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RESUMO GERAL

O sistema de bioflocos possui variadas vantagens, como reutilização de água, ciclagem

de nutrientes,  permite  que tenha altas  densidades  de estocagem no cultivo,  além de

manter a qualidade da água e possibilitar a diminuição da quantidade de ração ofertada

durante o cultivo. O pacu (Piaractus mesopotamicus) é uma espécie que além de suas

características  favoráveis  para  produção,  pode  apresentar  alta  adaptabilidade  em

diferentes  meios  de  cultivo,  favorecendo  a  possibilidade  de  criação  em sistema  de

bioflocos (BFT). Contudo, a falta de cuidados necessários no sistema BFT, pode levar

ao  aumento  dos  sólidos  suspensos  totais  (SST),  podendo  ocasionar  problemas

fisiológicos nos animais. Até o momento não há na bibliografia estudos mostrando qual

a melhor concentração de SST para a criação do pacu em relação 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 concentrações de

sólidos suspensos totais sobre os parâmetros de defesa antioxidante e estresse oxidativo

em juvenis  de pacu criados  em sistema BFT.  Para o trabalho,  foram testadas  cinco

concentrações de SST (mg/L) (T1: controle água clara; T2: 250; T3: 500, T4: 750 e

T5:1000), durante um período de 15 dias, cada tratamento com 3 repetições (caixas de

310 L - 15 animais por repetição). No decorrer deste período, foram realizadas duas

coletas de tecidos (brânquias, fígado e cérebro), sendo uma inicial e outra final, onde

foram  avaliados  parâmetros  bioquímicos  de  estresse  oxidativo  (Glutationa  S-

Transferase (GST),  Glutationa reduzida (GSH), Capacidade antioxidante total  contra

radicais peroxil (ACAP), Superóxido dismutase (SOD) e Catalase (CAT)), dano lipídico

(LPO) e dano proteico (PSH). Além disso, foram realizadas análises histológicas das

brânquias  e  contagem da  comunidade microbiana  dos  bioflocos.  De acordo com as

análises, nossos resultados demonstram que em 750 e 1000 mg SST/L ocorreu maior

atividade  das  enzimas  SOD, CAT e  GST,  e  concentrações  de  GSH.  Com relação a

ACAP e P-SH, não houveram diferenças significativas. Entretanto, os níveis de LPO,

foram maiores até a concentração de 750 mg SST/L nas brânquias (p< 0,05). As análises

histológicas  apresentaram maior  contagem de  ionócitos  e  menor  espessura  entre  as

lamelas  (p<  0,05)  no  tratamento  controle  e  em  1000  mg  SST/L.  Observando  a

abundância  de  microrganismos,  podemos  constatar  que  as  bactérias  e  ciliados

apresentaram um aumento de acordo com aumento da concentração de SST (p< 0,05).

Rotíferos,  nematóides  e  microalgas,  estiveram  presentes  no  meio,  porém  não  foi

encontrada  presença  de  rotíferos  em 500 mg SST/L,  para  nematóides  em 1000 mg



SST/L e microalgas só foi verificada presença no início 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, concluímos que a criação de pacu no sistema de bioflocos

pode ser realizada até a concentração de 500 mg SST/L , já que acima de 750 mg SST/L

começa ocorrer danos nas brânquias e alterações no sistema antioxidante dos animais.

Palavras chave: Bioflocos, estresse oxidativo, qualidade da água, 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)  is  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. INTRODUÇÃO GERAL

O sistema de bioflocos (sistema BFT) é um sistema que tem como característica

a  produção  de  biomassa  microbiana  a  partir  da  inserção  de  uma fonte  de  carbono

orgânico  no  cultivo  (Dauda,  2020)  e  da  manipulação  de  concentrações  de

carbono/nitrogênio (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  relações  C:N variam entre  10:1  e  25:1,  com uso

contínuo  de  um  sistema  eficaz  de  aeração  e  com  objetivo  de  desenvolver

microrganismos,  os  quais  irão  realizar  a  transformação  dos  compostos  nitrogenados

(Sondoval Vargas et al., 2020), que posteriormente são utilizados para a formação de

proteína microbiana (Avnimelech, 2015) servindo como fonte de alimentação (Wang et

al., 2015) para os organismos cultivados.

 Então, a base de desenvolvimento desse sistema é a estimulação do crescimento

das bactérias heterotróficas através da relação C:N, pela adição de fontes de carbono

orgânico  (Avnimelech, 1999). A principal vantagem do desenvolvimento das bactérias

heterotróficas  é  a  absorção  acelerada  da  amônia,  a  qual  subsequentemente  é

transformada  em  biomassa  bacteriana,  a  qual  é  um  dos  constituintes  dos  sólidos

suspensos totais (SST) (Gaona et al., 2017). Neste sistema há uma relação entre fatores

biológicos, químicos e físicos,  que agem sobre a qualidade da água,  sendo eficiente

tanto  para  a  produtividade  quanto  uso  de  recursos  hídricos,  pois  o  sistema  tem  a

capacidade de reutilizar os nutrientes (Kathia et al., 2017). A partir disso, propicia uma

renovação mínima de água, contribuindo para uma redução na quantidade de efluentes

produzidos, e assim minimizando o impacto no ambiente (Kathia et al., 2017). 

Os  bioflocos  são  formados  por  diferentes  microrganismos,  como  os  fungos,

diversas bactérias, microalgas, micro invertebrados, rotíferos e matéria orgânica (Luo et

al., 2017), sendo de tamanhos variados, possuindo elevada porosidade e permeabilidade

aos fluídos (Crab et al., 2012; Souza et al., 2019). Esses microrganismos têm como uma

das funções manter a qualidade de água, absorvendo compostos nitrogenados e matéria

orgânica  proveniente  da  nutrição,  diminuindo  a  conversão  alimentar,  o  que

consequentemente irá resultar na redução dos gastos com alimentação (Emerenciano et

al., 2017). 
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FIGURA 1: Imagem microscópica de partículas de bioflocos com aumento de 20X

(Fonte: Arquivo pessoal)

Devido às interações microbianas que ocorrem no sistema, o estado imunológico

do animal pode ser estimulado, se fortalecendo (Kim et al., 2014), e assim prevenindo a

manifestação de doenças, minimizando os custos com antibióticos/probióticos (Ajadi et

al., 2016). Aliando-se isso, com o aumento de produtividade, renovação mínima de água

e incremento nutricional, se tem umas das principais vantagens do uso do sistema BFT

(Sondoval Vargas et al., 2020). 

Mesmo com todos esses benefícios, a maior produção com o sistema BFT ocorre

nas  criações  de  camarões  e  tilápia  (Zhang  et  al.,  2016),  sendo a  tilápia  a  primeira

espécie de peixe que foi criada em sistema BFT (Martins et al., 2017). Desta forma, há

poucos trabalhos desenvolvidos com diferentes espécies nativas brasileiras (Sondoval

Vargas et al., 2020), as quais podem de acordo com suas características, apresentarem

um  bom  desenvolvimento  nesse  sistema,  sendo  o  pacu  uma  dessas  espécies  em

evidência.

No Brasil, o pacu (Piaractus mesopotamicus) é uma das espécies nativas mais

produzidas na piscicultura dulcícola, tendo uma produção de 7.318 mil toneladas, junto

com a patinga (Piaractus mesopotamicus x Piaractus brachypomus) (IBGE, 2023). Isso

é devido ao seu rápido crescimento, rusticidade, carne de boa qualidade, boa aceitação

no mercado consumidor (nacional e internacional) e hábito alimentar onívoro, exigindo

menores quantidades de proteína na alimentação (Urbinati & Gonçalves, 2013; Nitz et

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

 O pacu apresenta ótimos resultados em sistemas de cultivo intensivo devido a

sua  tolerância  em  relação  aos  parâmetros  de  qualidade  da  água,  como  baixas

concentrações  de  oxigênio  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  concentrações  de  amônia  (Nitz  et  al.,  2019).  Devido  a  essas  características,  a

criação de pacus no sistema de bioflocos pode ser viável, tanto pela otimização do reuso

de água, como pela quantidade utilizada de rações, principalmente em virtude do hábito

alimentar  onívoro,  capaz  de  se  alimentar-se  dos  bioflocos,  e  assim  promover  uma

complementação de sua nutrição (Dauda, 2020; Pellegrin et al., 2022).

Em um estudo realizado recentemente, verificou-se que o pacu possui resistência

a concentrações de até 5000 mg SST/L (Pellegrin et al., 2022). Já 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 acúmulo de ração não consumida e fezes excretadas acarretam no

aumento dos sólidos suspensos totais (SST), colaborando para a formação de maiores

densidades de bioflocos, os quais também podem aumentar pelo resultado metabólico

das bactérias heterotróficas presentes no sistema (Holanda et al., 2020). O excesso de

SST causa algumas adversidades, como complicações na estabilização das comunidades

microbianas  (Gaona et  al.,  2017),  e o  aumento da demanda bioquímica de oxigênio

(DBO) reduzindo os níveis de oxigênio dissolvido (Beveridge, 1991). Isto pode acabar
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prejudicando  a  ação  respiratória  dos  animais  através  de  obstruções  nas  brânquias

(Romano et al.,  2020), causando danos aos processos fisiológicos e bioquímicos dos

organismos (Redding et al., 1987).

Este aumento de SST, pode ainda causar o desenvolvimento de microrganismos

patogênicos, e caso se deposite no fundo pode criar zonas anaeróbicas (Hatem et al.,

2013). Também podem ocorrer, devido a isso, irritações na pele, desgaste das nadadeiras

e modificação das funções branquiais, como alteração na excreção dos nitrogenados e

troca iônica (Schumann & Brinker, 2020).

O volume dos sólidos  irá  depender  de alguns fatores,  como a quantidade de

ração que é  ofertada  (Crab et  al.,  2012),  a  relação C:N e  componentes  de  carbono

orgânico e inorgânico (Ueno-Fukura et al., 2019), elevação da comunidade microbiana,

a excreção dos organismos (Holanda et al.,  2020) e a renovação quase nula de água

também resulta em altas concentrações de SST (Van Wyk, 2006).

Parâmetros da qualidade da água também podem influenciar na concentração de

SST, como o oxigênio dissolvido, que afeta os microrganismos presentes no sistema, e

assim, influência na formação dos bioflocos (De Schryver et al., 2008), já que com uma

boa aeração os microrganismos conseguem manter  sua atividade (Ray et  al.,  2010).

Problemas com aeração (OD baixo), no sistema BFT, pode causar a sedimentação dos

bioflocos, gerando uma zona anaeróbica e consequentemente prejudicando a atividade

microbiana (Soaudy et al., 2023). De acordo com isso, este parâmetro é essencial para o

bom desenvolvimento e manutenção do sistema. Outro fator é a temperatura, que pode

influenciar  nos  bioflocos  em  relação  a  sua  estrutura  e  morfologia,  onde  altas

temperaturas  proporcionam aumento  das  concentrações  de SST (De Schryver  et  al.,

2008). Com isso, indica-se uma temperatura entre 20-25°C para atingir bioflocos mais

estáveis  (De  Schryver  et  al.,  2008),  pois  temperaturas  baixas  podem  provocar  a

defloculação, em virtude da redução da atividade microbiana (Willen et al., 2000).

Com  isso,  situações  de  estresse  aos  animais  podem  ocasionar  alterações

bioquímicas. Alterações nas condições ambientais são capazes de influenciar as defesas

antioxidantes dos peixes e assim, induzir um estado de estresse oxidativo (Stoliar &

Lushchak,  2012).  O  desequilíbrio  entre  a  produção  de  radicais  livres  e  as  defesas

antioxidantes do organismo leva a uma alta produção de espécies reativas de oxigênio

(ERO), caracterizando assim o  estresse oxidativo.

 As  ERO são classificadas  em radicais  livres,  tendo como exemplo  o  ânion

superóxido  (O2˙¯);  radical  hidroxila  (HO˙);  radical  peroxil  (ROO˙);  radical
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hidroxiperoxil  (HO₂˙);  radical  alcoxila  (RO˙)  e  não  radicais,  como  o  peróxido  de

hidrogênio (H₂O₂); oxigênio singlete (¹O₂); ozônio ( O₃) e o ácido hipocloroso (HOCL)

(Srikanth et al., 2013).

Os radicais livres são átomos que possuem um elétron desemparelhado (e¯), e

por isso se tornam reativos e instáveis (Ferreira & Matsubara, 1997; Hohn et al., 2013).

Cada radical possui um grau de reatividade e meia-vida em particular, e podem causar

danos as biomoléculas (Hamanaka & Chandel, 2010). 

O primeiro radical a ser formado é o ânion superóxido (O2˙¯), o qual é formado

quando um elétron se junta ao oxigênio molecular  (Miller  et  al.,  1990),  seguido da

formação do peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (HO˙), sendo o HO˙ o

mais prejudicial (Halliwell & Gutteridge, 2015). 

O ânion superóxido pode ser produzido de três maneiras: pelo processo natural

da cadeia transportadora de elétrons, pela NAD(P)H oxidase ou pela xantina oxidase,

(Birben et al., 2012). O ânion superóxido não possui muita reatividade, porém causa

diversas alterações,  como: liberação de ferro,  abstração de átomos de hidrogênio de

moléculas como as catecolaminas, DNA ou ácidos graxos (Buetler et al., 2004).

Mesmo não sendo um radical livre, o peróxido de hidrogênio tem a capacidade

de ultrapassar as membranas biológicas com mais facilidade, e se ocorrer a presença de

íons  metálicos,  como  no  momento  em  que  a  hemoglobina  libera  ferro  da  sua

composição (Gutteridge, 1986), pode atuar como precursor da HO˙ (Birnie-Gauvin et

al., 2017), como por exemplo na reação de Fenton e Harber-Weiss:

Fenton: Fe2+ + H2O2 →Fe3+ + HO˙ + OH¯

Harber-Weiss: O2˙¯ + H2O2 →O2 + HO˙ + OH¯

O radical hidroxila é a espécie reativa de oxigênio 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 mudanças nas bases púricas

e  pirimídicas,  danificando o  DNA (Ferreira  & Matsubara,  1997).  Além disso,  pode

causar  oxidação  nas  pontes  dissulfeto  e  grupos  sulfidrila  de  proteínas  e  começar  a

reação em cadeia da lipoperoxidação, atacando ácidos graxos poliinsaturados (Ferreira

& Matsubara, 1997). 

Os animais dispõem de sistemas de defesas antioxidantes, atuando na eliminação

das  ERO  que  são  produzidas,  reduzindo  os  danos  sofridos  e  protegendo  contra  o

estresse  oxidativo  (Li  et  al.,  2019).  Alguma  das  ERO  são  consideradas  moléculas
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instáveis,  podendo  ser  formados  interiormente  na  cadeia  transportadora  de  elétrons

(Birnie-Gauvin et al., 2017) a partir do metabolismo mitocondrial e possuem capacidade

de  causar  oxidação,  danos  nas  proteínas  e  DNA (Rotílio  et  al.,  1995).  O  sistema

antioxidante  tem três  principais  funções:  impedir  a  geração  de  ERO;  neutralizar  as

espécies reativas de oxigênio, que podem vir a ser formadas e, restaurar os possíveis

danos (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Caso os  antioxidantes  não consigam eliminar  as  ERO, irá  ocorrer  o  estresse

oxidativo e possíveis danos nos animais. O estresse oxidativo, além de causar danos no

DNA,  proteínas  e  lipídios,  também  provoca  apoptose,  ou  seja,  morte  nas  células

(Martínez-Alvarez et al.,  2005) e pode gerar degeneração dos neurônios (Srinivasan,

2002). Após ocorrer o estresse oxidativo, algumas consequências podem ocorrer e de

acordo  com  Halliwell  e  Gutteridge  (2007)  são  essas:  (1)  PROLIFERAÇÃO:

determinadas  células  têm como resposta  ao estresse  o aumento  da sua atividade de

multiplicação;  (2)  ADAPTAÇÃO:  as  células  se  adaptam  pela  ação  de  alguns

antioxidantes, tornando as células mais protegidas e resistentes; (3) DANO CELULAR:

quando  ocorre  alguma  degradação  as  biomoléculas  (DNA,  proteínas  e  lipídios)  (4)

SENESCÊNCIA: nessa parte a célula já está danificada, ainda podendo ocorrer a sua

sobrevivência,  porém não poderá  mais  realizar  o  processo  de divisão  celular;  e  (5)

MORTE  CELULAR:  posteriormente  aos  danos  recebidos,  as  células  sofrerão  de

necrose ou apoptose.

As  defesas  antioxidantes  podem  ser  divididas  em  dois  grupos,  sendo  eles

enzimáticos e não enzimáticos. O grupo de defesas não enzimáticos são formados pelas

seguintes moléculas:  GSH, α-tocoferol (vitamina E),  ácido ascórbico (vitamina C) e

carotenóides (α-caroteno, β-caroteno) (Johnson et al., 2003). Já as defesas enzimáticas

são:  glutationa  S-transferase  (GST),  catalase  (CAT),  superóxido  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  degradação do ânion

superóxido,  que após esse  processo vira  oxigênio e  peróxido de hidrogênio (Kabel,

2014), segundo a reação abaixo:

                 2 O2˙¯  + 2H+                    H2O2 + O2

A CAT é uma hemeproteína e encontra-se nos seres procariontes e eucariontes,

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

enzima atua na catalização do H2O2 em O2 e H2O, de acordo com a reação a seguir:
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2H2O2               2H2O + O2                            

A Glutationa S-Transferase (GST) é um a enzima que faz parte de um grupo de

proteínas diméricas que atuam na detoxificação da fase II, onde protege as células de

efeitos nocivos e tóxicos, os quais resultam de danos oxidativos de lipídios, proteínas e

ácidos nucleicos (Schlenk et al., 2008; Armstrong, 1997). GSH é um tiol que possui

baixa  massa  molecular,  tendo  significativa  contribuição  na  proteção  contra  ERO,

podendo servir  como substrato para demais enzimas detoxificadoras (Srikanth et  al.,

2013),  e  é formada pela  ligação de três aminoácidos (cisteína,  glutamato e glicina),

estabelecendo um grupo tiol (SH) (Wang et al., 2018). É encontrada em organismos na

sua forma reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) (Wang et al., 2018). 

Ainda,  podem  ocorrer  danos  lipídicos  pelo  estresse  oxidativo,  onde  a

lipoperoxidação se dá pelo ataque de radicais livres a ácidos graxos poliinsaturados,

gerando quantidades  de  malondialdeido (MDA),  que é  um subproduto resultante  da

degradação dos lipídios, sendo possível detectar sua presença através de análises de

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (Oakes & Van Deer Kraak, 2003).

A degradação dos lipídios é dita como uma das mais responsáveis em relação a perda da

mobilidade  das  células  no estresse  oxidativo,  assim sendo usada como biomarcador

(Cattaneo et al., 2011). Além de danos lipídicos, danos proteicos podem acontecer, e

verificamos a existência desses danos através dos tióis proteicos (P-SH). Os tióis são

classificados como biomarcadores na oxidação das proteínas (Erel & Neselioglu, 2014)

e exercem funções nas estruturas proteicas (Dickinson & Forman, 2002). 

E, no geral, podemos mensurar como as defesas antioxidantes agem diante de

condições  pró-oxidantes,  através  da  análise  da  capacidade  antioxidante  total  contra

radicais  peroxil  (ACAP),  já  que  essa  análise  interpreta  as  moléculas  que  tem  a

capacidade de agir como um antioxidante, seja enzimático ou não enzimático (Amado et

al., 2009). 

 Devido  a  isto,  observações  dos  parâmetros  de  estresse  oxidativo  são

importantes, pois foram classificados como marcadores biológicos para a degradação do

ambiente (Monserrat et al., 2007) e possuem relação com contato com amônia (Hegazi

et al.,  2010), produção com elevada densidade de estocagem (Andrade et al.,  2015),

variações de temperatura (Castro et al., 2012) e patógenos (Ali et al., 2011). Os danos

sofridos  pelo  estresse  oxidativo,  além de causar  desordem fisiológica  e  bioquímica,

pode causar danos nos tecidos, prejudicando as funções dos órgãos dos animais (Sun et

al.,  2014).  Portanto,  deve haver estudos para as diferentes espécies,  pois sua ação é
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espécie-específica,  e com isso,  descobrir  uma concentração de SST que não afete  o

desenvolvimento do animal.

De  acordo  com  o  exposto  acima,  o  presente  trabalho  teve  como  proposta

verificar qual a melhor concentração de SST no cultivo de pacu, a qual não afete os

parâmetros bioquímicos de estresse oxidativo e lipoperoxidação, e com isso melhorar as

condições de bem estar destes animais no processo de criação.

2.  OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:

Avaliar  os  efeitos  de  diferentes  concentrações  de  sólidos  suspensos  totais

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

BFT.

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS:

 Analisar  os  possíveis  efeitos  de  diferentes  concentrações  de  SST nos

parâmetros  de  estresse  oxidativo  no  cérebro,  fígado  e  brânquias  de

juvenis de pacu criados em sistema BFT;

 Analisar histologicamente as brânquias de juvenis de pacu criados em

diferentes concentrações de SST em sistema BFT;

 Verificar a comunidade microbiana nas diferentes concentrações de SST

no sistema BFT.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar parâmetros de estresse oxidativo, por meio da

avaliação de antioxidantes (SOD, CAT, GST, GSH, ACAP) danos nas proteínas (PSH) e

danos nos lipídios (LPO) em juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) submetidos a

diferentes concentrações de sólidos suspensos totais (SST) em sistema BFT, além da

realização de análise de histologia branquial e comunidade microbiana dos bioflocos.

Sendo assim,  225 juvenis  de pacu (51,70±1,07g)  foram expostos  a  cinco diferentes

concentrações (3 repetições, n = 45 peixes/tratamento) de SST (mg/L): T1: controle-

água  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 ração comercial (32% PB). Foram coletados três tecidos para as análises: cérebro,

fígado  e  brânquias,  no  início  e  ao  final  do  período  experimental.  A  taxa  de

sobrevivência,  durante o experimento,  foi  de 100% em todos os tratamentos.  Como

resultados, observamos que nas concentrações mais elevadas de SST (750 e 1000 mg/L)

ocorreu maior  atividade dos antioxidantes  nos  tecidos analisados.  Quanto aos danos

oxidativos, não foi demonstrado danos proteicos nas diferentes concentrações, porém

nos  lipídios  em 750  mg  SST/L ocorreu  maiores  níveis  de  LPO  nas  brânquias.  Na

histologia  verificou-se  diferenças  estatística  em  relação  a  contagem  de  ionócitos  e

espessura entre as lamelas, sobre os microrganismos, as bactérias e ciliados, observamos

uma  relação  positiva  entre  a  abundância  e  níveis  de  SST,  demais  microrganismos

tiveram suas  presenças  observada  apenas  em  determinados  tratamentos  e/ou  tempo

experimental. De acordo com esses resultados, indicamos uma concentração de até 500

mg SST/L, visto que não causa grandes danos ao seu bem estar animal, alterações nas

defesas antioxidantes e alterações morfológicas. 

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

qualidade da água
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1. INTRODUÇÃO

O  sistema  de  bioflocos  (sistema  BFT)  tem  como  uma  de  suas  principais

características  a  estimulação  do  desenvolvimento  de  bactérias  heterotróficas  e

quimioautotróficas  através  da  relação carbono/nitrogênio  (C:N)  (Avnimelech,  1999).

Para que essa relação permaneça constante, torna-se necessário a adição de fontes de

carbono no meio de cultivo (De Schryver et al., 2008).

Com a reutilização dos  nutrientes  e  a troca mínima de água,  o sistema BFT

acarreta em uma melhor sustentabilidade, biossegurança e produtividade dos ambientes

de produção (Yu et al., 2020). Em relação às questões nutricionais, pode ser uma fonte

de  probióticos  e  compostos  bioativos,  além de  servir  como fonte  complementar  na

alimentação, melhorando a saúde fisiológica dos animais (Ren et al., 2019), e  também

na condição antioxidante. Mesmo com todos os benefícios que o sistema BFT apresenta

para várias espécies, não há muitos trabalhos com espécies nativas brasileiras, como o

pacu.

O pacu (Piaractus mesopotamicus) é nativo da Bacia do Prata, sua ocorrência é

maior em planícies do Pantanal sul americano, mais precisamente na região Centro-

Oeste  do  Brasil  (Urbinati  & Gonçalves,  2010).  É  uma espécie  de  hábito  alimentar

onívoro,  que  possui  rápido  crescimento,  rusticidade  e  é  bem  aceito  no  mercado

consumidor  (Urbinati  &  Gonçalves,  2013),  já  que  seus  filés  são  de  boa  qualidade

(Pullela et al., 2000). Esta espécie é criada em grande parte da América do Sul e sua

carne  consumida,  de  diferentes  formas  e  processamento,  no  continente  Americano.

Atualmente,  alguns  estudos  estão  sendo desenvolvidos  e  foi  constatado que  o  pacu

possui tolerância a concentrações de até 5000 mg/L de sólidos suspensos totais (SST)

através da verificação por biomarcadores hematológicos (Pellegrin et al., 2022).

Os sólidos suspensos totais do sistema BFT são formados pela comunidade de

microrganismos, além da ração não consumida e fezes, ou seja, do acúmulo da matéria

orgânica,  sendo  que  taxas  elevadas  de  SST  podem  causar  danos  fisiológicos  e

bioquímicos  aos  animais  (Redding  et  al.,  1987).  Como  exemplo,  podemos  citar  a

obstrução das brânquias, o que consequentemente pode levar a uma situação de hipóxia

(Hargreaves, 2013) induzindo o animal a uma situação de estresse.

 O estresse pode ser descrito como alterações de respostas bioquímicas devido a

um  evento  estressor,  como  alterações  no  ambiente  (Stoliar  &  Lushchak,  2012),  e

dependendo da continuidade que o agente estressor atua sobre o animal, poderá ocorrer
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o estresse oxidativo. O oxigênio, apesar da sua grande importância, pode contribuir para

a formação de espécies reativas de oxigênio (ERO) (Srikanth et al., 2013). 

Sabe-se que espécies reativas de oxigênio podem causar danos nas células e no

DNA, como exemplo  a  peroxidação lipídica,  onde os  ácidos  graxos  poliinsaturados

tendem a ser atacados por radicais livres, e com isso se inicia uma reação em cadeia

(Lushchak,  2011).  Além  disso,  causam  danos  a  outras  organelas,  podendo  ocorrer

apoptose (Dutordoir  & Bates,  2016).  Para então reduzir  os possíveis danos a  serem

causados, os organismos utilizam os antioxidantes que auxiliam as células a combater

os danos oxidativos, podendo ser divididos em dois grupos: enzimáticos (superóxido

dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), glutationa redutase

(GR) e glutationa peroxidase (GPx)) e não enzimáticos (GSH, ácido ascórbico, vitamina

E e carotenóides). A falta de equilíbrio 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 fisiológicos quanto bioquímicos (Sohal, 2002).

Dessa forma, um ambiente desfavorável pode afetar fisiologicamente o animal,

levando  ao  estresse  oxidativo,  sendo  que  um dos  primeiros  sinais  que  assinala  um

ambiente degradado é a alteração dos parâmetros físico-químicos da água (Chowdhury

& Saikia, 2020). De acordo com isso, o presente estudo teve como objetivo verificar se

os sólidos suspensos totais podem ocasionar alterações nos parâmetros bioquímicos de

estresse oxidativo como biomarcadores na criação de juvenis de pacu.

2. MATERIAIS E MÉTODOS

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 Laboratório de Aquacultura Continental (LAC) da

Universidade Federal do Rio Grande - FURG, onde foram submetidos a um período de

quarentena  (30  dias).  Durante  este  período os  animais  permaneceram,  em uma sala

climatizada  (26°C),  com  aeração  constante  (6  mgOD/L)  e  fotoperíodo  artificial

(12L/12E) em sistemas de recirculação (RAS). O RAS era composto por tanques de 310

L, com filtro mecânico e biológico. A alimentação dos animais foi com ração comercial

(32% PB) e ofertada em 5% de sua biomassa diariamente. Esta pesquisa foi aprovada

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

Após  a  quarentena,  os  animais  foram  acondicionados  nas  caixas  onde  o

experimento foi realizado. O experimento teve duração de 15 dias e contou com cinco

tratamentos/concentrações de SST (mg/L): T1: controle água clara; T2: 250; T3: 500,

T4: 750 e T5: 1000, cada um com 3 repetições (caixas com 250 L de volume útil), com

15 animais por repetição (45 animais por tratamento). O sistema adotado para realização

do experimento foi fechado, e os animais foram submetidos ao sistema de bioflocos

(BFT),  nas  diferentes  concentrações  de  SST,  nos  diferentes  tratamentos.  Para  a

formação dos bioflocos do experimento, foi utilizado um inóculo, proveniente de um

cultivo  de  tilápia  em  sistema  BFT,  já  em  andamento  no  laboratório  “N  Concept”

(Universidade Federal do Pampa- UNIPAMPA). A partir desse inóculo foi realizado o

seu desenvolvimento até que atingisse as concentrações pré-determinadas (T2, T3, T4 e

T5) para a realização do experimento. Após as concentrações de SST atingirem o ideal

para cada tratamento, o experimento foi iniciado com alocação dos animais nos tanques

experimentais. Durante todo o período experimental, os animais foram alimentados com

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

2.2. PARÂMETROS DE QUALIDADE DA ÁGUA 

Os  parâmetros  de  qualidade  de  água,  temperatura  e  oxigênio  dissolvido

(oxímetro digital), pH (pHmetro digital), alcalinidade total (Eaton et al., 1995), dureza

(Adad, 1982), amônia total (UNESCO, 1983), amônia não-ionizada (Colt, 2002), nitrito

(Boyd & Tucker, 2014), foram verificados diariamente e ajustados para os níveis ideais

para  a  espécie.  Sólidos  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 índice  de  volume de

bioflocos foi determinado pela seguinte fórmula: FVI = SS (mL) / SST (g) (Yousuf,

2013).

2.3. COLETAS

Durante o experimento foram realizadas duas coletas, inicial e final, onde foram

coletados  tecidos  (brânquias,  fígado  e  cérebro)  para  análises  dos  parâmetros  de

respostas antioxidantes e de estresse oxidativo e análises histológicas (brânquias). Para

realização  destas  coletas  os  peixes  foram  anestesiados  com  hidrocloridrato  de
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benzocaína e após, eutanasiados por secção da medula espinhal.  Amostras de tecido

foram coletadas, armazenadas em microtubos (2 mL), congeladas em nitrogênio líquido

e armazenadas  em um ultrafreezer  (-80 ºC) até  o  momento das análises  de estresse

oxidativo.

2.4. HOMOGENEIZAÇÃO DOS TECIDOS 

As amostras dos tecidos (brânquias, fígado e cérebro) foram homogeneizadas

(1:5, m/v)  de acordo com a metodologia de da Rocha et al. (2009), em tampão Tris-HCl

(pH ajustado em 7,75) contendo Tris-HCl (100 mM), EDTA (2 mM) e Mg 2+ (5 mM).

Os  homogeneizados  foram  centrifugados  (10,000  xg,  20  minutos,  4  ºC)  e  os

sobrenadantes foram utilizados para as análises. 

2.5. PARÂMETROS BIOQUÍMICOS DE ESTRESSE OXIDATIVO

2.5.1. Proteínas Totais

A concentração de  proteínas  totais  foi  determinada em leitor  de  microplacas

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

2.5.2. Superóxido dismutase (SOD)

A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi determinada nas amostras dos

diferentes tecidos como descrito por Misra & Fridovich (1972). Este método é baseado

na capacidade  da  SOD em inibir  a  auto-oxidação da epinefrina  em adenocromo.  A

reação de cor foi medida em 480 nm. Alíquotas da amostra (20, 40 e 60  µL) foram

adicionadas  em uma  mistura  contendo  10 µL de  epinefrina  e  1000  µL de  tampão

Na2CO3  (0,05M,  pH  10,2).  Uma  unidade  de  enzima  (1  UI)  foi  definida  como  a

quantidade de enzima necessária para inibir a taxa de auto-oxidação da epinefrina em

50% a 26ºC.

2.5.3. Catalase (CAT)

A atividade  da  catalase  foi  avaliada  de  acordo  com a  metodologia  de  Aebi

(1984). Foi utilizado o tampão de fosfato de potássio (TFK) (50 mM, pH 7) e o H2O2

(300 mM), onde as amostras de fígado e brânquias foram diluídas na proporção 1:10.

Para  verificação  da  atividade  da  CAT,  foram utilizadas  as  seguintes  proporções  de

diferentes substâncias, onde no fígado foi usado 20 µL da amostra, 905 µL do tampão
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TFK e 40 µL do peróxido de  hidrogênio  (H2O2),  nasbrânquias  foi  usado 20 µL da

amostra, 925 µl do tampão TFK e 30 µL de H2O2  e para o cérebro 10 µL da amostra,

935 µL do tampão TFK e 30 µL de H2O2. A metodologia se baseia na decomposição do

H2O2 nas amostras, seguida da leitura por espectrofotômetro a 240 nm.

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

Para  determinação  dessa  enzima,  foi  utilizado  o  reativo  de  1  cloro-2,4

dinitrobenzeno (CNDB) que, na presença da glutationa, forma GS-dinitrobenzeno (GS-

DNB). A análise foi realizada com 20 µL (fígado) e 50 µL (cérebro e brânquias) de

homogeneizado dos tecidos adicionados em 400 µL de tampão fosfato (0,1 M, pH 7,5),

10 µL de GSH (3mM) e 10 µL de CNDB (1 mM). As amostras foram lidas a 340 nm.

Para o cálculo da atividade enzimática utilizamos um coeficiente de extinção molar de

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

2.5.5. Glutationa reduzida (GSH)

Alíquotas de amostras (30 µL) dos diferentes tecidos foram precipitadas com

ácido perclórico (30 µL) e após a centrifugação (3000 x g, 5 minutos) o sobrenadante

foi utilizado para a determinação da fluorescência (excitação: 350 nm; emissão: 420

nm). Em seguida, 10 µL da amostra, 10 µL de GSH e 160 µL do tampão 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 detecção de ERO nas amostras com e sem

a adição de um gerador de radicais peroxil, conforme descrito por Amado et al. (2009).

As amostras foram antecipadamente padronizadas em 2 mg (para fígado e cérebro) e 0,5

mg  (para  brânquias)  proteína/  mL,  através  da  diluição  com  o  tampão  de

homogeneização.  Posteriormente,  foram  expostas  a  radicais  peroxil  gerados  pela

termodecomposição  (37°C)  do  dicloridrato  do  2,2'-azobis-  (2-  metilpropanoamidina)

(ABAP, 4 mM). Radicais peroxil reagem com o substrato fluorecente (2′,7′ diacetato de

diclorofluoresceína - H2DCF-DA) e então a fluorimetria (excitação: 485 nm; emissão:

520  nm)  foi  mensurada  em  espectrofluorímetro  (Victor  2,  Perkin  Elmer)  a  cada  5

minutos, durante 30 minutos.
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2.5.7. Lipoperoxidação (LPO) 
 

Os  níveis  de  peroxidação  lipídica  foram  determinados  de  acordo  com  a

metodologia  proposta  por  Oakes  &  Van  Der  Kraak  (2003).  Para  determinação  das

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) através da quantificação de MDA

(Malondialdeído),  20 µL de solução de  BHT (67µM),  150 µL de  solução de  ácido

acético 20%, 150 µL solução de TBA 0.8 %, 50 µL de água Milli-Q, e 20 µL de SDS

8.1% foram adicionados a 41,2 µL (cérebro), 30 µL (fígado e brânquias) das amostras

homogeneizadas, e então aquecidas até 95 ºC, durante 30 minutos. Em seguida, 100 µL

de  água  Milli-Q  e  500  µL  de  n-butanol  foram  adicionados  a  solução  final.  O

sobrenadante resultante após a centrifugação (3,000 x g, 10 minutos, 15 ºC) foi utilizado

para  determinar  a  fluorescência  (excitação:  520  nm;  emissão:  580  nm)  em

espectrofluorímetro (Victor 2, Perkin Elmer). Os resultados foram expressos em nmol

TMP/mg  proteina,  onde  TMP  representa  tetrametoxipropano  (ACROS  Organics®),

utilizado como padrão.

2.5.8. Determinação dos grupos sulfidrila (P-SH) 

 Para a determinação dos grupos sulfidrila (P-SH) foi empregado a metodologia

de Sedlak & Lindsay (1968) utilizando DTNB (ácido 5,5-ditiobis- (2- nitrobenzóico;

Sigma). Para a determinação do teor de P-SH, a proteína das amostras foi precipitada

com ácido tricloroacético (TCA 50%) seguida de centrifugação (15 minutos, 4 °C 3000

x g). Em seguida, o pellet formado pela proteína precipitada, foi ressuspendido com

tampão de homogeneização (Tris-HCl). Para essa etapa, as amostras foram divididas em

duas alíquotas, uma contendo o agente redutor (NaBH4) e a outra sem o agente redutor,

a  qual  foi  adicionado  o  tampão  fosfato  de  sódio.  As  leituras  foram realizadas  por

absorbância (405 nm) utilizando um leitor de microplacas (Biotek Elx 800®).

2.6. ANÁLISE MORFOLÓGICA

 Para  a  realização  das  análises  morfológicas  foram  coletadas  amostras  do

segundo  arco  branquial  esquerdo  (nove  peixes  por  tratamento).  As  lâminas  foram

confeccionadas mediante procedimentos histotécnicos de rotina, onde se obteve finos

cortes com cinco micrômetros de espessura. Após, os cortes foram corados com azul de

toluidina, para facilitar a identificação dos ionócitos, e fotomicrografadas com o auxílio
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de um microscópio Axio Scpoe A1 model  microscope digital  image capture system

Axiocam 105 color câmera (Zeiss, Germany). Após, as imagens foram analisadas com o

software ImageJ.

2.7. ANÁLISE DE MICRORGANISMOS DOS BIOFLOCOS

Para caracterizar os microrganismos (bactérias e protozoários) associados aos

bioflocos, foram retirados 18 ml de amostra de cada unidade de cultivo, no início e fim

do experimento,  e  fixado  em formol  37%.  Para  a  determinação  da  abundância  das

bactérias foram realizadas confecções de lâminas, onde alíquotas das amostras (0,1mL

para 250 e 500 mg SST/L; 20 µL para 750 mg SST/L e 10 µL para 1000 mg SST/L)

foram filtradas em filtros de membrana de policarbonato e em seguida coradas com

Laranja  de  Acridina  (1%),  na  concentração  de  1  µg/mL (Hobbie  et  al.,  1977).  As

bactérias  foram  fotografadas  utilizando  uma  câmera  fotográfica  acoplada  ao

microscópio de epifluorescência, (Axioplan-Zeiss®), com magnificação de 1000X, onde

posteriormente foram escolhidos 30 campos aleatórios para realização da contagem.

Em  relação  a  determinação  da  abundância  de  protozoários  foi  utilizado  o

microscópio invertido (Olympus IX51®) com magnificação de 20 X, onde alíquotas de

0,5 mL (250 e 500 mg SST/L) e 0,3 mL (750 e 1000 mg SST/L) da amostra foram

colocadas em uma câmara de sedimentação, seguido da escolha aleatória 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 protozoários. Além de grupos de rotíferos,

nematoides e microalgas. 

  
2.8. ESTATÍSTICA 

Os resultados foram expressos em média ± erro padrão. A homogeneidade das

variâncias  e  a  normalidade  dos  dados foram previamente analisados pelos  testes  de

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

utilizado  o  teste  de  normalidade  de  Kolmogorov-Smirnov.  Após,  os  dados  foram

submetidos à  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 concentração de SST). As análises foram realizadas com um nível mínimo de

significância de 95% ou p< 0,05.

3. RESULTADOS

3.1. QUALIDADE DA ÁGUA 

Os resultados  de  qualidade  da  água  são  apresentados  na  Tabela  1.  Variáveis

como a temperatura, oxigênio dissolvido, amônia total, amônia não ionizada e FVI não

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

a dureza, o nitrito, o nitrato, o CO₂, os sólidos sedimentáveis (SS) e os sólidos suspensos

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

TABELA 1: Parâmetros de qualidade da água (média ± erro padrão) durante 15 dias de

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

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

TRATAMENTOS ( mg/L SST)
PARÂMETROS 0 250 500 750 1000
Temperatura (ºC) 26,08±0,14a 26,38±0,17a 27,47±0,19a 26,47±0,21a 27,31±0,13a

Oxigênio
Dissolvido(mg/L)

6,66±0,03a 6,94±0,07a 6,39±0,04a 6,54±0,04a 6,36±0,03a

pH 8,35±0,01c 8,48±0,00ab 8,51±0,00a 8,41±0,00bc 8,34±0,00c

Alcalinidade 
(mg CaCO3/L)

136,00±1,70b 150,79±2,97 a 158,38±2,06a 157,44±2,29a 153,00±1,65a

Dureza
(mg CaCO3/L) 

146,00±3,79a 98,13±5,08c 108,66±3,68bc 117,86±5,31b 145,2±5,25a

NAT
(mg/L)

0,02±0,00a 0,19±0,06a 0,11±0,05a 0,16±0,06a 0,13±0,03a

NH3

(mg/L)
0,00±0,00a 0,03±0,01a 0,02±0,01a 0,02±0,01a 0,01±0,00a

NO2 

(mg/L)
0,04±0,00b 0,20±0,03ab 0,06±0,01b 0,15±0,03ab 0,39±0,16a

NO3

(mg/L)FINAL
80±0,00a 17,33±5,81b 25,66±10,39b 33±15,30b 100±0,00a
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CO2 (ppm) 
FINAL

1,04±0,00ab 0,85±0,04bc 0,83±0,04c 1,02±0,04abc 1,17±0,03a

SS (ml/L) - 11,47±0,92a 20,5±0,63b 33±0,98c 55,79±2,77d

SST (mg/L) - 252,77±11,76a 450,00±15,12b 691,66±11,61c 966,66±29,09d

FVI (mL/g) - 48,58±5,33 a 48,85±2,94 a 48,86±2,34 a 60,03±4,49 a

NAT: amônia total;  NH3:  amônia não ionizada;  NO2:  nitrito;  NO3:  nitrato;  CO2:  dióxido de
carbono; SS: sólidos sedimentáveis: SST: sólidos suspensos totais; FVI: índice de volume de
floco.

3.2. PARÂMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

3.2.1. Superóxido dismutase (SOD)

No cérebro,  houve maior  atividade  da  SOD,  na  concentração com 1000 mg

SST/L em relação a concentração de 250 mg SST/L, sendo que as demais concentrações

não  apresentaram  diferenças  significativas  em  relação  aos  demais  (Figura  3A).  A

atividade da SOD no fígado, apresentou diferença significativa entre os tratamentos com

concentrações de SST e o controle, que apresentou menor atividade (Figura 3B). Nas

brânquias, a maior atividade apresentada da SOD foi em 1000 mg SST/L em relação ao

controle  e  250  mg SST/L.  Além disso,  a  concentração  de  500  mg SST/L também

apresentou diferença significativa,  com uma maior atividade,  em relação ao controle

(Figura 3C).
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Figura 3: Superóxido dismutase no cérebro (A), fígado (B) e brânquias (C) de juvenis de pacu

mantidos em diferentes concentrações de SST. Diferentes letras indicam diferença estatística

(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 fígado,  a

atividade  da  catalase  foi  maior  na  seguinte  sequência  de  concentrações:

1000>controle>250=500=750  mg  SST/L  (Figura  4B).  Nas  brânquias  não  ocorreu

diferença  significativa entre as concentrações de SST (Figura 4C).
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Figura 4: Catalase no cérebro (A), fígado (B) e brânquias (C) de juvenis de pacu mantidos em

diferentes concentrações de SST. Diferentes letras indicam diferença estatística (p˂0,05).

3.2.3. Glutationa S-Transferase (GST) 
 

No cérebro, ocorreu maior atividade da GST nas concentrações 250, 750 e 1000

mg SST/L, em relação ao controle e 500 mg SST/L (Figura 5A). A atividade da GST, no

fígado, foi significativamente maior no controle e nas concentrações de 750 e 1000 mg

SST/L em relação a 250 e 500 mg SST/L (Figura 5B). Nas brânquias ocorreu atividade

significativamente maior na concentração de 750 mg SST/L em relação ao controle e

demais concentrações. Neste mesmo órgão, houve atividade significativamente maior

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

diferentes concentrações de SST. Diferentes letras indicam diferença estatística (p˂0,05).

3.2.4. Glutationa reduzida (GSH)

Como observado na Figura 6A, não houve diferença significativa no cérebro. No

fígado,  houve  uma redução  da  concentração  de  GSH na  concentração  de  1000 mg

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

brânquias  a  GSH foi  significativamente  maior  no  controle  em relação as  diferentes

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

maior concentração de GSH na concentração de 1000 mg SST/L em relação a 750 mg

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

diferentes concentrações de SST. Diferentes letras indicam diferença estatística (p˂0,05).

3.2.5. Capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP)

Não  houve  diferença  significativa  entre  as  diferentes  concentrações  de  SST

testadas  durante  o  período  experimental  em relação  ao  cérebro,  fígado  e  brânquias

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

brânquias (C) de juvenis de pacu mantidos em diferentes concentrações de SST. Diferentes

letras indicam diferença estatística (p˂0,05).

3.2.6. Tióis proteicos (PSH)

De acordo com a análise realizada, não houve diferença estatística nos diferentes

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

diferentes concentrações de SST. Diferentes letras indicam diferença estatística (p˂0,05).

3.2.7. Lipoperoxidação (LPO)

Em relação ao  cérebro,  não  houve diferença  significativa  entre  as  diferentes

concentrações de SST (Figura 9A). No fígado, podemos observar maior lipoperoxidação

no controle em relação as concentrações de 500 a 1000 mg SST/L. Podemos observar

que o dano lipídico diminui nas concentrações com SST em relação ao controle (Figura

9B). Nas brânquias, a concentração de 750 mg SST/L, apresentou maior dano lipídico

em relação ao controle e 1000 mg SST/L (Figura 9C).
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Figura  9:  Lipoperoxidação no  cérebro  (A),  fígado (B)  e  brânquias  (C)  de  juvenis  de  pacu

mantidos em diferentes concentrações de SST. Diferentes letras indicam diferença estatística

(p˂0,05).

3.3. ANÁLISE MORFOLÓGICA

A altura  do  epitélio  e  espessura  das  lamelas  branquiais,  não  apresentaram

diferenças significativas. Entretanto a espessura entre as lamelas branquiais apresentou-

se menor significativamente  no controle  e  na concentração de 1000 mg SST/L,  em

relação as concentrações de 250 e 500 mg SST/L (Tabela 2).

Os  ionócitos  presentes  na  estrutura  branquial  apresentaram  diferenças

significativas,  com uma maior contagem no controle e na concentração 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 ionócitos.

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

42



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

Figura 13: Histologia branquial de juvenis de pacu mantidos em 750 mg/L SST, seta indica os
ionócitos.
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Figura 14: Histologia branquial de juvenis de pacu mantidos em 1000 mg/L SST, seta indica os
ionócitos.

Figura 15: Contagem de ionócitos nas brânquias de juvenis de pacu mantidos em diferentes

concentrações de SST. Diferentes letras indicam diferença estatística (p˂0,05).
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TABELA 2: Valores médios (± erro padrão)  das estruturas branquiais  nos diferentes

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

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

TRATAMENTOS (mg/L SST)
ESTRUTURAS
BRANQUIAIS

0 250 500 750 1000

Altura do epitélio 
(µm)

17,8±0,74a 18,35±0,59a 18,24±0,65a 16,75±0,70a 19,53±0,58a

Espessura das 
lamelas (µm)

20,55±0,42a 17,75±0,39a 15,33±032a 20,82±0,40a 22,85±0,53a

Espessura entre 
lamelas (µm)

13,64±0,29b 21,53±0,45a 22,04±0,35a 17,00±0,29ab 13,00±0,31b

3.4. ANÁLISE DE MICRORGANISMOS

A quantificação das bactérias cocoides livres, no início e final do experimento,

não  apresentaram  diferenças  significativas  nas  diferentes  concentrações  de  SST.

Entretanto,  podemos  observar  que  houve  uma  abundância  significativa  maior  no

período  final,  nas  concentrações  de  750  e  1000  mg  SST/L em  relação  as  demais

concentrações  (Figura 16).
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Figura 16:  Valores médios (± erro padrão) de cocoides livres no cultivo de pacu mantidos em

diferentes concentrações de SST. Diferentes letras maiúsculas diferentes significam diferenças

entre  o  mesmo  tratamento  e  entre  os  períodos  e  letras  minúsculas  diferentes  significam

diferenças entre diferentes tratamentos no mesmo período (p˂0,05).

No que se refere as cocoides aderidas nas concentrações de 250, 500 e 1000 mg

SST/L a abundância não apresentou diferença significativa no início e fim do período

experimental.  A concentração  de  750  mg  SST/L apresentou  diferença  significativa,

ocorrendo um aumento da abundância no final  do experimento.  Entretanto,  a  maior

concentração de cocoides aderidas ocorreu na concentração de 1000 mg SST/L (Figura

17).

 Figura 17:  Valores médios (± erro padrão) de cocoides aderidas  no cultivo de pacu mantidos

em  diferentes  concentrações  de  SST.  Diferentes  letras  maiúsculas  diferentes  significam

diferenças  entre  o  mesmo  tratamento  e  entre  os  períodos  e  letras  minúsculas  diferentes

significam diferenças entre diferentes tratamentos no mesmo período (p˂0,05).
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Não houve diferença significativa em relação as bactérias filamentosas aderidas,

no  que  diz  respeito  ao  início  e  final  do  período  experimental  nas  diferentes

concentrações de SST. Contudo, essas bactérias, apresentaram uma maior quantificação

no  período  final   da  concentração  de  1000  mg  SST/L,  em  relação  as  demais

concentrações no mesmo período (Figura 18). 

Figura  18:   Valores  médios  (±  erro  padrão)  de  filamentosas  aderidas  no  cultivo  de  pacu

mantidos  em  diferentes  concentrações  de  SST.  Diferentes  letras  maiúsculas  diferentes

significam  diferenças  entre  o  mesmo  tratamento  e  entre  os  períodos  e  letras  minúsculas

diferentes significam diferenças entre diferentes tratamentos no mesmo período (p˂0,05).

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

apresentaram diferença significativa, tendo maior abundância destas bactérias ao final
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do período experimental. Nas concentrações de 250 e 500 mg SST/L observamos que a

abundância foi igual durante início e fim (Figura 19).

Figura 19:  Valores médios (± erro padrão) de filamentosas livres no cultivo de pacu mantidos

em  diferentes  concentrações  de  SST.  Diferentes  letras  maiúsculas  diferentes  significam

diferenças  entre  o  mesmo  tratamento  e  entre  os  períodos  e  letras  minúsculas  diferentes

significam diferenças entre diferentes tratamentos no mesmo período (p˂0,05).

Com relação aos bacilos, não ocorreu diferença entre início e final, dentro de

cada concentração, entretanto as concentrações de 750 e 1000 mg SST/L, apresentaram

quantificações  significativamente maiores em relação as demais concentrações ao final

do período experimental (Figura 20).
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Figura 20:  Valores médios (± erro padrão) de bacilos no cultivo de pacu mantidos em diferentes

concentrações  de  SST.  Diferentes  letras  maiúsculas  diferentes  significam diferenças  entre  o

mesmo tratamento e entre os períodos e letras minúsculas diferentes significam diferenças entre

diferentes tratamentos no mesmo período (p˂0,05).

A abundância dos vibrios não apresentou diferenças significativas (Figura 21).
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Figura 21:  Valores médios (± erro padrão) de vibrio no cultivo de pacu mantidos em diferentes

concentrações  de  SST.  Diferentes  letras  maiúsculas  diferentes  significam diferenças  entre  o

mesmo tratamento e entre os períodos e letras minúsculas diferentes significam diferenças entre

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

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

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

Figura 23: Abundância de bactérias no floco microbiano (A) filamentosas livres e (B)

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

aumento de 1000x (Fonte: Arquivo pessoal).

A  quantificação  dos  protozoários,  flagelados  não  apresentou  diferenças

significativas (Figura 25).

Figura 25:   Valores  médios  (± erro padrão)  de flagelados no cultivo de pacu mantidos em

diferentes concentrações de SST. Diferentes letras maiúsculas diferentes significam diferenças

entre  o  mesmo  tratamento  e  entre  os  períodos  e  letras  minúsculas  diferentes  significam

diferenças entre diferentes tratamentos no mesmo período (p˂0,05).
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 A  quantificação  dos  ciliados  apresentou  diferença  significativa  nas

concentrações de 750 e 1000 mg SST/L, onde houve um aumento destes organismos no

período final em relação ao inicial. Nestas mesmas concentrações também houve um

aumento significativo dos ciliados, no final do período do experimento, relacionados as

demais concentrações no mesmo período (Figura 26). 

Figura  26:   Valores  médios  (±  erro  padrão)  de  ciliados  no  cultivo  de  pacu  mantidos  em

diferentes concentrações de SST. Diferentes letras maiúsculas diferentes significam diferenças

entre  o  mesmo  tratamento  e  entre  os  períodos  e  letras  minúsculas  diferentes  significam

diferenças entre diferentes tratamentos no mesmo período (p˂0,05).

Para os rotíferos, apenas no tratamento de 500 mg SST/L não foi encontrado a

presença  desses  organismos,  nos  demais  tratamentos  aconteceu  uma  diminuição  da

abundância entre o início e fim do experimento (Figura 27).
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Figura  27:   Valores  médios  (±  erro  padrão)  de  rotíferos  no  cultivo  de  pacu  mantidos  em

diferentes concentrações de SST. Diferentes letras maiúsculas diferentes significam diferenças

entre  o  mesmo  tratamento  e  entre  os  períodos  e  letras  minúsculas  diferentes  significam

diferenças entre diferentes tratamentos no mesmo período (p˂0,05).

As  microalgas  apresentaram  uma  redução  significativa  de  sua  abundância,

apenas na concentração de 1000 mg SST/L, entre os diferentes períodos experimentais

(Figura 28).
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Figura 28:   Valores médios (± erro padrão) de microalgas no cultivo de pacu mantidos em

diferentes concentrações de SST. Diferentes letras maiúsculas diferentes significam diferenças

entre  o  mesmo  tratamento  e  entre  os  períodos  e  letras  minúsculas  diferentes  significam

diferenças entre diferentes tratamentos no mesmo período (p˂0,05).

 E por último, não houve diferença significativa para o grupo dos nematóides

durante o experimento. É importante salientar que na concentração de 1000 mg SST/L

não foi encontrado a presença desses organismos, nos tratamentos de 250 e 750 mg

SST/L só ocorreu a  presença no início 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  protozoários  e  demais  grupos
observados

Figura 29:  Fotografias  de (A) flagelados (seta  branca)  e  rotífero (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) nematóides presentes no cultivo de pacu em BFT
com aumento de 20X (Fonte: Arquivo pessoal).

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

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

Os parâmetros de qualidade da água permaneceram, ao longo do experimento,

dentro dos níveis  ideais para o pacu.  Entretanto,  a  dureza teve um aumento com o

aumento das concentrações de SST. 

Referente aos resultados de alcalinidade, o que pode ter acontecido foi que nos

tratamentos  com  sistema  BFT,  ocorreu  a  presença  principalmente  de  bactérias

heterotróficas, onde realizam o consumo de carbono orgânico e nitrogênio inorgânico

(Avnimelech,  1999).  Devido  a  isso,  não  foi  priorizado  o  consumo  de  carbono

inorgânico,  por  outro  lado,  no sistema de recirculação (controle),  houve a  presença

predominante de bactérias nitrificantes, e essas bactérias consomem carbono inorgânico

(Avnimelech, 2015), o que provavelmente explica a menor concentração de alcalinidade

no  sistema  de  recirculação  e  maiores  concentrações  no  sistema  BFT.  Contudo,  a

alcalinidade e dureza permaneceram em níveis desejáveis para o pacu.

A atividade da SOD em 1000 mg SST/L (cérebro e brânquias) e da CAT em 750

e 1000 mg SST/L (cérebro e fígado) apresentaram-se elevadas. Contudo, no fígado 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  razão  da  exposição  a

concentrações  de SST.  Ambas as enzimas são muito importantes,  pois são uma das

principais  enzimas  que  atuam na  defesa  antioxidante  eliminando as  ERO (Kovacik,

2017).

             Outra enzima que se destaca é a GST, a qual apresentou maior atividade nos

diferentes órgãos nas concentrações de 750 e 1000 mg SST/L, exceto nas brânquias

onde a maior atividade foi apenas em 750 mg SST/L. A atividade elevada da GST indica

que há um alto potencial de detoxificação, especialmente nas concentrações de 750 e

1000 mg SST/L, principalmente no fígado. O fígado é um órgão que possui diversas

funções, tal como detoxificação, regulação do metabolismo de nutrientes, processos de

digestão (Rust, 2003) e, também as células hepáticas possuem maior competência na

degradação de ERO e xenobióticos (Ekambaram et al., 2014). Nas brânquias, a maior

atividade da GST, na concentração de 750 mg SST/L, seguido da diminuição em 1000

mg SST/L pode ser explicado devido as alterações branquiais que ocorreram, como a

diminuição da espessura entre as lamelas, que induziram a uma diminuição na captação

de oxigênio dissolvido.

 Além disso, a relação entre a atividade da GST com GSH nos demonstrou que a

GSH pode ser consumida via ação da GST (Droge, 2002),  quando a GST realiza a

conjugação da GSH com eletrófilos para diminuir a toxicidade de xenobióticos. E ainda

de acordo com isso, a GSH pode ter ação direta interceptando as ERO. Dessa forma,

podemos  observar  que  no  tratamento  controle,  no  cérebro,  a  GSH pode  ter  atuado

eliminando as ERO, já que a atividade da GST não se demonstrou elevada. Entretanto

no fígado e brânquias, é possível que a GST tenha realizado a conjugação com GSH

para continuar atuando nesse ciclo.

A concentração de 250 mg SST/L apresentou uma resposta inversa em relação

ao  controle.  No cérebro,  a  GSH pode ter  sido conjugada pela  GST e no fígado e

brânquias, é provável que GSH tenha atuado sozinha no combate as ERO. Contudo, em

500 mg SST/L, independente do órgão, a GSH realizou a intercepção das ERO, onde as

variações podem ser explicadas também pela síntese da própria GSH. Na concentração

de 750 mg SST/L a situação mudou, e o que ocorreu foi que aconteceu a conjugação da

GSH pela GST, e na concentração de 1000 mg SST/L cada órgão teve uma resposta

diferente,  onde  no  cérebro  não  ocorreu  diferença,  a  menor  concentração  no  fígado

ocorreu em 1000 mg SST/L e nas brânquias em 750 mg SST/L. De acordo com isso,

podemos verificar que situações de estresse severas podem levar a baixa concentração
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de GSH, indicando que o sistema antioxidante sofreu danos e que altas concentrações de

SST junto com o tempo de exposição podem levar ao consumo de estoque de GST, por

isso GST vai realizar a conjugação com GSH, para continuar atuando.

Com relação  aos  danos  oxidativos,  as  diferentes  concentrações  de  SST,  não

induziram danos às proteínas, entretanto ocorreu alteração na peroxidação lipídica. No

fígado,  o  controle  apresentou  maiores  níveis  de  LPO  e,  nesse  caso,  o  sistema  de

bioflocos proporcionou uma redução da peroxidação lipídica, estimulando o organismo

a desenvolver maior capacidade de controlar as ERO, proporcionando uma melhora da

saúde e/ou do estado imune dos animais (Mansour & Esteban, 2017; Yu et al., 2019).

Além disso, menores danos lipídicos no fígado indicam uma maior detoxificação dos

metabólitos resultantes da LPO, como por exemplo, a ação da enzima GST (Da Rocha

et al., 2009).  O cérebro é considerado um dos órgãos mais susceptíveis ao ataque por

um radical livre, devido a sua necessidade elevada de consumo de oxigênio, elevada

concentração  de  PUFA e  por  possuir  um déficit  no  sistema  antioxidante  (Sahin  &

Gumuslu, 2004). Porém nosso estudo evidenciou que no cérebro não ocorreu alteração

na lipoperoxidação. Entretanto, as brânquias, apresentaram maior e menor dano lipídico

nas  concentrações  de  750  mg  SST/L  e  1000  mg  SST/L,  respectivamente.  Estes

resultados demonstram que ocorreram danos nas brânquias, prejudicando a captação de

oxigênio e a troca gasosa. Dessa forma, os animais poderiam ter apresento um quadro

de hipóxia funcional, incidindo negativamente sobre a formação de ERO, e devido a

isso inibiu a lipoperoxidação, já que não 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 formação 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  constituição  antioxidantes,  como  os  carotenóides  e  as

vitaminas lipossolúveis.  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 tilápia, 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 não houve diferença em relação a CAT, SOD, ACAP e LPO no fígado e brânquias.

Em outro  estudo,  com tilápia  também,  onde  avaliaram diferentes  concentrações  da
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relação C:N (Dilmi et al., 2022), o SST ficou em uma faixa de 465-750 mg/L, porém

não houve diferença  no fígado,  na  CAT e  SOD.  Já  em um trabalho comparando o

sistema BFT com o RAS (Martins et al., 2015), em Litopenaeus vannamei, não ocorreu

diferença nas brânquias em relação a GST, ACAP e TBARS, porém a quantidade de

GSH foi maior no RAS.

Na criação em sistema BFT,  o constante contato das brânquias com elevadas

concentrações de SST, pode levar a alterações na morfologia branquial, e possivelmente

a  um estresse  respiratório  e  problemas  com a  excreção  da  amônia,  principalmente,

causando ao animal  uma intoxicação por esta substância  (Randall  & Wright,  1987).

Sendo assim, devemos considerar que as brânquias estão em contato contínuo com o

meio para a realização de processos fisiológicos, por isto são um dos primeiros órgãos a

demonstrar se houve alguma alteração 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  diminuição  do  espaço  entre  as  lamelas,

levando a uma situação prejudicial para ocorrência das trocas gasosas (Au et al., 2004).

Em  nosso  estudo,  observamos  que  a  espessura  entre  as  lamelas  foi  menor  na

concentração de 1000 mg SST/L e no controle, mesmo não tendo a presença de SST.

Os ionócitos (ou comumente conhecidos como células de cloreto e/ou células

ricas  em  mitocôndrias)  estão  localizados  na  base  das  lamelas  e  no  epitélio  dos

filamentos  e  atuam no processo de osmorregulação dos peixes  (Hirose et  al.,  2003;

Dymowska et al., 2012). De acordo com Perry (1989) a proliferação dos ionócitos é um

mecanismo que o animal utiliza para aumentar a capacidade do epitélio branquial no

processo de transporte iônico. No nosso estudo, observamos que na concentração de

1000 mg SST/L e no controle, ocorreu maior contagem de ionócitos, sugerindo que altas

concentrações de SST prejudiquem o transporte de íons. Além disso, essa proliferação

ocorrida pode prejudicar a absorção do O2 da água e consequente difusão para o sangue,

pois o espaço entre a barreira água-sangue pode ser afetado (Perry, 1993).

Hatem et al. (2013) em seu estudo com tilápia no sistema BFT, onde a faixa de

SST variou de 220 a 510 mg SST/L, observaram edemas gerados pela presença dos

sólidos,  levando  a  uma  situação  de  redução  do  espaço  entre  as  lamelas,

consequentemente levando a um quadro de estresse respiratório (Strzyzewska et  al.,

2016). De acordo com isso, os mesmos autores destacaram que as concentrações de

SST,  para  esta  espécie,  devem permanecer  na  faixa  de  220 a  250 mg SST/L,  para

evitar/reduzir  danos  nas  brânquias.  Angeles-Escobar  et  al.  (2021)  observou  em seu
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trabalho  com  pirapitinga,  que  no  seu  controle  (sem  sólidos)  houve  hiperplasia  do

filamento branquial, fusão completa das lamelas, espessamento dos vasos sanguíneos de

filamentos  e  lamelas.  Neste  mesmo  trabalho  também  ficou  evidenciado  que  as

concentrações  na  faixa  de  200-300  mg  SST/L e  400-600  mg  SST/L apresentaram

hiperplasia leve, fusão das lamelas, espessamento dos filamentos e das lamelas. Estas

evidências  corroboram  com  nossos  resultados  pela  observação  da  ocorrência  da

diminuição da espessura entre as lamelas no controle e em 1000 mg SST/L.

Os  microrganismos  são  de  extrema  importância  nos  sistemas  utilizados  na

Aquicultura. Estão ligados a produção primária, fonte de alimento de ótima qualidade

para outros organismos, realização de ciclagem de nutrientes e melhora na qualidade da

água (Avnimelech, 2012). No sistema BFT, a propagação de microrganismos é dada

pela  constante  aeração  e  acréscimo  de  fontes  de  carbono.  Então,  juntando  os

microrganismos com a matéria orgânica em suspensão temos a origem dos bioflocos

(Haslun et al., 2012).

Ferreira (2008) observou em seu estudo que bactérias cocoides podem ter uma

relação com as bactérias formadoras dos bioflocos, podendo haver uma relação entre a

abundância 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 orgânico disponível  no meio interfere na organização desses

microrganismos.  Assim  como  as  bactérias  cocoides,  as  filamentosas  também

apresentaram maior abundância nas concentrações de 750 e 1000 mg SST/L, visto que

esses tratamentos receberam maior quantidade de carbono orgânico (melaço) ao longo

do experimento.

Bactérias do gênero Bacillus  podem ocorrer no sistema BFT através da excreção

do  trato  gastrointestinal  dos  animais,  podendo  haver  aumento  dessas  bactérias  em

contato  com a  água  após  excreção  (Gutiérrez  et  al.,  2016).  Os  bacilos  tem função

probiótica,  atuando no sistema imune dos animais (Kuebutornye et  al.,  2019).  Além

disso,  podem  auxiliar  no  controle  de  espécies  patogênicas  de  organismos,  como  o

vibrio, sendo as bactérias uma das primeiras a atuarem, pois são consideradas como

uma das primeiras a estarem no nível trófico do sistema. Assim o sistema BFT pode

atuar, através da colônia destas bactérias com um efeito probiótico (Emerenciano et al.,

2013).  Isto  está  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 presença no sistema BFT são os protozoários.

Estes microrganismos são considerados fontes de incremento nutricional, pois possuem

uma alta relação entre proteína-energia, sendo competentes ao que se refere a síntese de

ácidos  graxos  poliinsaturados,  onde  se  alimentam  de  bactérias  (Zhukova  &

Kharlamenko,  1999).  Dentro  deste  grupo,  os  ciliados  podem  ser  usados  como

indicadores da qualidade da água (Decamp et al., 1999), participam da alimentação dos

organismos cultivados e ainda ajudam no controle de espécies patogênicas (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 protozoários (Thompson et

al.,  1999),  o  que  pode ser  um dos  motivos  da  maior  concentração  de  ciliados  nas

concentrações de 750 e 1000 mg SST/L, assim como foi observado para as bactérias. 

Em nosso estudo, não ocorreu diferença na abundância dos flagelados. Porém

em  estudo  de  Reis  et  al.  (2019)  e  Ferreira  (2008)  estes  autores  observaram  uma

concentração  inversa  nas  concentrações  de  flagelados  e  ciliados,  isto  é,  quando  a

abundância de flagelados diminuiu, a dos ciliados aumentou.

A presença de rotíferos 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 aglomeração da matéria orgânica, formando novos flocos

microbianos (Pérez, 2010). Entretanto, observamos em nosso trabalho, que ocorreu um

decréscimo  na  sua  abundância  entre  o  período  inicial  e  final,  uma  hipótese  é  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 nematóides, os quais no

sistema BFT servem de alimento para os ciliados (Ray et al., 2012). Em nosso estudo

observamos  uma  baixa  abundância  desses  microrganismos,  já  que  basicamente  nas

diferentes  concentrações  e/ou  períodos  do  experimento  não  houve  a  presença  dos

nematóides, e devido a isso, ocorreu o aumento dos ciliados. 

Em geral, as microalgas são as primeiras a se desenvolverem, servindo como

alimento para o zooplâncton e contribuindo para o desenvolvimento das bactérias (Wei

et al., 2016). Porém sua presença ocorreu praticamente apenas no período final do nosso

estudo,  o  que  pode  significar  que  a  microalga  foi  bastante  consumida  pelos  outros

microrganismos, como as dáfnias, onde mesmo que a sua abundância não tenha sido
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estimada, foi verificada a sua presença. Os protozoários são outro grupo que consomem

as microalgas (Nagano & Decamp, 2004).

Ciliados,  flagelados  e  bactérias  normalmente  se  desenvolvem em meios  que

possuem concentrações elevadas de carbono orgânico (Azam et al., 1983). De acordo

com isso, a maior quantidade de matéria orgânica, no sistema BFT, pode aumentar a

abundância  dos  organismos  (Milstein,  1992)  já  que  tem  mais  disponibilidade  de

nutrientes. De modo geral, observamos que houve uma relação direta entre a abundância

dos microrganismos e a concentração de SST, no qual, a mesma observação foi relatada

em outros trabalhos (Ferreira,  2008; Silveira,  2017).  Podemos definir  assim,  que no

sistema BFT em diferentes estudos, as concentrações das diferentes comunidades de

microrganismos  apresentam-se  variáveis,  podendo  ocorrer  uma  maior  ou  menor

abundância devido a composição do floco e suas características.

5. CONCLUSÃO

De acordo com nossos resultados, podemos concluir que a criação do pacu em

sistema BFT com relação aos parâmetros de estresse oxidativo e análises morfológicas,

é indicada a concentração de até 500 mg SST/L, pois a partir de 750 mg SST/L ocorrem

alterações  nas  defesas  antioxidantes,  danos  lipídicos  nas  brânquias  e  alterações  nas

estruturas branquiais. 
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