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RESUMO GERAL

O sistema de bioflocos possui variadas vantagens, como reutilizagdo de agua, ciclagem
de nutrientes, permite que tenha altas densidades de estocagem no cultivo, além de
manter a qualidade da dgua e possibilitar a diminuicdo da quantidade de ragao ofertada
durante o cultivo. O pacu (Piaractus mesopotamicus) ¢ uma espécie que além de suas
caracteristicas favoraveis para producdo, pode apresentar alta adaptabilidade em
diferentes meios de cultivo, favorecendo a possibilidade de criagdo em sistema de
bioflocos (BFT). Contudo, a falta de cuidados necessarios no sistema BFT, pode levar
ao aumento dos soélidos suspensos totais (SST), podendo ocasionar problemas
fisioldgicos nos animais. At¢ o momento nao ha na bibliografia estudos mostrando qual
a melhor concentragdao de SST para a criacdo do pacu em relagdo aos biomarcadores de
estresse oxidativo, e que possam comprometer o seu desenvolvimento. Sendo assim, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes concentragdes de
solidos suspensos totais sobre os parametros de defesa antioxidante e estresse oxidativo
em juvenis de pacu criados em sistema BFT. Para o trabalho, foram testadas cinco
concentracdes de SST (mg/L) (T1: controle dgua clara; T2: 250; T3: 500, T4: 750 e
T5:1000), durante um periodo de 15 dias, cada tratamento com 3 repeti¢des (caixas de
310 L - 15 animais por repeticao). No decorrer deste periodo, foram realizadas duas
coletas de tecidos (branquias, figado e cérebro), sendo uma inicial e outra final, onde
foram avaliados parametros bioquimicos de estresse oxidativo (Glutationa S-
Transferase (GST), Glutationa reduzida (GSH), Capacidade antioxidante total contra
radicais peroxil (ACAP), Superdxido dismutase (SOD) e Catalase (CAT)), dano lipidico
(LPO) e dano proteico (PSH). Além disso, foram realizadas andlises histologicas das
branquias e contagem da comunidade microbiana dos bioflocos. De acordo com as
analises, nossos resultados demonstram que em 750 e 1000 mg SST/L ocorreu maior
atividade das enzimas SOD, CAT e GST, e¢ concentragdes de GSH. Com relagdo a
ACAP e P-SH, nao houveram diferencgas significativas. Entretanto, os niveis de LPO,
foram maiores até a concentracdo de 750 mg SST/L nas branquias (p< 0,05). As analises
histologicas apresentaram maior contagem de iondcitos € menor espessura entre as
lamelas (p< 0,05) no tratamento controle e em 1000 mg SST/L. Observando a
abundancia de microrganismos, podemos constatar que as bactérias e ciliados
apresentaram um aumento de acordo com aumento da concentragdo de SST (p< 0,05).
Rotiferos, nematdides e microalgas, estiveram presentes no meio, porém nao foi

encontrada presenca de rotiferos em 500 mg SST/L, para nematoides em 1000 mg



SST/L e microalgas s6 foi verificada presenga no inicio e fim do experimento em 1000
mg SST/L, nos demais tratamentos apenas no final (p< 0,05). Sendo assim, de acordo
com os resultados obtidos, concluimos que a criagdo de pacu no sistema de bioflocos
pode ser realizada até a concentragdo de 500 mg SST/L , ja que acima de 750 mg SST/L
comeca ocorrer danos nas branquias e alteragdes no sistema antioxidante dos animais.

Palavras chave: Bioflocos, estresse oxidativo, qualidade da agua, piscicultura



GENERAL ABSTRACT

The biofloc system has several advantages, such as water reuse, nutrient cycling, allows
for high storage densities in cultivation, in addition to maintaining water quality and
enabling a reduction in the amount of feed offered during cultivation. Pacu (Piaractus
mesopotamicus) 1s a species that, in addition to its favorable characteristics for
production, can present high adaptability in different cultivation media, favoring the
possibility of creation in a biofloc system (BFT). However, the lack of necessary care in
the BFT system can lead to an increase in total suspended solids (TSS), which can cause
physiological problems for the animals. So far, there are no studies in the literature
showing the best TSS concentration for pacu breeding in relation to biomarkers of
oxidative stress, which could compromise its development. Therefore, the present study
aimed to evaluate the effects of different concentrations of total suspended solids on
oxidative stress parameters in juvenile pacu raised in a BFT system. For the study, five
concentrations of TSS (mg/L) (T1: clear water control; T2: 250; T3: 500, T4: 750 and
T5: 1000) were tested over a period of 15 days (each treatment with 3 replications (310
L boxes - 15 animals per repetition). During this period, two tissue collections were
carried out (gills, liver and brain), one initial and one final, where biochemical
parameters of oxidative stress were evaluated (Glutathione S-transferase (GST), reduced
glutathione  (GSH), total antioxidant capacity against peroxyl radicals (ACAP),
superoxide dismutase (SOD) e catalase (CAT)), lipid damage (LPO) and protein damage
(PSH). Furthermore, histological analyzes of the gills and the microbial communities of
the bioflocs were counted. According to the analyses, our results demonstrate that at 750
and 1000 mgTSS/L there was greater activity of the enzymes SOD, CAT and GST, and
concentrations of GSH. In relation to ACAP and P-SH, there were no significant
differences. However LPO levels were higher up to a concentration of 750 mgTSS/L in
the gills (p< 0.05). Histological analyses showed a a higher ionocyte count and lower
thickness were observed between the lamellae (p< 0.05) in the control treatment and at
1000 mgTSS/L. Observing the abundance of microorganisms, we can observe that
bacteria and ciliates showed an increase in accordance with the increase in TSS
concentration (p< 0.05). Rotifers, nematodes and microalgae were present in the system,
but no presence of rotifers was found at 500 mgTSS/L, for nematodes at 1000 mgTSS/L
and microalgae were only found at the beginning and the end of the experiment at 1000

mgTSS/L, in the other treatments only at the end (p< 0.05).Therefore, according to the



results obtained, we conclude that the creation of pacu in the biofloc system can be
carried out up to a concentration of 500 mgTSS/L, since up 750 mgSST/L, damage to
the gills and changes in the animals’ antioxidant system begin to occur.

Keywords: Biofloc, oxidative stress, water quality, fish farming



1. INTRODUCAO GERAL

O sistema de bioflocos (sistema BFT) ¢ um sistema que tem como caracteristica
a produ¢do de biomassa microbiana a partir da inser¢do de uma fonte de carbono
organico no cultivo (Dauda, 2020) e da manipulagdo de concentragdes de
carbono/nitrogénio (C:N) (Avnimelech, 2015), onde se estabelece o funcionamento de
grupos de microrganismos por meio de reciclagem e reaproveitamento de nutrientes
(Luo et al., 2017). Geralmente as relacdes C:N variam entre 10:1 e 25:1, com uso
continuo de um sistema eficaz de aeracdo e com objetivo de desenvolver
microrganismos, os quais irdo realizar a transformacdo dos compostos nitrogenados
(Sondoval Vargas et al., 2020), que posteriormente sdo utilizados para a formagdo de
proteina microbiana (Avnimelech, 2015) servindo como fonte de alimentacdo (Wang et
al., 2015) para os organismos cultivados.

Entdo, a base de desenvolvimento desse sistema ¢ a estimulagdo do crescimento
das bactérias heterotroficas através da relagdo C:N, pela adigdo de fontes de carbono
organico (Avnimelech, 1999). A principal vantagem do desenvolvimento das bactérias
heterotroficas ¢ a absor¢do acelerada da amoénia, a qual subsequentemente ¢
transformada em biomassa bacteriana, a qual ¢ um dos constituintes dos so6lidos
suspensos totais (SST) (Gaona et al., 2017). Neste sistema ha uma relagcdo entre fatores
bioldgicos, quimicos e fisicos, que agem sobre a qualidade da dgua, sendo eficiente
tanto para a produtividade quanto uso de recursos hidricos, pois o sistema tem a
capacidade de reutilizar os nutrientes (Kathia et al., 2017). A partir disso, propicia uma
renovagdo minima de dgua, contribuindo para uma reducao na quantidade de efluentes
produzidos, e assim minimizando o impacto no ambiente (Kathia et al., 2017).

Os bioflocos sd@o formados por diferentes microrganismos, como os fungos,
diversas bactérias, microalgas, micro invertebrados, rotiferos e matéria organica (Luo et
al., 2017), sendo de tamanhos variados, possuindo elevada porosidade e permeabilidade
aos fluidos (Crab et al., 2012; Souza et al., 2019). Esses microrganismos tém como uma
das fun¢des manter a qualidade de 4gua, absorvendo compostos nitrogenados e matéria
organica proveniente da nutricdo, diminuindo a conversdo alimentar, o que
consequentemente ira resultar na redugdo dos gastos com alimentagcdo (Emerenciano et

al., 2017).
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FIGURA 1: Imagem microscopica de particulas de bioflocos com aumento de 20X

(Fonte: Arquivo pessoal)

Devido as interagdes microbianas que ocorrem no sistema, o estado imunologico
do animal pode ser estimulado, se fortalecendo (Kim et al., 2014), e assim prevenindo a
manifestacdo de doengas, minimizando os custos com antibidticos/probioticos (Ajadi et
al., 2016). Aliando-se isso, com o aumento de produtividade, renovagdo minima de dgua
e incremento nutricional, se tem umas das principais vantagens do uso do sistema BFT
(Sondoval Vargas et al., 2020).

Mesmo com todos esses beneficios, a maior produgao com o sistema BFT ocorre
nas criagdes de camardes e tildpia (Zhang et al., 2016), sendo a tilapia a primeira
espécie de peixe que foi criada em sistema BFT (Martins et al., 2017). Desta forma, ha
poucos trabalhos desenvolvidos com diferentes espécies nativas brasileiras (Sondoval
Vargas et al., 2020), as quais podem de acordo com suas caracteristicas, apresentarem
um bom desenvolvimento nesse sistema, sendo o pacu uma dessas espécies em
evidéncia.

No Brasil, o pacu (Piaractus mesopotamicus) ¢ uma das espécies nativas mais
produzidas na piscicultura dulcicola, tendo uma produg@o de 7.318 mil toneladas, junto
com a patinga (Piaractus mesopotamicus X Piaractus brachypomus) (IBGE, 2023). Isso
¢ devido ao seu rapido crescimento, rusticidade, carne de boa qualidade, boa aceitacao
no mercado consumidor (nacional e internacional) e habito alimentar onivoro, exigindo
menores quantidades de proteina na alimentagdo (Urbinati & Gongalves, 2013; Nitz et

al., 2019).
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FIGURA 2: Juvenil de pacu (Piaractus mesopotamicus) (Fonte: Arquivo pessoal)

O pacu apresenta 6timos resultados em sistemas de cultivo intensivo devido a
sua tolerancia em relagdo aos pardmetros de qualidade da 4dgua, como baixas
concentracoes de oxigénio dissolvido (Nitz et al., 2020), diferentes faixas de pH
(Pellegrin et al., 2020), SST (Pellegrin et al., 2022) temperatura (Nitz et al., 2020) e
altas concentracdoes de amonia (Nitz et al., 2019). Devido a essas caracteristicas, a
criagdo de pacus no sistema de bioflocos pode ser vidvel, tanto pela otimiza¢ao do reuso
de agua, como pela quantidade utilizada de rag¢des, principalmente em virtude do habito
alimentar onivoro, capaz de se alimentar-se dos bioflocos, € assim promover uma
complementacdo de sua nutricao (Dauda, 2020; Pellegrin et al., 2022).

Em um estudo realizado recentemente, verificou-se que o pacu possui resisténcia
a concentragdes de até¢ 5000 mg SST/L (Pellegrin et al., 2022). Ja em estudo realizado
com pirapitinga (Piaractus brachypomus), essa espécie demonstrou que tolera uma
faixa entre 200 a 600 mg SST/L, mas apresenta melhores resultados sobre o
desempenho zootécnico em uma faixa de 200 a 300 mg SST/L (Angeles-Escobar et al.,
2021).

Contudo, o acimulo de racdo nao consumida ¢ fezes excretadas acarretam no
aumento dos sélidos suspensos totais (SST), colaborando para a formacdo de maiores
densidades de bioflocos, os quais também podem aumentar pelo resultado metabdlico
das bactérias heterotroficas presentes no sistema (Holanda et al., 2020). O excesso de
SST causa algumas adversidades, como complicagdes na estabilizacdo das comunidades
microbianas (Gaona et al., 2017), e o aumento da demanda bioquimica de oxigénio

(DBO) reduzindo os niveis de oxigénio dissolvido (Beveridge, 1991). Isto pode acabar
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prejudicando a acdo respiratoria dos animais através de obstrucdes nas branquias
(Romano et al., 2020), causando danos aos processos fisioldgicos e bioquimicos dos
organismos (Redding et al., 1987).

Este aumento de SST, pode ainda causar o desenvolvimento de microrganismos
patogénicos, e caso se deposite no fundo pode criar zonas anaerdbicas (Hatem et al.,
2013). Também podem ocorrer, devido a isso, irritagdes na pele, desgaste das nadadeiras
e modificacdo das fun¢des branquiais, como alteracdo na excrecao dos nitrogenados e
troca ionica (Schumann & Brinker, 2020).

O volume dos soélidos ira depender de alguns fatores, como a quantidade de
racdo que ¢ ofertada (Crab et al., 2012), a relacio C:N e componentes de carbono
organico e inorganico (Ueno-Fukura et al., 2019), elevagdo da comunidade microbiana,
a excre¢dao dos organismos (Holanda et al., 2020) e a renovagdo quase nula de agua
também resulta em altas concentra¢des de SST (Van Wyk, 2006).

Parametros da qualidade da 4gua também podem influenciar na concentracao de
SST, como o oxigénio dissolvido, que afeta os microrganismos presentes no sistema, e
assim, influéncia na formag¢ado dos bioflocos (De Schryver et al., 2008), ja4 que com uma
boa aeracdo os microrganismos conseguem manter sua atividade (Ray et al., 2010).
Problemas com aeracao (OD baixo), no sistema BFT, pode causar a sedimentagdo dos
bioflocos, gerando uma zona anaerdbica e consequentemente prejudicando a atividade
microbiana (Soaudy et al., 2023). De acordo com isso, este pardmetro ¢ essencial para o
bom desenvolvimento e manutengdo do sistema. Outro fator ¢ a temperatura, que pode
influenciar nos bioflocos em relagdo a sua estrutura e morfologia, onde altas
temperaturas proporcionam aumento das concentragdes de SST (De Schryver et al.,
2008). Com isso, indica-se uma temperatura entre 20-25°C para atingir bioflocos mais
estaveis (De Schryver et al., 2008), pois temperaturas baixas podem provocar a
defloculacao, em virtude da redu¢do da atividade microbiana (Willen et al., 2000).

Com isso, situacdes de estresse aos animais podem ocasionar alteragcdes
bioquimicas. Alteragdes nas condi¢cdes ambientais sdo capazes de influenciar as defesas
antioxidantes dos peixes e assim, induzir um estado de estresse oxidativo (Stoliar &
Lushchak, 2012). O desequilibrio entre a producdo de radicais livres e as defesas
antioxidantes do organismo leva a uma alta producao de espécies reativas de oxigénio
(ERO), caracterizando assim o estresse oxidativo.

As ERO sdo classificadas em radicais livres, tendo como exemplo o anion

superoxido (02" ); radical hidroxila (HO"); radical peroxil (ROO); radical
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hidroxiperoxil (HO:"); radical alcoxila (RO’) e ndo radicais, como o perdxido de
hidrogénio (H20:); oxigénio singlete (*O2); 0zonio ( Os3) e o acido hipocloroso (HOCL)
(Srikanth et al., 2013).

Os radicais livres sdo atomos que possuem um elétron desemparelhado (e ), e
por isso se tornam reativos e instaveis (Ferreira & Matsubara, 1997; Hohn et al., 2013).
Cada radical possui um grau de reatividade e meia-vida em particular, € podem causar
danos as biomoléculas (Hamanaka & Chandel, 2010).

O primeiro radical a ser formado ¢é o &nion superdxido (O>" ), o qual é formado
quando um elétron se junta ao oxigénio molecular (Miller et al., 1990), seguido da
formacao do peroxido de hidrogénio (H-O.) e radical hidroxila (HO"), sendo o HO" o
mais prejudicial (Halliwell & Gutteridge, 2015).

O anion superoxido pode ser produzido de trés maneiras: pelo processo natural
da cadeia transportadora de elétrons, pela NAD(P)H oxidase ou pela xantina oxidase,
(Birben et al., 2012). O anion superoxido nao possui muita reatividade, porém causa
diversas alteragdes, como: liberacao de ferro, abstracdo de atomos de hidrogénio de
moléculas como as catecolaminas, DNA ou 4cidos graxos (Buetler et al., 2004).

Mesmo ndo sendo um radical livre, o peréxido de hidrogénio tem a capacidade
de ultrapassar as membranas bioldgicas com mais facilidade, e se ocorrer a presenga de
ions metalicos, como no momento em que a hemoglobina libera ferro da sua
composi¢do (Gutteridge, 1986), pode atuar como precursor da HO" (Birnie-Gauvin et
al., 2017), como por exemplo na reacdo de Fenton e Harber-Weiss:

Fenton: Fe?" + H,O, »Fe**+ HO" + OH
Harber-Weiss: O," + H,0,—0,+HO + OH

O radical hidroxila ¢ a espécie reativa de oxigénio que possui maior reatividade
quando comparada as outras, tendo alta afinidade com outros metais. Caso algum DNA
esteja ligado a um metal, o HO" pode fazer com que ocorra mudangas nas bases puricas
e pirimidicas, danificando o DNA (Ferreira & Matsubara, 1997). Além disso, pode
causar oxidagdo nas pontes dissulfeto e grupos sulfidrila de proteinas e comegar a
reacdo em cadeia da lipoperoxidacao, atacando acidos graxos poliinsaturados (Ferreira
& Matsubara, 1997).

Os animais dispdem de sistemas de defesas antioxidantes, atuando na eliminacao
das ERO que sdo produzidas, reduzindo os danos sofridos e protegendo contra o

estresse oxidativo (Li et al., 2019). Alguma das ERO sdao consideradas moléculas
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instaveis, podendo ser formados interiormente na cadeia transportadora de elétrons
(Birnie-Gauvin et al., 2017) a partir do metabolismo mitocondrial e possuem capacidade
de causar oxidagdao, danos nas proteinas ¢ DNA (Rotilio et al.,, 1995). O sistema
antioxidante tem trés principais func¢des: impedir a geragdo de ERO; neutralizar as
espécies reativas de oxigénio, que podem vir a ser formadas e, restaurar os possiveis
danos (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Caso os antioxidantes ndo consigam eliminar as ERO, ird ocorrer o estresse
oxidativo e possiveis danos nos animais. O estresse oxidativo, além de causar danos no
DNA, proteinas e lipidios, também provoca apoptose, ou seja, morte nas células
(Martinez-Alvarez et al., 2005) e pode gerar degeneracdo dos neurdnios (Srinivasan,
2002). Apos ocorrer o estresse oxidativo, algumas consequéncias podem ocorrer e de
acordo com Halliwell e Gutteridge (2007) sdo essas: (1) PROLIFERACAO:
determinadas células t€ém como resposta ao estresse o aumento da sua atividade de
multiplicagio; (2) ADAPTACAO: as células se adaptam pela acio de alguns
antioxidantes, tornando as células mais protegidas e resistentes; (3) DANO CELULAR:
quando ocorre alguma degradacdo as biomoléculas (DNA, proteinas e lipidios) (4)
SENESCENCIA: nessa parte a célula ja esta danificada, ainda podendo ocorrer a sua
sobrevivéncia, porém nao poderd mais realizar o processo de divisdo celular; e (5)
MORTE CELULAR: posteriormente aos danos recebidos, as células sofrerdo de
necrose ou apoptose.

As defesas antioxidantes podem ser divididas em dois grupos, sendo eles
enzimaticos e nao enzimaticos. O grupo de defesas ndo enzimaticos sdo formados pelas
seguintes moléculas: GSH, a-tocoferol (vitamina E), &dcido ascorbico (vitamina C) e
carotendides (a-caroteno, B-caroteno) (Johnson et al., 2003). Ja as defesas enzimaticas
sdo: glutationa S-transferase (GST), catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD),
glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx) (Hermes-Lima et al., 2015).

Cada uma destas enzimas atua em um determinado alvo, quando temos o estado
de estresse oxidativo instalado no organismo. A SOD atua na degrada¢do do anion
superoxido, que apds esse processo vira oxigénio e peroxido de hidrogénio (Kabel,
2014), segundo a reacdo abaixo:

2 Oz._ + 2H " my H,0, + O,
A CAT ¢ uma hemeproteina e encontra-se nos seres procariontes € eucariontes,

mais propriamente dito nos peroxissomos (Ho et al., 2004; Scandalios, 1990). Essa

enzima atua na cataliza¢ao do H,O, em O, e H»O, de acordo com a reagdo a seguir:
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2H,0; = 2,0 + O,

A Glutationa S-Transferase (GST) ¢ um a enzima que faz parte de um grupo de
proteinas diméricas que atuam na detoxificacdo da fase II, onde protege as células de
efeitos nocivos e toxicos, os quais resultam de danos oxidativos de lipidios, proteinas e
acidos nucleicos (Schlenk et al., 2008; Armstrong, 1997). GSH ¢é um tiol que possui
baixa massa molecular, tendo significativa contribui¢do na prote¢do contra ERO,
podendo servir como substrato para demais enzimas detoxificadoras (Srikanth et al.,
2013), e ¢ formada pela ligagdo de trés aminodcidos (cisteina, glutamato e glicina),
estabelecendo um grupo tiol (SH) (Wang et al., 2018). E encontrada em organismos na
sua forma reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) (Wang et al., 2018).

Ainda, podem ocorrer danos lipidicos pelo estresse oxidativo, onde a
lipoperoxidacdo se da pelo ataque de radicais livres a acidos graxos poliinsaturados,
gerando quantidades de malondialdeido (MDA), que ¢ um subproduto resultante da
degradacao dos lipidios, sendo possivel detectar sua presenca através de analises de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) (Oakes & Van Deer Kraak, 2003).
A degradacdo dos lipidios ¢ dita como uma das mais responsaveis em relagdo a perda da
mobilidade das células no estresse oxidativo, assim sendo usada como biomarcador
(Cattaneo et al., 2011). Além de danos lipidicos, danos proteicos podem acontecer, ¢
verificamos a existéncia desses danos através dos tidis proteicos (P-SH). Os tiois sdo
classificados como biomarcadores na oxidagao das proteinas (Erel & Neselioglu, 2014)
e exercem funcdes nas estruturas proteicas (Dickinson & Forman, 2002).

E, no geral, podemos mensurar como as defesas antioxidantes agem diante de
condigdes pro-oxidantes, através da andlise da capacidade antioxidante total contra
radicais peroxil (ACAP), j4 que essa andlise interpreta as moléculas que tem a
capacidade de agir como um antioxidante, seja enzimatico ou ndo enzimatico (Amado et
al., 2009).

Devido a isto, observagdes dos parametros de estresse oxidativo sao
importantes, pois foram classificados como marcadores biologicos para a degradacao do
ambiente (Monserrat et al., 2007) e possuem relacdo com contato com amonia (Hegazi
et al., 2010), produ¢do com elevada densidade de estocagem (Andrade et al., 2015),
variacoes de temperatura (Castro et al., 2012) e patogenos (Ali et al., 2011). Os danos
sofridos pelo estresse oxidativo, além de causar desordem fisioldgica e bioquimica,
pode causar danos nos tecidos, prejudicando as fungdes dos 6rgaos dos animais (Sun et

al., 2014). Portanto, deve haver estudos para as diferentes espécies, pois sua agdo €
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espécie-especifica, e com isso, descobrir uma concentragdo de SST que ndo afete o
desenvolvimento do animal.

De acordo com o exposto acima, o presente trabalho teve como proposta
verificar qual a melhor concentragdo de SST no cultivo de pacu, a qual ndo afete os
parametros bioquimicos de estresse oxidativo e lipoperoxidacgao, e com isso melhorar as

condic¢des de bem estar destes animais no processo de criagao.

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL:
Avaliar os efeitos de diferentes concentragdes de solidos suspensos totais

(SST) sobre parametros de estresse oxidativo de juvenis de pacu criados em sistema

BFT.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Analisar os possiveis efeitos de diferentes concentragdes de SST nos
parametros de estresse oxidativo no cérebro, figado e branquias de
juvenis de pacu criados em sistema BFT;

e Analisar histologicamente as branquias de juvenis de pacu criados em
diferentes concentragoes de SST em sistema BFT;

e Verificar a comunidade microbiana nas diferentes concentracdes de SST

no sistema BFT.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar parametros de estresse oxidativo, por meio da
avaliacao de antioxidantes (SOD, CAT, GST, GSH, ACAP) danos nas proteinas (PSH) e
danos nos lipidios (LPO) em juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) submetidos a
diferentes concentragdes de solidos suspensos totais (SST) em sistema BFT, além da
realiza¢do de andlise de histologia branquial e comunidade microbiana dos bioflocos.
Sendo assim, 225 juvenis de pacu (51,70+1,07g) foram expostos a cinco diferentes
concentragdes (3 repeticdes, n = 45 peixes/tratamento) de SST (mg/L): T1: controle-
agua clara, T2:250; T3:500; T4:750; T5:1000, durante 15 dias. Os animais foram
alimentados duas vezes ao dia (9 e 15h) com 5% da biomassa total de cada tratamento,
com racdo comercial (32% PB). Foram coletados trés tecidos para as analises: cérebro,
figado e branquias, no inicio e ao final do periodo experimental. A taxa de
sobrevivéncia, durante o experimento, foi de 100% em todos os tratamentos. Como
resultados, observamos que nas concentragdes mais elevadas de SST (750 e 1000 mg/L)
ocorreu maior atividade dos antioxidantes nos tecidos analisados. Quanto aos danos
oxidativos, ndo foi demonstrado danos proteicos nas diferentes concentragdes, porém
nos lipidios em 750 mg SST/L ocorreu maiores niveis de LPO nas branquias. Na
histologia verificou-se diferencas estatistica em relacdo a contagem de ionocitos e
espessura entre as lamelas, sobre os microrganismos, as bactérias e ciliados, observamos
uma relacdo positiva entre a abundancia e niveis de SST, demais microrganismos
tiveram suas presencas observada apenas em determinados tratamentos e/ou tempo
experimental. De acordo com esses resultados, indicamos uma concentracdo de até 500
mg SST/L, visto que nao causa grandes danos ao seu bem estar animal, alteragdes nas

defesas antioxidantes e alteragdes morfologicas.

Palavras-chave: Piscicultura, pacu, sistema antioxidante, SST, microrganismos,

qualidade da agua
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1. INTRODUCAO

O sistema de bioflocos (sistema BFT) tem como uma de suas principais
caracteristicas a estimulagdo do desenvolvimento de bactérias heterotroficas e
quimioautotroficas através da relacdo carbono/nitrogénio (C:N) (Avnimelech, 1999).
Para que essa relagdo permaneca constante, torna-se necessario a adicdo de fontes de
carbono no meio de cultivo (De Schryver et al., 2008).

Com a reutilizacdo dos nutrientes e a troca minima de agua, o sistema BFT
acarreta em uma melhor sustentabilidade, biosseguranca e produtividade dos ambientes
de producao (Yu et al., 2020). Em relagdo as questdes nutricionais, pode ser uma fonte
de probidticos e compostos bioativos, além de servir como fonte complementar na
alimentacao, melhorando a saude fisiologica dos animais (Ren et al., 2019), e também
na condi¢do antioxidante. Mesmo com todos os beneficios que o sistema BFT apresenta
para varias espécies, ndo hd muitos trabalhos com espécies nativas brasileiras, como o
pacu.

O pacu (Piaractus mesopotamicus) € nativo da Bacia do Prata, sua ocorréncia ¢
maior em planicies do Pantanal sul americano, mais precisamente na regido Centro-
Oeste do Brasil (Urbinati & Gongalves, 2010). E uma espécie de habito alimentar
onivoro, que possui rapido crescimento, rusticidade e € bem aceito no mercado
consumidor (Urbinati & Gongalves, 2013), ja que seus filés sdo de boa qualidade
(Pullela et al., 2000). Esta espécie ¢ criada em grande parte da América do Sul e sua
carne consumida, de diferentes formas e processamento, no continente Americano.
Atualmente, alguns estudos estdo sendo desenvolvidos e foi constatado que o pacu
possui tolerancia a concentragdes de até¢ 5000 mg/L de sélidos suspensos totais (SST)
através da verificagdo por biomarcadores hematologicos (Pellegrin et al., 2022).

Os solidos suspensos totais do sistema BFT sdo formados pela comunidade de
microrganismos, além da ra¢do ndo consumida e fezes, ou seja, do acimulo da matéria
organica, sendo que taxas elevadas de SST podem causar danos fisioldgicos e
bioquimicos aos animais (Redding et al., 1987). Como exemplo, podemos citar a
obstrucao das branquias, o que consequentemente pode levar a uma situagdo de hipdxia
(Hargreaves, 2013) induzindo o animal a uma situag@o de estresse.

O estresse pode ser descrito como alteragdes de respostas bioquimicas devido a
um evento estressor, como alteracdes no ambiente (Stoliar & Lushchak, 2012), e

dependendo da continuidade que o agente estressor atua sobre o animal, podera ocorrer
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o estresse oxidativo. O oxigénio, apesar da sua grande importancia, pode contribuir para
a formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Srikanth et al., 2013).

Sabe-se que espécies reativas de oxigénio podem causar danos nas células e no
DNA, como exemplo a peroxidacdo lipidica, onde os acidos graxos poliinsaturados
tendem a ser atacados por radicais livres, € com isso se inicia uma reagdo em cadeia
(Lushchak, 2011). Além disso, causam danos a outras organelas, podendo ocorrer
apoptose (Dutordoir & Bates, 2016). Para entdo reduzir os possiveis danos a serem
causados, os organismos utilizam os antioxidantes que auxiliam as células a combater
os danos oxidativos, podendo ser divididos em dois grupos: enzimaticos (superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), glutationa redutase
(GR) e glutationa peroxidase (GPx)) e ndo enzimaticos (GSH, acido ascorbico, vitamina
E e carotenodides). A falta de equilibrio entre defesas antioxidantes e radicais livres ¢é
nomeado de estresse oxidativo e, os danos causados por esse, levam ocasionalmente o
organismo a sofrer danos tanto fisiologicos quanto bioquimicos (Sohal, 2002).

Dessa forma, um ambiente desfavoravel pode afetar fisiologicamente o animal,
levando ao estresse oxidativo, sendo que um dos primeiros sinais que assinala um
ambiente degradado ¢ a alteragdo dos pardmetros fisico-quimicos da agua (Chowdhury
& Saikia, 2020). De acordo com isso, o presente estudo teve como objetivo verificar se
os soOlidos suspensos totais podem ocasionar alteragdes nos parametros bioquimicos de

estresse oxidativo como biomarcadores na criagdo de juvenis de pacu.

2. MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento deste estudo, foram utilizados 225 juvenis de pacu
(Piaractus mesopotamicus) (51,70+1,07g) obtidos de uma piscicultura comercial. Os
animais foram transportados até o Laboratorio de Aquacultura Continental (LAC) da
Universidade Federal do Rio Grande - FURG, onde foram submetidos a um periodo de
quarentena (30 dias). Durante este periodo os animais permaneceram, em uma sala
climatizada (26°C), com aeracdo constante (6 mgOD/L) e fotoperiodo artificial
(12L/12E) em sistemas de recirculagdo (RAS). O RAS era composto por tanques de 310
L, com filtro mecanico e bioldgico. A alimentacdo dos animais foi com ragdo comercial
(32% PB) e ofertada em 5% de sua biomassa diariamente. Esta pesquisa foi aprovada

pelo Comité de Etica e Bem-estar Animal da FURG (No. P001/2021).
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2.1. DESENHO EXPERIMENTAL

Apds a quarentena, os animais foram acondicionados nas caixas onde o
experimento foi realizado. O experimento teve dura¢do de 15 dias e contou com cinco
tratamentos/concentragdes de SST (mg/L): T1: controle agua clara; T2: 250; T3: 500,
T4: 750 e T5: 1000, cada um com 3 repeti¢cdes (caixas com 250 L de volume qutil), com
15 animais por repetigdo (45 animais por tratamento). O sistema adotado para realizacao
do experimento foi fechado, e os animais foram submetidos ao sistema de bioflocos
(BFT), nas diferentes concentragdes de SST, nos diferentes tratamentos. Para a
formagao dos bioflocos do experimento, foi utilizado um inéculo, proveniente de um
cultivo de tildpia em sistema BFT, j4 em andamento no laboratério “N Concept”
(Universidade Federal do Pampa- UNIPAMPA). A partir desse indculo foi realizado o
seu desenvolvimento até que atingisse as concentracdes pré-determinadas (T2, T3, T4 e
T5) para a realizagdo do experimento. Apds as concentragdes de SST atingirem o ideal
para cada tratamento, o experimento foi iniciado com aloca¢ao dos animais nos tanques
experimentais. Durante todo o periodo experimental, os animais foram alimentados com

racdo comercial duas vezes ao dia (9 e 15:00h) com 5% de sua biomassa.

2.2. PARAMETROS DE QUALIDADE DA AGUA

Os parametros de qualidade de dagua, temperatura e oxigénio dissolvido
(oximetro digital), pH (pHmetro digital), alcalinidade total (Eaton et al., 1995), dureza
(Adad, 1982), amonia total (UNESCO, 1983), amonia ndo-ionizada (Colt, 2002), nitrito
(Boyd & Tucker, 2014), foram verificados diariamente e ajustados para os niveis ideais
para a espécie. Solidos suspensos (SS; cone Imhoff - 30 min.) foram verificados
diariamente e SST (Strickland & Parsons, 1972) foi verificado a cada 3 dias, sendo de
acordo com os valores estabelecidos para cada tratamento. O indice de volume de
bioflocos foi determinado pela seguinte formula: FVI = SS (mL) / SST (g) (Yousuf,
2013).

2.3. COLETAS
Durante o experimento foram realizadas duas coletas, inicial e final, onde foram
coletados tecidos (branquias, figado e cérebro) para andlises dos parametros de
respostas antioxidantes e de estresse oxidativo e analises histologicas (branquias). Para

realizagdo destas coletas os peixes foram anestesiados com hidrocloridrato de

28



benzocaina e apos, eutanasiados por sec¢do da medula espinhal. Amostras de tecido
foram coletadas, armazenadas em microtubos (2 mL), congeladas em nitrogénio liquido
e armazenadas em um ultrafreezer (-80 °C) at¢é o momento das analises de estresse

oxidativo.

24. HOMOGENEIZACAO DOS TECIDOS

As amostras dos tecidos (branquias, figado e cérebro) foram homogeneizadas
(1:5, m/v) de acordo com a metodologia de da Rocha et al. (2009), em tampao Tris-HCI
(pH ajustado em 7,75) contendo Tris-HCI (100 mM), EDTA (2 mM) e Mg 2+ (5 mM).
Os homogeneizados foram centrifugados (10,000 xg, 20 minutos, 4 °C) e os

sobrenadantes foram utilizados para as analises.

2.5. PARAMETROS BIOQUIMICOS DE ESTRESSE OXIDATIVO
2.5.1. Proteinas Totais

A concentracdo de proteinas totais foi determinada em leitor de microplacas

(BioTek LX 800) pelo método de Biureto (550 nm) utilizando kit comercial (Labtest®).

2.5.2. Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada nas amostras dos
diferentes tecidos como descrito por Misra & Fridovich (1972). Este método ¢ baseado
na capacidade da SOD em inibir a auto-oxidag¢do da epinefrina em adenocromo. A
reacdo de cor foi medida em 480 nm. Aliquotas da amostra (20, 40 ¢ 60 puL) foram
adicionadas em uma mistura contendo 10 pL de epinefrina e 1000 pL de tampao
Na,CO; (0,05M, pH 10,2). Uma unidade de enzima (1 UI) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para inibir a taxa de auto-oxidagdo da epinefrina em

50% a 26°C.

2.5.3. Catalase (CAT)

A atividade da catalase foi avaliada de acordo com a metodologia de Aebi
(1984). Foi utilizado o tampao de fosfato de potassio (TFK) (50 mM, pH 7) e o H,O»
(300 mM), onde as amostras de figado e branquias foram diluidas na propor¢do 1:10.
Para verificagdo da atividade da CAT, foram utilizadas as seguintes proporc¢des de

diferentes substancias, onde no figado foi usado 20 pL da amostra, 905 puL do tampao
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TFK e 40 pL do perdxido de hidrogénio (H,O,), nasbranquias foi usado 20 pL da
amostra, 925 ul do tampao TFK e 30 puL de H>O, e para o cérebro 10 pL da amostra,
935 uL do tampao TFK e 30 puL de H,O,. A metodologia se baseia na decomposi¢ao do

H,0O;nas amostras, seguida da leitura por espectrofotometro a 240 nm.

2.5.4. Determinacio da atividade da Glutationa-S transferase (GST)

Para determinagcdo dessa enzima, foi utilizado o reativo de 1 cloro-2,4
dinitrobenzeno (CNDB) que, na presenca da glutationa, forma GS-dinitrobenzeno (GS-
DNB). A andlise foi realizada com 20 pL (figado) e 50 pL (cérebro e branquias) de
homogeneizado dos tecidos adicionados em 400 pL de tampao fosfato (0,1 M, pH 7,5),
10 pL de GSH (3mM) e 10 pL. de CNDB (1 mM). As amostras foram lidas a 340 nm.
Para o calculo da atividade enzimatica utilizamos um coeficiente de extingdo molar de

9.600. Os resultados foram expressos em nmol/min/mg de proteina (Habig et al., 1974).

2.5.5. Glutationa reduzida (GSH)

Aliquotas de amostras (30 uL) dos diferentes tecidos foram precipitadas com
acido perclorico (30 pL) e apos a centrifugagdo (3000 x g, 5 minutos) o sobrenadante
foi utilizado para a determinacdo da fluorescéncia (excitacdo: 350 nm; emissdo: 420
nm). Em seguida, 10 uL da amostra, 10 pL. de GSH e 160 uL do tampao TFK (0,1M,
pH 8) foram adicionados em uma microplaca para a leitura em um leitor de placas

(Hissin & Hief, 1972).

2.5.6. Capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP)

A ACAP foi determinada por meio da detec¢do de ERO nas amostras com e sem
a adicdo de um gerador de radicais peroxil, conforme descrito por Amado et al. (2009).
As amostras foram antecipadamente padronizadas em 2 mg (para figado e cérebro) e 0,5
mg (para branquias) proteina/ mL, através da diluigdo com o tampdo de
homogeneizagdo. Posteriormente, foram expostas a radicais peroxil gerados pela
termodecomposi¢ao (37°C) do dicloridrato do 2,2'-azobis- (2- metilpropanoamidina)
(ABAP, 4 mM). Radicais peroxil reagem com o substrato fluorecente (2',7" diacetato de
diclorofluoresceina - H2DCF-DA) e entdo a fluorimetria (excitagdo: 485 nm; emissao:
520 nm) foi mensurada em espectrofluorimetro (Victor 2, Perkin Elmer) a cada 5

minutos, durante 30 minutos.
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2.5.7. Lipoperoxidac¢ao (LPO)

Os niveis de peroxidagdo lipidica foram determinados de acordo com a
metodologia proposta por Oakes & Van Der Kraak (2003). Para determinagdo das
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) através da quantificacdo de MDA
(Malondialdeido), 20 pL de solugdo de BHT (67uM), 150 pL de solucdo de acido
acético 20%, 150 uL solucdo de TBA 0.8 %, 50 uL de agua Milli-Q, e 20 uL de SDS
8.1% foram adicionados a 41,2 pL (cérebro), 30 pL (figado e branquias) das amostras
homogeneizadas, e entdo aquecidas até 95 °C, durante 30 minutos. Em seguida, 100 uLL
de 4gua Milli-Q e 500 pL de n-butanol foram adicionados a solug¢do final. O
sobrenadante resultante apos a centrifugacao (3,000 x g, 10 minutos, 15 °C) foi utilizado
para determinar a fluorescéncia (excitacdo: 520 nm; emissdo: 580 nm) em
espectrofluorimetro (Victor 2, Perkin Elmer). Os resultados foram expressos em nmol
TMP/mg proteina, onde TMP representa tetrametoxipropano (ACROS Organics®),

utilizado como padrao.

2.5.8. Determinacio dos grupos sulfidrila (P-SH)

Para a determinagdo dos grupos sulfidrila (P-SH) foi empregado a metodologia
de Sedlak & Lindsay (1968) utilizando DTNB (4cido 5,5-ditiobis- (2- nitrobenzdico;
Sigma). Para a determina¢do do teor de P-SH, a proteina das amostras foi precipitada
com 4cido tricloroacético (TCA 50%) seguida de centrifugacdo (15 minutos, 4 °C 3000
x g). Em seguida, o pellet formado pela proteina precipitada, foi ressuspendido com
tampao de homogeneizagdo (Tris-HCI). Para essa etapa, as amostras foram divididas em
duas aliquotas, uma contendo o agente redutor (NaBH4) e a outra sem o agente redutor,
a qual foi adicionado o tampao fosfato de sodio. As leituras foram realizadas por

absorbancia (405 nm) utilizando um leitor de microplacas (Biotek Elx 800%).

2.6. ANALISE MORFOLOGICA

Para a realizagdo das andlises morfoldgicas foram coletadas amostras do
segundo arco branquial esquerdo (nove peixes por tratamento). As laminas foram
confeccionadas mediante procedimentos histotécnicos de rotina, onde se obteve finos
cortes com cinco micrometros de espessura. Apos, os cortes foram corados com azul de

toluidina, para facilitar a identificagdo dos iondcitos, e fotomicrografadas com o auxilio
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de um microscopio Axio Scpoe Al model microscope digital image capture system
Axiocam 105 color camera (Zeiss, Germany). Apds, as imagens foram analisadas com o

software Imagel.

2.7. ANALISE DE MICRORGANISMOS DOS BIOFLOCOS

Para caracterizar os microrganismos (bactérias e protozoarios) associados aos
bioflocos, foram retirados 18 ml de amostra de cada unidade de cultivo, no inicio e fim
do experimento, e fixado em formol 37%. Para a determinacdo da abundincia das
bactérias foram realizadas confec¢des de laminas, onde aliquotas das amostras (0,1mL
para 250 e 500 mg SST/L; 20 pL para 750 mg SST/L e 10 pL para 1000 mg SST/L)
foram filtradas em filtros de membrana de policarbonato e em seguida coradas com
Laranja de Acridina (1%), na concentracdo de 1 pg/mL (Hobbie et al., 1977). As
bactérias foram fotografadas utilizando uma camera fotografica acoplada ao
microscopio de epifluorescéncia, (Axioplan-Zeiss®), com magnifica¢do de 1000X, onde
posteriormente foram escolhidos 30 campos aleatorios para realizagao da contagem.

Em relagdo a determinagdo da abundancia de protozoarios foi utilizado o
microscopio invertido (Olympus IX51%) com magnificagdo de 20 X, onde aliquotas de
0,5 mL (250 e 500 mg SST/L) e 0,3 mL (750 ¢ 1000 mg SST/L) da amostra foram
colocadas em uma camara de sedimentagdo, seguido da escolha aleatoria de 30 campos
para contagem (Utermohl, 1958).

Os grupos de microrganismos foram delimitados da seguinte forma: Cocoides
livres, cocoides aderidas, filamentosas livres, filamentosas aderidas, vibrios e bacilos
para bactérias e flagelados e ciliados para protozoarios. Além de grupos de rotiferos,

nematoides e microalgas.

2.8. ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo. A homogeneidade das
variancias ¢ a normalidade dos dados foram previamente analisados pelos testes de

Levene e Shapiro- Wilk, respectivamente. Para os dados de qualidade da agua foi

utilizado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Apds, os dados foram
submetidos a ANOVA de uma via, seguida de um teste post-hoc de Tukey. Para os

microrganismos, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov e ANOVA de duas vias
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(tempo e concentragdo de SST). As analises foram realizadas com um nivel minimo de

significancia de 95% ou p< 0,05.

3. RESULTADOS

3.1.

QUALIDADE DA AGUA

Os resultados de qualidade da 4gua sdo apresentados na Tabela 1. Varidveis

como a temperatura, oxigénio dissolvido, amodnia total, amdnia ndo ionizada e FVI ndo

apresentaram diferengas (p> 0,05) entre os tratamentos. Entretanto, o pH, a alcalinidade,

a dureza, o nitrito, o nitrato, o COz, os solidos sedimentéveis (SS) e os solidos suspensos

totais (SST) apresentaram diferencgas (p> 0,05) entre os tratamentos.

TABELA 1: Parametros de qualidade da dgua (média + erro padrao) durante 15 dias de

cultivo de P. mesopotamicus, em diferentes concentracdes de SST no sistema BFT.

Diferentes letras na mesma linha indicam diferenga significativa (p< 0,05).

TRATAMENTOS (mg/L SST)

PARAMETROS 0 250 500 750 1000
Temperatura (°C)  26,08+0,14* 26,38+0,17" 27,47+0,19° 26,47+0,21° 27,31+0,13"
Oxigénio 6,66+0,03 6,94+0,07° 6,39+0,04 6,54+0,04% 6,36+0,03°
Dissolvido(mg/L)

pH 8,35+0,01¢ 8,48+0,00%° 8,51+0,00° 8,41+0,00° 8,34+0,00°
Alcalinidade 136,00+1,70°  150,79+2,97° 158,3842,06°  157,44+229*  153,00+1,65
(mg CaCOs/L)

Dureza 146,00£3,79°  98,13+5,08° 108,66+3,68%  117,86+531°  145,2+525°
(mg CaCOs/L)

NAT 0,02+0,00° 0,19+0,06 0,11+0,05° 0,16+0,06 0,13+0,03?
(mg/L)

NH; 0,00+0,00° 0,03+0,01° 0,02+0,01° 0,02+0,01° 0,01+0,00°
(mg/L)

NO; 0,04+0,00° 0,20+0,03% 0,06+0,01° 0,15+0,03% 0,39+0,16
(mg/L)

NO; 80+0,00° 17,33+5,81° 25,66£10,39°  33+15,30° 100+0,00°
(mg/L)FINAL
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CO, (ppm) 1,04+0,00% 0,850,04 0,83+0,04° 1,02+0,04%¢ 1,17+0,03
FINAL

SS (ml/L) - 11,47+0,92° 20,5+0,63° 33+0,98° 55,79+2,779
SST (mg/L) - 252,77+11,76°  450,00£15,12° 691,66=11,61° 966,66+29,09¢
FVI (mL/g) - 48,58+5,33° 48,85+2,94%  48.86+2,34%  60,03+4,49°

NAT: amonia total; NH;: amonia ndo ionizada; NOj: nitrito; NOs: nitrato; CO,: didxido de
carbono; SS: solidos sedimentaveis: SST: solidos suspensos totais; FVI: indice de volume de
floco.

3.2 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO
3.2.1. Superoxido dismutase (SOD)

No cérebro, houve maior atividade da SOD, na concentragdo com 1000 mg
SST/L em relagdo a concentracao de 250 mg SST/L, sendo que as demais concentragdes
ndo apresentaram diferengas significativas em relacdo aos demais (Figura 3A). A
atividade da SOD no figado, apresentou diferenca significativa entre os tratamentos com
concentragcdes de SST e o controle, que apresentou menor atividade (Figura 3B). Nas
branquias, a maior atividade apresentada da SOD foi em 1000 mg SST/L em relagdo ao
controle ¢ 250 mg SST/L. Além disso, a concentragdo de 500 mg SST/L também
apresentou diferenga significativa, com uma maior atividade, em relacdo ao controle

(Figura 3C).
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Figura 3: Superoxido dismutase no cérebro (A), figado (B) e branquias (C) de juvenis de pacu
mantidos em diferentes concentracdes de SST. Diferentes letras indicam diferenca estatistica

(p<0,05).

3.2.2. Catalase (CAT)

Na Figura 4A, a maior atividade da catalase no cérebro, ocorreu a partir de 750
mg SST/L, diferindo significativamente do controle e 250 mg SST/L. No figado, a
atividade da catalase foi maior na seguinte sequéncia de concentragdes:
1000>controle>250=500=750 mg SST/L (Figura 4B). Nas branquias ndo ocorreu

diferencga significativa entre as concentragdes de SST (Figura 4C).
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Figura 4: Catalase no cérebro (A), figado (B) e branquias (C) de juvenis de pacu mantidos em

diferentes concentracdes de SST. Diferentes letras indicam diferenca estatistica (p<0,05).

3.2.3. Glutationa S-Transferase (GST)

No cérebro, ocorreu maior atividade da GST nas concentragoes 250, 750 ¢ 1000
mg SST/L, em relagdo ao controle e 500 mg SST/L (Figura 5A). A atividade da GST, no
figado, foi significativamente maior no controle e nas concentracdes de 750 ¢ 1000 mg
SST/L em relacdo a 250 e 500 mg SST/L (Figura 5B). Nas branquias ocorreu atividade
significativamente maior na concentracdo de 750 mg SST/L em relagdo ao controle e
demais concentragdes. Neste mesmo 6rgdo, houve atividade significativamente maior

no controle em relagdo a 500 e 1000 mg SST/L (Figura 5C).
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Figura 5: GST no cérebro (A), figado (B) e branquias (C) de juvenis de pacu mantidos em

diferentes concentra¢des de SST. Diferentes letras indicam diferenca estatistica (p<0,05).

3.2.4. Glutationa reduzida (GSH)

Como observado na Figura 6A, nao houve diferenga significativa no cérebro. No

figado, houve uma reducdo da concentragdo de GSH na concentracdo de 1000 mg

SST/L em relagdo as demais concentracdes, exceto a de 500 mg SST/L (Figura 6B). Nas

branquias a GSH foi significativamente maior no controle em relacdo as diferentes

concentracdes de SST, exceto a de 1000 mg SST/L. Nesta mesma estrutura, houve uma

maior concentracdo de GSH na concentracdo de 1000 mg SST/L em relagdo a 750 mg

SST/L (Figura 6C).
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Figura 6: GSH no cérebro (A), figado (B) e branquias (C) de juvenis de pacu mantidos em

diferentes concentracdes de SST. Diferentes letras indicam diferenca estatistica (p<0,05).

3.2.5. Capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP)

Nao houve diferenga significativa entre as diferentes concentracdes de SST
testadas durante o periodo experimental em relagdo ao cérebro, figado e branquias

(Figura7 A, Be C).
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Figura 7: Capacidade antioxidante total contra radicais peroxil no cérebro (A), figado (B) e

branquias (C) de juvenis de pacu mantidos em diferentes concentracdes de SST. Diferentes

letras indicam diferenca estatistica (p<0,05).

3.2.6. Tidis proteicos (PSH)

De acordo com a analise realizada, ndo houve diferenga estatistica nos diferentes

tecidos analisados e nos diferentes tratamentos (Figura 8A, B e C).
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Figura 8: PSH no cérebro (A), figado (B) e branquias (C) de juvenis de pacu mantidos em

diferentes concentracdes de SST. Diferentes letras indicam diferenca estatistica (p<0,05).

3.2.7. Lipoperoxidac¢ao (LPO)

Em relagdo ao cérebro, nao houve diferenca significativa entre as diferentes

concentracdes de SST (Figura 9A). No figado, podemos observar maior lipoperoxidagao

no controle em relagdo as concentragdes de 500 a 1000 mg SST/L. Podemos observar

que o dano lipidico diminui nas concentragdes com SST em relacdo ao controle (Figura

9B). Nas branquias, a concentragdo de 750 mg SST/L, apresentou maior dano lipidico

em relagdo ao controle e 1000 mg SST/L (Figura 9C).

40



0.016 0,025
B

A a
0.014

0,020
0,012

010 4
boto 0,015 4

0,008
0,006 0,010 4

0,004

TBARS (nmol TMP/mg tecido)
TBARS( nmel TMP/mg tecido)

0,005 4
0002

0,000 - 0,000
0 250 500 T 1000

0 250 5.50 750 1000
Solidos Suspensos Totais (mg/L)

0,05

Solidos Suspensos Totais (mg/L)

C
a
g 0,04
[*]
2
? 0,03
g
ab
5 ab
E 0,02 b
w
c
N l
0,00 - : :

0 250 500 750 1000
Solidos Suspensos Totais (mgiL)

Figura 9: Lipoperoxidagdo no cérebro (A), figado (B) e branquias (C) de juvenis de pacu
mantidos em diferentes concentragdes de SST. Diferentes letras indicam diferenga estatistica

(p<0,05).

3.3. ANALISE MORFOLOGICA

A altura do epitélio e espessura das lamelas branquiais, ndo apresentaram
diferencas significativas. Entretanto a espessura entre as lamelas branquiais apresentou-
se menor significativamente no controle e na concentracdo de 1000 mg SST/L, em
relagdo as concentragdes de 250 e 500 mg SST/L (Tabela 2).

Os ionocitos presentes na estrutura branquial apresentaram diferencas
significativas, com uma maior contagem no controle e na concentracdo de 1000 mg

SST/L (Figuras 10 a 15).
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Figura 10: Histologia branquial de juvenis de pacu mantidos no tratamento controle (RAS), seta
indica os iondcitos.

Figura 11: Histologia branquial de juvenis de pacu mantidos em 250 mg/L SST, seta indica os
iondcitos.

42



Figura 12: Histologia branquial de juvenis de pacu mantidos em 500 mg/L SST, seta indica os
iondcitos.

Figura 13: Histologia branquial de juvenis de pacu mantidos em 750 mg/L SST, seta indica os
ionocitos.
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Figura 14: Histologia branquial de juvenis de pacu mantidos em 1000 mg/L SST, seta indica os
ionocitos.
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Figura 15: Contagem de iondcitos nas branquias de juvenis de pacu mantidos em diferentes

concentra¢des de SST. Diferentes letras indicam diferenca estatistica (p<0,05).

44



TABELA 2: Valores médios (+ erro padrdo) das estruturas branquiais nos diferentes

tratamentos durante o cultivo do P. mesopotamicus em sistema BFT. Diferentes letras na

mesma linha indicam diferenca significativa (p< 0,05).

TRATAMENTOS (mg/L SST)

ESTRUTURAS 0 250 500 750 1000
BRANQUIAIS
Altura do epitélio  17,8+0,74* 18,35+0,59* 18,24+0,65° 16,75+0,70° 19,53+0,58*
(um)
Espessura das 20,55+0,42° 17,7540,39* 15,33+032° 20,82+0,40° 22,85+0,53°
lamelas (um)
Espessura entre 13,64+0,29° 21,53+0,45° 22,04+0,35° 17,00+0,29* 13,00+0,31°
lamelas (um)

34. ANALISE DE MICRORGANISMOS

A quantificacdo das bactérias cocoides livres, no inicio e final do experimento,

ndo apresentaram diferencas significativas nas diferentes concentracdes de SST.

Entretanto, podemos observar que houve uma abundancia significativa maior no

periodo final, nas concentragdes de 750 e 1000 mg SST/L em relacdo as demais

concentragdes (Figura 16).

Cocoides livres .mL (10°)

250

750 1000

solidos Suspensos Totais (mg/L)

. NiCIO
. FINAL
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Figura 16: Valores médios (+ erro padrdo) de cocoides livres no cultivo de pacu mantidos em
diferentes concentragdes de SST. Diferentes letras maitsculas diferentes significam diferengas
entre 0 mesmo tratamento e entre os periodos e letras mintsculas diferentes significam

diferengas entre diferentes tratamentos no mesmo periodo (p<0,05).

No que se refere as cocoides aderidas nas concentragdes de 250, 500 e 1000 mg
SST/L a abundancia ndo apresentou diferenca significativa no inicio e fim do periodo
experimental. A concentracdo de 750 mg SST/L apresentou diferenca significativa,
ocorrendo um aumento da abundancia no final do experimento. Entretanto, a maior

concentragdo de cocoides aderidas ocorreu na concentracdo de 1000 mg SST/L (Figura
17).

80
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Figura 17: Valores médios (+ erro padrdo) de cocoides aderidas no cultivo de pacu mantidos
em diferentes concentracdes de SST. Diferentes letras maitsculas diferentes significam
diferencas entre 0o mesmo tratamento e entre os periodos e letras minusculas diferentes

significam diferencas entre diferentes tratamentos no mesmo periodo (p<0,05).
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Nao houve diferenga significativa em relacao as bactérias filamentosas aderidas,
no que diz respeito ao inicio e final do periodo experimental nas diferentes
concentragdes de SST. Contudo, essas bactérias, apresentaram uma maior quantificacdo
no periodo final da concentragdo de 1000 mg SST/L, em relacdo as demais

concentracdes no mesmo periodo (Figura 18).
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Figura 18: Valores médios (£ erro padrdo) de filamentosas aderidas no cultivo de pacu
mantidos em diferentes concentragdes de SST. Diferentes letras maitisculas diferentes
significam diferengas entre o mesmo tratamento e entre os periodos e letras minusculas

diferentes significam diferencas entre diferentes tratamentos no mesmo periodo (p<0,05).

As bactérias filamentosas livres nas concentragdes de 750 e 1000 mg SST/L,

apresentaram diferenga significativa, tendo maior abundancia destas bactérias ao final
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do periodo experimental. Nas concentracdes de 250 e 500 mg SST/L observamos que a

abundancia foi igual durante inicio e fim (Figura 19).
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Figura 19: Valores médios (£ erro padrdo) de filamentosas livres no cultivo de pacu mantidos
em diferentes concentragdes de SST. Diferentes letras maitsculas diferentes significam
diferencas entre o mesmo tratamento e entre os periodos e letras minusculas diferentes

significam diferencas entre diferentes tratamentos no mesmo periodo (p<0,05).

Com relagdo aos bacilos, ndo ocorreu diferenga entre inicio e final, dentro de
cada concentragdo, entretanto as concentragdes de 750 e 1000 mg SST/L, apresentaram
quantificagdes significativamente maiores em relagdo as demais concentragdes ao final

do periodo experimental (Figura 20).
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Figura 20: Valores médios (£ erro padrio) de bacilos no cultivo de pacu mantidos em diferentes
concentracdes de SST. Diferentes letras maitsculas diferentes significam diferencas entre o
mesmo tratamento e entre os periodos e letras mintsculas diferentes significam diferencas entre

diferentes tratamentos no mesmo periodo (p<0,05).

A abundancia dos vibrios ndo apresentou diferencas significativas (Figura 21).
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Figura 21: Valores médios (+ erro padrdo) de vibrio no cultivo de pacu mantidos em diferentes
concentracdes de SST. Diferentes letras maitsculas diferentes significam diferengas entre o
mesmo tratamento e entre os periodos e letras minusculas diferentes significam diferengas entre

diferentes tratamentos no mesmo periodo (p<0,05).
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As figuras de 22 a 24 apresentam fotomicrografias das bactérias observadas.

Figura 22: Abundincia de bactérias no floco microbiano (A) cocoides livres e (B)

cocoides aderidas com aumento de 1000x (Fonte: Arquivo pessoal).

Figura 23: Abundancia de bactérias no floco microbiano (A) filamentosas livres ¢ (B)

filamentosas aderidas com aumento de 1000x (Fonte: Arquivo pessoal).
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Figura 24: Abundancia de bactérias no floco microbiano (A) bacilos e (B) vibrios com

aumento de 1000x (Fonte: Arquivo pessoal).

A quantificagdo dos protozodrios, flagelados ndo apresentou diferengas

significativas (Figura 25).
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Figura 25: Valores médios (+ erro padrdo) de flagelados no cultivo de pacu mantidos em
diferentes concentragcdes de SST. Diferentes letras maitsculas diferentes significam diferencas
entre 0 mesmo tratamento e entre os periodos e letras mintsculas diferentes significam

diferencas entre diferentes tratamentos no mesmo periodo (p<0,05).
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A quantificacdo dos ciliados apresentou diferenca significativa nas
concentragdes de 750 e 1000 mg SST/L, onde houve um aumento destes organismos no
periodo final em relagdo ao inicial. Nestas mesmas concentragdes também houve um
aumento significativo dos ciliados, no final do periodo do experimento, relacionados as

demais concentragdes no mesmo periodo (Figura 26).
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Figura 26: Valores médios (£ erro padrio) de ciliados no cultivo de pacu mantidos em
diferentes concentracdes de SST. Diferentes letras maitsculas diferentes significam diferencas
entre 0 mesmo tratamento e entre os periodos e letras mindsculas diferentes significam

diferencas entre diferentes tratamentos no mesmo periodo (p<0,05).

Para os rotiferos, apenas no tratamento de 500 mg SST/L ndo foi encontrado a
presenga desses organismos, nos demais tratamentos aconteceu uma diminui¢do da

abundancia entre o inicio e fim do experimento (Figura 27).
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Figura 27: Valores médios (+ erro padrdo) de rotiferos no cultivo de pacu mantidos em
diferentes concentragdes de SST. Diferentes letras maitisculas diferentes significam diferengas
entre o mesmo tratamento e entre os periodos e letras mintsculas diferentes significam

diferencas entre diferentes tratamentos no mesmo periodo (p<0,05).

As microalgas apresentaram uma redugdo significativa de sua abundancia,
apenas na concentracdo de 1000 mg SST/L, entre os diferentes periodos experimentais

(Figura 28).
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Figura 28: Valores médios (+ erro padrdo) de microalgas no cultivo de pacu mantidos em
diferentes concentracdes de SST. Diferentes letras maitisculas diferentes significam diferencas
entre 0 mesmo tratamento e entre os periodos e letras mintsculas diferentes significam

diferengas entre diferentes tratamentos no mesmo periodo (p<0,05).

E por tultimo, ndo houve diferenga significativa para o grupo dos nematoides
durante o experimento. E importante salientar que na concentragio de 1000 mg SST/L
ndo foi encontrado a presenca desses organismos, nos tratamentos de 250 e 750 mg
SST/L s6é ocorreu a presenca no inicio do experimento e no tratamento de 500 mg

SST/L apenas no final.
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As figuras de 29 a 30 apresentam fotografias dos protozodrios e demais grupos
observados

Figura 29: Fotografias de (A) flagelados (seta branca) e rotifero (seta preta) e (B) ciliados
presentes no cultivo de pacu em BFT com aumento de 20X (Fonte: Arquivo pessoal).
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Figura 30: Fotografias de (A) microalgas e (B) nemato6ides presentes no cultivo de pacu em BFT
com aumento de 20X (Fonte: Arquivo pessoal).

Além desses grupos de microrganismos, também foram encontrados exemplares
de dafnias (Figura 31).

Figura 31: Fotografias de dafnias presentes no cultivo de pacu em BFT com aumento de 20 X
(Fonte: Arquivo pessoal).
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4. DISCUSSAO

Os parametros de qualidade da dgua permaneceram, ao longo do experimento,
dentro dos niveis ideais para o pacu. Entretanto, a dureza teve um aumento com o
aumento das concentracoes de SST.

Referente aos resultados de alcalinidade, o que pode ter acontecido foi que nos
tratamentos com sistema BFT, ocorreu a presenca principalmente de bactérias
heterotréficas, onde realizam o consumo de carbono orgénico e nitrogénio inorganico
(Avnimelech, 1999). Devido a isso, ndo foi priorizado o consumo de carbono
inorganico, por outro lado, no sistema de recirculacdo (controle), houve a presenca
predominante de bactérias nitrificantes, e essas bactérias consomem carbono inorganico
(Avnimelech, 2015), o que provavelmente explica a menor concentragao de alcalinidade
no sistema de recirculagdo e maiores concentracoes no sistema BFT. Contudo, a
alcalinidade e dureza permaneceram em niveis desejaveis para o pacu.

A atividade da SOD em 1000 mg SST/L (cérebro e branquias) e da CAT em 750
e 1000 mg SST/L (cérebro e figado) apresentaram-se elevadas. Contudo, no figado no
controle a atividade da SOD foi menor quando comparado ao sistema BFT. O aumento

da atividade da SOD e CAT poderia estar relacionado a um processo de resposta a uma
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maior demanda de ERO, que poderia ter ocorrido em razdo da exposi¢do a
concentracdoes de SST. Ambas as enzimas sdo muito importantes, pois sdo uma das
principais enzimas que atuam na defesa antioxidante eliminando as ERO (Kovacik,
2017).

Outra enzima que se destaca ¢ a GST, a qual apresentou maior atividade nos
diferentes orgdos nas concentragdes de 750 e 1000 mg SST/L, exceto nas branquias
onde a maior atividade foi apenas em 750 mg SST/L. A atividade elevada da GST indica
que ha um alto potencial de detoxificagdo, especialmente nas concentracdes de 750 e
1000 mg SST/L, principalmente no figado. O figado ¢ um 6rgdo que possui diversas
fungdes, tal como detoxificagdo, regulacdo do metabolismo de nutrientes, processos de
digestao (Rust, 2003) e, também as células hepaticas possuem maior competéncia na
degradacdo de ERO e xenobidticos (Ekambaram et al., 2014). Nas branquias, a maior
atividade da GST, na concentracdo de 750 mg SST/L, seguido da diminui¢cdo em 1000
mg SST/L pode ser explicado devido as alteragdes branquiais que ocorreram, como a
diminui¢do da espessura entre as lamelas, que induziram a uma diminui¢do na captacao
de oxigénio dissolvido.

Além disso, a relacdo entre a atividade da GST com GSH nos demonstrou que a
GSH pode ser consumida via acdo da GST (Droge, 2002), quando a GST realiza a
conjugacao da GSH com eletréfilos para diminuir a toxicidade de xenobioticos. E ainda
de acordo com isso, a GSH pode ter acdo direta interceptando as ERO. Dessa forma,
podemos observar que no tratamento controle, no cérebro, a GSH pode ter atuado
eliminando as ERO, ja que a atividade da GST ndo se demonstrou elevada. Entretanto
no figado e branquias, ¢ possivel que a GST tenha realizado a conjugacao com GSH
para continuar atuando nesse ciclo.

A concentracdo de 250 mg SST/L apresentou uma resposta inversa em relagao
ao controle. No cérebro, a GSH pode ter sido conjugada pela GST e no figado e
branquias, ¢ provavel que GSH tenha atuado sozinha no combate as ERO. Contudo, em
500 mg SST/L, independente do 6rgdo, a GSH realizou a intercepgao das ERO, onde as
variagdes podem ser explicadas também pela sintese da propria GSH. Na concentracao
de 750 mg SST/L a situagdo mudou, e o que ocorreu foi que aconteceu a conjugagdo da
GSH pela GST, e na concentragao de 1000 mg SST/L cada 6rgdo teve uma resposta
diferente, onde no cérebro ndo ocorreu diferenca, a menor concentragdo no figado
ocorreu em 1000 mg SST/L e nas branquias em 750 mg SST/L. De acordo com isso,

podemos verificar que situacdes de estresse severas podem levar a baixa concentragdao
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de GSH, indicando que o sistema antioxidante sofreu danos e que altas concentragdes de
SST junto com o tempo de exposi¢ao podem levar ao consumo de estoque de GST, por
isso GST vai realizar a conjugagao com GSH, para continuar atuando.

Com relagdo aos danos oxidativos, as diferentes concentracoes de SST, nao
induziram danos as proteinas, entretanto ocorreu alteracdo na peroxidacao lipidica. No
figado, o controle apresentou maiores niveis de LPO e, nesse caso, o sistema de
bioflocos proporcionou uma redugdo da peroxidagao lipidica, estimulando o organismo
a desenvolver maior capacidade de controlar as ERO, proporcionando uma melhora da
saude e/ou do estado imune dos animais (Mansour & Esteban, 2017; Yu et al., 2019).
Além disso, menores danos lipidicos no figado indicam uma maior detoxificagdo dos
metabolitos resultantes da LPO, como por exemplo, a acdo da enzima GST (Da Rocha
et al., 2009). O cérebro ¢ considerado um dos 6rgdos mais susceptiveis ao ataque por
um radical livre, devido a sua necessidade elevada de consumo de oxigénio, elevada
concentracdo de PUFA e por possuir um déficit no sistema antioxidante (Sahin &
Gumuslu, 2004). Porém nosso estudo evidenciou que no cérebro ndo ocorreu alteracao
na lipoperoxidagdo. Entretanto, as branquias, apresentaram maior ¢ menor dano lipidico
nas concentracdes de 750 mg SST/L e 1000 mg SST/L, respectivamente. Estes
resultados demonstram que ocorreram danos nas branquias, prejudicando a captacdo de
oxigénio e a troca gasosa. Dessa forma, os animais poderiam ter apresento um quadro
de hipoxia funcional, incidindo negativamente sobre a formag¢do de ERO, e devido a
isso inibiu a lipoperoxidacao, ja que ndo haviam radicais livres suficiente para iniciar o
processo da LPO.

De uma forma geral, o aumento da atividade das enzimas antioxidantes nos
permite afirmar que o organismo conseguiu manter seu estado de homeostase,
diminuindo a forma¢ao de ERO e assim minimizar os danos ocasionados pelo estresse
oxidativo (Parrilla-Taylor, 2013). Para que isso ocorresse, podemos considerar que os
bioflocos apresentam na sua constituigdo antioxidantes, como os carotenodides e as
vitaminas lipossoliveis. Assim, em nosso estudo, ficou evidente que o sistema BFT
auxiliou na capacidade antioxidante dos animais (Ju et al., 2008).

Por outro lado, em dois estudos com tilapia, avaliando diferentes faixas de pH
(Martins et al., 2019) e diferentes compostos alcalinizantes (Martins et al., 2016), onde a
faixa de SST variou de 485-548 mg/L e 501-707 mg/L, respectivamente, observou-se
que ndo houve diferenga em relagdo a CAT, SOD, ACAP e LPO no figado e branquias.

Em outro estudo, com tildpia também, onde avaliaram diferentes concentragdes da
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relagdo C:N (Dilmi et al., 2022), o SST ficou em uma faixa de 465-750 mg/L, porém
nao houve diferenca no figado, na CAT e SOD. Ja em um trabalho comparando o
sistema BFT com o RAS (Martins et al., 2015), em Litopenaeus vannamei, nao ocorreu
diferenga nas branquias em relacdo a GST, ACAP e TBARS, porém a quantidade de
GSH foi maior no RAS.

Na criagdo em sistema BFT, o constante contato das branquias com elevadas
concentracdes de SST, pode levar a alteracdes na morfologia branquial, e possivelmente
a um estresse respiratorio e problemas com a excre¢do da amonia, principalmente,
causando ao animal uma intoxicacdo por esta substancia (Randall & Wright, 1987).
Sendo assim, devemos considerar que as branquias estdo em contato continuo com o
meio para a realizagdo de processos fisiologicos, por isto sao um dos primeiros 6rgaos a
demonstrar se houve alguma alteracdo no meio de cultivo (Negreiros & Tavares-Dias,
2019). O excesso de SST também pode causar o levantamento do epitélio, o que pode
resultar em edema lamelar, ocasionando a diminuicdo do espaco entre as lamelas,
levando a uma situagdo prejudicial para ocorréncia das trocas gasosas (Au et al., 2004).
Em nosso estudo, observamos que a espessura entre as lamelas foi menor na
concentragdo de 1000 mg SST/L e no controle, mesmo nao tendo a presenga de SST.

Os 1onodcitos (ou comumente conhecidos como células de cloreto e/ou células
ricas em mitocOndrias) estdo localizados na base das lamelas e no epitélio dos
filamentos e atuam no processo de osmorregulacdo dos peixes (Hirose et al., 2003;
Dymowska et al., 2012). De acordo com Perry (1989) a proliferagdo dos iondcitos € um
mecanismo que o animal utiliza para aumentar a capacidade do epitélio branquial no
processo de transporte i6nico. No nosso estudo, observamos que na concentragcdo de
1000 mg SST/L e no controle, ocorreu maior contagem de iondcitos, sugerindo que altas
concentragdes de SST prejudiquem o transporte de ions. Além disso, essa proliferagao
ocorrida pode prejudicar a absor¢dao do O»da agua e consequente difusdo para o sangue,
pois o espacgo entre a barreira agua-sangue pode ser afetado (Perry, 1993).

Hatem et al. (2013) em seu estudo com tilapia no sistema BFT, onde a faixa de
SST variou de 220 a 510 mg SST/L, observaram edemas gerados pela presenca dos
solidos, levando a wuma situacdo de reducdo do espago entre as lamelas,
consequentemente levando a um quadro de estresse respiratorio (Strzyzewska et al.,
2016). De acordo com isso, os mesmos autores destacaram que as concentragdes de
SST, para esta espécie, devem permanecer na faixa de 220 a 250 mg SST/L, para

evitar/reduzir danos nas branquias. Angeles-Escobar et al. (2021) observou em seu
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trabalho com pirapitinga, que no seu controle (sem solidos) houve hiperplasia do
filamento branquial, fusdo completa das lamelas, espessamento dos vasos sanguineos de
filamentos e lamelas. Neste mesmo trabalho também ficou evidenciado que as
concentragdes na faixa de 200-300 mg SST/L e 400-600 mg SST/L apresentaram
hiperplasia leve, fusdo das lamelas, espessamento dos filamentos e das lamelas. Estas
evidéncias corroboram com nossos resultados pela observacdo da ocorréncia da
diminui¢do da espessura entre as lamelas no controle e em 1000 mg SST/L.

Os microrganismos sdo de extrema importancia nos sistemas utilizados na
Aquicultura. Estao ligados a produ¢do primaria, fonte de alimento de 6tima qualidade
para outros organismos, realizacdo de ciclagem de nutrientes e melhora na qualidade da
agua (Avnimelech, 2012). No sistema BFT, a propagag¢dao de microrganismos ¢ dada
pela constante aeracdo e acréscimo de fontes de carbono. Entdo, juntando os
microrganismos com a matéria organica em suspensdo temos a origem dos bioflocos
(Haslun et al., 2012).

Ferreira (2008) observou em seu estudo que bactérias cocoides podem ter uma
relacdo com as bactérias formadoras dos bioflocos, podendo haver uma relacdo entre a
abundancia dessas bactérias e a quantidade de agregados no sistema, o que corroboraria
com nossos resultados. Em outro estudo, Anesio et al. (2003) destacam que o grupo de
bactérias, as livres e aderidas, aparecem no sistema em momentos distintos, onde a
quantidade de carbono orgénico disponivel no meio interfere na organizagdo desses
microrganismos. Assim como as bactérias cocoides, as filamentosas também
apresentaram maior abundancia nas concentragdes de 750 e 1000 mg SST/L, visto que
esses tratamentos receberam maior quantidade de carbono organico (melago) ao longo
do experimento.

Bactérias do género Bacillus podem ocorrer no sistema BFT através da excre¢ao
do trato gastrointestinal dos animais, podendo haver aumento dessas bactérias em
contato com a agua apos excre¢dao (Gutiérrez et al., 2016). Os bacilos tem funcao
probidtica, atuando no sistema imune dos animais (Kuebutornye et al., 2019). Além
disso, podem auxiliar no controle de espécies patogénicas de organismos, como o
vibrio, sendo as bactérias uma das primeiras a atuarem, pois sao consideradas como
uma das primeiras a estarem no nivel tréfico do sistema. Assim o sistema BFT pode
atuar, através da colonia destas bactérias com um efeito probiotico (Emerenciano et al.,

2013). Isto estd de acordo com o que ocorreu em nosso estudo, onde os vibrios
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mantiveram-se constantes ao longo do tempo, o que pode significar que os bacilos
controlaram seu desenvolvimento.

Outro grupo que apresenta boa presenca no sistema BFT s3o os protozoarios.
Estes microrganismos sdo considerados fontes de incremento nutricional, pois possuem
uma alta relagdo entre proteina-energia, sendo competentes ao que se refere a sintese de
acidos graxos poliinsaturados, onde se alimentam de bactérias (Zhukova &
Kharlamenko, 1999). Dentro deste grupo, os ciliados podem ser usados como
indicadores da qualidade da dgua (Decamp et al., 1999), participam da alimentacdo dos
organismos cultivados e ainda ajudam no controle de espécies patogénicas (Thompson
et al., 1999), podendo também ter atuado com os bacilos no controle do vibrio. O uso de
carbono no cultivo propicia um aumento na comunidade de protozoarios (Thompson et
al., 1999), o que pode ser um dos motivos da maior concentracdo de ciliados nas
concentragdes de 750 e 1000 mg SST/L, assim como foi observado para as bactérias.

Em nosso estudo, ndo ocorreu diferenca na abundancia dos flagelados. Porém
em estudo de Reis et al. (2019) e Ferreira (2008) estes autores observaram uma
concentracdo inversa nas concentragdes de flagelados e ciliados, isto €, quando a
abundancia de flagelados diminuiu, a dos ciliados aumentou.

A presenga de rotiferos pode estar ligada aos flocos microbianos (Monroy-Dosta
et al.,, 2013), pois estes microrganismos realizam o consumo de bactérias e algas,
secretam muco e ajudam na aglomeracdo da matéria orginica, formando novos flocos
microbianos (Pérez, 2010). Entretanto, observamos em nosso trabalho, que ocorreu um
decréscimo na sua abundancia entre o periodo inicial e final, uma hipotese ¢ que
ocorreu disputa de um de seus principais alimentos (microalgas) e com isso seu
crescimento foi prejudicado.

Outro grupo de microrganismos observado foram o dos nematoides, os quais no
sistema BFT servem de alimento para os ciliados (Ray et al., 2012). Em nosso estudo
observamos uma baixa abundancia desses microrganismos, ja que basicamente nas
diferentes concentracdes e/ou periodos do experimento ndo houve a presenca dos
nematoides, e devido a isso, ocorreu o aumento dos ciliados.

Em geral, as microalgas sdo as primeiras a se desenvolverem, servindo como
alimento para o zooplancton e contribuindo para o desenvolvimento das bactérias (Wei
et al., 2016). Porém sua presenga ocorreu praticamente apenas no periodo final do nosso
estudo, o que pode significar que a microalga foi bastante consumida pelos outros

microrganismos, como as dafnias, onde mesmo que a sua abundancia ndo tenha sido
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estimada, foi verificada a sua presenca. Os protozoarios sao outro grupo que consomem
as microalgas (Nagano & Decamp, 2004).

Ciliados, flagelados e bactérias normalmente se desenvolvem em meios que
possuem concentragdes elevadas de carbono organico (Azam et al., 1983). De acordo
com isso, a maior quantidade de matéria organica, no sistema BFT, pode aumentar a
abundancia dos organismos (Milstein, 1992) ja que tem mais disponibilidade de
nutrientes. De modo geral, observamos que houve uma relagdo direta entre a abundancia
dos microrganismos e a concentracdo de SST, no qual, a mesma observacao foi relatada
em outros trabalhos (Ferreira, 2008; Silveira, 2017). Podemos definir assim, que no
sistema BFT em diferentes estudos, as concentracdes das diferentes comunidades de
microrganismos apresentam-se variaveis, podendo ocorrer uma maior ou menor

abundancia devido a composi¢ao do floco e suas caracteristicas.

5. CONCLUSAO

De acordo com nossos resultados, podemos concluir que a criagdo do pacu em
sistema BFT com relacdo aos parametros de estresse oxidativo e analises morfologicas,
¢ indicada a concentragdo de até¢ 500 mg SST/L, pois a partir de 750 mg SST/L ocorrem
alteracdes nas defesas antioxidantes, danos lipidicos nas branquias e alteragdes nas

estruturas branquiais.
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