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RESUMO GERAL
O pacu se destaca devido as suas caracteristicas favoraveis a criagdo em cativeiro, sua

rusticidade, crescimento rapido, boa aceitacdo no mercado consumidor e principalmente
0 seu hébito alimentar onivoro, o qual propicia sua criagdo em sistemas de bioflocos
(BFT). O sistema BFT apresenta alta eficiéncia hidrica, biosseguranca e reducao
significativa dos impactos ambientais gerados pela atividade de cultivo. Este sistema é
formado a partir do estimulo aos microrganismos presentes na dgua pela manipulacéo da
relagdo carbono/nitrogénio (C/N). Dessa forma, parte dos compostos nitrogenados
presentes na agua de cultivo, proveniente de restos de racdo e fezes sdo reciclados.
Contudo, o sistema BFT leva ao acumulo de nitrato (NO3’) ao longo dos ciclos de
producdo, alterando o ambiente de cultivo. O nitrato é toxico aos organismos cultivados
e de forma crbnica é capaz de causar efeitos sub-letais nos organismos aquaticos. Dessa
forma, o objetivo foi avaliar o efeito de diferentes niveis de nitrato sobre o desempenho
zootécnico, parametros sanguineos e de estresse oxidativo de juvenis de pacu em sistema
BFT, assim como avaliar a composicdo bacteriana do floco. O experimento foi
desenvolvido no Laboratério de Aquacultura Continental (LAC) da Universidade Federal
do Rio Grande — FURG, perdurando por 45 dias. O biofloco foi formado a partir de um
indcolo concentrado, que foi fracionado para alcancar a concentracdo de solidos
suspensos totais de 250 mg L™ de SST, sendo mantida a relagio carbono/nitrogénio na
proporcéo de 15:1. Os tratamentos foram nomeados como BFT150, BFT300 e BFT500,
e as concentracdes aferidas foram, respectivamente:139,51 + 4,28; 333,66 + 11,94 e
519,11 + 18,83 mg NO3-N L. Em seguida os animais foram distribuidos aleatoriamente
na quantidade de 9 animais tanque™ (total = 108 juvenis de pacu 31,34 + 0,14 g), em
tanques de 310L (250L de volume util) com aeragdo constante e temperatura controlada
(27°C). Os animais foram alimentados duas vezes ao dia (9 e 16 h), sendo ofertada 3%
da biomassa com uma racdo comercial contendo 36% de proteina bruta. Durante o
periodo experimental foram coletadas amostras de floco de cada unidade experimental e
sangue e tecido (nove peixes tratamento™). Os pardmetros de qualidade da é&gua
observados permaneceram dentro dos limites ideais para a espécie e para o sistema ao
longo do experimento. Apds os 45 dias experimentais foi possivel observar que apenas o
BFT500, afetou 0 desempenho zootécnico. Os parametros sanguineos para hematocrito e
hemoglobina apresentaram diferenca significativa, onde a concentracdo BFT150, foi a
que apresentou as maiores alteragdes observadas, ja para os eritrocitos apenas o BFT500,

apresentou diferenca dos demais, onde apresentou as menores alteragdes. Com relagéo
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aos parametros bioguimicos de estresse oxidativo, o tecido branquial, apresentou alta
concentracdo de proteina e peroxidacdo lipidica (LPO) na concentracdo BFT150,
diferindo das demais concentracdes. A atividade da enzima Glutationa-S-Tranferase
(GST) demonstrou que todas as concentracdes diferiram entre si (BFT300 > BFFT500 >
BFT150), além disso o lactato foi maior nas concentracdes BFT300 e BFT500 em relacao
a BFT 150. No tecido hepético, a ACAP, foi maior na concentragdo BFT500, e o P-SH
menor em BFT300, apresentando também diferenga nos niveis de glicose e lactato, onde
a glicose foi menor na concentragdo BFT500 e o lactato foi menor na concentragédo
BFT300. A comunidade bacteriana ndo apresentou diferenca significativa, exceto para 0s
filamentos livres e o vibrio. Além disso, foi possivel observar um aumento nas populacoes
de cocoides, das bactérias filamentosas agregadas e dos bacilos e uma redugdo de
bactérias filamentosas livres e, do vibrio em relacdo aos dois periodos analisados. De
acordo com isso, concluimos que, juvenis de pacu devem ser criados em concentracdes
abaixo de BFT300, pois mesmo nessa concentracdo verificamos alteragdes nos diferentes
parametros avaliados, as quais devem ser evitadas para ndo haver prejuizo no crescimento

e desenvolvimento dos animais.

Palavras-chaves: Bioflocos, peixe nativo, nitrato, bactérias, estresse oxidaditivo,

desempenho zootécnico.
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ABSTRACT GENERAL

Pacu stands out in Brazilian aquaculture due to its favorable characteristics for captive
breeding, highlighting its rusticity, fast growth, good acceptance in the consumer market
and especially its omnivorous feeding habit, which allows its creation in biofloc systems
(BFT). Considering traditional fish farming, where there is a large generation of waste
with excess organic matter, nitrogenous compounds, toxic metabolites and high rates of
chemical and biochemical oxygen demands, the BFT system presents high water
efficiency, biosafety and a significant reduction of the environmental impacts generated
by the cultivation activity. This system is formed by stimulating the microorganisms
present in the water by manipulating the carbon/nitrogen (C/N) ratio, using an organic
carbon source. In this way, part of the nitrogenous compounds present in the water, from
feed residues and feces, are recycled and converted into microbial protein, which can be
used as a food source. The BFT system provides increased productivity and reduced
commercial food costs, in addition to improving on water quality and being an
environmentally correct production system. However, the BFT system leads to the
accumulation of nitrate (NO3") throughout the production cycles, changing the cultivation
environment. The nitrate present in this rearing environment is the result of the oxidation
of ammonia to nitrite by ammonia-oxidizing bacteria and subsequently nitrite-oxidizing
bacteria oxidize nitrite to nitrate by the chemoautotrophic bacterial nitrification method.
Nitrate is toxic to cultured organisms, even chronic exposure to low concentrations is
capable of causing sub-lethal effects on aquatic organisms. Thus, the objective of the
present study was to evaluate the chronic effect of different levels of nitrate on the
zootechnical performance, blood parameters and oxidative stress of pacu juveniles in BFT
system, as well as to evaluate the water quality and composition of bacteria present in the
flake. The experiment was carried out at the Continental Aquaculture Laboratory (LAC)
at Federal University of Rio Grande — FURG, lasting for 45 days. The fish were purchased
from a commercial fish farm and maintened in quarantine acclimatized in clear water
recirculation systems (RAS) with ideal limnological and nutritional conditions for the
species until the beginning of the experimental period. The biofloc was formed from a

concentrated inoculum, which was fractionated to reach a concentration of total
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suspended solids of 250 mg L™ of TSS, maintaining the carbon/nitrogen ratio of 15:1. To
carry out this work, 3 treatments with three repetitions each were established. The nitrate
levels used in the pre-established treatments were respectively: 139.51 + 4.28; 333.66 +
11.94 and 519.11 + 18.83 mg NOs-N L. To reach the nitrate levels used in each
treatment, sodium nitrate (NaNOz) diluted in water was used. Then, the animals were
randomly distributed in the amount of 9 animals/tank (total = 108 pacu juveniles 31.41 +
0.14 g), in 310L tanks (250L useful volume) with constant aeration and controlled
temperature (27° W). The animals were fed twice a day (9 am and 4 pm), with 3% of the
biomass being offered with a commercial feed containing 30% crude protein (Pires et al.,
2022). During the experimental period, floc samples were collected from each
experimental unit in the initial and final periods of the experiment. Blood and tissue were
collected (nine fish/treatment), and samples were taken from the left intermediate gill
arches for histological analysis. The observed water quality parameters remained within
the ideal limits for the species and for the system throughout the experiment. After 45
experimental days, it was possible to observe that only the 519.11 + 18.83 mg NOs-N
L level affected the zootechnical performance. The blood parameters showed values
above the baseline, the data obtained for hematocrit and hemoglobin showed a difference
where the treatment 139,51 + 4,28 mg NOs-N L™ were the best results, whereas for
erythrocytes only the 519.11 + 18.83 mg NOs-N L showed difference from the others
with the lowest value. For the biochemical parameters of oxidative stress, the gill tissue
showed high protein and lipid peroxidation (LPO) in the 139,51 + 4,28 mg NOs-N L*
treatment, differing from the other treatments, the activity of the enzyme glutathione-S-
Transferase (GST) both differed from each other , where it was higher in 333.66 + 11.94
mg NOs-N L, followed by 519.11 + 18.83 mg NOs-N L™ and finally 139,51 + 4,28 mg
NO3-N L, in addition, lactate was higher in concentrations of 333.66 + 11.94 and 519.11
+ 18.83 mg NOz-N L™ . In the hepatic tissue, ACAP was higher at 519.11 + 18.83 mg
NOs-N L?, and P-SH was lower at 333.66 + 11.94 mg NOs-N L*, also showing a
difference in glucose and lactate levels where glucose was lower at a concentration of
519.11 + 18.83 mg NOs-N L™ and lactate was lower at a concentration of 333.66 + 11.94
mg NOs-N L. For the morphometric analysis of the gills, only the space between
lamellae (EEL) showed a difference, being greater at the concentration 333.66 + 11.94
mg NOs-N L. The bacterial community showed no statistical difference except for the
free filaments and the vibrio. Furthermore, it was possible to observe an increase in the

populations of coccoids, aggregated filamentous bacteria and bacilli and a reduction in



free filamentous bacteria and vibrium in relation to the two periods analyzed.
Accordingly, we conclude that juvenile pacu must be raised in concentrations below
333.66 + 11.94 mg NOs-N L, as even at this concentration we see changes in the
different parameters evaluated, which must be avoided to there is no harm to the growth
and development of animals. Furthermore, we found that from 333.66 = 11.94 mg NOs-
N L, the homeostasis state of the pacus is affected, with the most harmful effect to the
animals being caused by the concentration of 519.11 + 18.83 mg NOs-N L.

Keywords: Bioflocs, native fish, nitrate, bacteria, oxidative stress, performance,

histology.



1 INTRODUCAO GERAL

1.1.PRODUCAO AQUICOLA
A criacdo de peixes € uma das atividades, dentre a producdo animal, que mais

cresce no Brasil (Ximenes & Vidal, 2023). Nos ultimos anos tem apresentado crescimento
constante, o qual pode ser atribuido a estabilizacdo dos estoques pesqueiros e aumento da
demanda por pescados. Neste contexto, a piscicultura se destaca entre as cadeias
produtivas da aquicultura, sendo responsavel por mais da metade da produc¢éo do pescado
destinado ao consumo humano (FAO, 2022).

Apesar da grande diversidade de espécies aquaticas cultivadas, apenas um
pequeno numero de espécies domina a produgdo aquicola. A producdo total de pesca e
aquicultura, no ano de 2020, foi de aproximadamente 178 milhdes de toneladas com
aumento de 0,2% em relacdo ao ano anterior, onde 51% foram representadas pela pesca
de captura e 49% pela aquicultura. Neste contexto pode ser observado que a pesca de
captura apresentou uma reducéo de 2,1%, enquanto nota-se uma expansao na produgéo
aquicola de 2,6% de 2019 para 2020. Da producdo total de animais aquaticos, 0s peixes
representam 76%, sendo 43% provenientes da producdo em agua doce. A maior parte
desta producdo € derivada da producéo aquicola (83%) e a principal espécie produzida €
a Tildpia do Nilo (FAO, 2022). Em 2020, os paises asiaticos foram o0s principais
produtores, respondendo por 70% da producéo total da pesca e aquicultura, seguidos por
paises das Américas (12%), Europa (10%), Africa (7%) e Oceania (1%) (FAO, 2022).

A producdo da aquicultura brasileira, em 2022, foi de 860.355 toneladas
apresentando um aumento de 2,3% em relacdo ao ano anterior. A Regido Sul é
responsavel por cerca de 32% do volume da producéo nacional, sendo o principal polo de
producdo o Estado do Parana, com a producdo de 194.100 toneladas. A producdo de
peixes nativos, neste periodo, apresentou um avanco de 1,8%, sendo isso justificado pela
insercdo de novas tecnologias e implementacdo de plantas de beneficiamento,
apresentando uma participacdo de 31,04% na producdo total do Brasil, destacando
principalmente o Norte do Brasil, onde o estado de Rondonia apresentou 57.200 toneladas
(PeixeBr, 2023).

Uma grande diversidade de espécies aquaticas e seus hibridos sdo criados em
diferentes tipos de sistemas. As estatisticas da FAO (2022) destacam 652 unidades
tecnicamente conhecidas como “itens de espécie” e contam com 492 espécies individuais
(sendo que, 313 espécies de peixes em 186 géneros sao taxonomicamente reconhecidas e

cultivadas no mundo), 7 hibridos de peixes, 94 grupos de espécies identificadas em nivel
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de género e 57 grupos de espécies identificadas em familia ou niveis superiores (FAO,
2022). Diferentes espécies tém desempenhado um papel de lideranga, alternando-se como
protagonista principal, e outras espécies (Figura 2) tem demonstrado potencial para que
sua producdo aumente, entre elas encontra-se o Pacu Piaractus mesopotamicus (Valenti,
et al. 2021).

Figura 1 - Distribuicdo dos principais grupos de espécies de pescado produzidas nos
diferentes Estados do Brasil.
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Fonte: Valenti, et al. (2021).

1.2. PACU (Piaractus mesopotamicus)
Embora a espécie mais produzida no Brasil seja a tilapia, as espécies nativas como,

0 pacu Piaractus mesopotamicus tem se destacado no cenario nacional, sendo a 6 espécie
mais produzida juntamente com a patinga (Piaractus mesopotamicus x Piaractus
brachypomus), com uma producdo de 7.318 toneladas (IBGE, 2022). O pacu faz parte
das espécies conhecidas como “peixes redondos”, assim como o tambaqui (Colossoma
macropomum), pirapitinga (Piaractus brachypomus) e seus hibridos interespecificos, os
quais apresentam tipica forma arredondada (IBGE, 2017; Valadao et al., 2018).

Essa ordem de peixes de agua doce ocorre predominante na América do Sul,
principalmente nas bacias dos rios Parana, Paraguai e Uruguai. O Brasil ¢ um dos
principais produtores, sendo uma das espécies representantes o pacu, que faz parte da

superordem Ostariophysi, a qual compreende as espécies de peixes nativa de maior valor



comercial na piscicultura brasileira (Urbinati et al., 2010; VValad&o et al., 2018). No Brasil,
ocorre nas planicies alagadas do Centro-Oeste (Urbinati & Takahashi, 2023). Como
principais caracteristicas, desta espécie, & possivel citar o manejo reprodutivo
consolidado, expressivos indices zootécnicos e robustez (Fernandes et al., 2000). Além
disso, apresenta boa aceitacdo no mercado consumidor (Petrere, 1989, Urbinati et al.,
2010) interno e externo.

Quanto ao seu habito alimentar, o pacu é onivoro com tendéncia a consumir
sementes, folhas ou frutos (Urbinati & Takahashi, 2005), o que favorece seu cultivo,
porque exigem pouco ou nenhum ingrediente de origem animal, que Sdo escassos e
onerosos na producédo da racdo (Valadao et al., 2018). Sendo assim, pode-se utilizar
ingredientes de origem vegetal na confeccdo de suas racdes (Petrere, 1989, Urbinati et
al., 2010). A producdo de peixes redondos ocorre principalmente de forma semi-intensiva
ou intensiva em tanques de terra com éareas de 500 a 3000 m? (Furlaneto & Esperancini
2009). Porém, o cultivo dessa espécie em sistemas superintensivos ainda é pouco
explorado (Valaddo et al., 2018). Entretanto, os peixes redondos, sdo facilmente
adaptaveis e apresentam dados positivos em relacdo a intensificacdo do sistema, como
por exemplo em tanque rede, altas densidades e restricdo alimentar (Bittencourt et al.
2010; Signor et al. 2010; Hilbig et al. 2012), e como ja relado por Pellegrin et al. (2022),
que analisou os niveis de sélidos suspensos totais no sistema BFT. Por esses fatores

apresentados, tem se considerado sua cria¢do no sistema de biofloco (BFT).

1.3. SISTEMA DE BIOFLOCOS
Os sistemas tradicionais de producdo aquicola promovem a geracao de efluentes,

contendo principalmente excesso de matéria organica, compostos nitrogenados e fésforo.
Estes residuos podem gerar graves prejuizo se lancados em corpos de agua sem
tratamento prévio, como a eutrofizacdo dos mesmos, 0 que ainda pode resultar em
aumento nos custos de producdo, exigindo tratamento constante da agua (Emerenciano et
al., 2017; Cardoso et al., 2020). Nos ultimos anos no Brasil, uma tecnologia inovadora
tem se destacado na producdo de organismos aquaticos, a tecnologia de bioflocos (BFT)
(Pellegrin et al. 2022). O diferencial do sistema BFT, quando aplicado é a
sustentabilidade, além de ser ambientalmente amigavel com praticamente zero troca de
agua, taxa de alimentacdo artificial reduzidas, promove melhora na qualidade da agua,

alem de produzir proteina microbiana, utilizada na alimentacdo das diferentes espécies



aquaticas (Avnimelech & Kochba 2009; Ekasari & Maryam 2012; Sgnaulin et al. 2018;
Dinda et al. 2019; Gao et al. 2019).

Todavia, o atendimento da demanda do mercado consumidor baseia-se em virtude
do desenvolvimento de técnicas capazes de elevar a producdo em menos tempo e de
maneira mais proxima dos conceitos de sustentabilidade (Calixto et al., 2020). O sistema
BFT é formado a partir dos microrganismos presentes na agua, pela manipulacdo da
relacdo carbono/nitrogénio (C/N), utilizando uma fonte de carbono organico (Samocha,
2019). Esse processo se da com intuito de favorecer o crescimento dominante de bactérias
heterotréficas que sdo favoraveis para a assimilagdo da amonia, utilizando uma alta
aeracdo para, além de atender a demanda bioquimica por oxigénio (DBO), formar

bioflocos e suspendé-los na coluna de agua (Hargreaves, 2013; Luo et al. 2020).

A manipulacdo de C/N por meio da adi¢cdo de uma fonte de carbono, a qual €
utilizada para estimular o crescimento das bactérias heterotréficas, e devido a isso
assimilar amonia, é considerada a principal tecnologia do sistema de bioflocos (Luo et al.
2020). As estratégias sdo baseadas em dois métodos: via racdo e outras fontes externas
(melago, agucar, trigo, etc.), ou via adi¢do de carbono organico, quando as concentragdes
de nitrogénio amoniacal total (NAT) excedem o valor aceitavel para a criacdo, onde deve
se acrescentar 6 g de carboidratos por grama de NAT para que ocorra a reducao de sua
concentracdo (Ebeling et al., 2006).

A concentracdo de floco é um dos fatores limitantes mais importantes para
aumentar a produtividade de forma estavel no sistema de bioflocos (Ebeling et al., 2006;
Schveitzer et al., 2013). Nesse sistema a técnica de verificacdo do total de sélidos
suspensos (SST) é usada para descrever a concentracao de floco. Sendo assim, os sélidos
suspensos totais podem ser o fator chave que influencia o acimulo de nitrato, pois quanto
maior a concentracao de floco maior o acimulo de nitrato no sistema, enquanto a relagdo
C/N, o tipo de carbono e suas interacdes ndo afetam significativamente o acimulo de
nitrato, embora sejam fatores limitantes (Luo et al. 2020). Ja a alcalinidade, o pH e a
concentracédo de oxigénio dissolvido sdo fatores importantes que influenciam a formacéo
e estrutura dos flocos (Hargreaves, 2013).

Sendo assim, a concentracdo de floco e a taxa de remogdo de solidos afetam
significativamente o nivel de nitrato, pois caso ndo houver uma remocao dos solidos, uma
grande proporcdo do nitrogénio é oxidada a nitrato, a partir do ciclo da amonia, que se
acumula na agua (Van Wyk, 2006; Hargreaves, 2013; Tierney & Ray, 2018). Esse



acumulo, no sistema de bioflocos, se torna mais evidente, devido a baixas ou nulas trocas
de 4gua, além da possibilidade de reutilizar a 4gua do sistema em varios ciclos de
producao.

1.4.COMPOSICAO DO FLOCO
Os microrganismos que compem os bioflocos podem variar amplamente,

dependendo de fatores como concentracédo de flocos, SST, tempo de retencdo de flocos
(TRF), intensidade de luz e relagdo C/N (Emerenciano et al., 2011; Panigrahi et al., 2018).
A estrutura de um floco tipico tem formas irregulares e uma ampla distribuicdo de
tamanhos de particula (50 a 1000 pum), sdo altamente porosos (99% de porosidade) e sdo
permeaveis a fluidos (Chu & Lee, 2004).

O sistema BFT apresenta uma complexa interacao entre fatores fisicos, quimicos
e biolégicos que podem influenciar sobre os parametros de qualidade da &gua,
proporcionar aumento da produtividade e a diminui¢do dos custos com alimentacao
devido a reducdo nas taxas de arracoamento (Furtado et al., 2011, Haslun et al., 2012,
Kim et al., 2014). Aproximadamente 36% da racdo ingerida pelos animais € excretada
(Brune et al., 2003) e 75% do fosforo e nitrogénio sdo eliminados via fezes e acumulados
no efluente (Piedrahita, 2003; Gutierrez-Wing & Malone, 2006). De acordo com Cochava
et al. (1990), as taxas de excrecdo de nutrientes por peixes mantidos com uma dieta de
35-40% de proteina e, com conversdo alimentar de 1:1,5 sdo de aproximadamente 0,025
kg de nitrogénio e 0,033 kg de fosforo kg™ de biomassa produzida.

Os flocos sdo compostos por biomassa, substancias poliméricas extracelulares
(SPE) e particulas orgénicas que aderem a uma matriz organica (Luo et al. 2020). A
biomassa inclui bactérias, fungos, flagelados, protozoarios, ciliados, algas, entre outros
microrganismos (Jorand et al., 1995; Schryver et al., 2008; Asaduzzaman et al., 2010;
Gao et al., 2012; Hargreaves, 2013; Krummenauer et al., 2014). Além das bactérias
heterotroficas, bactérias nitrificantes também séo comuns, sendo que algumas prosperam
mais tarde no desenvolvimento do biofloco (Schreier et al., 2010; Martinez-Cdédova et
al., 2018). Em alguns trabalhos, a bactéria Nitrospira foi detectada na composi¢édo do
biofloco em concentracfes mais elevadas do que Bacillus e Lactococcus (Miao et al.,
2017), enquanto a dominancia de Vibrio diminui com o aumento das relagbes C/N
(Panigrahi et al., 2018).



Dessa forma, a partir da utilizacdo do sistema BFT, parte dos compostos
nitrogenados presentes na dgua de cultivo, proveniente de restos de racdo, fezes e sdo
reciclados, convertidos em proteina microbiana e podem ser utilizadas como fonte
alimentar (Wasielesky et al., 2006). Contudo, o sistema BFT leva ao acimulo de nitrato
(NOz3") ao longo dos ciclos de produgdo, devido a troca zero de agua no sistema, alterando
o ambiente de cultivo, através do ciclo de nitrogénio e a relacdo C/N (Krummenauer et
al., 2011).

1.5.COMPOSTOS NITROGENADOS: NITRATO
O nitrogénio estéa presente na matéria organica em decomposicao e, na agua, pode

se apresentar na forma de amonia, nitrito e nitrato (Silva et al., 2023). No sistema BFT
ocorre a manutencao dos parametros de qualidade da agua por meio de microrganismos,
particularmente bactérias heterotréficas e nitrificantes, que transformam os compostos
nitrogenados inorganicos toxicos em compostos menos toxicos, melhorando a eficiéncia
de utilizacdo do nitrogénio na aquicultura. Porém, uma proliferacdo desequilibrada de
microrganismos pode apresentar acimulo de nitrato (Ekasari et al., 2014; Ogello et al.,
2021; Mugwanya et al., 2021). Existem trés métodos comuns para remocdo de aménia na
agua: a assimilacdo de algas fotoautotréficas, nitrificacdo bacteriana quimioautotrofica
(NBQ) e assimilacdo bacteriana heterotrofica (ABH) (Ebeling et al., 2006; Crab et al.,
2007).

O NBQ é a principal via de nitrificacdo da amonia para um sistema de aquicultura
por bactérias quimioautotroficas (Van Rijn, 2013). E composto por duas etapas: a
primeira, ocorre pela acdo de bactérias oxidantes de aménia (BOA) que tem por funcédo
oxidar amdnia a nitrito, enquanto na segunda etapa, as bactérias nitrito-oxidantes (BNO)
oxidam nitrito (NO2 —N) a nitrato (NOsz —N) (Ward et al., 2011). Ja a ABH, convertem
amonia direta e rapidamente em proteina bacteriana sem produzir nitrito ou nitrato
(Ebeling et al., 2006).

A via classica para a nitrificacdo bacteriana quimoiautotrofica (NBQ) ocorre com
picos sucessivos nas concentracdes de TAN e NO2 “-N isso ocorre a medida em que BOA
e BNO se estabelecem sucessivamente. (Silva et al., 2013). A quantidade de bactérias
nitrito-oxidantes (BNO) tem um tempo de duplicacdo de pelo menos 80 h, enquanto via
BOA pode dobrar em 26 h (McCarty, 1975). Além disso, a assimilacdo de aménia e

nitrato pode ser completada em 5 h sendo possivel afirmar que, embora o nitrato seja a



forma mais estavel e abundante de nitrogénio fixado em ambientes, o acimulo de nitrato
sera mais comum do que o da amonia (Ward et al., 2011; Luo et al., 2013a) (Figura 2).
O nitrato, assim como a amonia e ao nitrito, ¢ um composto toxico aos organismos
aquaticos, entretanto, a baixa permeabilidade branquial faz com que sejam necessarias
concentracdes mais elevadas deste composto para causar toxicidade (Stormer et al.,1996).
O nitrato, é o produto final do NBQ, embora seja menos tdxico, concentracbes de 125 e
superior a 220 mg L™* de nitrato comprometem o crescimento de algumas espécies, como
Psetta maxima e Litopenaeus vannamei, respectivamente, em sistema de recirculacgéo.
Contudo, para L. vannamei concentragfes de até 177 mg L™ sdo aceitaveis no sistema
BFT (Kuhn et al., 2010; Bussel et al., 2012; Furtado et al., 2015). Estudos mais recentes
também tém demonstrado que além de altas concentrag6es de nitrato, a exposi¢do crénica
a baixas concentracGes deste composto, € capaz de causar efeitos sub-letais nos

organismos aquaticos (Davidson et al., 2014).

Figura 2 - Vias de amdnia, nitrito e nitrato que ocorrem no sistema de bioflocos.
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Fonte: Adaptado de Luo et al. 2020

Em particular, o acimulo do nitrato em agua doce € um risco enfrentado pelos
organismos aquaticos em escala mundial (Jenkinson, 2001). As concentracGes de nitrato
podem permanecer elevadas (semanas — meses) e tém profundos efeitos negativos,
gerando impactos nos peixes (Gomez lIsaza et al., 2020). Os peixes, quando expostos
cronicamente a diferentes concentragcdes de nitrato, podem apresentar um quadro de

hipdxia funcional, onde uma vez assimilado pelo organismo, o nitrato reduz diretamente



a capacidade de transporte de oxigénio no sangue (Rodgers et al., 2021). Estes eventos
levam a alterages nos parametros hematoldgicos, depressdo do sistema imune, alteraces
fisiologicas, reducdo na eficiéncia alimentar, diminui¢do do crescimento, alteracdes na
natacdo e até mesmo a morte (Hrubec, 1996, Hamlim, 2006, Davidson et al., 2011, Van
Bussel et al., 2012, Schram et al., 2012, Davidson et al., 2014).

1.6. PARAMETROS BIOQUIMICOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO
O nitrato é o composto nitrogenado considerado de menor toxicidade para 0s

organismos aquaticos, em relacdo a aménia e ao nitrito. Entretanto, compostos
nitrogenados podem ocasionar desequilibrios nos parametros bioquimicos, como a
geracdo de estresse oxidativo, pois aumentam a produgdo de ERO e/ou reducdo nas
defesas antioxidantes (Ching et al. 2009; Hegazi et al. 2010; Yang et al. 2010; Sinha et
al. 2014; Sun et al. 2014; Cheng et al. 2015; Maltez et al. 2018). Essa condicdo, esta
relacionada com uma maior geracdo de radicais livres e/ou diminui¢do na atividade do
sistema de defesa antioxidante, podendo levar a um aumento nos niveis de dano oxidativo
em diferentes macromoléculas e tecidos (Yang et al. 2011; Ciji et al. 2012; Cheng et al.
2015; Maltez et al. 2018;).

Os peixes quando submetidos a diferentes condi¢des ambientais, precisam manter
sua homeostase através de um conjunto complexo de respostas adaptativas denominadas
respostas ao estresse (Barton, 2002; Yamashita et al., 2010). Faria et al. (2021) descrevem
0 estresse como uma cascata de eventos fisiologicos que ocorre quando um animal tenta
recuperar a homeostase diante de um perigo identificado apresentando subsequentes
alteragBes neurais, hormonais, metabolicas, ibnicas e imunologicas, visando minimizar
os seus efeitos deletérios (lwama et al., 1999; Barton, 2002). O estresse pode ser
classificado de acordo com trés diferentes fases que indicam o grau de alteracdo
provocado pelo agente estressor: primario, secundario e terciario (Jobling, 1994; Barton,
1997; Tort, 2011; Urbinati et al., 2020).

A resposta primaria ou reacdo de alarme ocorre segundos apos a percepcdo do
estressor e € regulada pelo sistema neuroendocrino. O hipotalamo desencadeia a liberagéo
de catecolaminas pelas células, promovendo um aumento dos niveis destas substancias
no plasma, sendo independentemente do tipo de estressor causador, porém ¢ afetada por
fatores quantitativos, pela intensidade e duracéo do estimulo (Carneiro, 2001).

A resposta secundaria ou fase adaptativa, inicia-se com alteragdes metabolicas,

osmorregulatdrias e imunologicas, de acordo com a demanda energética necessaria, nesta
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fase ocorre a quebra do glicogénio hepatico resultando no aumento da glicose circulante
(Mazeaud & Mazeaud, 1981). Estes fatores também ocasionam aumento do fluxo
sanguineo nas branquias, cérebro e musculo para regular fungdes cardiacas e
respiratorias, aumento da permeabilidade branquial e da capacidade de transporte. Além
disso, ocorre 0 aumento da afinidade e recrutamento de oxigénio, a partir do aumento do
nimero de células vermelhas (Piedade, 2021). O lactato, caso apresente alta
concentracdo, também pode ser usado como fonte energética (Mommsen et al., 1999).

A resposta terciaria ocorre quando o estresse for de carater cronico, assim ocorre
0 aumento nos animais dos niveis de catecolaminas e cortisol no sangue. Esta resposta é
caracterizada pela exaustdo do sistema biolégico, onde as reservas energéticas sao
esgotadas, representado assim em impactos prejudiciais sobre o crescimento, a
reproducdo e as respostas imunes (Wendelaar Bonga 1997; Tort, 2011). Esse processo
pode ainda levar ao comprometimento do sistema de defesa afetando sua saude, bem-
estar e sobrevivéncia (Walters & Plumb, 1980; Wendelaar Bonga, 1997; Barton et al.,
2002; Urbinati et al., 2020).

As alteracbes das condicBes ambientais, durante o cultivo, podem ainda
influenciar as defesas antioxidantes dos peixes e induzir ao estado de estresse oxidativo
(Martinez-Alvarez et al., 2005, Stoliar & Lushchak, 2012). De acordo com isso, a
capacidade de um organismo de lidar com esta situacdo € amplamente determinado por
sua capacidade de manter suas condicdes fisioldgicas e metabdlicas em homeostase
(Portner & Knust, 2007). Lushchak & Storey (2021), definem que o processo de estresse
oxidativo esta relacionado a um aumento transitdrio ou de longo prazo nos niveis de ERO
em estado estacionario, resultando na interrupcao das vias metabdlicas e de sinalizacdo
celular. A producdo de ERO é principalmente um subproduto da respiracdo aerdbica
mitocondrial que suporta 0s processos metabdlicos béasicos. No entanto, quando a
producdo de ERO excede a producdo natural dos mecanismos antioxidantes, podem
ocasionar dano oxidativo a moléculas como carboidratos, acidos nucleicos, proteinas e
lipidios (Sies, 1986; Sayre, 2001; Lushchak, 2011; Schieber & Chandel, 2014; Halliwell
& Gutteridge, 2015; Nimse & Pal 2015 ).

A formacdo de ERO ocorre naturalmente como subproduto do metabolismo
oxidativo e depende de um delicado equilibrio bioquimico entre a capacidade de protecédo
e reparo (antioxidantes) e a formacdo desses compostos reativos (pro-oxidantes),
desempenhando um papel importante na sinalizagdo redox (Pardini, 1995; Schieber &

Chandel, 2014). O sistema de defesa antioxidante é composto por moléculas de baixo
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peso molecular e diversas enzimas envolvidas na protecdo das células contra danos
oxidativos (Halliwell & Gutteridge, 2015). Sendo assim, a sua producdo desproporcional
pode levar ao aumento dos niveis de dano oxidativo em diferentes macromoléculas,
incluindo DNA, RNA, proteinas e lipidios (Halliwell & Gutteridge, 2015). A partir do
processo de reducdo do oxigénio para formacdo de adgua, ocorre a geracao de espécies
intermediérias como o anion superoxido (O2), o peréxido de hidrogénio (H202), o
oxigénio singleto (*O2) e o radical hidroxila (HO"). Sendo assim, quantificar o sistema
antioxidante e os danos em proteinas e lipideos, auxiliam na identificacdo do estresse
oxidativo nos tecidos (Forgati et al., 2017).

A avaliagdo de possivel dano e estresse nos organismos é efetuada de varias
formas. O dano lipidico pode ser identificado pela reacdo de radicais livres com outros
ndo-radicais pelo processo de reacdo em cadeia onde um radical gera outro radical (Pinto
et al., 2019). Sendo assim, os danos oxidativos nas proteinas, pode ser realizado pela
quantificacdo dos grupos sulfidrilas (tiéis), que podem ser proteicos (P-SH), e nédo
proteicos (NP-SH) que sdo considerados biomarcadores relevantes nos processos
oxidativos em proteinas (Di Simplicio et al., 1998; Erel & Neselioglu, 2014). Na
determinacéo dos niveis de NP-SH estima-se que a concentracdo do tripeptidio glutationa
(GSH) representa cerca de 90% da quantidade total de NP-SH e apresenta uma alta
concentracdo nos tecidos, sendo a molécula redutora mais abundante, principalmente no
tecido hepatico onde desempenha um importante papel de manter o estado redox dos
grupos sulfidrila das proteinas celulares (Yuan & Kaplowitz, 2009). Nas avaliacGes
bioguimicas, em especial na concentracdo glicémica, a qual é fortemente modificada
frente a condicBes indutoras de estresse, assim como o perfil lipidico com o aumento nas
concentracdes plasmaticas de triglicerideos e acido graxo livre indicam forte mobilizacdo
das reservas de gordura. Ha assim uma inibicdo da utilizacdo da glicose pelos tecidos
periféricos e a liberacdo de glicose pelo figado, modulando a homeostase glicémica e a
gliconeogénese a partir de lipidios (Da Silva et al.).

As condicdes que levam a situacao de estresse desempenham um papel importante
na regulacdo do estresse oxidativo, o controle preventivo dessa condi¢do pode auxiliar na
implementacdo de praticas que promovam a salde e a qualidade de vida dos peixes no

ambiente de cultivo (Faria et al., 2021).
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1.7.PARAMETROS HEMATOLOGICOS
A utilizacdo de biomarcadores sanguineos, em peixes, é essencial para avaliar o

estado fisiol6gico nos animais (Jamalzadeh & Ghomi, 2009; Ahmed, Reshi, & Fazio, et
al. 2020). Estes biomarcadores sdo importantes para avaliar tanto a satide dos peixes, bem
como as respostas a alteragdes na nutricdo, qualidade da agua e doencas (Svobodova et
al. 1993; Fazio, 2019). Sua variabilidade depende de fatores endogenos e exdgenos, sendo
uma ferramenta que auxilia na compreensdo da relacdo dos parametros sanguineos com
a adaptabilidade dos peixes ao ambiente, refletidos frente aos aspectos sanitarios e
geracdo de estresse (Boyd, 1979; Mariano et al., 2015; Ahmed, Reshi, & Fazio, 2020).
Dessa forma, a utilizacdo dos parametros sanguineos, como bioindicadores, sobre as
condicdes fisioldgicas e de sanidade sdo considerados essenciais, pois sdo 0s primeiros a
apresentarem alteracOes frente a um agente estressor (Tavares-Dias & Moraes 2007,
Dal'Bo et al., 2015). Nitz et al. (2019), em seu estudo, induzindo pacu a niveis sub-letais
de amdnia, avaliaram a sua recuperacdo e observaram alteracBes nos parametros
sanguineos, porém os autores evidenciaram que o tempo de 10 dias foi suficiente para a
recuperacdo da homeostase.

Certas variacOes no perfil sanguineo podem indicar alteracbes no metabolismo e
nos processos bioquimicos do organismo. Para analisar estas variagdes, sdo utilizados 0s
pardmetros hematoldgicos como hematdcrito, hemoglobina e a concentracdo média de
hemoglobina corpuscular (CHCM), e os seus resultados séo de alta confiabilidade para a
verificacdo da condicdo de sanidade do organismo, refletindo o estado fisioldgico
momentaneo dos peixes (Centeno et al., 2007; Sado, de Bicudo & Cyrino, 2014; M
ahmed et al. 2019).

Os 6rgdos de peixes mais importantes afetados pela qualidade da agua sdo as
branquias, rins, figado e baco (Tayel et al., 2018). Os estudos hematolégicos sdo
considerados muito Uteis quando ha a exposicao direta, referente a qualquer impacto

adverso nos peixes (Ahmed et al. 2019).

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL.:
Avaliar o efeito de diferentes niveis de nitrato sobre o desempenho zootécnico,

parametros sanguineos e de estresse oxidativo de juvenis de pacu em sistema BFT. Assim

como avaliar a composicao bacteriana do floco.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar os efeitos do nitrato sobre os indices de desempenho zootécnico de juvenis

de pacu;

- Avaliar as possiveis alteragGes ocasionadas pelo nitrato nos pardmetros sanguineos
de juvenis de pacu;

- Verificar os efeitos do nitrato nos parametros bioquimicos de estresse oxidativo no
figado e branquias de juvenis de pacu.

- Avaliar a composicdo bacteriana do floco, no sistema BFT, com diferentes niveis de

nitrato.
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Capitulo 1

Efeito do nitrato em juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) criados em sistema
BFT
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito crénico de diferentes niveis de nitrato
no desempenho zootécnico e em parametros sanguineos, de estresse oxidativo de juvenis
de pacu em sistema BFT. Sendo assim, os animais (31,34 + 0,14 g) foram expostos a trés
diferentes concentragdes de nitrato: 139,51 + 4,28; 333,66 + 11,94 e 519,11 + 18,83 mg
NO3-N L*, nomeados BFT150, BFT300 e BFT500, respectivamente, cada uma com 3
repeticdes, por 45 dias. Os animais foram distribuidos aleatoriamente (12 animais
repeticdo™), em tanques de 310L, em sistema de bioflocos, com aeragdo constante e
temperatura controlada. Os animais foram alimentados duas vezes ao dia com ragéo
comercial. Durante o experimento, foram realizadas coletadas de floco, sangue, branquias
e figado (inicio e final do experimento). Apos 45 dias experimentais, foi possivel observar
que apenas a concentracdo BFT500, ocasionou redugdo no desempenho zootécnico. Os
parametros sanguineos de hematocrito e hemoglobina apresentaram diferenca
significativa, sendo que a concentragdo BFT150, apresentou as maiores alteracdes em
relacdo as demais concentracbes. Com relacdo aos eritrocitos, apenas a concentracao
BFT500, apresentou diferenca das demais concentragdes. Para 0s parametros
bioquimicos de estresse oxidativo, o tecido branquial apresentou maior concentracéo de
proteina e peroxidacdo lipidica (LPO) na concentragdo BFT150, diferindo das demais
concentracdes. A atividade da glutationa-S-Transferase (GST) nas branquias apresentou
diferenca significativa na seguinte ordem BFT300 > BFT500 > BFT150. Além disso, o
lactato foi maior nas concentracbes BFT300 e BFT500 em relacdo a concentracdo
BFT150. No tecido hepético, a ACAP, foi maior na concentracdo BFT500, e o P-SH
menor em BFT300. Também ocorreu diferenca significativa nos niveis de glicose e
lactato onde, a glicose foi menor na concentracdo BFT500 e o lactato foi menor na
concentracdo BFT300. A comunidade bacteriana apresentou diferenca significativa no
dia 7 para filamentos livres e, no dia 43 para vibrio nas concentragcdes de BFT500 e
BFT150, respectivamente. Além disso foi possivel observar um aumento nas populacoes
de cocoides, das bactérias filamentosas agregadas e dos bacilos e, uma reducdo de
bactérias filamentosas livres e do vibrio em relacdo aos dois periodos analisados. Sendo
assim, é possivel concluir que o pacu pode ser criado sem prejuizo de seu crescimento e
desenvolvimento em concentracGes de nitrato menores que BFT300 no sistema BFT.

PALAVRAS-CHAVES: Bioflocos, piscicultura, hematologia, estresse oxidativo,
desempenho zootécnico.
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1 INTRODUCAO

Na producdo aquicola, a piscicultura representa 76% da producdo total de
organismos aquaticos, sendo que 43% sdo provenientes da piscicultura de agua doce
(FAO, 2022). No Brasil a producdo em 2022 teve um avanco de 2,3% em relacdo ao ano
anterior (PeixeBr, 2023). O Pacu (Piaractus mesopotamicus) encontra-se entre as
espécies nativas mais cultivadas, tendo atingido uma producdo de aproximadamente
7.318 mil toneladas em 2020 (IBGE, 2023). Esta espécie se destaca no cenario nacional,
sendo a 6% espécie mais produzida, juntamente com a patinga (Piaractus mesopotamicus
x Piaractus brachypomus) (IBGE, 2020).

O pacu é representante da superordem Ostariophysi, que compreende as espéecies
de peixes de maior valor comercial na piscicultura brasileira, € uma espécie originaria da
Bacia do Prata, presente nos rios Parana, Paraguai e Uruguai (Urbinati et al., 2010;
Bicudo et al., 2013). Esta espécie faz parte das espécies conhecidas como “peixes
redondos”, dos quais o Brasil ¢ um dos principais produtores (Valadio et al., 2018). Esta
espécie possui facilidade de criacdo em cativeiro, apresenta rapido crescimento e ganho
de peso e, apresenta uma carne branca com 6tima qualidade, excelente sabor e textura
(Abimorad et al., 2007; Wicki & Wiltchiensky, 2017). O pacu € um peixe onivoro com
tendéncia a consumir sementes, folhas ou frutos (Baldisserotto & Gomes 2005), dentre
outros alimentos disponiveis no ambiente. Esta sua caracteristica alimentar favorece seu
cultivo em diferentes sistemas de producdo. Além disso, devido a baixa exigéncia em
proteina animal, na dieta, & uma espécie que apresenta boa aceitacdo de proteina de
origem vegetal, diminuindo com isso os custos de producdo (Valadao et al., 2018). De
acordo com isso, podemos considerar sua criagdo em sistema de bioflocos (BFT).

A tecnologia BFT exige uma baixa ou nula troca de agua, assim como apresenta
uma reducdo da taxa de alimentacdo artificial. Com a utilizacdo deste sistema, parte dos
compostos nitrogenados provenientes de restos de racdo e fezes sdo reciclados, e
posteriormente sdo convertidos em proteina microbiana, as quais podem ser utilizadas
como fonte alimentar (Wasielesky et al., 2006). Além disso, ocorre 0 aumento na
populacgéo de diferentes micro-organismos aderidos aos flocos ou que estdo presentes no
meio, auxiliando através do consumo dos flocos e destes micro-organismos, a assimilacao
de outra fonte de proteina além da proveniente da ragdo. Outro beneficio deste sistema é
a diminuicdo da amoénia e do nitrito no sistema, evitando assim o acumulo destes
compostos, o que melhora a qualidade da agua (Avnimelech & Kochba 2009; Ekasari &
Maryam 2012; Sgnaulin et al. 2018; Dinda et al. 2019; Gao et al. 2019).
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Este sistema € formado a partir do estimulo do desenvolvimento de micro-
organismos presentes na agua por meio da manipulacdo da relagdo carbono:nitrogénio
(C/N), através de uma fonte de carbono organico (Samocha, 2019). Os flocos formados
através dessa manipulacdo sdo compostos por biomassa, substancias poliméricas
extracelulares e particulas organicas que aderem a uma matriz organica (Luo et al. 2020).
A biomassa constituinte dos flocos inclui bactérias, fungos, flagelados, protozoérios,
ciliados, algas e outros micro-organismos (Jorand et al., 1995; Schryver et al., 2008;
Asaduzzaman et al., 2010; Gao et al., 2012; Hargreaves, 2013; Krummenauer et al.,
2014).

Entretanto, o sistema BFT tem como caracteristica levar ao acimulo de nitrato
(NO3") ao longo dos ciclos de producéo, alterando o ambiente de cultivo (Krummenauer
et al., 2011). Em sistemas que reutilizam agua, esse composto passa por um processo de
nitrificacdo, resultando na forma final de nitrato-N através da oxidacéo do nitrito (Schuler
et al., 2010). A nitrificacdo bacteriana quimioautotrofica (NBQ) é a principal via de
nitrificagdo da amonia para um sistema de aquicultura, tendo o nitrato como produto final
(Van Rijn, 2013). O nitrato, embora seja um composto tdxico aos organismos cultivados,
sua baixa permeabilidade branquial exige concentracdes elevadas para causar toxicidade
(Stormer et al.,1996). Porém, no sistema BFT, com a utilizacdo da agua por varios ciclos
de cultivo, faz com que ocorra o aumento desta substancia no ambiente, podendo atingir
niveis sub-letais aos animais.

Peixes expostos cronicamente a altas concentracdes de nitrato, geralmente, sofrem
de hipdxia funcional (Rodgers et al., 2021), apresentando varia¢do de acordo com a
espécie. Os efeitos sub-letais, podem ocasionar um desequilibrio na homeostase entre a
producdo de pré-oxidantes e as defesas antioxidantes de um organismo, causando um
cenario de estresse oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 2015). Sendo assim, podem gerar
mais radicais livres e/ou diminuir a atividade do sistema de defesa antioxidante,
aumentando os niveis de dano proteico ou lipidico (Yang et al. 2011; Ciji et al. 2012;
Cheng et al. 2015).

Devido as branquias estarem em contato com o meio, as oscila¢des dos diferentes
pardmetros fisicos e quimicos da agua, ocasionam alteracdes fisiologicas que podem ser
verificadas a partir da avaliacdo das células sanguineas dos peixes (Ahmed, Reshi &
Fazio, 2020). Para auxiliar no monitoramento da sanidade dos animais e detecgdo do
estresse, podem ser urtilizados biomarcadores sanguineos, que tem se mostrados

essenciais para avaliar o estado fisioldgico dos peixes (Jamalzadeh & Ghomi 2009).
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Sendo assim a producdo do pacu em sistema BFT é de grande interesse para o
desenvolvimento da aquicultura, uma vez que pode contribuir para criagdo desta espécie,
a qual apresenta um mercado estabelecido. De acordo com isso, 0 objetivo do trabalho
foi avaliar o efeito de diferentes niveis de nitrato sobre o desempenho zootécnico,
parametros sanguineos e de estresse oxidativo de juvenis de pacu em sistema BFT. Assim

como avaliar a composicao bacteriana do floco.

2 MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental para o desenvolvimento deste trabalho (protocolo n°
P001/2021) foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais de Experimentacio
(CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande — FURG.

ACLIMATACAO E CONDICOES EXPERIMENTAIS

Este estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Aquacultura Continental (LAC)
da Universidade Federal do Rio Grande — FURG. Os peixes, para realizacdo dos
experimentos, foram adquiridos de uma piscicultura comercial e, ao chegarem no
laboratdrio foram mantidos em quarentena (20 dias). Apos este periodo, os animais foram
aclimatados em sistemas de recirculacdo (RAS) com agua clara, compostos por trés
tanques (310L — volume util de 250 L), com filtro mecanico/bioldgico, aeracdo constante,
temperatura controlada (26°C) e fotoperiodo de 8 Luz/16 Escuro. Os animais foram
alimentados 2 vezes ao dia (9 e 16 h), com racdo comercial (Guabi — 36% PB). Estas
condicBes permaneceram até 0 momento da realizacdo dos experimentos.

Para a formagéo dos Bioflocos, a serem utilizados nas unidades experimentais, o
mesmo foi produzido a partir de um inéculo concentrado, contendo 1362,5 + 132,02 de
solidos suspensos totais (SST), onde foi distribuido na proporcéo de 18,79 * 2,03% de
indculo concentrado por unidade experimentais, a fim de atingirmos a concentracdo
desejada de 250 mg L(Pellegrin et al., 2022), como sendo a ideal para a criagdo da
espécie neste sistema. A relacdo carbono/nitrogénio durante o estudo foi mantida na
proporcédo de 15:1 (Avnimelech, 1999).

A partir do momento em que a concentracdo de SST foi atingida nas diferentes
unidades experimentais, foi adicionado o nitrato de sodio (NaNO3) diluido em agua, a
fim de atingir os valores definidos para as diferentes concentragdes. Para ajustar os niveis
de nitrato na 4gua foi considerado o estudo de Presa et al. (2022), além do fator salinidade

gue 0 composto quimico acrescentaria na dgua, para evitar estresse aos animais devido a
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salinidade ou até mesmo mortalidade. Salinidades até 6 ppt ndo causam prejuizo a
sobrevivéncia de juvenis de pacu (Barbosa Junior, 2010), sendo assim, a concentragao
BFT500 (519,11 + 18,83 mg NOs-N L) foi determinada como a maxima, devido a atingir
valores proximos ao maximo de salinidade. De acordo com isso, trés tratamentos (3
repeticdes) com diferentes concentracfes de nitrato foram definidos: BFT150 (139,51 +
4,28); BFT300 (333,66 + 11,94) e BFT500 (519,11 + 18,83) mg NOs-N L.

Em seguida, os animais foram selecionados de acordo com o tamanho e peso e,
foram distribuidos aleatoriamente, na densidade de 12 animais repeticdo™ (36 animais
tratamento™), totalizando 108 juvenis de pacu (31,34 + 0,14 g e 11,41 + 0,04 cm). Os
animais foram alocados nos tanques, ja com a concentracio de 250 mg SST L? e as
diferentes concentragdes de nitrato, com aeracao constante, temperatura da agua mantida
em 26°C e fotoperiodo de 8L/16E. A alimentacao foi ofertada duas vezes ao dia (9 e 16
h), na proporcéo de 3% da biomassa, com ragio comercial Guabi® (36% PB), de acordo
com Pires et al. (2022).

PARAMETROS DE QUALIDADE DA AGUA

Durante o periodo experimental foram monitorados diariamente 0s seguintes
parametros: temperatura e oxigénio dissolvido (oximetro, YSI DO 200A), pH (YSI DO
100A), amonia total (UNESCO, 1983), amonia ndo-ionizada (Colt, 2006) e nitrito
(Bendschneider & Robinson, 1952). Duas vezes na semana foram verificados os niveis
de nitrato por meio da metodologia adaptada de Garcia-Robledo et al. (2014). A cada dois
dias foi monitorada a alcalinidade (Eaton et al. 2005) sendo utilizado bicarbonato de sédio
(NaHCO:3) ate atingir a correcdo necesséria ideal nas unidades experimentais e sélidos
sedimentaveis (SS) através de leitura com uso de cone Imhoff (Avnimelech, 2007). Os
solidos suspensos totais (SST) foram analisados por método barométrico, com auxilio de
uma bomba de vacuo e filtragem em filtros de fibra de vidro (GF 50-A) (Strickland &
Parsons, 1972; AOAC, 2000) uma vez por semana. De acordo com as verificagbes das
concentracdes de SST nas diferentes concentracBes, quando as mesmas, ultrapassavam
250 mg SST L%, foi realizado o manejo de clarificacdo (Gaona, 2018), para que 0s niveis

se mantivessem na faixa determinada de cada tratamento.

DESEMPENHO ZOOTECNICO
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Para obtencédo dos dados de desempenho zootécnico foi realizada uma biometria
inicial (dia 0) e final (dia 45) em todos os animais, onde 0os mesmos foram retirados dos
tanques e anestesiados com hidrocloridrato de benzocaina (HBz - 50 ppm).

Ap0s anestesiados, foi registrado o peso dos animais (g), 0 comprimento total e
padrdo (mm). A partir destes dados foram estimados os parametros de desempenho

zootécnico, como descritos abaixo:

e Ganho de peso - GP (peso final - peso inicial);

e Ganho de peso meédio diario — GPMD (peso final - peso inicial) / periodo
experimental);

e Taxa de crescimento especifico — TCE (100 x [In (peso final) - In (peso
inicial)] /dias);

e Fator de condicao corporal - K (peso médio final/ comprimento médio
final® x 100);

e Converséo alimentar aparente - CAA (ragéo fornecida (g) * ganho de peso
@)

e Ganho de biomassa Total — GBT (Peso Final — Peso Inicial) * n°® animais

e Biomassa Inicial - Bl (Soma do Peso total Inicial);

e Biomassa final - BF (Soma do Peso total final);

e Produtividade (Kg/m®) (Biomassa final/ area ou volume)

COLETAS

Foram realizadas coletas de sangue e tecido (nove peixes tratamento), apds 45 dias
de exposicdo as condicbes experimentais. Apds a obtencdo dos dados biométricos, foi
coletado sangue através de puncao da veia caudal com auxilio de seringas heparinizadas.
Posteriormente os animais foram finalizados com dose letal de HBz (500 ppm) para coleta
de amostra tecidual (branquia e figado) que foram armazenados em microtubos (2 mL),
congelados em nitrogénio liquido e armazenados em um ultra freezer (-80 °C), até a
realizacdo das analises.

Nos dias 7 e 43, foram coletadas amostras do floco (18 mL de amostra) de cada
unidade experimental, as quais foram mantidas em 2 mL de formol tamponado (37%)

para analise dos componentes bacterianos presentes no sistema BFT.

PARAMETROS HEMATOLOGICOS
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A partir do sangue coletado foi verificada a glicose utilizando um glicosimetro
digital (Accu-Check Performa/Roche®) e o pH com pHmetro digital com sonda especifica
(Hanna HI 2210®). Uma parte do sangue coletado, foi transferido para capilares
heparinizados e centrifugado (12.000 g, por 5 minutos), a fim de obter os dados de
hematocrito (HTC) (Gondenfarb et al., 1971).

Para a obtencdo da concentracdo de hemoglobina (HB) foi utilizado um kit
colorimétrico (Labtest®) e sua leitura foi realizada em espectrofotdmetro (540 nm). Outra
aliquota de sangue foi diluida na proporcdo de 1:200 em solucdo de cloreto de sodio
(0,65%) para obtencdo da concentracdo de eritrécitos, através da contagem de células em
uma cadmara de Neubauer, com auxilio de microscdpio Optico (Ranzini-Paiva et al., 2013).
Ambos os indices foram mensurados imediatamente apés a coleta.

Apds a obtencdo destes dados foi realizado o célculo para obtencdo dos indices
hematimétricos (Ranzini-Paiva et al., 2013):

- Hemoglobina corpuscular média (HCM, pg) = Hb x 10 / Eri;

- Volume corpuscular médio (VCM, fL) = Htc x 10/ Eri (x 10° uL);

- Concentracéo de hemoglobina corpuscular média (CHCM g dL™) = Hb x 100 /
Htc.

PARAMETROS BIOQUIMICOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO

Para realizacdo das diferentes analises dos parametros bioquimicos de estresse
oxidativo, as amostras de branquias e figado foram homogeneizadas (1:5, m/v) em
tampé&o Tris-HCI (pH ajustado em 7,75) contendo Tris-HCI (100 mM), EDTA (2 mM) e
Mg?* (5 mM) (Da Rocha et al., 2009). Os homogeneizados foram centrifugados (10.000
0/20 minutos a 4 °C) e os sobrenadantes foram utilizados para as analises.

A concentracdo de proteinas totais foi determinada em leitor de microplacas
(BioTek LX 800) pelo método de Biureto (550 nm) utilizando kit comercial (LabTest®).
A capacidade antioxidante total (ACAP) foi determinada por meio da deteccdo de
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) nas amostras com e sem a adi¢do de um gerador
de radicais peroxil, conforme descrito por Amado et al. (2009).

Os niveis de peroxidacéo lipidica (LPO) foram determinados de acordo com a
metodologia proposta por Oakes & Van Der Kraak (2003). Para a determinacdo dos
grupos sulfidrila (P-SH, NP-SH) foi utilizada a metodologia de Sedlak & Lindsay (1968).

A atividade da Glutationa S-Tranferase (GST) foi analisada em um fluorimetro,
de acordo com Carlberg & Mannervik (1985).
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Para a determinacéo de triglicerideos (TRI), lactato (LAC) e glicose (GLI), deste
homogeinizado, foi utilizado o kit comercial correspondente da Bioclin®.

COMUNIDADE BACTERIANA DO FLOCO

Para a realizacdo das andlises, da comunidade bacteriana do floco, as bactérias
foram quantificadas pelo método de Hobbie et al. (1977) atraves do uso de filtros de
membrana de policarbonato (Nuclepore, poro: 0,2 um e diametro: 25 mm). Apos foram
coradas com laranja de acridina (1%), na concentracio de 1 pg mL™. Posteriormente
foram contados 30 campos aleatdrios, a partir das imagens captadas por uma camera
fotografica conectada a um microscopio de epifluorescéncia (Axioplan-Zeiss®) com
aumento de 1000x.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos durante o estudo foram expressos como média + erro padrdo.
Todos os dados foram primeiramente submetidos aos testes de homogeneidade das
variancias (Levene) e a normalidade dos dados (Shapiro-Wilk). Uma vez que 0s
pressupostos foram atendidos, os dados entdo foram submetidos a uma ANOVA de uma

via seguida do teste de Tukey (p <0,05).

4 RESULTADOS
QUALIDADE DA AGUA
Os paréametros de qualidade nédo apresentaram diferencas significativas, exceto
pelos niveis de nitrato que foram alterados, a fim de realizar o presente estudo e, o0 pH.
O pH da agua foi significativamente superior na concentracdo BFT500, em
relacdo as demais concentracdes, porém se manteve dentro do ideal para a criacdo da

espécie.

DESEMPENHO ZOOTECNICO

As concentracOes BFT150 e BFT300 apresentaram os melhores resultados para o
peso final, comprimento total final, ganho de peso, ganho de peso médio diario, taxa de
crescimento especifico, conversdo alimentar e o ganho de biomassa total, diferindo
significativamente da concentracdo BFT500 (p < 0,05). A TCE apresentou-se melhor na

concentragdo BFT300 em relagdo a concentragdo BFT500. A produtividade (kg m3) e a
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biomassa final (kg) foi maior na concentracdo BFT150, e menor na concentracao
BFT500, apresentando 8,86 kg m™; 2,21 kg contra 7,80 kg m; 1,95 kg, respectivamente
(Tabela 2).

PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Os dados dos parametros hematologicos estdo descritos na Tabela 3. A
porcentagem de hematdcrito e hemoglobina foram maiores significativamente na
concentracdo de BFT150 em relacdo as demais. O numero de eritrocitos apresentou
concentracdes significativamente maiores nas concentracdes BFT150 e BFT300,
diferindo da concentracdo BFT500. Os demais parametros ndo apresentaram diferenca

significativa.

PARAMETROS BIOQUIMICOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO
BRANQUIAS

No tecido branquial, a Proteina Total (Figura 1a) e a peroxidacao lipidica (LPO)
(Figura 1b), apresentaram um aumento significativo quando expostos a concentracao
BFT150, diferindo significativamente das concentragdes BFT300 e BFT500. A ACAP
ndo apresentou diferencas entre as concentragcdes (Figura 1c). Com relacdo a GST, as
concentracdes diferiram significativamente entre si, podendo relacionar o que ocorreu da
seguinte forma: BFT300 > BFT500 > BFT150 (Figura 1d). Com relacdo ao dano proteico
(P-SH) e nédo proteico NP-SH), ndo foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos (Figura 2). O lactato presente nas branquias (Figura 3b) apresentou maiores
concentracdes em BFT300 e BFT500 em relacdo a concentracdo BFT150. Glicose e
triglicerideos ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 3a
e 3c).

FIGADO

No tecido hepético, a capacidade antioxidante total (ACAP) (Figura 4c),
apresentou maior area relativa, ou seja, menor capacidade antioxidante na concentracéo
BFT500 em relacdo as demais concentragdes. Proteinas Totais, LPO e atividade da GST

ndo apresentaram diferencas significativas (4a, b e d). Com relacdo ao PSH (Figura 5b),
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0 mesmo, apresentou valores significativamente maiores nas concentracdes BFT150 e
BFT500, em relagdo a BFT300. Entretanto, para NP-SH ndo apresentou diferenca
significativa (Figura 5a).

Na figura 6a, é possivel observar que a glicose presente no tecido hepatico dos
animais, criados na maior concentragdo de nitrato (BFT500), foi significativamente
menor em relacdo as demais concentragdes. Ja os niveis de lactato apresentaram-se
menores significativamente na concentracdo BFT300 em relacdo as concentracdes
BFT150 e BFT500 (Figura 6b). Ja os triglicerideos ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos (Figura 6c¢).

COMUNIDADE BACTERIANA DO FLOCO

Na figura 8 estdo descritas as diferencas entre a concentracdo de bactérias entre
os periodos analisados, onde foi possivel observar maior concentracdo de cocoides e
filamentos agregados no inicio e, ao final do periodo experimental houve uma diminuicao
dos filamentos livres e bacilos e aumento dos filamentos agregados. Nos graficos estdo
descritos os dados iniciais e finais (dia 7 e 43 experimental, respectivamente) da
concentracdo de bactérias do floco microbiano do sistema BFT com as concentracdes de

nitrato.

A concentracdo de cocoides (Figura 9a) ndo apresentou diferenca significativa,
nas diferentes concentracdes de nitrato, apresentando um maximo de 4,77 x10° e 9,03
x10° mL e um minimo de 3,63 x10° e 6,57 x10° mL™? para 7 e 43 dias, respectivamente.
O mesmo ocorreu com a concentracdo de filamentos agregados (Figura 9b) (média geral
de 1,29x10* mL* — 7 dias e 2,67 x10* mL* — 43 dias) e Bacillos (média de 2,65 x10° — 7
dias e 2,36 x10° — 43 dias). Filamentosos livre (Figura 9c) apresentou diferenca
significativa no dia 7, onde a concentragdo BFT500 foi a maior concentragéo 5,96 x10°
mL1diferendo das demais concentracdes, 1,85 (BFT150) e 2,77x10° mL* (BFT300). A
concentragdo de vibrio (Figura 9e) néo diferiu no tempo 7 (minimo de 1,82 x 10° mL e
méaximo de 4,34 x10° mL™?), porém aos 43 dias apresentou diferenca significativa, onde a
concentragdo BFT150, foi a que apresentou maior concentragdo de vibrio (9,57 x103mL

1), em relagéo as demais.

4 DISCUSSAO
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Os parametros de qualidade da agua permaneceram nos niveis considerados
adequados para o pacu (Pellegrin et al. 2020; Nitz et al. 2020; Pinto et al. 2022), exceto
para o nitrato, devido as diferentes concentragdes utilizadas para a realizagao do trabalho.

Entretanto, o pH apresentou diferenca significativa, porém se manteve em niveis
ideais para a espécie. Pellegrin et al. (2020), relatam que para um melhor desempenho do
pacu é recomendavel valores de pH proximos a 8,5, porém ressalta que o pH entre 5,5 e
8,5 apresentam 100% de sobrevivéncia e crescimento satisfatorio. A diferenca estatistica
do pH pode ser explicada pela individualidade das unidades experimentais no consumo
da alcalinidade pelo sistema BFT, visto que para sua correcao foi necessario o acréscimo
de bicarbonato de sddio (NaHCO3) o que implica diretamente nos valores do pH.

O nitrato ocorre naturalmente, em baixos niveis (~ 0-2 mg NOs-N L™), nos
sistemas de criacdo tradicionais. Porém, mesmo com adaptacBes para uso eficiente de
nitrogénio, muitos sistemas sdo limitados por esta substancia, e concentracoes elevadas,
em torno de 10 a 100 vezes, acima dos niveis de referéncia podem ser encontradas
(Galloway et al., 2004).

Em nosso estudo, os animais submetidos as menores concentrac@es de nitrato (<
BFT300), apresentaram os melhores indices de desempenho zootécnico para peso,
comprimento, ganho de peso, ganho de peso médio diério, ganho de peso total, taxa de
crescimento especifico e conversdo alimentar aparente. Estes resultados de desempenho
zootécnico apresentados, em nosso estudo, evidenciam que o sistema BFT pode ser
utilizado para a criacdo de pacu. Essa melhora no desempenho, em sistema BFT em
relacdo ao sistema de recirculacdo, ocorre devido ao consumo, ndo s6 da ragdo ofertada

aos animais, mas também pelo consumo do floco formado no sistema BFT.

Embora o0s peixes possam apresentar alta variabilidade na tolerancia e
sensibilidade ao nitrato, este composto nitrogenado é captado passivamente pelas
branquias e, sendo assim 0s peixes podem ser particularmente vulnerdveis a
concentragdes elevadas de nitrato (Jensen, 1996; lIsaza et al. 2020). Na Gltima década,
pesquisas vém demostrando que o nitrato apresenta uma influéncia negativa na produgéo
de espécies cultivadas (Deviller et al., 2005; Davidson et al., 2009; Martins et al., 2009a;
Martins, et al., 2009b; Davidson et al., 2011). Além disso, a toxicidade dos poluentes,

como o nitrato, pode variar de acordo com a concentracdo, condi¢des dos diferentes
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parametros de qualidade da agua, periodo de exposicéo e sensibilidade da espécie (Kim
& Kang, 2016; Kubitza, 2019).

Angeles-Escobar et al. (2022), observaram que a criagcdo de alevinos de Piaractus
brachypomus em sistema BFT (400 — 600 mg SST L), durante 45 dias, apresentou um
acumulo de 59,63 + 27,77 NOs-N L* ao final do experimento, retratando um ganho de
peso médio diario (GPMD) de 0,23 + 0,02 g dia™*. Em nosso estudo, o GPMD foi melhor,
apresentando valores de 0,51 + 0,04 a 0,66 + 0,04 g dia®, representando que o P.
mesopotamicus apresenta uma tolerdncia maior a este composto em relacdo ao P.
brachypomus. Além disso, um maior GPMD, indica melhor potencial de desempenho e

consequente maior lucro em um menor periodo de tempo.

Os efeitos do nitrato em peixes de agua doce submetidos a uma meta analise,
demonstram que ocorre uma redugdo no crescimento dos animais da ordem de 28,65%,
principalmente no estado larval e juvenil (Isaza et al. 2020). Os dados de desempenho de
ganho de biomassa total (GBT) das concentra¢cdes BFT150 e BFT300, em nosso estudo,
apresentaram o0s melhores resultados (~23,06 e ~21,17%, respectivamente),
demonstrando que estas duas concentracfes afetam em menor escala estes parametros,
em relacdo a BFT500. Os demais dados de desempenho ndo foram afetados nas
concentracdes BFT150 e BFT300, indicando que o pacu pode ser criado até BFT300 sem
prejuizo no desempenho, entretanto, a concentracdo BFT500 apresentou declinio no
desempenho zootécnico. Gomez Isaza et al. (2020) relatam que a exposi¢do ao nitrato (50
ou 100 mg L) apresentou efeitos negativos no crescimento de peixes, com perda de
massa ao longo do periodo avaliado, diferentemente dos nossos resultados que foram

satisfatorios até a concentracdo BFT300.

Devido a sua importancia nos sistemas bioldgicos, o estresse tem sido amplamente
investigado no contexto do bem-estar animal e aquicultura. De acordo com isso, quando
houver no sistema condi¢cdes adversas de diferentes ordens, as quais podem ocasionar
estresse e reduzicdo no crescimento e desenvolvimento dos animais (Kassahn et al. 2009)
€ necessario que haja uma avaliagcdo dos animais através da utilizacdo de técnicas simples,
como a hematologia. O organismo, na tentativa de manter a homeostase, quando
submetido a estas condi¢cBes adversas, promove um maior requerimento energético
através da hematopoiese gerando um aumento no nudmero de eritrocitos e

consequentemente do valor do hematocrito (Poli et al., 2005).

37



Ao adentrar no organismo, a principal acdo téxica do nitrato é a conversédo
enddgena de nitrato em nitrito, que entdo causa a formacdo de metahemoglobina,
resultando, em parte, na perda da capacidade de transporte de oxigénio no sangue (Gomez
Isaza, Cramp & Franklin, 2021). Walker (1996) e Panesar & Chan (2000) sugeriram a
conversao in vivo, de ions nitrato para o ion nitrito mais toxico, embora esses estudos
tenham sido conduzidos com roedores. A interconversao, in vivo, entre nitrato, nitrito e
oxido nitrico (NO) é agora reconhecida (Edwards & Hamlin, 2018), sendo o 6xido nitrico
uma molécula potente de sinalizacdo celular em muitas vias biologicas (Yang et al.
2019c).

Investigando indicadores biolGgicos de estresse, para pacu durante a captura, 0s
valores mantiveram-se na faixa de 60 a 94 mg dL* de glicose (Abreu et al. 2009). Em
outro estudo, na criacdo de pacu em sistema BFT, foi verificado que os niveis de glicose
permaneceram menores que 60 mg dLl. A diminuicio da glicose, nos animais
submetidos as concentragdes mais elevadas de nitrato, esta relacionada com a utilizagéo
dessa fonte energética para suprir 0 seu gasto energético (Presa et al., 2022).
Corroborando com o presente trabalho, alguns autores, ndo obtiveram diferencas nos
niveis de glicose utilizando diferentes concentragdes de nitrato (0,4 (Controle), 1,5, 4,2,
9,7 e 27,0 mg nitrato L) como em catfish (Clarias gariepinus) (Schram et al. 2012) e

truta arco iris (Oncorhynchus mykiss) (Schram et al. 2012).

A manutencdo da homeostase do pH sanguineo é crucial para a estabilizacdo das
proteinas e funcdo enzimatica (Aboagye & Allen, 2018), 0 que ocorreu em nosso estudo,
onde ndo houve alteracbes neste parametro. Porém, as maiores concentracdes (BFT300 e
BFT500) apresentam valores proximos aos encontrados por Angeles-Escobar et al.
(2022) de 36 e 37% para Piaractus brachypomus em sistema BFT (~59 mg nitrato L),
podendo ser justificado como meio de compensacao dos peixes para manter o transporte

adequado de oxigénio.

Os niveis de hemoglobina apresentaram uma diminui¢cdo de acordo com o
aumento dos niveis de nitrato, ocorrendo maiores niveis (12,76 g dL™) na concentragio
BFT150. Essa resposta esta de acordo com a encontrada por Yang et al. (2019b) que
testou niveis de nitrato em juvenis de Oplegnathus punctatus (Perca) e observou também
uma redugdo nestes niveis conforme os niveis de nitrato aumentaram. Sampaio et al.
(2010), relatam em seu estudo, que ocorre um aumento nos niveis de hemoglobina do
pacu, o qual se deve a ativagdo dos mecanismos para melhorar a captagéo e transporte de
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oxigénio, e que a estimulacdo adicional da producédo de hemacias e HB incide sobre o
aumento da capacidade de transporte de O.. Estas mesmas condi¢des foram observadas
em nosso trabalho com relacdo a hemoglobina e eritrdcitos, onde a concentragcdo BFT150,

apresentou os maiores indices.

O nitrato tem capacidade de afetar os mecanismos de fornecimento de oxigénio a
partir das concentracdes de hemoglobina (HB) (Monsees et al., 2017). Em peixes existe
uma relacdo entre hematocrito, hemoglobina, concentracdo de globulos vermelhos e
capacidade de transporte de gas e troca de oxigénio a nivel branquial (Angeles-Escobar
et al. 2022). Os Mesmos autores criando alevinos de Piaractus brachypomus em sistema
BFT, com ~59 mg NOs-N L, encontraram valores de HB de 14,79 + 1,52 a 12,48 + 1,67

dL1, assim como o presente trabalho que apresentou 12,76 dL* em BFT150.

A capacidade do metabolismo aerdbico dos animais, para satisfazer as demandas
de oxigénio s6 sdo possiveis gracas ao papel das hemoglobinas, contidas nos eritrocitos.
A hemoglobina tem por funcéo facilitar a dissolucdo de grandes quantidades de gas e
transporte aos tecidos, onde funciona como ultimo aceptor de elétrons (Giardina, Mosca
& de Rosa, 2004). A funcdo da hemoglobina parece estar adaptada a diferentes
necessidades metabdlicas dos animais e as constantes mudancas ambientais (Riggs,

1976), o que fica evidente em nosso trabalho.

Os indices hematimétricos podem ser utilizados na deteccdo de patologias e
estresse, e, além disso, demostram o estado fisiolégico do animal. Estes indices estdo
relacionados com os valores do hematdcrito e o numero de eritrdcitos; hematdcrito e taxa
de hemoglobina e a relagdo entre a taxa de hemoglobina e o0 nimero de eritrdcitos (Grant,
2015). Os indices hematimétricos HCM, VCM e CHCM mesmo ndo apresentando
diferencas significativas ficaram acima do basal observado para o pacu por Ranzani-Paiva
et al. (1999).

As branquias estdo em contato direto com a &gua, sendo, portanto, sensiveis as
alteracOes quimicas e fisicas do meio aquatico circundante (Perry; Laurent, 1993; Saber,
2011). Estas alteragcOes que podem ocorrer, neste tecido, podem se apresentar de maneira
mais ou menos acentuada dependendo da espécie estudada e do meio aquético (dgua doce,
salobra ou salgada). De acordo com isso, Presa et al. (2022), observaram um leve dano
nas branquias de Mugil liza expostos a concentracdo de 34 mg NOs-N L em relagdo ao

tratamento controle.
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No presente estudo, podemos observar que as maiores concentracdes de nitrato
afetaram as proteinas presentes no tecido branquial, onde houve uma menor proporgao
nas concentracdes mais elevadas de nitrato. Entretanto, alteracBes nas proteinas nao

ficaram evidentes nas analises de dano proteico (P-SH e NP-SH).

Contudo, o dano lipidico apresentou-se mais elevado na concentracdo BFT150,
indicando a possibilidade de a defesa antioxidante ter sido insuficiente para reduzir a
producdo de ERO no tecido (Wang et al., 2021). Em decorréncia da peroxidacéo lipidica

a membrana celular sofre alteragfes na estrutura, o que afeta sua permeabilidade.

Em consequéncia do aumento da LPO, ocorre uma inducdo ao aumento da
atividade da GST, devido a esta enzima atuar no processo de biotransformacao,
catalisando a conjugacdo de uma variedade de metabdlitos. A GST é uma enzima
multifuncional, que catalisa o ataque nucleofilico de GSH a grupos eletrofilicos e, esta
envolvida na desintoxicacdo de xenobioGticos e metabdlitos enddgenos, incluindo
produtos de dano oxidativo (Blanchette et al., 2007). Os resultados observados para a
GST nas concentragcdes BFT300 e BFT500, indicam que a LPO, nestas concentragdes
apresentou-se em menor escala, devido a sua maior atividade. Entretanto, a reducéo da
GST observada na menor concentracdo de nitrato, em nosso estudo, pode significar que
essa enzima atuou na mitigacdo da toxidade celular (Hayes & Pulford 1995). Essa reducéo
indica que houve um aumentou na producdo de ERO e consequentemente utilizou-se as
defesas antioxidantes para evitar ou reduzir o estresse oxidativo. O que pode ser
confirmado em relagdo as proteinas, onde a concentracdo BFT150, ndo apresentou dano

nas proteinas.

O lactato por sua vez, é uma importante fonte de energia em situacdes de déficit
energético de emergéncia, sendo produzido pelas células em condi¢cdes anaerobicas
(Moon & Mommsen, 1987; Dringen et al., 1993; Allen & Holm, 2008). Esta substancia,
quando acumulada nos tecidos, podem ser direcionados a producgdo aerébica de energia,
pelo menos durante condigdes adversas, ou ainda, serem direcionados a vias anabolicas
como a gliconeogénese (Mommesen, 1984). O aumento do lactato nas concentra¢des mais
elevadas de nitrato, em nosso estudo, sugere que foi necessario efetuar uma rota
anaerobica. Esta alteragdo na rota metabdlica gera gasto de energia pelos organismos, o

que prejudica o crescimento e desenvolvimento dos animais durante a sua criagéo.
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A capacidade antioxidante (ACAP) fornece informacdes sobre o estado
antioxidante geral do organismo contra os radicais peroxil (Amado et al., 2009). A
reducdo da capacidade antioxidante pode significar que os antioxidantes estdo sendo
utilizados para "combater” a geracdo de ERO (De Souza Miranda et al., 2022). Além
disso, a capacidade antioxidante menor também pode ocorrer devido a producéo
deficiente de antioxidantes enddgenos (Jia et al., 2015; Sun et al., 2012). No presente
estudo, a capacidade antioxidante no figado do pacu apresentou-se menor na maior
concentracdo (BFT500), demonstrando assim que houve um prejuizo das defesas
antioxidantes frente ao composto toxico no ambiente de criacdo. Estas alteracGes também
séo observadas para juvenis de tainha, onde os animais expostos as concentragdes de 34
e 52 mg NOsN L%, maiores concentracbes neste estudo, apresentam uma menor
capacidade antioxidante (Presa et al., 2022). De acordo com isso, fica evidente que
mesmo em diferentes meios (salinidades), os principais prejuizos aos animais ocorrem
nas maiores concentracgdes de nitrato. De Souza Miranda et al. (2022), testando os efeitos
do nitrito sobre o estresse oxidativo em juvenis de linguado Paralichthys orbignyanus,
observaram em seus maiores niveis testados (>170 mg NOs.N L) menor capacidade

antioxidante.

Os grupos tiois apresentaram importante capacidade antioxidante devido ao grupo
funcional sulfidrila que protege as células do dano oxidativo e pode ser encontrado nas
proteinas (P-SH) ou compostos de baixo peso molecular (NP-SH) (Reischl et al., 2007).
Quando as defesas enzimaticas contra os radicais oxidativos estdo prejudicadas ou a
resposta antioxidante foi ineficaz, antioxidantes ndo enzimaticos podem ser produzidos
em maior quantidade como forma de protecdo contra a auto oxidacao (Sinhorin et al.,
2014).

Os niveis de glicose e lactato podem ser utilizados como biomarcadores de
estresse secundario (Wendelaar Bonga 1997; Pankhurst 2011). O movimento do lactato
entre os tecidos € importante na coordenacdo do equilibrio metabdlico (Yang et al.,
2019a), sendo também um indicador do fluxo glicolitico, como precursor da ressintese de
glicose e glicogénio através do ciclo de Cori (Chen et al., 2016).

Panepucci et al. (2001) avaliando o metabolismo de carboidratos em pacu
evidenciaram que no inicio do estresse recorrente de hipdxia, o figado oxida a glicose,
levando a producdo inicial de lactato. No presente estudo, ambos processos foram
evidenciados, onde na maior concentracdo de nitrato, os niveis de glicose estdo baixos
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indicando uma possivel oxidacao para lactato que apresenta niveis mais elevados. Neste
caso, 0 0xigénio nos tecidos torna-se insuficiente para o metabolismo e os peixes utilizam
a energia anaerobica via glicdlise, para fornecimento de energia celular, resultando em
acumulo plasmatico de lactato (Iversen et al. 2003). J& na concentracdo BFT300 a

producdo de lactato foi menor.
COMUNIDADE BACTERIANA DO FLOCO

No sistema BFT, existem diferentes comunidades que podem utilizar e
transformar os compostos nitrogenados na agua, como os fotoautotroficos, bactérias
nitrificantes heterotroficas e autotréficas, conglomerado de microbios, algas e
protozoarios na coluna de agua, juntamente com detritos e particulas organicas mortas,
protozoarios, microalgas, metazoarios, exoesqueletos, entre outros (Ebeling et al., 2006;
Hargreaves 2006; De Schryver et al. 2008; Avnimelech, 2012; Crab et al., 2012).

O ntimero de bactérias em tanques de bioflocos pode estar entre 10° e 10° mL™ de
floco que contém entre 10 e 30 mg de matéria seca tornando o tanque uma inddstria
biotecnoldgica (Avnimelech, 2007). Segundo Ju et al. (2008), os bioflocos coletados dos
tanques de cultivo de Litopenaeus vannamei contem 3% de biomassa bacteriana sendo,

dois tercos gram-negativos e um terco gram-positivos.

O manejo afeta diretamente a comunidade microbiana e podem ocorrer por
diversos fatores. Reis et al. (2019), testando diferentes fotoperiodos sobre a comunidade
microbiana do biofloco detectou maior abundancia de bactérias como cocdides, cocdides
aderidas, filamentosas livre e filamentosas aderidas e Bacillus, quando foram expostos a

luz.

O acréscimo de nitrato no sistema de bioflocos, pode gerar um desequilibrio na
comunidade que aproveita 0s compostos nitrogenados, Vvisto que ocorre a reversdo de
nitrato em nitrito. Um aumento na concentracdo de cocdides pode evidenciar que ndo
houve consumo dos mesmos pelos organismos flagelados. Ndo ocorrendo uma interacao

trofica do conceito “Microbial Loop” (Azam et al., 1982).

Entretanto, as bactérias filamentosas grandes, aderidas aos flocos, aumentaram de
acordo com a disponibilidade de fosforo que age como fonte de nutrientes para o
desenvolvimento de cianobactérias (Burford et al., 2003). Dessa forma, € possivel afirmar

que o sistema proporcionou uma boa relagdo N:P durante o periodo de nosso estudo.
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Diferentemente de Suita (2009) que, em seu trabalho utilizando melago como fonte de
carbono, encontrou pouca quantidade de filamentosas grandes aderidas aos flocos
determinada por uma relagdo N:P desfavoravel, o que favorece a dominéncia de bactérias

cocoides.

Cianobactérias (bactérias filamentosas) podem estar relacionadas com a adicéo de
carbono organico dissolvido no sistema (Esteves, 1998). Sdo responsaveis pela formacéo
da estrutura do floco e na degradacdo da matéria organica. Pinho (2017) relatou uma
relacdo inversa estabelecida durante seu estudo, sugerindo competicdo entre
cianobactérias e protozodrios ciliados. Assim, a reducdo de bactérias filamentosas pode
ser uma reposta ao aumento de protozoarios ciliados no sistema, durante o periodo do
estudo. A alta ocorréncia de microrganismos fotoautotroficos (filamentos cianobactérias,
clorofitas e diatoméaceas) podem ser atribuidos a disponibilidade constante de nutrientes
e exposicdo frequente a luz solar, também observada por Godoy et al. (2011),

corroborando com o presente estudo.

No sistema de bioflocos também h& a ocorréncia de algumas cepas de bactérias,
como o Bacillus spp., as quais servem como probidtico natural, inibindo o crescimento
de bactérias patogénicas (Emerenciano et al., 2013; Samocha, 2019), podendo auxiliar a
controlar os surtos de Vibrio no meio de cultivo (Van Hai & Fotedar, 2010). O presente
estudo, demonstrou um aumento na quantidade de bacilos do dia 7 para o dia 43, na
concentracdo BFT150 acompanhado pela diminuicdo dos vibrios na mesma
concentracdo, demonstrando uma acéo de controle do Bacillus spp. presente no ambiente

de criacdo em relacdo ao controle do Vibrio spp.

Embora o Vibrio spp. ocorra em sistemas de bioflocos, sdo necessarios estudos
em termos de risco potencial para as espécies-alvo. Em contraste, véarias espécies do
género Vibrio, conhecidas como patogenos de peixes e camardes, também podem estar
presentes no biofloco. Vibrio spp. patogénicas, geralmente se destacam como bactérias
gram-negativas ndo fermentadoras de sacarose, enquanto cepas menos patogénicas séo
identificadas como bactérias gram-negativas fermentadoras de sacarose (Samocha, 2019).
Esses resultados confirmam que bactérias gram-negativas fermentadoras de sacarose sao
mais abundantes em sistemas nos quais a biorremediagdo e/ou probidticos sdo aplicados
(Moriarty, 1998).
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6 CONCLUSAO

De acordo com nosso estudo, podemos concluir que juvenis de pacu podem ser
criados em concentraces menores que BFT300, pois mesmo nessa concentracdo
verificamos alteracdes nos diferentes parametros avaliados, as quais devem ser evitadas
para ndo haver prejuizo no crescimento e desenvolvimento dos animais. Além disso,
verificamos que a partir de 333,66 + 11,94 mg NOs-N L (BFT300), o estado de
homeostase dos pacus € afetado, sendo o efeito mais deletério aos animais causado pela
concentragéo de 519,11 + 18,83 mg NOz-N L (BFT500).
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TABELAS

Tabela 1 — Parametros de qualidade da &gua dos tanques de criacdo de Pacu (Piaractus
mesopotamicus) no sistema BFT e em diferentes concentragdes de nitrato.

Parametros Nitrato (mg NOs-N L™)

139,51 + 4,28 333,66 + 11,94 519,11 + 18,83
Temperatura (°C) 26,23+ 0,11 26,41 £ 0,15 26,66 + 0,10
Oxigénio (mg/L) 7,81 + 0,05 7,80 + 0,06 7,97 £0,04
pH 8,09 +0,02° 8,11 +0,02° 8,16 + 0,022
Alcalinidade (mg CaCO;L1?) 129,30 + 4,87 127,5+5,39 134,35 + 5,64
Amonia Total (mg L?) 0,37 +0,12 0,03 +0,00 0,03 +0,00
Amonia ndo ionizada (mg L™) 0,02 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Nitrito (mg L ™) 1,21+0,24 0,83 +0,17 0,46 + 0,07
Nitrato (mg L?) 139,51 + 4,28°¢ 333,66 + 11,94° 519,11 + 18,83
SS (mL L?) 19,33+ 2,43 16,67 + 1,25 20,41 +1,77
SST (mg L?) 340,91 + 48,06 309,09 + 53,86 327,27 + 42,83

Os dados séo expressos como média + EP (n = 3). Diferentes letras mindsculas indicam diferengas
significativas entre as concentra¢des de nitrato (p < 0,05). SS: Sélidos Suspensos; SST: Sélidos Suspensos
Totais.

Tabela 2 — Desempenho zootécnico de juvenis de Pacu (Piaractus mesopotamicus)
criados em sistema BFT e com diferentes concentragdes de nitrato.

Parametros Nitrato (mg NOs-N L?)
139,51 £ 4,28 333,66 £ 11,94 519,11 + 18,83
P1(9) 31,64 + 0,272 31,20 + 0,282 31,17 + 0,292
PF (9) 61,51 +1,762 60,36 + 1,812 54,15+ 1,82°
CTI (cm) 11,45+ 0,07 11,43 + 0,062 11,41+ 0,062
CTF (cm) 14,54 + 0,162 14,52 + 0,162 14,95 +0,16"
CPI (cm) 9,37 +£0,04% 9,29+0,04% 9,33+0,04%
CPF (cm) 11,76 £ 0,12° 11,64+ 0,122 11,450,112
GP (g) 29,87 + 1,75° 29,15 + 1,80° 22,98 +1,81°
GPMD (g) 0,66 £ 0,042 0,650,042 0,51+0,04°
TCE(% dia™) 1,45 +0,07 % 1,44 £ 0,062 1,20 +0,06°
K (g cm®*100) 2,00 £ 0,05 1,97 £ 0,032 2,00 £ 0,05
CAA 1,71+£0,102 1,78 £ 0,132 2,90 +0,74°
GBT(g) 1075,5 + 62,93¢ 1049,6 + 64,85 827,44 + 65,15
BI (g) 1138,9 1123,3 1122,1
BF (g) 2210,0 2170,0 1950,0
PR (Kg m?3) 8,86 8,69 7,80

Os dados sdo expressos como média + EP (n = 12). Diferentes letras minusculas indicam diferencgas
significativas entre os niveis de nitrato (p < 0,05). Abreviacdes: PI: Peso Inicial; PF: Peso Final; CTI:
Comprimento Total Inicial; CTF: Comprimento Total Final; CPIl: Comprimento Padro Inicial; CPF:
Comprimento Padrdo Final; GP: Ganho de Peso; GPMD: Ganho de Peso Médio Diario; TCE: Taxa de
Crescimento Especifico; K: Fatore de condigdo; CAA: Conversdo Alimentar Aparente; GBT: Ganho de
Biomassa Total; Bl: Biomassa Inicial; BF: Biomassa Final; PR: Produtividade.
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Tabela 3 — Pardmetros hematologicos de juvenis de Pacu (Piaractus mesopotamicus)
criados em sistema BFT e com diferentes concentragdes de nitrato.

Parametros Nitrato (mg NOs-N L)

139,51 £ 4,28 333,66 £ 11,94 519,11 + 18,83
Glicose (mg dL™) 65,22 + 3,14° 69,22 + 2,93° 69,67 + 2,79°
pH 7,22 £0,012 7,20+ 0,012 7,20+£0,012
Hematacrito (%) 45,30 £ 0,992 38,60 +1,32° 35,90 + 1,05°
Eritrécito (10% uL™?) 1,68 £0,042 1,67 £0,072 1,46 +£0,04°
Hb (g dL?) 12,76 £ 0202 11,73 +£0,24" 11,77 £0,27°
HCM (pg) 76,04 +1,28° 70,98 + 2,942 74,91+ 5352
VMC (fL) 270,38 £7,47% 240,32 £ 8,92% 246,57 £9,11%
CHCM (gdL™) 28,24 + 0,66% 30,60 + 1,032 30,79+ 2,17%

Os dados sdo expressos como média £ EP (n = 9). Diferentes letras minusculas indicam diferencas
significativas entre os niveis de nitrato (p < 0,05). Abreviagdes: pH: Potencial Hidrogeni6nico; Hb:
Hemoglobina; HCM: Hemoglobina corpuscular Média; VCM: Volume Corpuscular Médio; CHCM:
concentracdo de hemoglobina corpuscular média.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1 — Efeito do nitrato nas branquias de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus)
criados em sistema BFT - A = Proteina, B = LPO, C = ACAP e D = GST.

Figura 2 — Efeito do nitrato nas branquias de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus)
criados em sistema BFT - A = NPSH e B = PSH.

Figura 3 — Efeito do nitrato nas branquias de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus)
criados em sistema BFT — A = Glicose, B = Lactato e C = Triglicerideos.

Figura 4 - Efeito do nitrato no figado de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus)
criados em sistema BFT - A = Proteina, B = LPO, C = ACAP e D = GST.

Figura 5 - Efeito do nitrato no figado de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus)
criados em sistema BFT - A = NPSH e B = PSH.

Figura 6 - Efeito do nitrato nas figado de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus)
criados em sistema BFT — A = Glicose, B = Lactato e C = Triglicerideos.

Figura 7 — Populacdo bacteriana na agua de cultivo de pacu, em sistema BFT, com
diferentes concentrac@es de nitrato. Porcentagem total analisada no periodo inicial (dia
7) e final (dia 43).

Figura 8 — Dados de bactérias Cocoides (a), Filamentos Agregados (b), Filamentos Livres
(c), Bacilos (d) e Vibrio (e) presentes na agua de cultivo de pacu (Piaractus
mesopotamicus) em sistema BFT com diferentes concentracdes de nitrato.

Figura 9 - Floco microbiano com filamentos agregados na agua de cultivo de pacu em
sistema BFT (seta indica o filamento agregado).

Figura 10 — Filamentos Livre na agua de cultivo de pacu em sistema BFT (seta preta
indica o filamento Livre e seta branca cocoide).

Figura 11 — Vibrio na agua de cultivo de pacu em sistema BFT (seta indica o vibrio).
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura7
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Figura 8
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Figura 9

Figura 10

Figura 11

I
|

Fonte: A autora (2025)

Fonte: a Autora (2022)

Fonte: A autora (2022)

68



