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Resumo

Amplamente aplicados na aquicultura como alimento vivo para larvas e juvenis de
peixes e crustaceos devido ao elevado valor nutricional, os microcrusticeos do género
Daphnia sdo comumente encontrados em ambientes com alto teor de matéria organica,
microalgas, bactérias e fungos, condi¢BGes estas similares as encontradas no sistema de
bioflocos. Neste sentido, o reuso da adgua do biofloco para a producdo de Daphnia torna-se
uma opcao de sistema aquicola ambientalmente amigéavel. Esta pesquisa objetivou avaliar o
cultivo de Daphnia similis utilizando agua proveniente do cultivo de tilapia do Nilo em
sistema de bioflocos. O experimento foi conduzido no Laboratério de Producdo de Alimento
Vivo — LAPAVI -UFRPE, durante 30 dias, apresentando trés tratamentos: DACC - cultivo de
D. similis em &gua clara com inoculacéo da microalga Chlorella vulgaris.; DB- cultivo de D.
similis em &gua de bioflocos de cultivo de tilapia do Nilo sem inoculagédo de C. vulgaris e
DBC- cultivo de D. similis em agua de bioflocos de cultivo de tilapia do Nilo com inoculacdo
da microalga C. vulgaris foram dispostos inteiramente ao acaso com cinco réplicas cada em
tanques de 20L (42 x 17 x 29 cm) com 12 L de volume e com densidade de estocagem de 9
org.LY. A 4gua do cultivo da tilapia do Nilo em sistema de bioflocos com relacdo
carboidrato:nitrogénio de 12:1, 45 dias de cultivo, densidade de 40 ind.m™ e peso médio de
30,57 + 10,04 g, foi coletada e distribuida nas unidades experimentais. Foram avaliadas as
varidveis de qualidade de &gua e de crescimento do microcrustaceo. As varidveis pH,
temperatura e sélidos dissolvidos totais (SDT) demonstraram, através da correlagdo de
Spearman, correlagéo positiva significativa (p<0,05) com as flutuacGes nas densidades de D.
similis, sendo a temperatura a que obteve a correlacdo mais elevada (r = 0,59). Diferencas
estatisticas (p<0,05) foram encontradas para as varidveis taxa de crescimento especifico
(TCE), tempo de duplicacdo (TD), densidade média méxima atingida (DMX) e rendimento
(R) entre os tratamentos, no qual o DBC atingiu um R de 1065,8 + 313,3 org.L"dia™ e uma
DMX 800% superior ao DACC. Assim, o uso da agua de cultivo de tilapia do Nilo em
sistema de bioflocos no cultivo de Daphnia similis apresentou uma alternativa promissora

para a producéo de alimento vivo na aquicultura.

Palavras-chave: BFT; Oreochromis niloticus, alimento vivo; cladécero; Chlorela vulgaris

vii



Abstract

Applied widely in the aquaculture as live food to both fish and crustacean on larvae and
juvenis stages because the high nutritional values, the microcrustacean from Daphnia genus
are mainstream found out in environments with high content of organic matter, microalgae,
bacteria and fungi, and that conditions are similar with that found in biofloc system. In this
regard, the biofloc water reuse to Daphnia production becomes an option to environmentally
friendly aquaculture system. This research aimed assesses the Daphnia similis culture using
wastewater from tilapia farming in biofloc system. The experiment was carried out at
Laboratério de Produgdo de Alimento Vivo — LAPAVI —UFRPE, during 30 days, with three
treatments DCCW — D. similis culture in clear water with the addition of C. vulgaris; DCBW
—D. similis culture in biofloc water from Nile tilapia farming without C. vulgaris adding; and
DCBWC - D. similis culture in biofloc water from Nile tilapia farming with C. vulgaris
adding were conducted entirely at random with five replicates each using 20L tanks (42 x 17
x 29 cm), with 12 L of useful volume and stocking density of 9 org.L™ . The culture water
from Nile tilapia farming in biofloc system had a carbohydrate:nitrogen ratio of 12:1, 45 day
of culture, stoking density of 40 fish.m™ and mean weight of 30.57 + 10.04 g, was collected
and shared on the experimental units. It were evaluated both water quality and growth
variables from the microcrustacean. The water quality variables pH, temperature and total
dissolved solids (TDS) showed significant positive correlation (P<0.05) with the densities
changes of D. similis by Spearman correlation, in that the temperature obtained the highest
correlation (r = 0.59). Statistic differences (P<0.05) were found to specific growth rate (SGR),
duplication time (DT), maximum mean density (MXD) and yield (Y) among the treatments,
in that DBC achieved a Y of 1,065.8 + 313.3 org.L™"day™ and a DMX 800% higher than
DACC treatment. Thus, the use of water from Nile tilapia farming in biofloc system in
Daphnia similis culture showed a promising alternative to live food production in the

aquaculture.

Keywords: BFT, ; Oreochromis niloticus, live food, cladoceran, Chlorella vulgaris.
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1- Introducéo
A aquicultura em sistemas de bioflocos tem apresentado resultados de producéo

positivos tanto no cultivo de camardes (Litopenaues vannamei, Penaues monodon,
Farfantepenaeus brasiliensis, Macrobrachium rosenbergii) (EMERECIANO et al., 2012;
ESPARZA-LEAL et al., 2016; KHATOON et al., 2016; XU et al., 2016; HUANG et al.,
2017; MIAO et al., 2017) como no cultivo de peixes (Oreochromis niloticus, Ictalurus
punctatus, Clarias gariepinus, Labeo rohita) (GREEN et al., 2014; AHMAD et al., 2016;
DAY etal., 2016; EKASARI et al., 2016).

Seguindo esta mesma tendéncia, o cultivo de tilapia (O. niloticus) em sistema de
bioflocos tem demonstrado bons resultados em termos de crescimento e sobrevivéncia destes
organismos. PEREZ-FUENTES et al. (2016) relataram que a tilapia do Nilo (O. niloticus)
apresentou sobrevivéncia e biomassa final de aproximadamente 95% e 18 kg.m®
respectivamente em sistema de bioflocos adotando uma relagdo C:N de 10:1. Similarmente,
ZHANG et al. (2016) atingiram densidades de 37,93 kg.m™ e sobrevivéncia de 82,78% em
120 dias de cultivo em sistema de bioflocos utilizando poli-B-hidroxibutirico como fonte de
carbono.

Apesar dos excelentes resultados produtivos dos organismos cultivados, a
problemdtica atual do efluente da aquicultura proveniente de sistemas de bioflocos é devido a
carga de nutrientes com altas concentracdes de fésforo e nitrato. Assim, torna imperativo a
conducdo de pesquisas que visem a reutilizagdo e/ou biorremediagdo destes efluentes. Neste
sentido, alguns trabalhos relatam o uso do efluente de bioflocos na producdo de biomassa
algal, na complementacdo da dieta dos organismos cultivados e em sistemas de aquaponia
(NETO et al., 2015; KHATOON et al., 2016; ABREU et al., 2016; MAGNOTTI et al., 2016

a, b; PINHO et al., 2017).
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Dentro desta conjuntura, o reuso da agua proveniente de cultivos em sistema de
bioflocos para a producdo de alimento vivo (zooplancton) torna-se uma opcao sustentavel,
tendo o microcrustaceo Daphnia como um forte candidato.

Espécies do género Daphnia sdo abundantes em ambientes detentores de alta
concentracdo de matéria organica (detritos), onde ha a proliferacdo de bactérias, leveduras e
microalgas, pois utilizam estes componentes como alimento (TORRENTERA e TACON,
1989; BARRERA et al., 2003). Os efluentes aquicolas em sistema de cultivo bioflocos
“Biofloc Tecnology (BFT)” destacam-Se por possuir estas caracteristicas e ter flocos
constituidos principalmente por bactérias, microalgas, fezes, restos de organismos mortos,
protozoarios, cianobactérias, pequenos metazoarios e formas larvais de invertebrados, entre
outros (WASIELESKY et al., 2006; BALLESTER et al., 2010). Além disso, os bioflocos séo
ricos em nutrientes, como: vitaminas e proteinas, apresentando atratividade para o animal
cultivado (SILVA et al. 2013), podendo assim ser fonte de alimento também para as Daphnia.

Conhecido como “pulga d’agua”, esse cladocero ¢ muito utilizado como opcao de
alimento vivo na aquicultura, principalmente na piscicultura. Sua biomassa é ofertada as
larvas de peixes e crustaceos, bem como individuos jovens e adultos, sendo extremamente
atrativa devido a sua motilidade e composicédo nutricional (OCAMPO et al., 2010). Segundo
BARRERA et al. (2003), Daphnia sp. possui, em matéria seca, um elevado valor protéico
(50%) e valores de acidos graxos da ordem de 20-27%.

Em termos de perfil de aminoacidos, este microscrustaceo apresenta: arginina
(10,26%), cistina (1,17%), histidina (2,69%), metionina (3,45%), triptofano (3,62%) e tirosina
(4,27%) (TORRENTERA e TACON, 1989) os quais sdo importantes para o0 desenvolvimento
dos organismos aquéticos. Além disso, atua no aumento da resisténcia a agentes patdgenos.

CHIU et al. (2015) identificou maior resisténcia em larvas do barramundi (Lates calcarifer) a

13
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Aeromonas hydrophila quando alimentadas com farinha de D. similis, o que pode ser
explicada pelas elevadas quantidades de quitosana que as Daphnia possuem, como é o caso da
D. longispina a qual apresenta um avariacao de 75-76% de quitosana (KAYA et al., 2014).
Dentre as microalgas ofertadas na dieta de claddceros, a cloroficea Chlorella vulgaris,
espécie de agua doce, é a mais comum por ser abundante em &cidos graxos poliinsaturados
(PUFAS) e constitui-se como uma 6tima opcao de alimento para Daphnia sp., pois aumenta
sua resposta imune e proporciona melhoria no seu crescimento, consequentemente uma
melhor eficiéncia produtiva (ALVA-MARTINEZ et al., 2004; OTERO et al., 2013).
Dentro deste contexto, este estudo objetivou avaliar o cultivo de D. similis utilizando
efluente proveniente do cultivo de tilapia em sistema de bioflocos com a adicdo de Chlorella

vulgaris na dieta.
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2 - Revisdo de literatura
2.1 Sistema de bioflocos

O sistema de bioflocos tem tido grande repercussdo no cenario aquicola nacional e
mundial. Em ambos os setores da carcinicultura e piscicultura esta nova metodologia de
cultivo tem expressado bons resultados produtivos. O sistema de cultivo bioflocos “Biofloc
Tecnology (BFT)” baseia-se em flocos constituidos principalmente por bactérias, microalgas,
fezes, exoesqueletos, restos de organismos mortos, protozoarios, cianobactérias, pequenos
metazoarios e formas larvais de invertebrados, entre outros (WASIELESKY et al., 2006;
BALLESTER et al., 2010), os quais, sdo formados pela manipulagdo de diferentes relacdes
carbono e nitrogénio no sistema, variando de 10 a 20:1, para camardes e peixes cultivados
(AVNIMELECH, 2009; KRUMMENAUER et al., 2012; PEREZ-FUENTES et al., 2016).
Além disso, este sistema permite a minima ou zero troca de agua durante o cultivo, o que
diminui os gastos com agua além da alta producdo em pequenas areas (EMERENCIANO et
al., 2017).

Com relacdo a carcinicultura em bioflocos, EMERENCIANO et al. (2012)
compararam o cultivo em bioflocos, com e sem a adi¢do de racdo, com o cultivo tradicional
em agua clara, com adicao de racdo, na fase bercario e obtiveram como resultados maiores
valores de peso final, biomassa final e ganho de peso mesmo no tratamento que utilizaram
bioflocos, inferindo que o seu uso pode ser eficiente na substituicdo de racédo e alcance de alta
performance animal.

A hipotese do biofloco servir de alimento para os organismos cultivados também foi
testada por KATOON et al. (2016), os quais utilizaram a matéria seca do biofloco como
substituinte da racdo comercial (25, 50, 75 e 100%) na criacdo de pés-larvas de L.vannamei e

constatou que as pos-larvas alimentadas com 50% biofloco e 50% ragao atingiram maior taxa
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de crescimento especifico e sobrevivéncia do que aquelas alimentadas apenas com racao
comercial.

Além disso, o biofloco também tem sua atuacdo ndo apenas nutricional, mas também
na melhoria da resposta imune a agentes patogenos. MIAO et al. (2017) desafiaram com
Aeromonas hydrophila o camardo de 4gua doce Macrobrachium rosenbergii cultivados em
sistema BFT, mantidos em diferentes relagcdes de carbono e nitrogénio (10 e 20:1), acrescido
ou ndo de probidticos, e como resultados observaram maior resisténcia, aumento na area de
absorcdo e na microbiota intestinal nos camardes cultivados em bioflocos mais probidtico
comparado com 0s criados em agua clara e probidtico. Esta acdo de controle de patdgenos
também foi observado em cultivos integrados em sistema de bioflocos, como relatado por
BRITO et al. (2016). Neste trabalho, L.vannamei cultivados em sistema de bioflocos
juntamente com a macroalga Gracilaria birdiae atingiram maior crescimento, rendimento e
proteina bruta, sendo observado também uma reducéo na concentracao de Vibrio.

Em paralelo, na piscicultura, em particular na producdo de tilapia do Nilo
(Orechromis niloticus), o uso do bioflocos resultou em sobrevivéncia e biomassa final de
aproximadamente 95% e 18 kg.m™, respectivamente em uma relacdo C:N de 10:1 (PEREZ-
FUENTES et al., 2016). DAY et al. (2016) também obtiveram resultados interessantes quando
compararam o crescimento de trés diferentes espécies de tilapia (O. niloticus, O. mossambicus
e O. andersonii) em biofloco, tendo como a mais indicada para o cultivo em BFT a O.
niloticus devido as melhores taxas de crescimento especifico (0,693 + 0,018 g.dia™) e menor
valor da taxa de converséo alimentar 1,01 + 0,05.

AHMAD et al. (2016) observaram também melhor resposta imunoldgica em
individuos de Labeo rohita cultivados em sistema de bioflocos tendo como fonte de carbono a

tapioca durante 60 dias e posteriormente desafiados com A. hydrophila.
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2.2 Diferentes formas do reuso do biofloco

A preocupagdo com o destino final do efluente de cultivos aquicolas em sistema de
bioflocos ja é algo atual devido a grande carga de nutrientes, principalmente nitrato e o
fésforo. Assim, pesquisas recentes ja relatam o uso do efluente de bioflocos na producdo de
biomassa algal, na complementacdo da dieta de organismos cultivados e em sistemas de
aquaponia (NETO et al., 2015; KHATOON et al., 2016; ABREU et al., 2016; MAGNOTTI et
al., 2016 a, b; PINHO et al., 2017).

MAGNOTTI et al. (2016, b) utilizaram o efluente do cultivo de Litopenaeus vannamei
em sistema de bioflocos para a producdo de biomassa microalgal (Chaetoceros muelleri,
Nannochloropsis oculata e Tetraselmis chuii) e posterior oferta dessa biomassa produzida
para a alimentacdo de Artemia franciscana. Além da producdo da biomassa, relataram
também a reducdo do nitrato variando de 87 a 85% para as microalgas T. chuii e N.oculata,
respectivamente. Similarmente, ABREU et al. (2016) utilizando o residuo solido de biofloco
como substituinte do meio de cultura da microalga Navicula sp. obtiveram resultados
similares ao cultivo apenas com o meio de cultura Conway utilizado tradicionalmente no
cultivo dessa espécie.

NETO et al. (2015) avaliaram a digestibilidade da farinha de biofloco, proveniente de
cultivos de peixe e camardo, como suplemento alimentar a racdo de Litopenaeus vannamei e
observaram que houve promoc¢do do crescimento dos animais que foram alimentados com
adicdo de farinha de biofloco proveniente de cultivo de camardo. Resultados semelhantes
foram encontrados por KHATOON et al. (2016).

Outra importante forma de agregar renda, tratar e/ou reaproveitar os efluentes da
aquicultura em sistema de bioflocos € através da aquaponia. Trés variedades de alface Lactuca

sativa foram cultivadas em aquaponia utilizando efluente de cultivo de tilapia em BFT e foi
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constatado que a aquaponia utilizando efluente de bioflocos proporcionou melhor crescimento
dos alfaces do que o sistema de aquaponia tradicional em &gua clara (PINHO et al., 2017).
Assim, pesquisas que visem a aplicabilidade do uso do efluente da aquicultura em sistema de
bioflocos sdo de grande valia ndo s6 para o produtor na agregacao de renda mas também para

0 meio ambiente.

2.3 Daphnia

O zooplancton realiza um importante papel de ligamento entre as cadeias troficas de
diversos nichos ecolégicos. Nos viveiros de aquicultura sua importancia € de extrema
relevancia como alimento natural modificando a comunidade até o organismo de maior nivel
tréfico até a produtividade de camardo (kg.ha'ciclo®) dos cultivos (ABU HENA e
HISHAMUDDIN, 2014). Dentre os grupos zooplantdnicos em corpos hidricos de dgua doce
se destacam os claddceros, principalmente os dafinideos, devido sua posicdo como um dos
principais consumidores primarios (CARPENTER et al., 1987).

O género Daphnia é formado por microcrustaceos pertencentes a classe Cladocera,
conhecidos popularmente como “pulgas d’agua”. Esse nome ndo ¢ apenas relacionado ao seu
tamanho, mas também ao seu movimento saltitante na d&gua (HOFF e SNELL, 2004).Sao
abundantes em ambientes detentores de alta concentragdo de matéria orgénica (detritos), onde
ha a proliferacdo de bactérias, leveduras e microalgas, pois utilizam estes componentes como
alimento (TORRENTERA e TACON, 1989; BARRERA et al. 2003).

O ciclo de vida de Daphnia pode ser assexuado (ciclo partenogenético) ou sexuado,
dependendo das condi¢des ambientais. Assim, sob condicdes favoraveis (oferta de alimento,
temperatura, pH, fotoperiodo entre outras varidveis) a populacdo de Daphnia assume

reproducdo assexuada por partenogénese, ou seja, populacGes todas fémeas; porém sob
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condicBes desfavoraveis, a populagdo assume a reproducdo sexuada com formacdo de
individuos machos (EBERT, 2005).

Na aquicultura, os dafinideos, como sdo conhecidos as espécies do género Daphnia,
sdo importantes fontes de alimento vivo, porém, podem também ser aplicadas na realizagédo de
testes toxicoldgicos (cronicos e agudos) e tratamentos de efluentes.

Como alimento vivo, espécies do género Daphnia tém sido ofertadas principalmente
para diferentes espécies de peixes na fase larval ou até mesmo na fase juvenil (FEREIDOUNI
et al., 2013; CUEVAS-URIBE e MIMS, 2014; CHIU et al., 2015; LJUBOBRATOVIC et al.,
2016).

Uma funcdo importante da oferta do zooplancton como alimento vivo é justamente a
possibilidade de enriquecimento destes organismos e a transferéncia das propriedades
lipidicas, vitaminicas e proteicas para 0s organismos cultivados por meio de via oral, ou seja,
pela ingestdo, uma vez que sdo organismos filtradores. FEREIDOUNI et al. (2013)
enrigueceram D. magna com 0Gleo de canola e as ofertaram as larvas de peixe Rutilus frisii
kutum. Eles concluiram que as larvas que receberam as D. magna enriquecidas obtiveram
melhor taxa de crescimento especifico e sobrevivéncia em relacdo aquelas que receberam D.
magna ndo enriquecidas. Semelhantemente, FALLAHI et al. (2011) alimentando larvas de
Rutilus frisii kutum com D. magna enriquecida com diferentes dosagens de vitaminas do
complexo B obtiveram melhor taxa de crescimento especifico e ganho de peso corporal em
relacdo as ndo enriquecidas.

Além da vantagem de enriquecimento, a oferta de Daphnia como alimento vivo
também pode trazer beneficios quanto a resposta imunoldgica e resisténcia a doengas dos
organismos cultivados. Isso foi observado por CHIU et al. (2015) ao ministrarem farinha de

D. similis (5% e 10% da racdo formulada) para barramundi (Lates calcarifer) (~0,2g) durante
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42 dias, seguido de desafio com Aeromonas hydrophila. Neste trabalho, concluiram que os
peixes alimentados a 5% de D. similis na dieta obtiveram maior porcentagem de
sobrevivéncia e resposta imune a Aeromonas hydrophila do que aquelas ndo alimentadas com
D. similis.

Para se produzir Daphnia, é preciso primeiramente saber que alguns fatores sdo
influenciadores para a aquisi¢do de uma maior ou menor biomassa, seja por diferentes opcoes
de dietas de microalgas e leveduras para adquirir um melhor desempenho reprodutivo no
cultivo, ou pela manipulacdo de variaveis ambientais como temperatura, pH, fotoperiodo e
compostos nitrogenados e fosfatados (DEMOTT et al., 2001; OCAMPO et al., 2010; OTERO
etal., 2013;MENG et al., 2014, SIKORA et al., 2014; PARAY e AL-SADOON 2016).

Observando o efeito da dieta no cultivo de Daphnia, as op¢des mais frequentes sdo as
algas verdes, cianobactérias e leveduras. OTERO et al. (2013) cultivando os cladoceros
Diaphanosoma sp. e Alona sp. em sistema tradicional conseguiram densidades maximas de
550 + 500 org.L™ e 383 + 200 org.L™?, respectivamente, combinando a dieta de microalga
Chlorella vulgaris e a levedura Saccharomyces cereviseae. Assim como OCAMPO et al.
(2010) que obtiveram densidades maximas de 820 + 9,57 org.L™* no cultivo de D. magna
alimentada com levedura e farelos de soja e aveia com maximos taxa de crescimento
especifico (TCE), tempo de duplicacdo (TD) e rendimento (R) de 0,258 + 0,001 .dia ™, 2,69 +
0,01 dia e 70 org.L ™ .dia™, respectivamente.

ALCANTARA-AZUARA et al. (2014) cultivando D. pulex sob diferentes dietas de
microalgas verdes Sphaerocystis sp., C. vulgaris e Haematococcus pluvialis obtiveram,
respectivamente, densidades de 1309 + 24 org.L™, 1395 + 24 org.L™ e 1933 + 60 org.L™. Ja

FU et al. (2017) obtiveram melhor taxa de crescimento em D. magna com o0 mix da
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cianobactéria Oscillatoria sp. e a microalga verde Scenedesmus obliquus como dieta
alimentar.

As Daphnia também atuam sobre comunidades bacterianas bem como de alguma forma
sdo dependentes delas. Determinadas bactérias atuam simbioticamente no aumento da taxa
reprodutiva de espécies de Daphnia como as pertencentes ao grupo Proteobacteria
provavelmente também atuando na nutricdo desses cladoceros (QI et al.,, 2009;
PEERAKIETKHAJORN et al., 2015, 2016).

Além disso, as variaveis como temperatura, fotoperiodo e o fésforo presente na agua
regulam as flutuacdes de Daphnia bem como tem efeito sobre a eclosdo de ovos de resisténcia
nesses organismos. PAES et al. (2016) observaram que a auséncia de luz mais a exposicédo a
altas temperaturas (32°C) possuem negativa influéncia sobre a eclosao de ovos de resisténcia
de Daphnia spp. J& MENG et al. (2014) relataram que as altas concentracGes de fosforo
aumenta as densidades populacionais e o comprimento do corpo e, diminui o tempo de
maturacdo de D. similoides, porém concentragdes menores que 1 mg.L™ induzem a formacéo
de efipios (machos) no cultivo.

Quanto as metodologias de cultivo, os melhores resultados reportados estdo
relacionados a utilizacdo de esterco de aves no cultivo. Altas concentracGes de D. carinata
(4660 + 523 org.L™) foram atingidas ao nono dia de cultivo decaindo nos demais dias, em um
total de 21 dias de producdo utilizando esterco de galinha (PARAY e AL-SADOON, 2016).
Resultados ainda mais impressionantes foram observados no cultivo de D. magna usando
diferentes fontes de esterco animal (galinha, bode e codorna) fermentadas por bactérias
probidticas (Lactobacillus casei e Saccharomyces cerevisiae) onde as melhores densidades
foram observadas com a utilizacio de esterco de galinha (2111788,9 org.L™") (HERAWATI et

al., 2017).
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Em termos de ensaios de toxicidade, as espécies do género sdo amplamente utilizadas.
Muitos dos ensaios sdo realizados para a indUstria farmacéutica, para fins de determinacdo de
toxicidade de determinadas drogas, bem como para a investigacdo ecoldgica do grau de acao
de contaminantes organicos e inorganicos sobre a comunidade aquética.

DING et al. (2017) utilizaram a D. magna para determinar os efeitos bioquimico e
fisiologico do antidepressivo fluoxetina e constataram que os individuos de D. magna podem
acumular essa droga bem como produzir perturbacGes bioquimicas e fisiologicas. Ja CUNHA
et al. (2016) também utilizando Daphnia observaram a reacdo de contraceptivos sobre esses
individuos e relataram que ocorre a reducdo no nimero de neonatos por fémea.

Ja no ponto de vista ecoldgico, varios trabalhos relatam a acéo de contaminantes sobre
a comunidade do cladocero Daphnia ampliando assim para a comunidade zooplanctonica
(PUERARI et al., 2016; SANCHIS et al., 2016; SANCHO et al., 2016; SENGUPTA et al.,
2016). WOLF et al. (2017) detectaram que a radiacdo de ondas curtas e as concentracdes de
carbono dissolvido na agua possuem grande efeito na expressdo gendmica da biota pelagica
utilizando entre os testes, a D. magna como representante do zooplancton. J& DIAZ-
GARDUNO et al. (2017) observaram que entre os contaminantes industriais, hospitalares e
domeésticos, os relacionados a tonalidades, fragrancias e antibioticos foram os mais
persistentes e danosos contra as espécies de Daphnia.

Em relacdo ao efeito biorremediador de efluentes, poucos trabalhos sdo relacionados a
producdo de Daphnia. DEMOTT (1982) relata que a Daphnia é capaz de filtrar particulas que
variam de 0,5 a 40 um de tamanho. PAU et al. (2013) testaram o papel de Daphnia como
biorremediador em tratatamento terciario de efluentes e verificaram que a redugdo de 2,5 a
39% dos sdlidos foi relacionado & populacdo de Daphnia no sistema de tratamento quando as

densidades chegaram a uma concentracéo que variou de 5 a 100 ind.L™.
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4- Artigo cientifico

Artigo cientifico a ser encaminhado a Revista Aquaculture
Research

Todas as normas de redagdo e citacdo, deste capitulo, atendem as
estabelecidas pela referida revista (em anexo).
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RESUMO

Esta pesquisa objetivou avaliar o crescimento de Daphnia similis utilizando agua proveniente
do cultivo de tilapia em sistema de bioflocos com relacdo carboidrato:nitrogénio de 12:1.
Durante 30 dias, trés tratamentos: cultivo da D. similis em &gua clara com adicdo de Chlorella
vulgaris (DACC) e cultivo de D. similis utilizando a agua do bioflocos com e sem adi¢do de
C. vulgaris (DBC e DB, respectivamente) foram dispostos inteiramente ao acaso com cinco
réplicas cada em tanques de 20L e com densidade de estocagem de 9 org.L™. Variaveis fisico-
quimicas e de crescimento: taxa de crescimento especifico (TCE), tempo de duplicacdo (TD),
densidade média maxima (DMX), dia de maxima densidade (DMD) e rendimento (R) foram
analisadas. Os valores de temperatura demonstraram correlacéo positiva significativa (p<0,05)
com as flutuacdes nas densidades de D. similis nos tratamentos DACC e DB. Diferencas
estatisticas (p<0,05) foram encontradas para as variaveis TCE, TD, DMX e R entre 0s
tratamentos, no qual o DBC atingiu um R de 1065,8 + 313,3 org.L"dia™ e uma DMX 800%
superior ao DACC. Assim, 0 uso da &gua de cultivo de tilapia em sistema de bioflocos para o
crescimento de D. similis apresentou uma alternativa promissora na producdo de alimento

vivo na aquicultura.

Palavras-chave: BFT, Oreochromis nilloticus, alimento vivo, Chlorella vulgaris, cladécero.
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Daphnia similis Claus, 1876 (Crustacea, Cladocera) GROWTH BY WATER REUSE
FROM NILE TILAPIA FARMING IN BIOFLOC SYSTEM

ABSTRACT

This research aimed assesses the Daphnia similis growth using wastewater from tilapia
farming in biofloc system with carbohydrate:nitrogen ratio of 12:1. During 30 days, three
treatments: D. similis culture in clear water with the addition of Chlorella vulgaris (DACC)
and D. similis culture using the biofloc water with and without C. vulgaris addition (DBC and
DB, respectively) were conducted entirely at random with five replicates each using 20L tanks
and stocking density of 9 org.L™". Both physical-chemical and growth variables as specific
growth rate (SGR), duplication time (DT), maximum mean density (MXD) and yield ()
were analyzed. Temperature values showed significant positive correlation (P<0.05) with the
densities changes of D. similis at DACC and DB. Statistic differences (P<0.05) were found to
SGR, DT, MXD and Y among the treatments, in that DBC achieved a Y of 1,065.8 + 313.3
org.L™day™ and a MXD 800% higher than DACC treatment. Thus, the reuse of water from
tilapia farming in biofloc system in Daphnia similis culture showed a promising alternative to

live food production in the aquaculture.

Keywords: BFT, Oreochromis nilloticus , live food, Chlorella vulgaris, cladoceran.
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INTRODUCAO

A aquicultura em sistemas de bioflocos tem apresentado resultados de producgéo
positivos tanto no cultivo de camarbes (Litopenaues vannamei, Penaues monodon,
Farfantepenaeus brasiliensis, Macrobrachium rosenbergii) (Emerenciano, Ballester, Cavalli
& Wasielesky 2012; Esparza-Leal, Xavier & Wasielesky Jr 2016; Khatoon et al. 2016; Xu,
Morris & Samocha 2016; Huang et al. 2017; Miao et al. 2017) como no cultivo de peixes
(Oreochromis niloticus, Ictalurus punctatus, Clarias gariepinus, Labeo rohita) (Green,
Schrader & Perschbacher 2014; Ahmad et al. 2016; Day, Salie & Stander 2016; Ekasari et al.
2016).

Seguindo esta mesma tendéncia, o cultivo de tildpia (O. niloticus) em sistema de
bioflocos tem demonstrado bons resultados em termos de crescimento e sobrevivéncia destes
organismos. Segundo Pérez-Fuentes, Hernandez-Vergara, Pérez-Rostro & Fogel (2016) pode-
se atingir produtividade de 18 kg.m™ de tilapia com elevada sobrevivéncia (95%) em sistemas
de bioflocos adotando uma relagdo C:N de 10:1. Esta produtividade pode ser ainda mais
ampliada (37,93 kg.m™) quando utiliza-se o poli-B-hidroxibutirico como fonte de carbono
organico (Zhang, Luo, Tan, Liu & Hou 2016).

Apesar dos excelentes resultados produtivos dos organismos cultivados, a
problematica atual do efluente da aquicultura proveniente em sistemas de bioflocos é devido a
carga de nutrientes com altas concentragdes de fosforo e nitrato. Assim, torna-se imperativo a
conducdo de pesquisas que visem a reutilizacdo e/ou biorremediacdo desses efluentes.
Trabalhos ja relatam o uso do efluente de bioflocos na producdo de biomassa algal, na
complementacdo da dieta dos organismos cultivados e em sistemas de aquaponia (Sabry Neto,
Santaella & Nunes 2015; De Abreu et al. 2016; Khatoon et al. 2016; Magnotti, Lopes, Derner
& Vinatea 2015 a, b; Pinho, Molinari, Mello, Fizsimmons & Emerenciano 2017).

Dentro desta conjuntura, o reuso da agua proveniente de cultivos em sistema de
bioflocos para a producdo de alimento vivo (zooplancton) torna-se uma opcao sustentavel,
tendo o microcrustaceo Daphnia como um forte candidato. Conhecido como “pulga d’agua”,
esse cladocero € muito utilizado como opgédo de alimento vivo na aquicultura, principalmente
na piscicultura de dgua doce. Sua biomassa € ofertada as larvas de peixes e crustaceos, bem
como individuos jovens e adultos, sendo extremamente atrativa devido a sua motilidade e

composicdo nutricional (Ocampo, Botero & Restrepo 2010). Segundo Barrera, De Lara
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Andrade, Mejia, Castro Mejia & Malpica Sanchez (2003), Daphnia sp., em matéria seca,
possui um elevado valor proteico (50%) e valores de acidos graxos da ordem de 20-27%.

Em termos de perfil de aminoacidos, este microscrustaceo apresenta: arginina
(10,26%), cistina (1,17%), histidina (2,69%), metionina (3,45%), triptofano (3,62%) e tirosina
(4,27%) (Torrentera & Tacon 1989) os quais sdo importantes para o desenvolvimento dos
organismos aquaticos. Além disso, atua no aumento da resisténcia a agentes patégenos. Chiu,
Shiu, Wu, Lin & Liu (2015) identificou maior resisténcia em larvas de Lates calcarifer a
Aeromonas hydrophila quando alimentadas com farinha de Daphnia similis (50 e 100 g.kg™)
0 que pode ser explicada pelas elevadas quantidades de quitosana que elas possuem, como € o
caso da D. longispina a qual apresenta uma variacdo de 75-76% de quitosana (Kaya et al.
2014).

Espécies do género Daphnia sdo abundantes em ambientes detentores de alta
concentracdo de matéria organica (detritos), onde ha a proliferacdo de bactérias, leveduras e
microalgas, pois utilizam estes componentes como alimento (Torrentera & Tacon 1989;
Barrera et al. 2003). O sistema de cultivo em bioflocos “Biofloc Tecnology (BFT)” destaca-se
por possuir estas caracteristicas e ter flocos constituidos principalmente por bactérias,
microalgas, fezes, restos de organismos mortos, protozoarios, cianobactérias filamentosas,
pequenos metazoarios, dinoflagelados e formas larvais de invertebrados (Wasielesky et al.
2006; Ballester et al. 2010). Além disso, os bioflocos sdo ricos em nutrientes, como:
vitaminas e proteinas, apresentando atratividade para o animal cultivado (Silva et al. 2013),
podendo assim ser fonte de alimento também para as Daphnia.

Dentre as microalgas ofertadas na dieta de claddceros, a cloroficea Chlorella vulgaris
espécie de &gua doce, é a mais comum por ser abundante em acidos graxos poliinsaturados
(PUFAs) e constitui-se como uma O6tima opcdo de alimento para Daphnia sp., pois
proporciona melhoria no seu crescimento, consequentemente uma melhor eficiéncia produtiva
(Alva-Martinez, Sarma & Nandini 2004; Otero, Mufioz, Medina-Robles & Cruz-Casallas
2013). Dentro deste contexto, este estudo objetivou avaliar o cultivo de Daphnia similis
utilizando efluente proveniente do cultivo de tilapia em sistema de bioflocos com a adi¢do de

Chlorella vulgaris na dieta.

METODOLOGIA

Delineamento experimental
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O experimento foi realizado no Laboratdrio de Producéo de Alimento Vivo — LAPAVI,
Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE, Pernambuco, Brasil. Trés tratamentos
foram dispostos de forma inteiramente casualizada, com cinco repeti¢des cada, perfazendo um
total de 15 unidades experimentais. Os tratamentos foram: DACC - cultivo de Daphnia similis
em &gua clara com inoculacdo da microalga Chlorella vulgaris.; DB- cultivo de D. similis em
agua de bioflocos de cultivo de tilapia sem inoculagdo de C. vulgaris e DBC- cultivo de D.
similis em agua de bioflocos de cultivo de tilapia com inoculacdo da microalga C. vulgaris. A

relacdo carboidrato:nitrogénio ndo foi mantida ao longo do cultivo da D. similis.

Condig0es experimentais

Durante 30 dias o microcrustaceo D. similis foi cultivado em caixas plasticas
transparentes retangulares de aproximadamente 20 L (42 x 17 x 29 cm) com 12 L de volume
atil sob aeragdo constante, com duas pedras porosas em cada caixa. As unidades
experimentais DBC e DB tiveram sua salinidade ajustada para 2 g.L™, enquanto que a DACC
(cultivo tradicional) ndo tiveram ajuste de salinidade, sendo cultivadas em agua doce e
realizada trocas de 4gua semanais de 50% do volume. A salinidade de 2 gL foi estabelecida a
partir de trabalhos préevios realizados no laboratorio e que ainda ndo foram publicados.
Organismos adultos (~1 mm de tamanho) foram estocados a uma densidade de 9 org.L™
(Buratini & Aragdo 2012), perfazendo 108 ind.caixa™, os quais foram provenientes do cultivo
estoque do Laboratorio de Produgdo de Alimento Vivo (LAPAVI), e foram submetidos a um
fotoperiodo natural 12C: 12E, com intensidade luminosa de aproximadamente 1600 lux
(lampadas led de 10 W).

Os organismos foram contados a cada trés dias a partir do método volumétrico, com
auxilio de um foco de luz, retirando-se amostras homogeneizadas de 2 L de cada unidade
experimental, onde densidades menores que 250 individuos foram contados um a um e
maiores que 250 individuos foram contados com auxilio de pipeta de 10 mL (Manso 2007). A
cada dois dias a microalga C. vulgaris foi ofertada em todas as unidades experimentais
(DACC e DBC) a uma densidade de 1x10° cél.mL™.Daphnia™, adaptado de Buratini &
Aragdo (2012).

Utilizag&o do biofloco
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A &gua proveniente do cultivo da tilapia (O. niloticus) em sistema de biofloco , apds
45 dias de cultivo, C:N 12:1, densidade de 40 ind.m™, peso médio de 30,57 + 10,04 g,
apresentou as seguintes caracteristicas: temperatura 25,66 °C, pH 7,55, sélidos sedimentaveis
8 mL.L™, alcalinidade 115 mg CaCO3.L™, salinidade 2 g.L™, oxigénio dissolvido 6,45 mg.L™,
nitrito 1,13 mg.L™, nitrato 0,181 mg.L™, nitrogénio amoniacal 0,197 mg.L™, ortofosfato 2,10
mg.L™ e sélidos suspensos totais 27,7 mg.L™. Esta 4gua foi utilizada na sua forma bruta, sem
nenhum tratamento prévio. Nos tratamentos DB e DBC o volume de biofloco utilizado foi de
2,5 L. caixa’, sendo o restante do volume complementado com &gua doce clara tratada
previamente com cloro (2 mL.L™") e aerada. Desta forma, 25 litros de 4gua proveniente do
cultivo da tilapia em sistema de bioflocos foram distribuidos nas unidades experimentais,
ajustando-se a alcalinidade para aproximadamente 50 mg CaCOs.L™, faixa ideal para espécie
(ABNT, 2016).

Cultivo estoque do microcrustaceo

A cepa de D. similis foi cedida gentilmente pelo Laboratério de Limnologia
(LALIMNO/UFRPE). O cultivo estoque de D. similis foi realizado no LAPAVI em tubos (30
mL) e bequeres de um e dois litros, em sistema semi-continuo, sendo repicadas duas vezes por
semana e alimentadas com a microalga C. vulgaris a cada dois dias ad libitum, com
intensidade luminosa de aproximadamente 2.000 lux e fotoperiodo 12C:12E. Todos 0s
béqueres foram submetidos & aeracdo. A agua de cultivo foi declorada e aerada, apresentando
pH de 7,2 - 7,8, temperatura de 25 - 27 °C, alcalinidade variando de 35 - 50 mg de CaCOs.L™
e salinidade de 0,1 - 1,0 g. L™ sendo adicionada agua bruta de cultivo de til4pia em bioflocos
na propor¢do de 3% do volume a ser cultivado mais vitaminas do complexo B

cianocobalamina e biotina a 0,2 mg.L™.

Cultivo da microalga

A microalga C. vulgaris foi cultivada em meio de cultura Provasoli (1 mL.L™)
(Provasoli, 1968) com adic&o de vitaminas cianocobalamina, tiamina e biotina (0,2 mL.L™)
em volumes de 500 mL e posteriormente repicados para volumes maiores (2 L) em sistema

semi-continuo, fotoperiodo integral e intensidade luminosa de aproximadamente 2.000 lux.

Qualidade de agua
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O oxigénio dissolvido, a salinidade, o pH, os solidos dissolvidos totais (SDT) e a
temperatura foram monitorados (modelo YSI 100, Yellow Springs, OH, EUA) uma vez por
dia (as 10:00 horas) e alcalinidade (mg L™ CaCO3) uma vez por semana (APHA, 2005). O
nitrogénio amoniacal total (NAT), nitrito (NO,), nitrato (NO3), sélidos suspensos totais (SST)
e ortofosfato (PO4°) foram monitorados a cada quinze dias (0, 15° e 30° dia), ou seja, nas
fases inicial, intermediaria e final do cultivo seguindo os métodos descritos por Koroleff
(1976); Golterman, Clymo & Ohnstad (1978); Mackereth, Heron & Talling (1978), and
APHA (2005) respectivamente.

Variaveis de crescimento analisadas

Durante os experimentos foram verificadas as seguintes variaveis de crescimento: taxa
de crescimento especifico (TCE); tempo de duplicagdo (TD); rendimento (R), densidade
média méaxima (DMX), dia de maxima densidade (DMD) conforme Otero et al. (2013). TCE,

TD e R foram calculados até o dia de maxima densidade celular.

Analise estatistica

Através do programa R (R Core Team 2015; Gross & Ligges 2015; Wickham 2016)
realizou-se o0 teste de normalidade de Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) (p<0,05),
homogeneidade de Bartlett (p<0,05), ANOVA, Kruskal-Wallis e posthoc de Dunn (p<0,05)
para as variaveis de qualidade de agua e de crescimento. Havendo a presenca de outliers nas
variaveis analisadas, optou-se que eles fossem removidos para atingir uma maior preciséo.
Atingindo a normalidade, aplicou-se o teste de Tukey (p<0,05) a fim de analisar diferencas
entre os tratamentos. Além disso, os dados de crescimento foram correlacionados com o0s
dados de qualidade de &gua seguindo o método de Spearman, sendo previamente

logaritimizados (log (x+1)).

RESULTADOS
Variaveis de qualidade de 4gua

Os valores médios relativos a temperatura, alcalinidade, nitrito (NO,), nitrogénio
amoniacal total (NAT) e solidos suspensos totais (SST) ndo obtiveram diferencas
significativas entre os tratamentos (p>0,05). Ja os valores médios de pH, oxigénio dissolvido
(OD), salinidade, solidos dissolvidos totais (SDT), ortofosfato (PO,°) e nitrato (NO3)
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apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05). Os valores relativos as
variaveis de qualidade de agua estdo resumidos na Tabela 1.

Em contrapartida, analisando os tratamentos nas fases inicial (dia 0), intermediaria (15°
dia) e final do cultivo (30° dia) observaram-se diferencas significativas (p<0,05) para as
variaveis NO,, NOs, NAT, PO, e SST (Figura 1). As concentracdes de nitrato e fésforo se
mantiveram elevadas nos tratamentos DB e DBC desde o inicio até o final do cultivo.

Quanto a anélise de correlacdo de Spearman, as variaveis pH, temperatura e sélidos
totais dissolvidos (TDS) obtiveram correlacdo positiva com a variacdo da densidade
populacional de D.similis, com valores de r iguais a 0,38 (p=0,003), 0,59 (p<0,001) e 0,31
(p=0,015), respectivamente (Tabela 2).

Inserir Tabela 1
Inserir Figura 1
Inserir Tabela 2

Variaveis de crescimento do cultivo de D. similis

Foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05) quanto as
variaveis de crescimento densidade (org.L™), taxa de crescimento especifico (TCE), tempo de
duplicacéo (TD) e rendimento (R). O tratamento DBC destacou-se dos demais em relagéo a
todas as varidveis de crescimento analisadas, obtendo densidade maxima média de 1.066,80 +
313,30 org.L™, TCE de 3,23 + 2,0 dia™, TD de 0,123 + 0,07 dia e R de 1.065,8 + 313,3
org.dia™ (Tabela 3). Quanto ao dia de maxima densidade, os tratamentos DACC e DBC foram
semelhantes, tendo o dia 9 de cultivo como o dia de méxima densidade. Ja o DB obteve o dia
6 como o dia de maxima densidade (Figura 2).

ApoOs o dia de maxima densidade todos os tratamentos obtiveram reducdo na
densidade populacional de D. similis, tendo, porém, um incremento nos ultimos seis dias de
cultivo nos tratamentos DB e DBC (Figura 2). Em paralelo, nos ultimos dez dias foi detectado
a presenca de uma espécie de cianobactéria Pseudanabaena sp. nos tratamentos DB e DBC.

Inserir Figura 2.

Inserir Tabela 3.
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DISCUSSAO

A utilizacdo da agua proveniente do cultivo de tilapia O. niloticus em sistema de
bioflocos como indculo para o cultivo de D. similis foi considerada o principal fator para as
diferencas encontradas entre os tratamentos no que tange a qualidade de agua. Variaveis como
0 pH e OD tendem a diminuir em &gua de biofloco (DB e DBC), em comparacao a dgua clara
(DACC), devido a demanda elevada por oxigénio através da oxidagdo da matéria orgénica,
principalmente pela acdo das bactérias e dos flocos presentes no sistema (Avnimelech 2009).
Porém, isso ndo afetou o crescimento do cladocero, estando os valores dentro da faixa ideal de
cultivo da espécie (Hoff & Snell 2004). Ainda segundo estes mesmos autores, a Daphnia
consegue sobreviver em ambientes pobres em oxigénio devido sua capacidade de producéo de
hemoglobina, a qual aumenta a habilidade de sequestro do oxigénio dissolvido na agua.

Em paralelo, a &gua de biofloco apresenta como caracteristicas elevadas concentracdes
de solidos suspensos, nitrato e ortofosfato que se acumulam ao longo do cultivo (Ahmad et al.
2017; Emerenciano et al.2017). Assim, a utilizacdo da agua do cultivo da tilapia em sistema
de bioflocos proporcionou tais diferencas entre os tratamentos (Tabela 1).

A salinidade adotada de 2 g.L™ apresenta uma importante funcdo de balango idnico no
sistema, baseado em trabalhos anteriores ainda ndo publicados os quais avaliaram a influéncia
da salinidade no crescimento de D. similis em &gua proveniente de cultivo de tilapia em
sistema de bioflocos. Além dessa importante funcdo, a salinidade usada resultou no
impedimento da formacdo de muco nas paredes dos tanques, responsavel pela aderéncia dos
neonatos de D. similis. Este fato foi observado em estudos anteriores em agua doce e no
tratamento DACC mesmo com a troca de agua realizada semanalmente.

Ainda com relacdo a &gua proveniente do biofloco do cultivo de tilapia em sistema de
bioflocos, Hoff & Snell (2004) relatam que diferentes concentragdes de ortofosfato estimulam
a reproducdo de Daphnia, onde variacbes de 1 a 7 mg.L™ foram documentadas como
estimulantes na reproducéo de D. pulex e D. magna. Neste sentido, os tratamentos DB (1,17 £
0,077 mg PO,>.L™") e DBC (1,188 + 0,092 mg PO,>.L™) possuiram condices ideais para o
estimulo reprodutivo, porém sobressaindo-se 0 DBC ja que possuia a microalga C. vulgaris
como alimento e fonte de acidos graxos.

Outro fator a ser considerado na dgua é a concentracdo de nitrato dentro do sistema.
Segundo Emerenciano et al. (2017) as concentracGes de nitrato em sistema de bioflocos

variam de 0,5-20 mg.L™?, estando o presente trabalho dentro deste intervalo. Elevadas
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concentracBes de nitrato, superiores a 250 mg.L ™, causam reducdo na densidade de D. magna
com aumento na taxa de mortalidade, enquanto que de concentracées menores que 40 mg.L™
as quais estimulam o crescimento (Maceda-Veiga et al. 2015).

Com relacéo as concentragcfes dos nutrientes, principalmente o nitrato e ortofosfato, em
todos os tratamentos ndo foi observadado nenhuma tendéncia significante na diminuicao
desses niveis quando se compara as fases inicial e final do cultivo de D. similis,
principalmente no DBC. Este fato pode esta associado a entrada da microalga no sistema
juntamente com meio de cultura, ofertada em sua forma liquida. No entanto, foi verificado
que o tratamento DBC foi 0 Unico que ndo apresentou incremento de nitrogénio amoniacal na
agua durante as fases inicial, intermediaria e final do cultivo, estando aparentemente estavel
(Figura 1). Possivelmente esse fato pode ser justificado pela presenca da microalga no
sistema, a qual auxiliou no processo de ciclagem desses compostos nitrogenados.

Analisando as correlagfes encontradas, ficou claro a influéncia das variaveis pH, SDT e
temperatura sobre o crescimento de D. similis, todas apresentando correlagdes positivas com a
variavel densidade (org.L™). De acordo com Gama-Flores et al. (2015) h4 um aumento na
taxa reprodutiva do cladécero Moina macrocopa quando exposta a temperaturas de 25°C, com
reducdo de sua densidade a 30°C.

Em termos de densidade, o tratamento com a utilizacdo do biofloco acrescido com a
microalga C. vulgaris (DBC) foi considerado o que apresentou os melhores resultados,
atingindo diferencas estatisticas, de densidades de D. similis (Tabela 3, Figura 2), sendo uma
alternativa mais vantajosa para o cultivo deste cladocero. Otero et al. (2013) cultivando os
cladéceros Diaphanosoma sp. e Alona sp. em sistema tradicional conseguiram densidades
méximas de 550 + 500 org.L™" e 383 + 200 org.L™, respectivamente, combinando a dieta de
microalga C. vulgaris e a levedura Saccharomyces cereviseae. Da mesma forma, Ocampo et
al. (2010) que obteve densidades maximas de 820 + 9,57 org.L™ no cultivo de D. magna
alimentada com levedura e farelos de soja e aveia. Além dos resultados de densidade,
melhores TCE, TD e R foram obtidas neste estudo, superando outros trabalhos realizados com
Daphnia ou cladoceros como em Ocampo et al. (2010) nos quais obtiveram maximos TCE,
TD e R de 0,258 + 0,001 .dia ™, 2,69 + 0,01 dia e 70 org.L ™ .dia™, respectivamente (Tabela 3).

Por outro lado, pesquisas que testaram meios de cultivo de Daphnia utilizando
diferentes fontes de esterco animal atingiram resultados bem expressivos. Altas concentracdes

de D. carinata (4660 + 523 org.L™) foram atingidas ao nono dia de cultivo, semelhante a este
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estudo, decaindo nos demais dias, em um total de 21 dias de producédo utilizando esterco de
galinha (Paray & Al-Sadoon 2016). Semelhantemente, Herawati, Nugroho, Pinandoyo &
Hutabarat (2017).no cultivo de D. magna com diferentes fontes de esterco animal (galinha,
bode e codorna) fermentadas por bactérias probidticas (Lactobacillus casei e S. cerevisiae)
atingiram densidades méaximas também com a utilizacdo de esterco de galinha (2.111.788,9
org.L’).

No que diz respeito ao tratamento em que se teve apenas o biofloco como alimento
(DB), apesar de ndo ter se diferenciado do controle, o crescimento da D. similis foi inferior ao
DBC (Tabela 3). Isso pode esta relacionado ndo s6 pela auséncia da microalga, mas também
ao tamanho ideal do biofloco que seja possivel a filtracdo e ingestdo por estes claddceros, ja
que estes organismos sdo capazes de filtrar particulas que variam de 1 a 50 um de diametro
(Ebert 2005). Azim e Little (2008) encontraram varia¢do no tamanho do biofloco de 50 a 200
um durante 84 dias de cultivo de O. niloticus . Segundo Ekasari et al. (2014) o contetdo
nutricional varia de acordo com o tamanho do biofloco, onde aqueles >100 um apresentam
valores mais elevados de proteinas (27,8%) e de lipideos (7,5%), enquanto aqueles <48 um
possuem maiores concentragdes de aminoacidos.

Com relacdo a escolha da microalga, a cloroficea C. vulgaris é frequentemente
ofertada a cladéceros como dieta devido sua composicdo nutricional, principalmente acidos
graxos poliinsaturados (PUFAS), constituindo-se, portanto, uma 6tima opcao de alimento para
Daphnia sp. Alcantara-Azuara et al. (2014) cultivando D. pulex sob diferentes dietas de
microalgas verdes (Chlorophyta) Sphaerocystis sp., C. vulgaris e Haematococcus pluvialis
obtiveram resultados similares a este estudo quando alimentadas com C. vulgaris (1395 + 24
org.L™), porém atingiram valores superiores quando alimentadas com Haematococcus
pluvialis (1933 + 60 org.L™).

Analisando os dias de cultivo, o dia de maxima densidade ao 9° dia apresenta uma
vantagem para a producdo de D. similis utilizando agua oriunda de cultivo de tilapia em
sistema de bioflocos, pois o retorno torna-se mais rapido para o produtor, j& que o tempo de
retirada da producédo é curto. Em outros trabalhos de cultivo de Daphnia em &gua clara, o0s
dias de maxima densidade variaram de 24° ao 28° dia de cultivo (Alcantara-Azuara et al.
2014; Otero et al, 2013). A forte caracteristica da presenca de bactérias no biofloco pode ter
contribuido para o rapido crescimento, ja que determinadas bactérias atuam simbioticamente

no aumento da taxa reprodutiva de espécies de Daphnia, como é o caso das pertencentes ao
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grupo Proteobacteria (Qi, Nong, Preston, Bem-Ami & Ebert 2009; Peerakietkhajorn,
Tsukuda, Kato, Matsuura & Watanabe 2015).

No entanto, o decréscimo da densidade ap6s 0 9° (DACC e DBC) e 6° dias (DB) pode
estd relacionada ao estresse relativo ao aumento populacional no sistema. O aumento na
densidade de Daphnia tem influéncias sobre a taxa de fecundidade e sobrevivéncia dos
organismos, sendo mais sensivel para os organismos adultos em relacdo aos jovens, limitando
0 crescimento por atingir possivelmente a capacidade de suporte do sistema (Gliwicz,
Maszczyk & Uszko 2012; Adoteye, Banks, Flores & LeBlanc 2015) . Porém, nos ultimos dez
dias de cultivo os tratamentos DB e DBC obtiveram um incremento populacional,
possivelmente devido a presenca da cianobactéria Pseudanabaena sp. nesses tanques.

Cianobactérias sdo comumente relatadas em trabalhos relativos & microbiota em
sistemas de bioflocos, sendo suas concentracGes variadas de acordo com o tipo do biofloco
(Lezema-Cervantes & Paniagua-Michel 2010; Green et al. 2014; Wei, Liao & Wang 2016;
Emerenciano et al. 2017). Provavelmente ela foi oriunda do in6culo da &gua de bioflocos
introduzido no inicio do cultivo, estabelecendo-se aproximadamente 20 dias ap6s. Segundo
Olvera-Ramirez, Centeno-Ramos & Martinez-Jerénimo (2010) D. magna quando expostas a
células livres de cianobactéria P. tenuis ndo sofreram qualquer inibicdo, mudanca
comportamental ou efeito toxico. Ja Fu et al. (2017) obtiveram melhor taxa de crescimento
em D. magna com o0 mix da cianobactéria Oscillatoria sp. e a microalga verde Scenedesmus
obliquus como dieta alimentar. 1sso leva ao questionamento de que possivelmente uma dieta
baseada em alga verde juntamente com uma cianobactéria (do proprio biofloco) poderia
potencializar ainda mais o cultivo de D. similis.

Assim, a utilizagdo da agua proveniente de cultivo de tilapia em sistema de bioflocos
propicia uma alternativa ao uso desse residuo, proporcionando um destino produtivo para o
setor aquicola no que diz respeito a producdo de alimento vivo de forma sustentavel. Assim, o
que antes seria rejeitado, passa a ter uma funcdo para a producdo de biomassa que podera ser
utilizada na alimentagdo posterior de larvas de peixes, crustaceos, entre outros. Isto é de
extrema relevancia quando se questiona o destino final da agua do cultivo em sistema de
bioflocos. Trabalhos ja relatam o uso da dgua de bioflocos na producdo de biomassa algal, na
complementacdo da dieta de organismos cultivados e em sistemas de aquaponia (Sabry Neto
et al. 2015; Khatoon et al. 2016; De Abreu et al. 2016; Magnotti et al. 2015 a, b ; Pinho et al.

2017). Assim, pesquisas que visem & aplicabilidade do uso do efluente da aquicultura em
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sistema de bioflocos sdo de grande valia ndo s6 para o produtor na agregagdo de renda, mas
também para 0 meio ambiente.

Deste modo, 0 uso da agua de cultivo de tilapia em sistema de bioflocos como inoculo
combinado com a oferta da microalga C. vulgaris apresenta uma alternativa promissora para a
producdo de D. similis como alimento vivo para aquicultura, tendo um crescimento 800%
superior do que em &gua clara. No entanto, futuras pesquisas relacionadas ao efeito de novas
dietas microalgais na producdo de D. similis em agua de cultivo tilapia em sistema de
bioflocos, bem como o conteudo de acidos graxos e o efeito da insercdo da biomassa
produzida de D. similis na dieta de larvas de peixe e crustaceos devem ser consideradas para
melhores esclarecimentos quanto a viabilidade desta atividade para o setor aquicola.
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Tabela 1 Média + desvio padrdo (DP) (minimo — méaximo) atingidos pelas varidveis

de

qualidade de agua observados no cultivo de D. similis utilizando agua proveniente do cultivo

da tilapia do Nilo em sistema de bioflocos.

DACC (média + DB (média = DP;

DBC (média + DP;

Variaveis DP; minimo - minimo — maximo) minimo — Maximo)
maximo)
pH ' 8,06+ 0,40° 7,57+0,36° 7,55 +0,38"
(6,76 — 8,94) (6,22 — 8,29) (6,16 — 8,35)
Temperatura (°C) ' 26,05 + 0,68 26,02 + 0,67 26,06 + 0,68
(24,67 — 26,98) (24,64 — 26,97) (24,59 — 27,00)
Oxigénio  Dissolvido 5,35 +0,47° 544 +0,42 ° 5,27 +0,68°
(mg.Lh " (4,13 -8,79) (3,88 — 6,64) (4,11-6,12)
Salinidade (g.L™) 0,13+0,03° 2,10+0,12° 1,99 +0,11°
(0,06 — 0,42) (1,66 — 2,27) (1,38 — 2,11)

SDT (mg.L™h)

0,0002 + 1.10™*?
(0,0001 — 0,0003)

0,0026 + 3.10™
(0,0009 — 0,0028)

0,0024 + 3.10™*°
(0,0008 — 0,0026)

Alcalinidade 32,75 + 16,74 44 + 32,43 42,75 + 29,71
(mg CacO3.L )" (10 — 60) (10 — 80) (10 — 85)
NAT (mg.L™) * 0,292 + 0,245° 0,299 + 0,260° 0,141 + 0,046
(0,035 -0,762) (0,071 -0,878) (0,073 -0,237)
NO, (mg.L™h)* 0,086 + 0,066 0,181 +0,116° 0,207 +0,152°
(0,025 - 0,267) (0,034 - 0,368) (0,020 — 0,488)
NOs (mg.L™)? 0,478 + 0,092 ° 1,10 +0,112° 1,084 + 0,151 °
(0,331 -0,679) (0,919 — 1,214) (0,806 — 1,264)
PO, (mg.Lh)* 0,025 + 0,047 ° 1,170+ 0,077° 1,188 + 0,092 °
(0,006 — 0,181) (1,027 - 1,321) (1,097 — 1,384)
SST (mg.L™h)* 7,42 +6,31 26,07 + 24,30 20,13 + 10,96
(2,20 — 21,60) (3,20 — 72,00) (3,20 — 41,40)

tTeste Kruskal-Wallis seguido do teste de comparag6es de medianas de Dunn (P<0,05).

I Teste de Tukey (P<0,05). Letras diferentes entre as linhas indicam diferengas significativas

(P<0,05) entre os tratamentos.

8 solidos dissolvidos totais (SDT), nitrogénio amoniacal total (NAT), nitrito (NOy), nitrato

(NOy), ortofosfato (PO4?) e sélidos suspensos totais (SST).
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Figura 1. Quantidades de nitrogénio amoniacal total (NAT) (A), nitrito (B), nitrato (C),
ortofosfato (D) e solidos suspensos totais (SST) (E) no cultivo de D. similis. Quantidades
presentes nos tratamentos nas fases inicial (dia 0 "), intermediaria (dia 15 M) e final
(dia 30 M) de cultivo. Letras diferentes em cada tratamento indicam diferencgas estatisticas
significativas (p<0,05) atraves do teste de comparacdo de médias de Tukey entre as fases do
cultivo.
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Tabela 2. Correlacdo de Spearman entre as variaveis de qualidade de agua e densidade de
organismos atingida no cultivo de D. similis em &gua do cultivo de tilapia do Nilo em sistema
de bioflocos. Valores de r (p-valor).

Densidade (org.L™) pH Salinidade (g.L™)
pH 0,38 (0,003) - -
Temperatura 0,59 (<0,001) 0,56 (<0,001) -

(°C)
SDT (mg.L™) 0,31 (0,015) - 0,97 (<0,001)
OD (mg.L™) - 0,45 (<0,001) -

1 Solidos dissolvidos totais (SDT); Oxigénio Dissolvido (OD).
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Figura 2 Curvas de crescimento de D. similis representada nos diferentes tratamentos (DACC,
DB e DBC) ao longo dos 30 dias de cultivo.
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Tabela 3 Média = desvio padrdo (DP) das variaveis de crescimento de cada tratamento

encontradas no cultivo de D. similis em agua de cultivo de tilapia do Nilo em sistema de

bioflocos.
Variaveis de
Crescimento

DACC (Média+DP) DB (Média + DP) DBC (Média + DP)

Densidade média  123,9+177,89° 38,55+6,51° 1086,8 + 287,81 °
maxima - DMX

(org.L™Y)

Dia de maxima 9o 6° Q0
densidade - DMD (dia)

Taxa de crescimento 191+141° 1,69+1,12° 3,23+2,0°
especifico - TCE

(%.dia™)

Tempo de duplicagéo - 0,257 + 0,26 ° 0,250 +0,17 ® 0,123 +0,07°
TD (dia)

Rendimento - R 99,32 +162,83° 18,56 + 10,2 1065,8 + 313,3"

(org.L ™ .dia™)
tLetras diferentes entre as linhas indicam diferengas estatisticas no teste de Kruskal-Wallis

seguido do teste de comparacdes de medianas de Dunn (P<0,05) entre os tratamentos.
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. Spelling: The journal uses British spelling; however, authors may submit using either
option, as spelling of accepted papers is converted during the production process.
. Abbreviations: In general, terms should not be abbreviated unless they are used

repeatedly and the abbreviation is helpful to the reader. Initially, use the word in full,
followed by the abbreviation in parentheses. There after use the abbreviation only.

. Units of measurement: Measurements should be given in Sl or Sl-derived units. Visit
the Bureau International des Poids et Mesures (BIPM) website at www.bipm.fr for more
information about SI units. The salinity of sea water should be given as gL-1. Use the
form gmL-1 not g/ml. Avoid the use of g per 100 g, for example in food composition, use
g kg-1. If other units are used, these should be defined on first appearance in terms of S
units, e.g. mmHg.

. Numbers: numbers under 10 are spelt out, except for: measurements with a unit
(8mmol/l); age (6 weeks old), or lists with other numbers (11 dogs, 9 cats, 4 gerbils).
. Trade Names: Chemical substances should be referred to by the generic name only.

Trade names should not be used. Drugs should be referred to by their generic names. If
proprietary drugs have been used in the study, refer to these by their generic name,
mentioning the proprietary name and the name and location of the manufacturer in
parentheses.

Resource Identification Initiative
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Aquaculture Research is supportive of authors wishing to add Research Resource Identifiers
(RRIDs) for critical reagents and tools. More information can be found here: Resource
Identification Initiative

Wiley Author Resources

Manuscript Preparation Tips: Wiley has a range of resources for authors preparing
manuscripts for submission available here. In particular, authors may benefit from referring to
Wiley’s best practice tips on Writing for Search Engine Optimization.

Editing, Translation, and Formatting Support: Wiley Editing Services can greatly improve
the chances of a manuscript being accepted. Offering expert help in English language editing,
translation, manuscript formatting, and figure preparation, Wiley Editing Services ensures that
the manuscript is ready for submission.

5. EDITORIAL POLICIES AND ETHICAL CONSIDERATIONS

Editorial Review and Acceptance

The acceptance criteria for all papers are the quality and originality of the research and its
significance to journal readership. Except where otherwise stated, manuscripts are single-
blind peer reviewed. Papers will only be sent to review if the Editor-in-Chief determines that
the paper meets the appropriate quality and relevance requirements.

Wiley's policy on confidentiality of the review process is available here.

Data Storage and Documentation

Aquaculture Research encourages data sharing wherever possible, unless this is prevented by
ethical, privacy, or confidentiality matters. Authors publishing in the journal are therefore
encouraged to make their data, scripts, and other artefacts used to generate the analyses
presented in the paper available via a publicly available data repository; however, this is not
mandatory. If the study includes original data, at least one author must confirm that he or she
had full access to all the data in the study and takes responsibility for the integrity of the data
and the accuracy of the data analysis.

Animal Studies
A statement indicating that the protocol and procedures employed were ethically reviewed
and approved, as well as the name of the body giving approval, must be included in the
Methods section of the manuscript. Authors are encouraged to adhere to animal research
reporting standards, for example the ARRIVE reporting guidelines for reporting study design
and statistical analysis; experimental procedures; experimental animals and housing and
husbandry. Authors should also state whether experiments were performed in accordance with
relevant institutional and national guidelines for the care and use of laboratory animals:
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. US authors should cite compliance with the US National Research Council's Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals, the US Public Health Service's Policy on
Humane Care and Use of Laboratory Animals, and Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals.

. UK authors should conform to UK legislation under the Animals (Scientific
Procedures) Act 1986 Amendment Regulations (SI 2012/3039).

. European authors outside the UK should conform to Directive 2010/63/EU.

Species Names

Upon its first use in the title, abstract, and text, the common name of a species should be
followed by the scientific name (genus, species, and authority with correct use of parentheses;
date of species description is not required) in parentheses. For well-known species, however,
scientific names may be omitted from article titles. If no common name exists in English, only
the scientific name should be used. For further information see American Fisheries Society
Special Publication No. 20, A List of Common and Scientific Names of Fishes from the United
States and Canada.

Conflict of Interest

The journal requires that all authors disclose any potential sources of conflict of interest. Any
interest or relationship, financial or otherwise that might be perceived as influencing an
author's objectivity is considered a potential source of conflict of interest. These must be
disclosed when directly relevant or directly related to the work that the authors describe in
their manuscript. Potential sources of conflict of interest include, but are not limited to: patent
or stock ownership, membership of a company board of directors, membership of an advisory
board or committee for a company, and consultancy for or receipt of speaker's fees from a
company. The existence of a conflict of interest does not preclude publication. If the authors
have no conflict of interest to declare, they must also state this at submission. It is the
responsibility of the corresponding author to review this policy with all authors and
collectively to disclose with the submission ALL pertinent commercial and other
relationships.

Funding
Authors should list all funding sources in the Acknowledgments section. Authors are
responsible for the accuracy of their funder designation. If in doubt, please check the Open
Funder Registry for the correct nomenclature: https://www.crossref.org/services/funder-
registry/

Authorship
The list of authors should accurately illustrate who contributed to the work and how. All those
listed as authors should qualify for authorship according to the following criteria:
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1. Have made substantial contributions to conception and design, or acquisition of data,
or analysis and interpretation of data;

2. Been involved in drafting the manuscript or revising it critically for important
intellectual content;

3. Given final approval of the version to be published. Each author should have
participated sufficiently in the work to take public responsibility for appropriate portions
of the content; and

4. Agreed to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions related
to the accuracy or integrity of any part of the work are appropriately investigated and
resolved.

Contributions from anyone who does not meet the criteria for authorship should be listed,

with permission from the contributor, in an Acknowledgments section (for example, to
recognize contributions from people who provided technical help, collation of data, writing
assistance, acquisition of funding, or a department chairperson who provided general support).

Prior to submitting the article all authors should agree on the order in which their names will

be listed in the manuscript.

Additional Authorship Options: Joint first or senior authorship: In the case of joint first
authorship, a footnote should be added to the author listing, e.g. ‘X and Y should be
considered joint first author’ or ‘X and Y should be considered joint senior author.’

ORCID

As part of the journal’s commitment to supporting authors at every step of the publishing
process, the journal requires the submitting author (only) to provide an ORCID iD when
submitting a manuscript. This takes around 2 minutes to complete. Find more information
here.

Publication Ethics

This journal is a member of the Committee on Publication Ethics (COPE). Note this journal
uses iThenticate’s CrossCheck software to detect instances of overlapping and similar text in
submitted manuscripts. Read the Top 10 Publishing Ethics Tips for Authors here. Wiley’s
Publication  Ethics Guidelines can be found at authorservices.wiley.com/ethics-
guidelines/index.html.

6. AUTHOR LICENSING

If a paper is accepted for publication, the author identified as the formal corresponding author
will receive an email prompting them to log in to Author Services, where via the Wiley
Author Licensing Service (WALS) they will be required to complete a copyright license
agreement on behalf of all authors of the paper.
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Authors may choose to publish under the terms of the journal’s standard copyright agreement,
or OnlineOpen under the terms of a Creative Commons License.

General information regarding licensing and copyright is available here. To review the
Creative Commons License options offered under OnlineOpen, please click here. (Note that
certain funders mandate a particular type of CC license be used; to check this please
click here.)

Self-Archiving Definitions and Policies: Note that the journal’s standard copyright agreement
allows for self-archiving of different versions of the article under specific conditions. Please
click here for more detailed information about self-archiving definitions and policies.

Open Access fees: Authors who choose to publish using OnlineOpen will be charged a fee. A
list of Article Publication Charges for Wiley journals is available here.

Funder Open Access: Please click here for more information on Wiley’s compliance with
specific Funder Open Access Policies.

7. PUBLICATION PROCESS AFTER ACCEPTANCE

Accepted Article Received in Production

When an accepted article is received by Wiley’s production team, the corresponding author
will receive an email asking them to login or register with Wiley Author Services. The author
will be asked to sign a publication license at this point.

Proofs

Once the paper is typeset, the author will receive an email notification with the URL to
download a PDF typeset page proof, as well as associated forms and full instructions on how
to correct and return the file.

Please note that the author is responsible for all statements made in their work, including
changes made during the editorial process — authors should check proofs carefully. Note that
proofs should be returned within 48 hours from receipt of first proof.

Publication Charges

Colour figures. Colour figures may be published online free of charge; however, the journal
charges for publishing figures in colour in print. If the author supplies colour figures, they will
be sent a Colour Work Agreement once the accepted paper moves to the production process.
If the Colour Work Agreement is not returned by the specified date, figures will be converted
to black and white for print publication.

Early View
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The journal offers rapid publication via Wiley’s Early View service. Early View (Online
Version of Record) articles are published on Wiley Online Library before inclusion in an
issue. Note there may be a delay after corrections are received before the article appears
online, as Editors also need to review proofs. Once the article is published on Early View, no
further changes to the article are possible. The Early View article is fully citable and carries an
online publication date and DOI for citations.

8. POST PUBLICATION

Access and Sharing
When the article is published online:

. The author receives an email alert (if requested).

. The link to the published article can be shared through social media.

. The author will have free access to the paper (after accepting the Terms & Conditions
of use, they can view the article).

. The corresponding author and co-authors can nominate up to ten colleagues to receive

a publication alert and free online access to the article.

Promoting the Article
To find out how to best promote an article, click here.

Measuring the Impact of an Article
Wiley also helps authors measure the impact of their research through specialist partnerships
with Kudos and Altmetric.

9. EDITORIAL OFFICE CONTACT DETAILS
AREeditorialoffice@wiley.com

Author Guidelines updated July 2017
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