tilápia do Nilo apresenta excelente potencial zootécnico e reprodutivo, 

estas características conferem o segundo lugar dos peixes mais cultivados em 

águas continentais no mundo, perdendo apenas para a carpa (Yasui et al., 2007). 

No presente estudo foi utilizado Bacillus toyoi e Bacillus subtilis que tem 

como principal vantagem a capacidade de esporular, atribuindo maiores taxas 

sobrevivência durante o trânsito intestinal (Hoa et al., 2000). 

Estudos feito por Sweetmam et al., (2008) afirmam que a função do trato 

intestinal e sua eficiência é fundamental para o sucesso comercial da produção 

de peixes, por meio de estudos histológicos estabelecendo o padrão e 

integridade estrutural. 
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O objetivo desse experimento foi avaliar as formas de inclusão de 

probiótico no processamento de ração, os parâmetros zootécnicos e a 

caracterização histomorfométrica do intestino de jovens de tilápia do Nilo, 

Oreochromis niloticus mantidas em condições laboratoriais. 

 

2. Material e métodos  

 

O experimento foi realizado no Laboratório de Patologia de Organismos 

Aquáticos do Instituto de Pesca, APTA, S.A.A., São Paulo-SP, Brasil. Mil 

jovens de tilápias do Nilo, O. niloticus revertidos (lote 100% macho), 

pertencentes à variedade GIFT, foram acondicionados em dois tanques de 

500L cada. 

Após 15 dias de aclimatação, 250 peixes jovens, com medias de peso e 

comprimento total inicial de 5,23 ± 0,40 g e 6,90 ± 0,23 cm, foram selecionados 

e distribuídos aleatoriamente, em 25 aquários de 20L, providos de aeração 

contínua e sistema de filtragem individual. 

Os parâmetros de qualidade da água temperatura, oxigênio dissolvido, 

pH, condutividade elétrica, sólidos dissolvidos totais e amônia foram 

monitorados semanalmente, com auxílio do medidor de multiparâmetros. 

Estabeleceu-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 

cinco tratamentos e cinco réplicas totalizando 25 parcelas, e a unidade 

experimental composta de 10 peixes. 

Quatro gramas do probiótico PAS TR® (Bacillus toyoi 4,0 x 108 UFC g-1 e 

Bacillus subtilis 4,0 x 108 UFC g-1) foram adicionados à dieta durante o 

processo de peletização, e com veículo oleoso (2% óleo de soja) após o 

processamento (peletização e extrusão). 

A composição basal detalhada para jovens de tilápias do Nilo encontra-

se na Tabela 1. As rações foram formuladas com base nos dados 

apresentados no NRC (1993). Os tratamentos obedeceram ao desenho 

experimental mostrado na Tabela 2. 

Os peixes foram alimentados com dietas experimentais formuladas 

peletizada e extrusada com 36% de proteína bruta (PB), três vezes ao dia 

(Kubitza, 1999), às 08h, 14h e 18h, na proporção de 1% do peso vivo, por 63 

dias e biometrias a cada três semanas. 
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Tabela 1 

Composição química e análise centesimal da ração basal. 

Dieta Basal 
Ingredientes (%) 

Sem Probiótico Com Probiótico  

Farelo de Soja 45.10 45.10 

Farelo de Trigo 21.24 21.24 

Fubá de Milho 10.45 10.05 

Farinha de Peixe 10.00 10.00 

Glúten de Milho 4.00 4.00 

Fosfato Bicálcico 3.80 3.80 

Premix Vitamínico e Mineral 0.50 0.50 

L – Lisina 0.40 0.40 

DL – Metionina 0.41 0.41 

Vitamina C 0.08 0.08 

BHT 0.02 0.02 

Probiótico 0.00 0.40 

Total  100.00 100.00 

Foi adicionado fubá de milho na dieta que não recebeu suplementação do probiótico 

 

Tabela 2 

Tratamentos utilizados durante a realização do experimento. 

Tratamentos Processamento Adição Probiótico Adição óleo 

T1 Peletizada controle - - 4g kg-1 

T2 Peletizada Antes 4g kg-1 4g kg-1 

T3 Peletizada Após 4g kg-1 4g kg-1 

T4 Extrusada controle - - 4g kg-1 

T5 Extrusada Após 4g kg-1 4g kg-1 

 

A Tabela 3 mostra as análises bromatológicas realizadas no Laboratório de 

Nutrição Animal/LANA da UNESP - Jaboticabal, SP, segundo a AOAC, (1990). 

Para as análises foram feitos os seguintes procedimentos: Matéria Seca 

(MS) a pré-secagem - 65°C/72h e secagem em estufa - 105°C/24h até peso 

constante; Extrato Etéreo (EE) lavagem da amostra com solvente (éter) - 

Soxhlet; Fibra Bruta (FB) tratamento da amostra com solução ácida e em 
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seguida de solução básica; Proteína Bruta (PB) nitrogênio total da amostra 

método de Kjeldahl; Matéria Mineral (MM) incineração da amostra - 600°C/4h e 

Energia Bruta (EB) através de bomba calorimétrica. 

 

Tabela 3 

Resultados das análises da composição químico bromatológica das dietas 

durante o experimento 

Matéria Seca (%) 86.52 

Proteína Bruta (%) 36.00 

Extrato Etéreo (%) 4.58 

Fibra Bruta (%) 8.43 

Matéria Mineral (%) 13.48 

Energia Bruta (kg cal-1) 3524.00 

 

2.1. Parâmetros zootécnicos 

 

Os peixes foram anestesiados em solução de benzocaína 100mg L-1 

conforme os princípios éticos de manipulação animal estabelecido pelo Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), pesados e medidos, para a 

determinação dos seguintes parâmetros zootécnicos, a cada de 21 dias: Peso 

(P) = Peso total; Comprimento (C) = Comprimento total; Consumo Diário de 

Ração (CD) = Consumo final - Consumo inicial/ nº de dias; Ganho em peso 

(GP) = Peso final - Peso Inicial; Conversão Alimentar Aparente (CAA) = 

Consumo de ração/ Ganho em peso; Sobrevivência (S) = 100 * (nº inicial de 

peixes - nº final de peixes)/ nº inicial de peixes. 

 

2.2. Parâmetros Histológicos 

 

Com objetivo de analisar a estrutura histomorfométrica do intestino foi 

utilizado um exemplar de cada repetição perfazendo um total de cinco jovens 

de tilápias do Nilo por tratamento. Os peixes foram anestesiados, eutanasiados 

por aprofundamento anestésico seguido de dissecção medular e submetidos a 

uma incisão longitudinal no ventre para a exposição do órgão. 
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Fragmentos da porção média dos intestinos foram removidos, com 

materiais cirúrgicos esterilizados e fixados em solução de formalina tamponada 

a 10%, por 48 horas. Em seguida, as amostras foram transferidas para álcool 

70% G.L., permanecendo assim conservadas até o momento da inclusão. 

No Laboratório de Endocrinologia de Peixes, USP, os fragmentos foram 

submetidos à desidratação gradual em série alcoólica crescente, diafanizados 

em xilol e incluídos em parafina. Dos blocos obtidos, foram realizados cortes de 

5,0 µm de espessura, dispostos em lâminas histológicas, coradas por 

Hematoxilina-Eosina (HE) (Maia, 1979) e analisadas em microscópio de luz. 

Para determinar a altura do epitélio intestinal foram medidas as 

vilosidades de acordo com as características estruturais. Assim, foram 

selecionadas duas vilosidades por secção histológica em 75 lâminas e 

realizadas 30 medições por tratamento. As imagens foram obtidas em câmera 

digital acoplada à fotomicroscópio e analisadas pelo programa Image J (40X). 

 

2.3. Análises estatísticas 

 

Para verificar os resultados dos parâmetros zootécnicos, histomorfométricos 

do intestino e da qualidade de água nos diferentes tratamentos utilizou-se a análise 

de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Bartlett’s para verificar a homogeneidade 

dos dados e, o teste de Tukey para constatar diferenças entre os tratamentos. Os 

resultados foram considerados significativos quando P<0.05 (Zar, 2009). 

 

3. Resultados e Discussão 

 

3.1. Qualidade da água 

 

As médias e desvios padrão dos valores dos parâmetros da qualidade da 

água durante o período experimental foram: temperatura = 27.56 ± 0.54 °C; pH = 

7.81 ± 0.41; oxigênio dissolvido = 5.10 ± 0.39 mg L-1; condutividade elétrica = 

484.27 ± 123.21 µS cm-1 e sólidos totais em dispersão = 255.27 ± 104.60 ppm. 

Estes parâmetros não apresentaram diferenças significativas indicando que a 

qualidade da água permaneceu constante durante os 63 dias, e encontram-se 

dentro da faixa de conforto recomendada para peixes (Sipaúba-Tavares, 1995). 
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Os teores de amônia (NH3) foram mantidos em níveis ≤ 1.0 ppm devido à 

renovação constante de água, filtragem biológica, segundo Kubitza (2003). O 

sifonamento do fundo dos aquários e a renovação de água impediram o acúmulo 

de matéria orgânica, garantindo a manutenção da qualidade da água. 

 

3.2. Desempenho Zootécnico 

 

Os índices de desempenho zootécnico dos jovens de tilápias do Nilo 

estão apresentados na Tabela 3. 

No presente trabalho, aos 21 dias, as médias de peso e comprimento 

totais dos jovens mostraram-se uniformes, não apresentando diferenças entre 

os tratamentos (P<0.05). A partir do 42º dia de arraçoamento, os peixes 

submetidos ao tratamento de dietas extrusadas sem e com probiótico (T4 e T5) 

apresentaram valores médios de peso e comprimento significativamente 

superiores em relação ao tratamento de dietas peletizadas (T1, T2 e T3). 

Baccarin e Pezzato, (2001) e Castro e Cervon, (2004) trabalhando com 

alevinos e jovens de tilápias do Nilo, alimentadas com dietas suplementadas 

com leveduras Saccharomyces cerevisiae, mostraram incremento nos valores 

do peso. Com esses resultados pode-se afirmar que o produto teve efeito e, 

consequentemente, os peixes tiveram desenvolvimento superior aos demais 

tratamentos, indicando que o uso de probiótico é benéfico na produção da 

espécie.   

Em relação às médias de consumo diário dos tipos de ração, peletizada 

e extrusada, os tratamentos T1 e T3 mostraram significantemente menores em 

relação aos outros no 21º dia. Não foram observadas diferenças entre os 

demais tratamentos (P<0.05). No 42º dias pode-se notar que nos tratamentos 

T1 e T4 o consumo diário foi maior quando comparado aos peixes alimentados 

com as demais dietas. Os resultados apresentados por Rodrigues e Fernandes 

(2006) diferem deste estudo, pois, avaliaram diferentes processamentos de 

ração para o acará-bandeira, Pterophilum scalare onde as médias de consumo 

foram superiores em peixes alimentados com a dieta extrusada.  

Pezzato et al., (2002), avaliando o processamento de dietas para tilápias 

do Nilo, observaram melhor conversão alimentar e desempenho produtivo nos 

peixes que receberam ração extrusada quando comparado à peletizada. Pois, 
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segundo Andrigueto et al., (1981) a extrusão da ração aumenta a eficiência 

alimentar do peixe e melhora a palatabilidade dos ingredientes, proporcionando 

o desempenho satisfatório dos animais. Embora os resultados sejam diferentes 

dos encontrados na literatura fica comprovado que a utilização do produto é 

favorável a criação de organismos aquáticos.  

A partir do 42º dias de experimento, para o ganho em peso, os dados 

foram semelhantes aos encontrados por Meurer et al., (2006) os quais não 

constataram incremento do mesmo parâmetro para tilápias alimentadas 

durante 30 dias com Saccharomyces cerevisiae. O mesmo foi descrito por 

Suzer et al., (2008) em larvas de dourada, Sparus aurata alimentados com 

Lactobacillus ssp. Já Lara-Flores et al., (2003), e Wang et al., (2008), 

ressaltaram melhora do desempenho zootécnico em estudos com tilápias em 

diferentes modos de aplicação do probiótico, na ração e água, 

respectivamente. No presente estudo o produto não influenciou o ganho em 

peso. 

Os valores médios das taxas de sobrevivência não mostraram 

diferenças significativas entre as biometrias, variando entre 80 e 100%. Dados 

semelhantes foram descritos por Meurer et al., (2006), em investigações 

realizadas com a inclusão de leveduras vivas, mostrando que não houve 

influência nas larvas de tilápias do Nilo, assim como, os reportados por 

Makridis et al., (2000), que observaram diferenças nas taxas de sobrevivência 

na adição de duas cepas de bactérias na dieta durante a larvicultura de 

Scophthalmus maximus. No entanto, diferiram dos valores apresentados por 

Carnevali et al., (2004) para a sobrevivência de larvas de Sparus aurata, onde 

verificaram efeito positivo da adição de probióticos, em um consórcio entre 

Lactobacillus plantarum e L. fructivorans. Com esses índices elevados pode-se 

afirmar que, o produto foi eficiente nas condições realizadas no presente 

experimento. 
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3.3. Histomorfometria da porção média do intestino do trato intestinal 

 

Neste estudo verificou-se que os tratamentos controle não apresentaram 

diferenças significativas (P<0,05) quando comparadas entre si (Tabela 4). 

 

Tabela 4 

Espessura média ( x ) e desvio padrão (s) da camada epitelial (µm) da porção 

média do intestino de juvenis de tilápias do Nilo após 21, 42 e 63 dias. 

Biometrias (dias) 
Tratamentos 

21º 42º 63º 

T1 26,92 ± 3,44 a 28,55 ± 2,77 a 27,91 ± 2,89 a 

T2 31,66 ± 4,33 b 32,04 ± 3,32 b 31,36 ± 4,71 b 

T3 32,01 ± 4,54 b 31,53 ± 4,09 b 32,63 ± 4,17 b 

T4 26,37 ± 3,17 a 28,56 ± 3,01a 27,43 ± 3,36 a 

T5 32,09 ± 3,76 b 32,69 ± 3,50 b 32,94 ± 3,37 b 

S/ probiótico¹ 26,64 ± 3,29 a 28,55 ± 2,87 a 27,67 ± 3,11 a 

C/ probiótico² 31,92 ± 4,21 b 32,09 ± 3,64 b 32,28 ± 4,14 b 

¹ Agrupamento dos tratamentos sem probiótico na dieta 

² Agrupamento dos tratamentos com adição de probiótico 

Letras diferentes diferem-se entre si na coluna por Tukey (P< 0,05) 

 

A figura 1 representa os cortes transversais onde podem ser 

identificadas as vilosidades do intestino dos peixes alimentadas com dietas 

suplementadas com probiótico ou não. 

Os peixes alimentados com probiótico (T2, T3 e T5) mostraram 

diferenças significativas na altura da camada epitelial das vilosidades da 

porção média do intestino comparadas aos tratamentos controles (Tabela 4). 

Tal fato mostra que o probiótico promoveu o aumento da camada epitelial do 

intestino médio desses peixes, coincidindo com os estudos descritos por Medri 

et al., (1999) para a mesma espécie, porém, alimentadas com levedura. Estas 

mesmas observações foram confirmadas por Silva et al., (2005), e Cardoso 

(2005) em saguiru, Steindachnerina notonota e peixes antárticos, Notothenia 

rossii, respectivamente. 

 



 

 

26 

 

 
Figura 1. Fotomicrografias da camada epitelial das vilosidades da porção média do intestino de 

jovens de tilápias do Nilo: (A) Tratamento controle; (B) Tratamento suplementado com 

probiótico; (Ep) Epitélio; (→) Espessura. (Barra=10µm). Coloração: HE. 

 
Os resultados do presente trabalho assemelham-se aos encontrados por 

Fabregat et al., (2008) com tilápias do Nilo alimentadas com Flavofeed®, que 

também avaliaram a altura das vilosidades do intestino e, mais recentemente, 

para a mesma espécie, onde Sousa (2010) identificou alterações benéficas nas 

vilosidades intestinais utilizando o β-glucano na proporção de 0,03% no período 

de 90 dias. Segundo Hisano et al., (2006), estudando leveduras íntegras e seus 

derivados, observaram que as mudanças morfológicas intestinais ocorreram 

devido ao maior teor de mananoligossacarídeo (MOS) e nucleotídeos 

presentes na dieta, influenciando o trato intestinal e sua microbiota. Ressalta-

se que as alterações mostram um caráter benéfico sobre as características 

morfológicas do trato intestinal, promovendo o aumento na área de absorção 

da mucosa de tilápias do Nilo alimentadas com dieta suplementada com MOS. 

Truta arco-íris, Oncorhynchus mykiss, alimentadas com dietas 

suplementadas com Bio-mos® apresentaram também aumento na altura e 

espessura das vilosidades intestinais (Staykov et al., 2007). O mesmo foi 

registrado quando alimentadas com proteína de soja, nutriente vegetal rico em 

polissacarídeos estruturais (Escaffre et al., 2007). 

Burrells et al., (2001) estudando salmão do Atlântico Salmo salar, 

ressaltaram as respostas morfológicas diferenciadas nos intestinos de peixes 

alimentados com dietas suplementadas com nucleotídeos. Os autores 

relataram que a média do comprimento da porção proximal, mediana e distal 

A B 

Ep 
Ep 
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do intestino, assim como a superfície total do intestino, foram estatisticamente 

superiores aos que receberam a ração controle. 

Salinas et al., (2008) estudando a suplementação de Lactobacillus 

delbrueckii e Ringo et al., (2010) com bactérias ácido láticas, avaliaram o efeito 

de probióticos no epitélio intestinal dos salmonídeos. Merrifield et al., (2010) 

mostraram melhoras na morfologia intestinal das microvilosidades dos 

salmonídeos quando alimentados com probióticos e Sweeteman et al., (2008) 

afirmaram que as interações entre a microflora intestinal, morfologia do 

intestino, sistema imune e a absorção de nutrientes podem influenciar na saúde 

e performance dos peixes. 

 

4. Conclusões  

 

A inclusão de 4g kg-1 de probiótico, em dietas peletizadas e extrusadas, 

promoveu o aumento na espessura da camada epitelial do intestino médio em 

jovens de tilápia. O melhor desempenho zootécnico foi observado na dieta 

extrusada suplementada de probiótico incorporado após o processamento de 

ração. 
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Resumo 

Os probióticos constituídos por microrganismos vivos administrados em 

quantidades adequadas conferem benefício à saúde do peixe e deve ser capaz 

de colonizar, estabelecer e se multiplicar no intestino do hospedeiro. A tilápia do 

Nilo, Oreochromis niloticus - variedade Gift é um ciclídeo que apresenta excelente 

potencial zootécnico e reprodutivo, atrai a atenção dos piscicultores por ser uma 

espécie consolidada nas atividades dos agronegócios. Objetivou-se estimar os 

parâmetros hematológicos, imunológicos e microbiológicos em dietas de jovens, 

alimentados com probiótico, incluído antes e após o processamento de 

peletização e extrusão da ração. O delineamento experimental foi inteiramente 

casualizado com cinco tratamentos e cinco réplicas composto pelos seguintes 

tratamentos: ração peletizada sem probiótico, ração peletizada com inclusão do 

probiótico antes e após o processamento, ração extrusada sem probiótico e ração 

extrusada com inclusão do probiótico após o processamento. Duzentos e 

cinqüenta jovens foram distribuídos em 25 aquários (20L) e alimentados durante 

63 dias. Os parâmetros hematológicos não sofreram a ação do produto não 

apresentando diferenças significativas durante o período experimental. A 

capacidade fagocítica dos animais que receberam a dieta extrusada 

suplementada com probiótico foi significativamente superior quando comparado 

aos demais tratamentos, entretanto, para o índice fagocítico não ocorreu 

diferenças entre os tratamentos. Os jovens alimentados com a dieta extrusada 

mostraram melhora na imunidade inespecífica. As bactérias probióticas 

colonizaram o intestino, pois foi possível recuperá-las. Pode-se afirmar que 

esses peixes mantiveram-se sadios, pois os parâmetros hematológicos não 

sofreram alterações durante o período experimental. 

 

Palavras–chave: Bacillus subtilis, Bacillus toyoi, ciclídeo, migração de macrófagos 
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1. Introdução 

 

Os probióticos foram definidos por Fuller (1989), como "microrganismo 

vivo suplementado na dieta o qual beneficia o animal hospedeiro por melhorar 

o balanço microbiano intestinal”. Em outubro de 2001, a FAO/OMS, intitulou o 

termo probiótico como "microrganismos vivos que, quando administrados em 

quantidades adequadas conferem um benefício à saúde do hospedeiro". 

Recentemente, Nayak (2010) afirma que um probiótico ideal, 

independente da fonte, deve ser capaz de colonizar, estabelecer e multiplicar no 

intestino do hospedeiro. 

Os produtos mais utilizados na indústria da aquicultura incluem uma 

vasta gama como, as bactérias Gram positivas especialmente bactérias ácido 

láticas, Bacillus, Streptococcus spp, as bactérias Gram negativas Aeromonas, 

Alteromonas, bifidobactérias, Flavobacterium, Pseudomonas e as leveduras 

Saccharomyces, Debaryomyces (Irianto e Austin, 2002; Burr et al., 2005; Sahu 

et al., 2008; Kesarcodi-Watson et al., 2008), dentre outros. Em peixes são 

administrados oralmente e a suplementação é feita em geral, nas rações 

(Nageswara e Babu 2006; Sahu et al., 2008). 

Os efeitos benéficos incluem competição por sítios de adesão e 

resistência à colonização; competição por nutrientes essenciais; produção de 

compostos antagonistas contra-patógenos; melhora da resposta imune e 

resistência à doenças; melhoria da digestibilidade na alimentação e 

desempenho produtivo (Ringo e Gatesoupe, 1998; Verschuere et al., 2000; 

Balcázar et al., 2006; Dias et al., 2008; Kesarcodi-Watson et al., 2008). 

A manipulação da microbiota intestinal através da suplementação 

dietética é uma nova abordagem não só do ponto de vista nutricional, mas 

também, como uma modalidade terapêutica alternativa viável para superar os 

efeitos adversos dos antibióticos e drogas (Cross, 2002). 

A estimulação do sistema imune pela utilização de cepas probióticas foi 

reportada por Gill et al., (2000); Rengpipat et al., (2000); Selvin et al., (2004) e 

Gullian et al., (2004) como uma característica a ser considerada na seleção de 

bactérias. A imunoestimulação é uma alternativa para manter o sistema de 

defesa ativo, aumentando a resistência a vírus, ou controlando populações 

bacterianas patogênicas que podem afetar a saúde do hospedeiro.  
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Testes de ativação e incremento da imunidade inespecífica amplificam 

em organismos aquáticos a migração dos macrófagos até a cavidade 

celomática, e estimam a capacidade e o índice fagocítico dos macrófagos 

(Silva et al., 2002; 2005), técnica essa que permite avaliar a resposta imune 

inespecífica, através da observação do macrófago ativo ou não, por meio da 

contagem das leveduras fagocitadas. 

O objetivo foi verificar se a adição do probiótico proporcionou alterações 

nos parâmetros hematológicos, imunológicos e microbiológicos do intestino de 

jovens de tilápias do Nilo, Oreochromis niloticus, quando mantidas em 

condições laboratoriais. 

 

2. Material e Métodos 

 

O experimento foi realizado no Laboratório de Patologia de Organismos 

Aquáticos do Instituto de Pesca, APTA, S.A.A., São Paulo-SP, Brasil. Mil jovens 

de tilápias do Nilo, O. niloticus revertidos (lote 100% macho), pertencentes à 

variedade GIFT, foram acondicionados em dois tanques de 500L cada. 

Após 15 dias de aclimatação, 250 peixes jovens, com peso e 

comprimento inicial de 5,23 ± 0,40 g e 6,90 ± 0,23 cm, foram selecionados e 

distribuídos aleatoriamente, em 25 aquários de 20L, providos de aeração 

contínua e sistema de filtragem individual. 

Os parâmetros de qualidade da água temperatura, oxigênio dissolvido, 

pH, condutividade elétrica, sólidos dissolvidos totais e amônia foram 

monitorados, semanalmente, com auxílio do medidor de multiparâmetros. 

Estabeleceu-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 

cinco tratamentos e cinco réplicas totalizando 25 parcelas, e a unidade 

experimental composta de 10 peixes. 

Quatro gramas do probiótico PAS TR® (Bacillus toyoi 4,0 x 108 UFC g-1 e 

Bacillus subtilis 4,0 x 108 UFC g-1) foram adicionados à dieta durante o 

processo de peletização, e com veículo oleoso (2% óleo de soja) após o 

processamento (peletização e extrusão). 

A composição basal detalhada para os jovens de tilápias do Nilo 

encontra-se na Tabela 1. As rações foram formuladas com base nos dados 



 

 

40 

apresentados no NRC (1993). Os tratamentos obedeceram ao desenho 

experimental mostrado na Tabela 2. 

Os peixes foram alimentados com dietas experimentais formuladas 

peletizada e extrusada com 36% de proteína bruta (PB), três vezes ao dia 

(Kubitza, 1999), às 08h, 14h e 18h, na proporção de 1% do peso vivo, por 63 

dias e biometrias a cada três semanas. 

 

Tabela 1 

Composição química e análise centesimal da ração basal. 

Dieta Basal 
Ingredientes (%) 

Sem Probiótico Com Probiótico  
Farelo de Soja 45,10 45,10 

Farelo de Trigo 21,24 21,24 

Fubá de Milho 10,45 10,05 

Farinha de Peixe 10,00 10,00 

Glúten de Milho 4,00 4,00 

Fosfato Bicálcico 3,80 3,80 

Premix Vitamínico e Mineral 0,50 0,50 

L – Lisina 0,40 0,40 

DL – Metionina 0,41 0,41 

Vitamina C 0,08 0,08 

BHT 0,02 0,02 

Probiótico 0,00 0,40 

Total  100,00 100,00 

Foi adicionado fubá de milho na dieta que não recebeu suplementação do probiótico 

 

Tabela 2 

Tratamentos utilizados durante a realização do experimento. 

Tratamentos Processamento Adição Probiótico Adição óleo 

T1 Peletizada controle - - 4g kg-1 

T2 Peletizada Antes 4g kg-1 4g kg-1 

T3 Peletizada Após 4g kg-1 4g kg-1 

T4 Extrusada controle - - 4g kg-1 

T5 Extrusada Após 4g kg-1 4g kg-1 
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A Tabela 3 mostra as análises bromatológicas realizadas no Laboratório de 

Nutrição Animal/LANA da UNESP - Jaboticabal, SP, segundo a AOAC, (1990). 

Para as análises foram feitos os seguintes procedimentos: Matéria Seca 

(MS) a pré-secagem - 65°C/72h e secagem em estufa - 105°C/24h até peso 

constante; Extrato Etéreo (EE) lavagem da amostra com solvente (éter) – 

Soxhlet; Fibra Bruta (FB) tratamento da amostra com solução ácida e em 

seguida de solução básica; Proteína Bruta (PB) nitrogênio total da amostra 

método de Kjeldahl; Matéria Mineral (MM) incineração da amostra - 600°C/4h e 

Energia Bruta (EB) através de bomba calorimétrica. 

 

Tabela 3 

Resultados das análises da composição químico bromatológica das dietas. 

Matéria Seca (%) 86,52 

Proteína Bruta (%) 36,00 

Extrato Etéreo (%) 4,58 

Fibra Bruta (%) 8,43 

Matéria Mineral (%) 13,48 

Energia Bruta (Kg.cal-1) 3524,00 

 

2.1. Análises hematológicas 

 

Para as avaliações hematológicas, a cada 21 dias foram coletadas 

amostras de sangue de 10 peixes por tratamento, anestesiados 

individualmente, em solução aquosa de benzocaína 1g 10L-1 até a perda do 

equilíbrio e, redução dos movimentos operculares (Matushima e Mariano, 1996, 

Delbon, 2006). 

Coletou-se sangue, por meio de punção da veia caudal com seringas 

heparinizadas, e confeccionaram-se extensões sanguíneas, posteriormente 

coradas por May-Grünwald-Giemsa, segundo método de Rosenfeld (1947) 

para realizar a contagem total e diferencial de leucócitos e de trombócitos 

(Hrube e Smith, 1998). 

Determinou-se o número total de eritrócitos (RBC), por meio de contagem 

em câmara de Neubauer, utilizando-se diluente de Hayen; o porcentual de 

hematócrito (Ht), pelo método de microhematócrito, e a taxa de hemoglobina 
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(Hb), através do método da cianometahemoglobina. Com os resultados obtidos, 

calcularam-se os índices hematimétricos como volume corpuscular médio 

(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentração de hemoglobina 

corpuscular média (CHCM). 

 

2.2. Imunologia 

 

Ao final do experimento, um animal de cada repetição, num total de 

cinco peixes de cada tratamento, foi utilizado para realizar os testes 

imunológicos. Injetou-se 1 mL de solução contendo leveduras, Sacharomyces 

cerevisiae na concentração de 8.000 células mm-3
 na cavidade celomática. 

Após o período de 4h de incubação, os peixes foram anestesiados em solução 

de benzocaína (1g L-1) e, eutanasiados por secção da medula espinhal (porção 

cervical). Foi feito um corte ventral, por onde foi realizado o lavado da cavidade 

peritoneal com 1 mL de solução salina a 0,07%. O líquido contendo as células 

fagocíticas (macrófagos) foi aspirado com pipeta Pasteur e centrifugado a 1500 

rpm (251.5 x g) por 5 min. O sobrenadante foi desprezado e o estante 

depositado entre lâmina e lamínula e observado ao microscópio de contraste 

de fase (400 X) para contagem do número de fagócitos (Tachibana et al., 

2010). Com o número de macrófagos e o total de leveduras no interior das 

células fagocíticas foram calculados os valores de Capacidade Fagocítica (CF) 

e Índice Fagocítico (IF) segundo metodologia preconizada por Silva et al., 

(2002, 2005): CF = número de fagócitos fagocitando /100 fagócitos e IF = 

número total de leveduras fagocitadas / número de fagócitos fagocitando. 

 

2.3. Microbiologia 

 

Foram realizadas coletas a cada 21 dias, com cinco indivíduos por 

tratamento, eutanasiados para coleta do trato intestinal com a finalidade de 

realizar o cultivo bacteriano. Foi feita assepsia do local do corte com álcool 70% 

G.L. e dos instrumentos cirúrgicos e o intestino foi separado em placa de Petri 

esterilizada. O intestino foi fragmentado, acondicionado em tubos de ensaio e 

pesados com auxílio de balança analítica. Após a pesagem, os fragmentos dos 

intestinos foram macerados em tubos de ensaio previamente esterilizados, 



 

 

43 

diluídos em séries de 10-2, 10-3 e 10-4, homogeneizados por vórtex (Ishikawa, 

1998) e semeados em duplicata em placas de Petri estéreis contendo meio de 

cultura TSA (Agar Tripticaseína de Soja) (Irianto e Austin, 2002). As placas foram 

incubadas em estufa a 30 0C, por 72 h, para posterior contagem das colônias 

(Tachibana et al., 2010). Os resultados foram expressos em unidades formadoras 

de colônias (UFC). 

 

2.4. Análises estatísticas 

 

Para averiguar os resultados dos parâmetros hematológicos, 

imunológicos e microbiológicos dos diferentes tratamentos utilizou-se a análise 

de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Bartlett’s para verificar a 

homogeneidade dos dados e o teste de Tukey quando houve diferenças entre 

os tratamentos. Os resultados foram considerados significativos quando 

P<0.05 (Zar, 2009). 

 

3. Resultados e Discussão 

 

Parâmetros hematológicos são considerados importantes indicadores da 

saúde dos animais em geral, incluindo-se os peixes (Chen et al., 2004; Martins 

et al., 2004; Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004). Na tabela 4 constam os 

valores médios dos parâmetros hematológicos da série vermelha do sangue 

das tilápias utilizadas neste estudo. 

Durante os 21 dias correspondentes à 1ª biometria, os valores médios 

de Hb, Ht, VCM e HCM não diferiram estatisticamente entre os tratamentos. 

Estudos mostram que a redução no percentual de hematócrito e número de 

eritrócitos no sangue podem ser sinais de infecção bacteriana (McNulty et al., 

2003; Benli e Yildiz, 2004; Shoemaker et al., 2006). Os jovens de tilápia do Nilo 

não apresentaram diferenças significativas no 21º dias, porém os valores RBC 

foram menores nos peixes do T1 e T4. No entanto, estes valores são 

semelhantes aos descritos por Martins et al., (2004), mesmo os animais 

estando em condições diferentes do presente trabalho. 

As variações de Ht nos animais do tratamento T3 foram superiores aos 

demais tratamentos, sugerindo que o probiótico adicionado após o 
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processamento parece atuar sobre este parâmetro quando incorporado na 

ração peletizada. No entanto, não foram observadas diferenças significativas 

entre os dois tratamentos (P<0.05). No T1 (controle) este mesmo parâmetro 

mostrou diferenças significativas entre os peixes alimentados sem probiótico 

quando comparados aos dos tratamentos T3 e T5 alimentados com probiótico. 

Nas condições experimentais as dosagens de probiótico testadas propiciaram 

alteração nos valores dos índices hematimétricos concordando com os de 

Flores et al., (2002) que testaram probiótico comercial contendo uma mescla de 

bactérias de Streptococcus faeciumn e Lactobacillus acidophilus para tilápias 

do Nilo. Aos 42º e 63º dias, os valores de Ht não apresentaram diferenças 

estatisticamente significativas. Estes resultados foram semelhantes aos de 

Ueda et al., (1997), Tavares-Dias et al., (2000; 2002), Hisano et al., (2003) e 

Tavares-Dias (2003). Esse parâmetro pode revelar, em parte, o nível de 

estresse aos quais os indivíduos estavam expostos (Martins et al., 2004). 

Os valores de Hb não foram significativos durante o experimento, 

entretanto, sua variação foi similar aos reportados, para a mesma espécie, por 

Alkahem (1994); Ueda et al., (1997); Tavares-Dias e Faustino (1998) e 

Tavares-Dias et al., (2000). 

No 42º dias apenas os valores de RBC foram estatisticamente superiores 

nos tratamentos T1, T2, T4 e T5 quando comparados aos do T3 (tabela 4) 

corroborando comparativamente aos encontrados por Tavares-Dias e Faustino 

(1998); Adeparusi e Atayi (2000); Rodrigues et al., (2002) e Hisano et al., (2003). 

Aos 42º e 63º dias os valores médios de VCM, HCM e CHCM não 

diferiram estatisticamente (P<0.05) (tabela 4). A literatura descreve resultados 

semelhantes aos de Ueda et al., (1997); Tavares-Dias e Faustino (1998); 

Adeparusi e Ajayi (2000); Tavares-Dias et al., (2000); Rodrigues et al., (2002) e 

Tavares-Dias et al., (2002). 

Neste presente estudo os maiores valores de RBC coincidiram com a 

elevação dos índices de Ht e RBC, entretanto houve diminuição do CHCM, 

parâmetros os quais são inversamente proporcionais indicando que as 

concentrações de hemoglobina no sangue dos jovens sofreram queda. 

O tamanho reduzido dos eritrócitos mostra um caminho mais curto para 

difusão de oxigênio, além de uma maior concentração de Hb. Estas alterações 
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possibilitaram o consumo de oxigênio nas brânquias e a liberação de oxigênio 

em diferentes tecidos, segundo Moyle e Cech Jr, (1982). 

O estresse de manejo no início do experimento ocasionou aumento 

significativo até o 21º dias como, o Ht coincidindo com a elevação de Hb, RBC 

e VCM, porém, com diminuição do CHCM nos tratamentos T3 e T5. Isto 

significa que os peixes produziram células maiores (imaturas provavelmente) e 

com menor concentração de Hb no interior das células como resultado da 

adição do probiótico na ração. Ao final de 63 dias esses valores se 

estabilizaram. 

Neste estudo os parâmetros hematológicos da série vermelha dizem 

respeito ao estado geral da saúde dos peixes por não apresentarem alterações 

significativas, indicando que os mesmos encontram-se saudáveis e 

corroborando com estudos de Ishikawa et al., (2007); Barros et al., (2009) e 

Harikrishnan et al., (2010). 

Os valores do número de trombócitos encontram-se na Tabela 5, foram 

contados pelo método indireto, através de extensões sanguíneas, não 

apresentando diferenças entre os tratamentos, porém, os resultados foram 

inferiores aos verificados por Ueda et al., (1997) e Tavares-Dias (2003) com 

variação do número de trombócitos entre 38,540.00-100,800.00 µL-1. Segundo 

Tavares-Dias e Moraes (2004), além da variação interespecífica, as diferenças 

nas metodologias empregadas na contagem de trombócitos são responsáveis 

pela amplitude das variações do número de trombócitos. De acordo com Ueda 

et al., (2001) os eritrócitos são as células que se apresentam em maior número 

no sangue periférico de peixes, logo em seguida, os trombócitos. 

Embora trombócitos e leucócitos sejam células de linhagens diferentes, 

sob o ponto de vista da Patologia, são agrupados nas contagens relativas e 

denominados células sanguíneas de defesa orgânica (Tavares-Dias et al., 2000). 

Autores atribuíram as funções destas células nos peixes, entre elas, a 

importância no processo de coagulação (Casillas e Smith, 1977) e fagocitose 

(Hill e Rowley, 1996). 

Os valores absolutos e percentuais encontrados para os diferentes 

leucócitos encontram-se na Tabela 6. Em relação aos leucócitos foram 

observados linfócitos, neutrófilos, monócitos e basófilos, corroborando as 

análises realizadas por Ueda et al., (1997; 2001), Ranzani-Paiva et al., (2005) e 
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Barros et al., (2009), para tilápias. Essas células apresentaram padrão 

compatível com os descritos na literatura (Tavares-Dias, 2003; Ranzani-Paiva e 

Silva-Souza, 2004). 

Diferenças significativas não foram ocorreram entre os tratamentos para o 

número absoluto de leucócitos. Esses valores encontrados estão dentro da amplitude 

de variação de 7300,00 a 66947,50 µL-1 de leucócitos para a mesma espécie 

concordando com Ueda et al., (1997); Tavares Dias (2003) e Delbon (2006). 

A variação do número de linfócitos no presente trabalho não foi 

significativa entre tratamentos e tempos. Em trabalhos com tilápia do Nilo 

realizados por Ueda et al., (1997); Tavares-Dias e Faustino (1998) e Tavares-

Dias e Moraes (2003) os autores encontraram valores superiores aos nossos. 

Em relação à função destas células nos peixes, Ellis (1977), atribuiu a 

essas células a característica de imunocompetentes. 

Os neutrófilos mobilizam-se rapidamente para o local da injúria 

minimizando a expansão das doenças e iniciando a resposta imune. Doggett e 

Harris (1989) consideram os neutrófilos como as maiores células fagocíticas, 

visto que ingerem tanto partículas de carbono com bactérias. 

No presente experimento, o número de monócitos superou o de 

neutrófilos contrariando outros estudos com a mesma espécie (Hrubec et al., 

2000; Tavares-Dias e Moraes, 2003; Ghiraldelli et al., 2006). 

Em relação à função dos monócitos, Imagawa et al., (1989) observaram 

a capacidade destas células de ingerir partículas. 

Foi constatada a presença discreta de basófilos na contagem diferencial 

no sangue dos peixes deste experimento. A baixa freqüência também foi 

relatada em diferentes espécies de peixes por Ranzani Paiva e Godinho, (1983) 

e Veiga et al., (2000). Basófilos e eosinófilos são geralmente escassos no 

sangue de peixes, mas estudos de Pitombeira e Martins (1970) e Ezzat et al., 

(1974), indicam que há diferenciação de células entre as espécies de peixes. 

A função dos basófilos dos peixes ainda não está bem definida e parece 

estar associada aos processos alérgicos, já que possuem histamina em seus 

grânulos (Roberts, 1981). 

Bittencourt et al., (2003), não encontraram basófilos ou eosinófilos, nem 

seus precursores, no sangue periférico de O. niloticus, criados em sistema 
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semi-intensivo, e Tavares-Dias (2003) também não registrou eosinófilos assim 

como em nosso estudo. 

Com esses valores observados no experimento pode se indicar que os 

peixes estavam em boas condições. 
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Tabela 5 

Médias e erro padrão da contagem de trombócitos realizadas durante o experimento. 

Tb 
Tratamentos 

Aos 21 dias 

T1 18005.50 ± 3010.71 

T2 19529.50 ± 2831.57 

T3 20566.50 ± 1526.26 

T4 19654.38 ± 3316.14 

T5 20690.00 ± 2626.85 

 Aos 42 dias 
T1 21028.00 ± 3406.38 
T2 19775.00 ± 1767.28 
T3 18722.50 ± 1850.89 
T4 20670.00 ± 3375.97 
T5 19803.00 ± 1997.00 

 Aos 63 dias 
T1 17497.50 ± 3546.89 
T2 19308.50 ± 1920.40 
T3 16064.50 ± 1853.72 
T4 17963.00 ± 2213.76 
T5 16692.00 ± 1350.71 

Não foram observadas diferenças significativas quando P<0.05  
Tb = trombócitos (µL-1) 
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A figura 1 mostra a capacidade e o índice fagocítico entre os tratamentos 

durante o experimento. 
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Figura 1 – Capacidade Fagocítica (A) e Índice Fagocítico (B) de macrófagos de 

tilápias do Nilo alimentadas com dietas suplementadas sem e com probiótico, 

ao final de 63 dias (1= controle peletizada, 2 = peletizada antes, 3 = peletizada 

depois, 4 = controle extrusada e 5 = extrusada depois). 

 
Os valores médios da CF apresentaram diferenças significativas entre os 

peixes alimentados com as dietas extrusadas nos tratamentos T4 e T5 

indicando que o probiótico apresentou um efeito imunocompetente. Entretanto, 

os alimentados com as dietas peletizadas, nos tratamentos T1, T2 e T3 não 

apresentaram diferenças entre os tratamentos.  

O IF fornece informações à respeito da quantidade de microrganismos 

estranhos ao organismo que cada macrófago ativo foi capaz de fagocitar 

através da contagem do número de leveduras dentro de uma dada célula, 

porém, no presente estudo não ocorreram diferenças significativas entre os 

tratamentos, o mesmo foi observado por Dias (2010) em estudo com matrinxãs, 

Brycon amazonicus. 

Nayak et al., (2007) estudando tilápias, O. niloticus alimentadas durante 

duas semanas com L. rhamnosus observaram a estimulação na atividade 

fagocitária. 

Células fagocíticas ativas no lavado abdominal (com leveduras em seu 

interior) e o número de leveduras no interior de cada célula estão 

representados na Figura 2. 

A B 

ab 
ab 

ab 

b 

a 

a a a 

a a 
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Figura 2. Fotomicrografia de células fagocíticas presentes em tilápias do Nilo. 

(A – células fagocitando leveduras e B – célula fagocítica inativa) n = núcleo e 

L= leveduras (400 X). 

 

A tabela 7 mostra a contagem de colônias de bactérias na ração e as 

recuperadas do trato intestinal de jovens de tilápias do Nilo. As bactérias 

probióticas só apresentaram efeitos biológicos no ambiente intestinal quando 

atingiram um número mínimo de Unidades Formadoras de Colônias - UFC de 

acordo com Oksanen et al., (1990). 

 

Tabela 7 

Contagem de UFC g-1 realizada na ração antes do início do experimento e a 

recuperação de bactérias probióticas do trato intestinal de jovens de tilápias do 

Nilo no 63º dias de experimento. 

Tratamentos Dieta experimental Trato intestinal 

Peletizada 1.0x101 1.4x102 

Peletizada antes 3.8x107 4.9x105 

Peletizada depois 2.1x107 1.3x105 

Extrusada 1.0x101 1.5x102 

Extrusada depois 3.8x106 9.3x104 

UFC = Unidade formadora de colônias  

 

A microbiota bacteriana intestinal de organismos aquáticos, ao contrário 

dos organismos terrestres, é constituída predominantemente por bactérias 

Gram negativas, podendo variar de acordo com o ambiente, escassez de 

nutrientes ou pelo uso de bactérias probióticas (Gatesoupe, 2008). 

A B 

L n 
n 
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Este experimento foi realizado com bactérias Gram positivas 

comprovando que as bactérias adicionadas à ração colonizaram o trato 

intestinal dos peixes. Dados semelhantes aos nossos são mostrados em pós-

larvas de tilápias por Tachibana et al., (2010) em experimento com Bacillus 

subtilis, conseguindo a quantidade de 1.15x104 e 4.74x105 UFC, em 

tratamentos com ração contendo 5 e 10g de probiótico kg-1, respectivamente. 

Já Meurer et al., (2006; 2007 e 2008) observaram a colonização da levedura, 

S. cerevisae quando alimentou pós-larvas e alevinos de tilápia do Nilo. 

Jatobá et al., (2008), utilizando bactérias ácido láticas em tilápias 

notaram alterações na microbiota bacteriana melhorando a resposta 

inespecífica das tilápias contra a infecção experimental com Enterococcus 

durans. Assim, a presença das bactérias ácido-lácticas no trato intestinal das 

tilápias alimentadas com probiótico indica que os peixes possivelmente 

apresentam-se imunocompetentes para combater as enfermidades. 

A recuperação das bactérias probióticas é importante para certificar que 

estas foram consumidas e continuam viáveis no intestino dos peixes para agirem 

como probiótico (Tachibana et al., 2010). Entretanto, a adesão e a colonização 

do trato gastro-intestinal não pode ser confirmada com esta análise, somente 

com o auxílio da microscopia eletrônica de varredura (Ringo et al., 2003). 

 

4. Conclusões 

 

A utilização do probiótico foi eficaz para promover o aumento da 

imunidade em jovens de tilápia do Nilo alimentadas na dieta extrusada. Foi 

possível recuperar as bactérias probióticas do intestino. Pode-se afirmar que 

esses exemplares mantiveram-se sadios, embora os parâmetros 

hematológicos não sofreram alterações durante o período experimental. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Partindo do conhecimento prévio sobre os efeitos do probiótico sugere-

se que outros experimentos sejam realizados, dentre eles, o efeito do 

probiótico a campo (produção de pescado), a utilização de diferentes 

concentrações do produto, avaliação frente a desafio sanitário, estresse e 

manejo, a viabilidade, o custo e beneficio na agregação à ração, verificar nas 

diferentes fases de desenvolvimento do animal (larvas, pós-larvas, jovens, 

adultos), para que se tenha uma base sólida de informações sobre o produto. 


