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Resumo
Na aquicultura, os sistemas com minima troca de agua vém como alternativa para um

cultivo sustentavel. A tecnologia de bioflocos (BFT), que consiste na formacao de agregados
microbianos através da manipulagdo da relacdo carbono: nitrogénio do meio, é uma op¢do na
reducdo da emisséo de efluentes. Entretanto, o acimulo de residuos nitrogenados e fosfatados
ao longo de vaérios ciclos de cultivo nesse sistema acaba causando impactos significativos com
a liberacdo do efluente no meio ambiente. Com isso, a Daphnia magna, que é um
microcrustaceo da familia dos claddceros que se beneficia da matéria organica presente no
ambiente aquatico, pode ser utilizada para a biorremediacdo deste efluente. O cultivo deste
microcrustaceo € realizado tradicionalmente em sistema de agua clara com adicdo da
microalga Chlorella vulgaris em sua dieta. Com isso, 0 presente trabalho objetiva avaliar o
desempenho da D. magna cultivada em aguas efluente do sistema BFT em diferentes relacGes
carboidrato:nitrogénio com a inoculagdo da microalga C. vulgaris e suplementacdo com
racdo. O experimento foi realizado com seis tratamentos em triplicatas baseados em dois
fatores, sendo eles: Relacdo C:N (10:1, 15:1 e 20:1) e Racdo (com adi¢do (R) ou sem adicdo
(SR)). As variaveis de qualidade de &gua: temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg.L™?),
salinidade (g.L), pH, nitrito NO2 (mg.L?), aménia NH3 (mg.L?), dureza e alcalinidade
foram medidas ao longo do cultivo. Ja para as variaveis de crescimento foram verificadas:
taxa de crescimento especifico (TCE); tempo de duplicacdo (TD), densidade média maxima
(DMX), rendimento (R) e dia de méaxima densidade (DMD). Para as variaveis pH,
temperatura, TDS, Salinidade, Amonia, Nitrito e Dureza ndo houveram diferengas
significativas (p>0,05) durante todo o cultivo. Quanto ao Oxigénio Dissolvido houve
diferenca significativa para o fator relacdo e para a interacdo entre os fatores racéo e relacgéo.
Houve diferenca significativa também quando tratada a alcalinidade para o fator racdo, o fator
relacdo e para a interacdo entre eles, com média variando entre 50,93 e 80,37. O pH, Oxigénio
dissolvido e a temperatura foram favoraveis para o desenvolvimento adequado do claddcero.
Apesar de apresentar diferencas estatisticas apenas para o fator relagdo, as DMX estiveram
entre 1001+283 e 3433 £267 org.L-1. Os dias de maxima densidade foram 12°, 14° e 18° dias.
O tratamento 10SR propiciou maior densidade média méxima de Daphnia magna, no 14° dia
de cultivo, além de apresentar valores de TCE, TD e R superiores aos demais tratamentos.
Contudo, todos os tratamentos possibilitaram o crescimento do cladécero, comprovando que o

uso do efluente é uma alternativa a producédo de alimento vivo.

Palavras-chave: Claddcero; Bioflocos; Daphnia; Efluente



Abstract
In aquaculture, systems with minimum water exchange are an alternative to

sustainable farming. Biofloc technology (BFT), which consists of the formation of microbial
aggregates through the manipulation of the carbon: nitrogen ratio of the culture medium is an
option in reducing the emission of effluents. However, the accumulation of nitrogen and
phosphate residues over several crop cycles in this system ends up causing significant impacts
with the release of effluent into the environment. Therefore, Daphnia magna, which is a
microcrustacean of the cladoceran family that benefits from the organic mater present in the
aquatic environment, can be used for the bioremediation of this effluent. The cultivation of
this microcrustacean is traditionally carried out in a clear water system with the addition of
the microalgae Chlorella vulgaris in its diet. In this way, the present work aims to evaluate
the performance of D. magna cultivated in effluent waters of the BFT system in different
carbohydrate: nitrogen ratios with the inoculation of C. vulgaris microalgae and fish feed
supplementation. The experimentation is done with six treatments in triaplicates based on two
factors, being : Ratio C: N (10: 1, 15: 1 e 20: 1) and Feed (with addition of fish feed (R) or
without addition of fish feed (SR)). The variables of water quality: temperature (°C),
dissolved oxygen (mg.L™?), salinity (gL™?), pH, NO2 (mg.L?), TAN (mg.L™), hardness and
alkalinity were measured throughout the culture. The specific growth rate (TCE), doubling
time (TD), maximum mean density (DMX), yield (R) and day of maximum density (DMD)
were verified for the growth variables. To the variables pH, temperature, Salinity, TAN,
Nitrite and Hardness there were no significant differences (p> 0.05) throughout the culture.
Regarding dissolved oxygen there was a significant difference for the ration factor and for the
interaction between the ration and feed factors. There was also a significant difference when
the alkalinity was treated for the ration factor, the feed factor and for the interaction between
them, with an average of 50.93 and 80.37. The pH, dissolved oxygen and temperature were
favorable for the proper development of the cladoceran. Although there were statistical
differences only for the ration factor, the DMXs were between 1001 + 283 and 3433 * 267
org.LY. The days of maximum density were 12°, 14° and 18° days. The 10SR treatment
provided a higher average maximum density of Daphnia magna on the 14th day of
cultivation, besides showing TCE, TD and R values higher than the other treatments.
However, all treatments allowed the growth of the cladoceran, proving that the use of the
effluent is an alternative to the production of live food.

Keywords: Cladoceran; Bioflocs; Daphnia; Effluent
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1. INTRODUCAO
Em 2016, um pico de 171 milhdes de toneladas na producéo global de pescado foi

registrado, onde cerca de 47% deste total foram provenientes da aquicultura (FAO, 2018).
Segundo a FAO (2018), entre os anos de 2011 e 2016 a aquicultura obteve o crescimento
anual de 5,8% e se destaca entre os principais setores de producao de alimento com um dos
maiores indices de crescimento anual. Com o desenvolvimento do setor, novas tecnologias
tém sido implantadas para maior sucesso na produgdo de organismos aquaticos e otimizagao

no uso dos recursos naturais.

Um dos exemplos, quando se fala do desenvolvimento do setor aquicola, é o sistema
de bioflocos, que surgiu como alternativa para reduzir o langamento de efluentes no meio
ambiente e aumentar a biosseguridade nas unidades produtivas. Isso se deve a reduzida troca
de agua do sistema que por sua vez é propiciada pelo equilibrio da comunidade microbiana
(Azim and Little, 2008; Luo et al., 2014; Lima et al., 2015). A tecnologia destaca-se pelos
bons resultados produtivos para diferentes espécies como Oreochromis niloticus (Wambach,
2013; Lima et al., 2015) e Macrobrachium rosenbergii (Frozza et al., 2013) por exemplo.
Este sistema é caracterizado pela formacgdo de agregrados microbianos (leveduras, bactérias,
protozoarios, fitoplancton e zooplancton), induzidos através da manipulacdo da relacdo C:N
do sistema, variando de 10 a 20:1 (Avnimelech, 2012). Desta forma, diferentes relacdes C:N
induzem a diferentes microbiotas e distintos grupos bacterianos (autotréficos e
heterotréficos), onde a predominancia dos diferentes grupos varia de acordo com a relacdo
C:N estabelecida no sistema (Ebeling, 2006). Esta comunidade microbiana permite que o
nitrogénio gerado pelos alimentos ndo consumidos e excretas dos organismos seja convertido
em biomassa protéica, voltando a ser disponibilizado no cultivo para esses mesmos

organismos como alimento (Day et al., 2016).

Apesar dos beneficios trazidos pelo sistema de bioflocos, apds sucessivos ciclos ha a
formacgédo de efluentes com elevadas concentragcdes de nitrato, fosforo e matéria orgéanica
(Emereciano et al., 2017). E com o surgimento desta problematica foram desenvolvidos
métodos onde se utilizam organismos filtradores e assimiladores de nutrientes, como
microalgas (Souza et al., 2015), macroalgas (Carneiro, 2007), moluscos (Proenca, 2010) e
microcrustaceos (Pau et al., 2013), para biorremediacdo desses efluentes.Visto a necessidade
de aproveitamento deste efluente e a vasta gama de opgdes a serem utilizadas como
biorremediadores, podemos destacar 0s microcrustaceos que por sua vez podem contribuir no

tratamento da 4gua e na nutri¢do animal.
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Um dos principais fatores que determinam o sucesso da produgdo de espécies
aquaticas é a nutricdo, que contribui no desenvolvimento da espécie em cativeiro. Visto que
na maioria das espécies a oferta de alimento vivo é indispensavel, principalmente nas fases
iniciais de vida, pois os lipideos e &cidos graxos essenciais presentes neste alimento atuam no
fornecimento de energia, nos mecanismos de defesa e nos componentes da membrana celular
(Fereidouni et al., 2013), além de auxiliar no aumento da sobrevivéncia bem como no

crescimento e maturagédo sexual das espécies cultivadas (Ocampo, 2010).

Para suprir esta necessidade de alimento vivo, principalmente em peixes e crustaceos,
podem ser ofertados organismos planctonicos, dentre esta vasta diversidade temos como
exemplo os claddceros (Lavens e Sorgeloos, 1996). Ordem esta que € representada por
microcustaceos componentes do zooplancton comumente conhecidos como pulgas-d’agua,
entre os claddceros encontra-se 0 género Daphnia, que € composto por aproximadamente 100
espécies, sendo as mais populares a D. magna, D. pulex, D. longispina e D. similis
(Ebert,2005). As espécies do género sdo abundantes em ambientes com altas concentragdes de
matéria organica, onde elas podem utilizar bactérias, leveduras e microalgas como alimento
(Ocampo et al., 2010).

Segundo Lavens e Sorgeloos (1996) o conteldo nutricional desses claddceros esta
diretamente relacionado as suas fontes de alimento, os integrantes do género Daphnia
apresentam relevante contetdo nutricional, em peso seco: proteinas (50%), lipidios (20-27%),
acidos graxos essenciais (4,2%), (Hoff e Snell, 2004) vitaminas e enzimas que atuam no
intestino de larvas de peixes. Além disso, sua producdo se destaca, pois estes claddceros
apresentam rapida reproducdo e ciclo de vida curto facilitando a obtencéo de biomassa (Otero
et al., 2013). Um dos alimentos comumentes fornecidos aos claddceros sdo as microalgas
(Hoff and Snell, 2004).

A Chlorella vulgaris é uma das microalgas mais utilizadas para a alimentacao destes
cladoceros, ndo apenas pelo seu tamanho ideal, facilidade de cultivo e crescimento acelerado
(Lourengo, 2006), mas também por possuir um conteudo nutricional significativo: teor de
proteina maior que 40% (Matosi et al., 2015) e alta concentracdo de acidos graxos, cerca de
10% em peso seco (Villarruel-Lopez et al., 2017), onde, da quantidade total de acidos graxos,

40,8% corresponde aos &cidos graxos poli-insaturados (PUFA) (Tibbetts et al., 2017).

Além da dieta algal podem ser adicionados outros suplementos como a racdo para
peixes por exemplo. Sipauba-Tavares e Bachion (2002) relataram que a dieta algal
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suplementada com racdo para peixes solubilizada aumentou os niveis de proteina na
composicdo nutricional do cladécero Moina micrura alcangando valores proximos a 70% de
proteina, ja Buratini e Aragdo (2012), com Daphnia similis, observaram que a utilizacdo da
dieta com racdo solubilizada manteve a sobrevivéncia estavel em cerca de 90% até a oitava

geracdo cultivada.

Estas caracteristicas enriqguecem 0s microcrustaceos que por sua vez transportam estes
nutrientes para as espécies em cultivo, propiciando o aumento na resposta imune, a melhoria
no desenvolvimento larval de peixes e crustaceos e conseqlientemente uma maior eficiéncia
produtiva (Chiu et al., 2015).

Aliar as caracteristicas do efluente proveniente do sistema de bioflocos com a
possibilidade de utiliza-la como meio para a producdo de Daphnia pode ser uma alternativa
para a diminuigdo da carga de nutrientes do efluente. Campos (2017) trabalhou utilizando o
efluente do cultivo de tilapia em sistema de bioflocos (C:N 12:1) para o cultivo da D. similis e
identificou que o uso do biofloco associado a microalga C. vulgaris obteve melhores
resultados de crescimento e que apenas o floco como alimento néo foi capaz de proporcionar

grandes crescimentos.

Dentro deste contexto, objetivou-se com o presente estudo avaliar a producdo de
Daphnia magna com a oferta de Chlorella vulgaris e ragdo na dieta em diferentes relagdes
C:N do efluente de cultivo de Tilapia (Oreochromis niloticus) em sistema de bioflocos . Em
2016, um pico de 171 milhdes de toneladas na producdo global de pescado foi registrado,
onde cerca de 47% deste total foram provenientes da aquicultura (FAO, 2018). Segundo a
FAO (2018), entre os anos de 2011 e 2016 a aquicultura obteve o crescimento anual de 5,8%
e se destaca entre os principais setores de producdo de alimento com um dos maiores indices
de crescimento anual. Com o desenvolvimento do setor, novas tecnologias tém sido
implantadas para maior sucesso na producdo de organismos aquaticos e otimizac¢ao no uso dos
recursos naturais. Um dos exemplos, quando se fala do desenvolvimento do setor aquicola, é
o0 sistema de bioflocos, que surgiu como alternativa para reduzir o lancamento de efluentes no
meio ambiente e aumentar a biosseguridade nas unidades produtivas (Pierri, 2012). Isso se
deve a reduzida troca de dgua do sistema que por sua vez é propiciada pelo equilibrio da
comunidade microbiana (Azim and Little, 2008; Luo et al., 2014; Lima et al., 2015).

A tecnologia de bioflocos destaca-se pelos bons resultados produtivos para diferentes
especies como Oreochromis niloticus (Wambach, 2013; Lima et al., 2015) e Macrobrachium
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rosenbergii (Frozza et al., 2013) por exemplo. Este sistema é caracterizado pela formacao de
agregrados microbianos (leveduras, bactérias, protozoarios, fitoplancton e zoopléancton),
induzidos através da manipulacdo da relagdo C:N do sistema, variando de 10 a 20:1
(Avnimelech, 2012). Desta forma, diferentes relacdes C:N induzem a diferentes microbiotas e
distintos grupos bacterianos (autotroficos e heterotroficos), cuja predominédncia ird variar de
acordo com a relagdo C:N estabelecida no sistema (Ebeling, 2006). Esta comunidade
microbiana permite que o nitrogénio, gerado pelos alimentos ndo consumidos e pelas excretas
dos organismos, seja convertido em biomassa protéica, voltando a ser disponibilizado no

cultivo como alimento (Day et al., 2016).

Apesar dos beneficios trazidos pelo sistema de bioflocos, apds sucessivos ciclos ha a
formacdo de efluentes com elevadas concentracdes de nitrato, fosforo e matéria organica
(Emereciano et al., 2017). Sendo assim, foram desenvolvidos métodos onde se utilizam
organismos filtradores e assimiladores de nutrientes, como microalgas (Souza et al., 2015),
macroalgas (Carneiro, 2007), moluscos (Proenca, 2010) e microcrustaceos (Pau et al., 2013),
para biorremediacdo desses efluentes de cultivo. Tendo em vista a necessidade de tratar o
efluente e a possibilidade de utiliza-lo como meio para a producdo de microcrustaceos, surge
uma alternativa interessante, tanto para o aproveitamento desta dgua residual quanto para a
nutricdo desses organismos. Dentre os microcrustaceos, destacam-se os claddceros (Lavens e
Sorgeloos, 1996), representados pelo género Daphnia, que é composto por aproximadamente
100 espécies, sendo as mais populares a D. magna, D. pulex, D. longispina e D. similis
(Ebert,2005). Essas espécies sdo abundantes em ambientes com altas concentracGes de
matéria organica, utilizando-se de bactérias, leveduras e microalgas como alimento (Ocampo
et al., 2010).

A Daphnia é utilizada como alimento vivo, principalmente para peixes e crustaceos,
nos estagios iniciais de vida (Lavens e Sorgeloos, 1996), sendo este um dos principais fatores
que determinam o sucesso da producdo de espécies aquaticas, pois os lipideos presentes neste
alimento fornecem energia e acidos graxos essenciais que atuam nos mecanismos de defesa e
nos componentes da membrana celular (Fereidouni et al., 2013), além de auxiliar no aumento
da sobrevivéncia bem como no crescimento e maturacdo sexual das especies cultivadas
(Ocampo, 2010). Segundo Lavens e Sorgeloos (1996) o conteudo nutricional desses
claddceros estd diretamente relacionado as suas fontes de alimento, apresentando relevante
conteddo nutricional, em peso seco: proteinas (50%), lipidios (20-27%), acidos graxos

essenciais (4,2%) (Hoff e Snell, 2004) vitaminas e enzimas que atuam no intestino de larvas
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de peixes. Além disso, possuem caracteristicas que otimizam sua producdo como, rapida
reproducédo e ciclo de vida curto facilitando a obtencdo de biomassa (Otero et al., 2013).
Dentre os alimentos fornecidos aos claddceros, sobressaem-se as microalgas (Hoff and Snell,
2004).

Em meio a tantas espécies de microalgas, uma das mais utilizadas para a alimentagédo
de Daphnia € a Chlorella vulgaris, ndo apenas pelo seu tamanho ideal, facilidade de cultivo e
crescimento acelerado (Lourengo, 2006), mas também por possuir um contetdo nutricional
significativo: teor de proteina maior que 40% (Matosi et al., 2015) e alta concentracdo de
acidos graxos, cerca de 10% em peso seco (Villarruel-Lopez et al., 2017), onde, da quantidade
total de acidos graxos, 40,8% corresponde aos acidos graxos poli-insaturados (PUFA)
(Tibbetts et al., 2017). Além da dieta algal podem ser adicionados outros suplementos, como a
racdo para peixes, por exemplo. Sipatba-Tavares e Bachion (2002) relataram que a dieta algal
suplementada com racdo para peixes solubilizada aumentou os niveis de proteina na
composicao nutricional do cladécero Moina micrura alcancando valores proximos a 70% de
proteina. Enquanto Buratini e Aragdo (2012) observaram que a utilizacdo da dieta com racédo
solubilizada manteve a sobrevivéncia estavel em cerca de 90% até a oitava geracdo de
Daphnia similis. Estes alimentos enriqguecem 0s microcrustaceos que por sua vez transportam
0s nutrientes para as espécies em cultivo, propiciando aumento na resposta imune, melhoria

no desenvolvimento larval e consequentemente maior eficiéncia produtiva (Chiu et al., 2015).

Dentro deste contexto, objetivou-se com o presente estudo avaliar a producdo de
Daphnia magna em diferentes relacbes C:N da agua residual do cultivo de Tilapia
(Oreochromis niloticus) em sistema de bioflocos, com a oferta de Chlorella vulgaris e

suplementacdo de racdo na dieta.

2. METODOLOGIA

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Producdo de Alimento Vivo
(LAPAVI), localizado Departamento de Pesca e Agquicultura (DEPAQ) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

Delineamento experimental

O experimento teve duracdo de 30 dias seguindo o delineamento experimental em

blocos inteiramente casualizados contando com trés tratamentos: | - agua proveniente do
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cultivo de tilapia em bioflocos de com relagdo C:N de 10:1; Il - 4gua proveniente do cultivo
de tilapia em bioflocos de com relagdo C:N de 15:1; e Il - 4gua proveniente do cultivo de
tilapia em bioflocos de com relacdo C:N de 20:1 e dois blocos (A- com adicao de racdo 40%
PB; e B — sem adicdo de racdo 36% PB) com trés repeticdes para cada interacdo tratamento-
bloco, perfazendo um total de 18 unidades experimentais para as seis interacdes. 1) Cultivo de
Daphnia magna em sistema de bioflocos C/N 10:1 com inoculacdo de microalga Daphnia
magna e adicdo de racdo (10R); 2) Cultivo de Daphnia magna em sistema de bioflocos C/N
10:1 com inoculacdo de microalga C. vulgaris e sem adi¢do de racdo(10SR); 3) Cultivo de
Daphnia magna em sistema de bioflocos C/N 15:1 com inoculagéo da microalga C. vulgaris e
adicéo de racdo (15R); 4) Cultivo de Daphnia magna em sistema de bioflocos C/N 15:1 com
inoculacdo da microalga C. vulgaris e sem adicdo de racdo (15SR); 5) Cultivo de Daphnia
magna em sistema de bioflocos C/N 20:1 com inoculacdo da microalga C. vulgaris e com
adicéo de racdo (20R); 6) Cultivo de Daphnia magna em sistema de bioflocos C/N 20:1 com
inoculacdo da microalga C. vulgaris e sem adicdo de racdo (20SR). A relacdo

carbono:nitrogénio ndo foi mantida ao longo do cultivo.

Efluente e distribuicdo nas unidades experimentais

Foi utilizada agua proveniente de cultivo de tilapia em sistema de bioflocos com
diferentes relagOes carboidrato:nitrogénio, onde a fonte de carbono utilizada foi o melago. A
proporcdo C:N foi de 10:1, 15:1 e 20:1 como sugerido na metodologia de Samocha et al.
(2007) e Avnimelech (2009). O cultivo das tilapias teve duracdo de 62 dias, este foi realizado
com densidade de estocagem de 40 ind.m™ e temperatura de aproximadamente 27°C durante
todo o cultivo. O arragoamento foi feito com 5% da biomassa e o pH foi ajustado para cerca
de 7.5 com bicarbonato de sddio (NaHCOs3). Os sélidos sedimentéveis dos tratamentos 10:1,
15:1 e 20:1 foram de 20, 60 e 80 ml L™, respectivamente, com alcalinidades de 135, 120 e
100 mg CaCOs3 L, respectivamente.

Para o cultivo da D. magna o efluente foi diluido e a alcalinidade ajustada para
aproximadamente 60 mg CaCO3L?! (ABNT, 2016) de forma que fossem atendidas as
condic@es ideais para o crescimento da espécie. Sendo assim, o volume de biofloco utilizado
nos trés tratamentos foi misturado a agua doce clara previamente tratada com cloro (2 mL L~
1y, desclorada e aerada por trés dias antes do uso. A diluicdo variou de acordo com a relacdo

C: N, utilizando aproximadamente 30-40% do volume do tanque (3 a 4 L tanque™) de
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biofloco e aproximadamente 70-60% do volume (7 a 6 L tanque™) de agua clara com
alcalinidade 20 mg CaCO3 L7, totalizando um volume de 10 L tanque™.

Qualidade de agua

As variaveis fisico-quimicas temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg L?) e pH
foram aferidas diariamente, utilizando multiparametro MultiProbe System 5565 YSI.
Nitrogénio amoniacal total (NAT) (Koroleff, 1976), nitrito (NO) (Golterman et al., 1978) e
dureza (mg L™ de CaCOs) (APHA, 2005), foram verificados trés vezes ao longo do cultivo;

enquanto a alcalinidade foi monitorada duas vezes por semana (APHA, 2005).
Cultivo da Chlorella vulgaris

A microalga Chlorella vulgaris foi cultivada em meio de cultura Provasoli (Provasoli,
1968), contendo em pmol L*: 1235000 NaNOs, 69431.5 CsH;Na;OsP.H-0O, 66892.3
C10H14N20gNa2.2H20, 24760 Fe(NHa4)2(SO4)2.6H20, 48520 H3BOs, 550 FeCls.6H.0, 3030
MnCl,.4H,0, 550 ZnCly, 6.3 CoCl,.6H20, 2.21 cyanocobalamina e 6.14 biotina.; utilizando
1.0 mL L do meio de cultura em cada unidade experimental. O cultivo foi realizado em
sistema semi-continuo, fotoperiodo integral e intensidade luminosa de aproximadamente 40
pmol m2s?,

Preparo da racéo

A racdo para peixe contendo 40% de proteina bruta foi solubilizada, dissolvendo os
nutrientes da racdo na agua. A mesma foi macerada e colocada em béquer com agua destilada
sob forte aeragdo durante o periodo de sete dias a uma concentracdo de 10g L. Apds este
periodo, o sobrenadante foi retirado e condicionado em recipiente de vidro ambar a 4°C, com
validade de sete dias.

Cultivo da D. magna

O cultivo foi realizado em tanques de 10L de volume atil, com densidade inicial de 6
ind L (Buratini e Aragdo, 2012), totalizando 60 individuos por tanque com aeragdo
constante e fotoperiodo de 12C:12E. A reposi¢cdo e drenagem da agua foram realizadas

conforme evaporacao e aumento do volume ao adicionar a microalga.

A oferta de C. vulgaris para a D. magna ocorreu na fase exponencial de crescimento
da microalga, diariamente no mesmo horario ao longo de todo o periodo de cultivo, a uma
concentragdo de 3.2 x 10° cél mL* ind? (Buratini e Aragéo, 2012). Enquanto a oferta de ragio
foi de 0,05 mL.ind.dia* de acordo com Buratini e Aragdo (2012).
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A contagem dos organismos foi realizada a cada dois dias por método volumétrico
onde se retiraram amostras homogéneas de 2L de cada unidade experimental, densidades
menores que 250 individuos foram contados um a um e maiores que 250 individuos foram
contados com auxilio de uma pipeta graduada de 10 mL de acordo com metodologia de
Manso (2007).

Variaveis de crescimento da D.magna

Para a avaliacdo do crescimento da espécie foram verificados densidade média
maxima (DMX), sendo a densidade maxima de organismos obtida no cultivo (ind L), e dia
de méxima densidade (DMD), o dia de maior nimero de organismos no cultivo. Assim como,
calculou-se taxa de crescimento especifico (TCE), tempo de duplicacdo (TD) e rendimento

(R), utilizando as seguintes equacdes (Otero et al., 2013):

ILnNt1-LnNto "

TCE = 100

onde:

Nt1: Namero final de individuos
NtO: NUmero inicial de individuos

t1: Dia de méaxima densidade

Onde:

Ln2: Logaritmo natural de 2

k: Taxa de crescimento especifico (TCE)

Nt1—-Nt0
R=—m
t1

onde:

Ntl: Numero final de individuos
NtO: NUmero inicial de individuos

t1: Dia de méxima densidade
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Andlise estatistica

Os dados do experimento foram avaliados quanto a normalidade e homogeneidade,
pelos testes de Lilliefors Kolmogorov-Smirnov e Bartlett, respectivamente. Os dados normais
foram submetidos a ANOVA fatorial, sequido do teste de Tukey, ao nivel de significancia de
0,05. Para os dados ndo normais aplicou-se o teste ndo paramétrico de Friedman. Aplicou-se o
teste de correlagcdo de Pearson aos dados de qualidade de &gua e de crescimento da D. magna,
bem como realizou-se uma Analise de Componentes Principais (PCA) com os dados
previamente logaritmizados (log x+1). O software de andlise estatistica utilizado foi 0 R 3.4
(R Core Team, 2015; Gross and Ligges, 2015; Wickham, 2016).

3. RESULTADOS
Qualidade de agua

As variaveis fisico-quimicas da dgua mantiveram-se na faixa ideal de cultivo para a
espécie, onde o valor médio de pH variou em torno de 7,5, o de oxigénio dissolvido entre 3,65
e 4,18 mg L* e de temperatura em torno de 26 + 1 °C. N&o houve diferencas significativas
entre os tratamentos para as variaveis pH e temperatura. Com relacdo ao OD, houve diferenca
significativa (p<0,05) para o fator relacdo e para a combinacdo dos dois fatores (Ragdo x
Relacdo), onde valores mais elevados foram encontrados no tratamento 10SR (4,18 + 0,55 mg
L) e inferior nos tratamentos 15SR (3,65 + 0.68 mg L) e 20SR (3,78 + 0.67 mg L) (Tabela
1).

Para as variaveis quimicas NAT e NO- e Dureza ndo houve diferencas significativas
(p>0,05). O NAT variou de 0,146 a 0,406 mg L entre os tratamentos, o NO2 variou de 0,142
a 0,832 mg L%, enquanto a Dureza variou de 75 a 133,33 mg CaCOs L, em média. Ja para a
alcalinidade houve diferenca significativa (p<0,05) tanto para o fator racdo quanto relacdo e
para a combinacdo dos dois fatores, onde maiores valores foram encontrados nos tratamentos
15R e 20R, sendo eles 80,37 e 71,85 mg CaCOs L™, respectivamente, ja os tratamentos com
menores valores foram os com relacdo de 10:1 com e sem adicdo de racdo onde se obteve
50,93 e 51,67 CaCOg3 L, respectivamente(Tabela 1).
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Tabela 1. Média, valores minimos e maximos das varidveis de qualidade de agua no cultivo de D. magna
utilizando efluente do cultivo de tilapia do Nilo em diferentes relagdes C:N como meio de cultura associado a

oferta ou ndo de racao.

. . . Alcalinidade Dureza
C:N pH T (°C) OD (mgL™*) NAT(mgL*) NO2(mgL™") (mg E?)COCS (mg CaCO3 L)
10SR 7,58 26,99 4,18 0,333 0,142 51,67 79,167
(6,80-7,83) (26,25-27,57) (2,72-5,25) (0-2,0) (0-0,50) (35- 85) (50- 150)
10R 7,56 26,27 3,85 0,146 0,660 50,93 91,667
(7,04-7,8) (26,09-27,41) (2,44-5,20) (0- 0,25) (0- 2,80) (30-90) (50- 150)
15SR 7,51 26,98 3,65 0,208 0,378 53,15 75
(6,41-7,94) (26,54-27,52) (2,15-5,10) (0-0,5) (0-1,80) (40- 80) (50- 150)
15R 7,57 26,97 3,82 0,406 1,505 80,37 120,833
(6,51-7,99) (26,06-27,47) (2,55-4,83) (0-2,0) (0- 2,80) (35-150) (50- 150)
20SR 7,51 26,97 3,78 0,146 0,253 60,18 133,3
(6,71-7,86) (26,8-27,45) (2,25-5,18) (0-0,25) (0-1,75) (50-90) (50 - 200)
20R 7,53 26,96 3,92 0,232 0,832 71,85 87,5
(7,16- 7,89) (26,48-27,51) (2,30-5,16) (0-1,0) (0- 2,80) (50- 110) (50 -100)
Racéo ns ns ns ns ns * ns
Relacao ns ns * ns ns * ns
Racéo
X ns ns * ns ns * ns
Relacéo

Variéveis submetidas ao teste ndo paramétrico de Friedman (p<0.05) onde "ns" indica a ndo diferencas significativas
encontradas e "*" indica diferencas significativas. Apenas as variaveis Alcalinidade e OD foram submetidas a ANOVA

fatorial seguido do teste de comparacdo de médias de Tukey (p<0.05).

Crescimento da D. magna

Ao avaliar as variaveis de crescimento, foi observada diferenca significativa (p<0,05)

entre todos os tratamentos no fator relacdo (Tabela 2), com maiores valores de DMX para o
tratamento 10SR (3,433 + 267 ind L) e menor para o 20SR (1,011 + 283 ind L?). Os
maiores valores de TCE e R foram obtidos no tratamento 10SR, 0,453 + 0.6 % dia™ e 245 +

19 ind L* dial, respectivamente. Enquanto o tratamento 20SR obteve o menor valor de TCE

com 28,3 + 1,6 % dia™® e o tratamento 20R obteve o menor valor de R com 46 + 18 ind L*

dia’. O tempo de duplicacdo seguiu a mesma tendéncia das outras variaveis, com destaque

para os tratamentos 10R e 10SR(Tabela 2).
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Tabela 2. Média + desvio padrdo das varidveis de crescimento no cultivo de D. magna
utilizando efluente do cultivo de tilapia do Nilo em diferentes relacdes C:N como meio
de cultura associado a oferta ou ndo de ragéo.

C:N DMX(orgL?) TCE (%dia') TD (dia) R (org L'dia!) DMD

10R 1211+ 455 0,439 +0,029 0,825 + 0,066 100 + 38 12°
10SR 3433 + 267 0,453 +0,6 0,791 + 0,012 245+ 19 14°
15R 2817 + 1483 0,336 + 0,033 1,095 + 0,100 148 + 70 18°
15SR 2100 + 200 0,325+0,5 1,123 £ 0,016 116 £ 11 18°
20R 1522 + 937 0,301 £0,032 1,204 +0,103 46 + 18 18°
20SR 1011 + 283 0,283+0,016 1,262 + 0,056 55+ 15 18°
Racéo ns ns ns ns
Relacao * * * *
Racéo x x x
~ ns ns
Relacao

Variaveis submetidas a ANOVA fatorial seguido do teste de comparacdo de médias de
Tukey (p<0.05) onde o "ns" indica que ndo ha diferencas significativas e "*" indicando
diferencas significativas.

O dia de maxima densidade (DMD) foi alcangado no 12° dia para o tratamento 10R e
no 14° dia para o tratamento 10SR, para os demais tratamentos o DMD foi alcangcado no 18°

dia (Tabela 2) com tendéncia ao declinio logo ap6s (Figura 1).

C:N 10-1 C:N 15:1 C:N 20:1

=
&
2

u

;

Densidade (
Densidade
Densidade (ind L")

5 10 15 20 25 0 0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30

Dia Dia Dia
C:N 10:1 + Ragéo C:N 15:1 + Ragao C:N 20:1 + Ragéo
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Figura 1. Crescimento da D. magna cultivada em efluente proveniente do cultivo de tilapia
do Nilo em bioflocos com diferentes relacdes C:N e com adigdo ou ndo de racao.

20



Avaliando as possiveis correlagcdes existentes das variaveis de qualidade de &gua com
as variaveis de crescimento da D. magna, observou-se que a dureza influenciou inversamente
a Densidade populacional, TCE e R, obtendo correlagdes de -0,63 (p=0,0049), -0,61
(p=0,0076) e -0,69 (p=0,0016), respectivamente. O NO2 a alcalinidade e a dureza
influenciaram diretamente o TD com correlag6es de 0,70 (p=0,0011), 0,62 (p=0,0062) e 0,48
(p=0,042), respectivamente. As demais variaveis fisico-quimicas ndo demonstraram

correlagdes significativas (p>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de correlagdo de entre variaveis de crescimento e qualidade de 4gua no
cultivo de D. magna utilizando efluente do cultivo de tilapia do Nilo em diferentes
relacfes C:N como meio de cultura associado a oferta ou ndo de ragéo.

NO2 NAT Dureza Alcalinidade pH Temperatura OD

Densidade 0,008 0,36 -0,63** 0,23 0,14 0,24 0,15

TCE -0,10 -0,008 -0,61** -0,41* 0,16 0,16 0,30
TD 0,70** 0,39  0,48* 0,62** 0,083 -0,18 -0,028

Rendimento -0,094 0,25 -0,69** 0,035 0,17 0,26 0,26

As variaveis foram submetidas ao teste de correlacdo de Pearson.
* Correlacdo significativa com p<0,05

**Correlacdo significativa com p<0,01

*** Correlacdo significativa com p<0,001

A partir da andlise de componentes principais (PCA) foi observado um grau de
explicacdo de 60% da variacdo dos dados. Essa proporcdo cumulativa foi dividida entre duas
componentes, onde a PC1 representou cerca de 35,5% da variagdo dos dados e a PC 2 cerca
de 24,6%. As variaveis, TCE (-0,38), Dureza (0,44),Rendimento (0,43) e Densidade (-0,38)
foram melhor explicadas pela primeira componente principal (PC1); ja as variaveis NO> (-
0,37), NAT (-0,48), TD (-0,38), pH (-0,37) e temperatura (-0,22) foram melhor explicadas
pela segunda componente principal (PC2) (Figura 3). Maiores valores de TCE, Rendimento e
densidade foram encontrados nos tratamentos sem a adicdo de ragdo, em contra partida
maiores valores de Dureza, TD, Alcalinidade, NO2 e NAT foram encontrados nos tratamentos

com a adigéo da racao.
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Figura 2. Andlise de componentes principais para a resposta das varidveis em relacdo ao
cultivo de D. magna cultivada em efluente proveniente do cultivo de tilpia em bioflocos com

adicdo ou ndo de racao.

4. DISCUSSAO
A utilizacdo de aguas residuais do cultivo de tilapia do Nilo em diferentes relacdes

C:N e a adicdo de ragdo influenciaram em alguns dos parametros de qualidade de dgua . Essas
alteracbes foram verificadas pelas diferencas estatisticas relatadas para as varidveis OD e
alcalinidade (Tabela 1), propiciadas tanto pelas diferentes relagdes C:N utilizadas quanto a
adicdo da racdo no cultivo, que por sua vez refletiram no desempenho da D. magna. O
oxigénio dissolvido variou dentro do intervalo ideal para a especie (Hoff and Snell, 2004),
mesmo sendo verificada uma diminuicdo do mesmo de acordo com o aumento da relagéo
C:N, devido ao maior desenvolvimento de bactérias heterotroficas que competem por espaco,
nutrientes e oxigénio, além do aumento da matéria organica na unidade de cultivo por conta

da maior quantidade de carbono presente no sistema (Luo et al., 2013; Silva et al., 2017).

Da mesma maneira, a alcalinidade manteve-se nos padrdes aceitaveis para a espécie
(Jin et al., 1991). Os valores mais elevados de alcalinidade foram nos tratamentos onde houve
adicdo de racdo e com maiores concentracfes de carbono (15R e 20R) (Tabela 1), o que se
deve possivelmente a dominancia de bactérias heterotroficas, as quais consomem uma menor
guantidade de alcalinidade (3.57 g) (Ebeling et al., 2006) quando comparado as bactérias
nitrificantes (7.07 g) (Chen et al., 2006; Silva et al., 2017), na produgdo de biomassa
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microbiana para um grama de NAT, ja quealtas concentracBes de carbono diminuem a taxa de
nitrificacdo (Ebeling et al., 2006). Assim, as relagdes menores que 20:1 podem permitir uma
manutencdo mais equilibrada dessas duas comunidades microbianas, onde foram encontrados

menores valores de alcalinidade.

Quanto as demais variaveis de qualidade de agua (temperatura, pH, dureza, NAT e
NO.) apesar de ndo terem apresentado diferencas significativas também influem sobre o
crescimento da Daphnia. O pH (Tabela 1) manteve-se na faixa ideal para o cultivo de
Daphnia em todos os tratamentos, variando de 7.2 a 7.6 (Beatrici, 2004). Da mesma forma
para outros cladoceros, como a Moina micrura, podendo tolerar um pH de até 9.0 sem afetar
significativamente o seu crescimento (Stockmann, 2012).Ja com a temperatura Martinez-
Jer6nimo (2012) cita que temperaturas proximas a 25 °C, permitem maior nimero médio de
ovulag@es, com inicio no 6° dia de cultivo, enquanto que a 20 °C reproduzem-se a partir do 8°
dia e possuem menor taxa de crescimento. Do mesmo modo, as variacdes nos valores de NAT
e NO., ficaram dentro dos padrdes aceitaveis para o cultivo de espécies do género, ja que esta
consegue tolerar niveis de 15 a 20 mg L™ de aménia total (Hoff and Snell, 2004) e até 2 mg L°
! de nitrito (Xiang et al., 2012). Portanto, temperatura, NAT, NO, e pH no presente estudo,

ndo afetaram o crescimento da D. magna.

Ja os valores médios de dureza da agua, no presente estudo, enquadram-se na faixa de
50 a 150 mg CaCOs L sendo classificadas como moderadamente dura (Boyd, 2015), contudo
o tratamento 20SR alcancou valores méaximos de aproximadamente 200 mg CaCOs L, ou
seja uma agua dura, o que pode ter influenciado na reproducdo da D.magna, visto que essa
variavel possui uma interferéncia muito grande sobre a fertilidade das fémeas e a taxa de
producdo de neonatos, onde valores proximos a 80 mg CaCOs L apresentam melhores
resultados quando comparados com concentracdes de 37 e 169.5 mg CaCOs L (Maranho and
Nieweglowski, 1995).

A dieta ofertada para a Daphnia € também um fator importante para o Sseu
crescimento. Segundo Darmawan (2014) estes sdo organismos filtradores ndo seletivos que
podem se alimentar de fitoplancton, bactérias, ciliados e detritos presentes no sistema de
bioflocos. Esses agregados microbianos podem atingir niveis de proteina e de lipidios de
38.43% e 3.23%, respectivamente, quando em relacdo C:N de 11:1 (Azim, 2008), podendo
assim ser uma fonte nutricional para os organismos cultivados (Khatoon et al., 2016). Porém,

uma dieta formada apenas por bactérias ndo é nutricionalmente adequada para Daphnia, por
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ser deficiente em PUFA e esterodis (Taipale et al., 2014), logo, a oferta de microalga também é
um fator essencial no cultivo de espécies do género, como observado por Campos (2017) ao
cultivar D. similis em &gua clara e em efluente BFT, obtendo melhores resultados de

crescimento no tratamento com inoculacdo da microalga C. vulgaris e retso do biofloco.

Assim como a Chlorella, outras cloroficeas também séo importantes para alimentacao
de cladoceros, como as utilizadas por Alcantara-Azuara et al. (2014) no cultivo de D. pulex,
obtendo densidades de 1,309 + 24 ind L, 1,395 + 24 ind L e 1,933 + 60 ind L™, ao ofertar
Sphaerocystis sp., C. vulgaris e Haematococcus pluvialis, respectivamente, sendo esses
valores de densidade inferiores aos encontrados nos tratamentos com relacdo de 10 e 15:1
com e sem adicao de racdo do presente estudo (Tabela 2). Portanto, a adi¢do da C. vulgaris no

sistema refletiu em bom crescimento de D. magna.

Para a suplementacdo da dieta de cladoceros também pode-se utilizar a racdo como
fonte de proteina. Sipauba-Tavares e Bachion (2001) obtiveram na composicao bioquimica
dos claddceros Moina micrura e Diaphanosoma birgei alimentados com Ankistrodesmus
gracillis e suplementacdo de racdo niveis de proteina préximos a 70%, ja os alimentados
somente com a microalga foram de 56% para M. micrura e 58% para D. birgei. Os autores
obtiveram também densidades semelhantes para M. micrura com valor médio de 3880 ind.L*
para a dieta sem suplementacdo e 3830 ind.L? para a dieta com suplementagdo de racéo,
atingindo densidade maxima entre 0 11° e o0 14° dia de cultivo. J& no presente estudo os dias
de maxima densidade foram alcangados entre o 12° e 18° dia de cultivo com destaque para o
tratamento 10SR, que apresentou também maior densidade, todavia o fator ragdo néo

influenciou significativamente as variaveis de crescimento de D. magna.

Além da suplementacdo com racdo e adicdo de microalga, o0 meio de cultivo
(mixotréfico ou autotrofico) também influencia o desempenho da Daphnia. Trabalhos que
avaliaram a utilizacdo de esterco de galinha para produzir um meio de cultivo mixotrofico,
obtiveram densidades médias maximas de 4,660 + 523 ind L (Paray and Al-Sadoon 2016) e
de 2,111,788.9 ind L (Herawati et al., 2017), este Gltimo utilizando o esterco fermentado
com bactérias probioticas (Lactobacillus casei e S. cerevisiag). Assim como Darmawan
(2014), ao utilizar agua residual do cultivo de catfish africano (Clarias gariepinus) para o
cultivo de D.magna, obteve um DMX de 2,653 ind L, valor inferior ao tratamento 10SR
deste estudo (Tabela 2). Ja outros trabalhos utilizando meios autotréficos para o cultivo de

claddceros atingiram densidades médias maximas de 550 + 500 ind L™ (Diaphanosoma sp.)
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(Otero et al., 2013) e 820 + 9,57 org.L* para D. magna (Ocampo et al., 2010). Em seu estudo
Campos (2017) destacou que o uso do efluente de cultivo de Tilapia do Nilo em sistema de
bioflocos combinado a oferta de Chlorella vulgaris no cultivo de Daphnia similis teve seu
crescimento dezesseis vezes superior que quando comparado ao cultivo em agua clara. Desta
forma é possivel observar que meios mixotréficos para o cultivo de Daphnia refletem em
melhores resultados de crescimento que cultivos autotréficos, fato este que pode estar
relacionado a uma maior diversidade de alimento presente no biofloco a disposicdo destes

cladoceros.

Ja com relacdo a PCA houve uma leve separacdo dos tratamentos e das variaveis
respostas avaliadas (Fig. 3) bem como a correlacdo entre essas variaveis (Tabela 3). As
variaveis de qualidade de &gua dureza, alcalinidade influenciaram significativamente as
variaveis de crescimento R, TCE e Densidade de forma negativa e o TD de forma positiva.
Além disso, apesar de ndo haver diferencas significativas para 0s grupamentos dos
tratamentos com e sem adicdo de racao, estes tiveram seus desempenhos confirmados quanto
ao crescimento da D. magna e as varidveis que causaram esses resultados, indicando que a
néo adicéo de racéo pode ter favorecido o crescimento da D. magna. O baixo crescimento nos
tratamentos com a adicdo de racdo possivelmente foram provocados devido a maiores valores
de alcalinidade, dada a importancia desta para a reproducdo da espécie (Jin et al., 1991;
Maranho and Nieweglowski, 1995), refletindo em maior tempo para dobrar a populacéo,
adquirindo assim, elevados valores de TD.

5. CONCLUSAO
Conclui-se que no presente estudo a adicdo de racdo ndo promoveu diferencas

estatisticas entre os tratamentos para as variaveis de crescimento. Entretanto, podemos
destacar que relacdes C:N 10:1 do efluente proveniente do cultivo de Tildpia do Nilo em
sistema de bioflocos possibilitaram melhores resultados de densidade, taxa de crescimento,
tempo de duplicacgdo, rendimento e dia de maxima densidade para a D. magna, tendo a
variavel de alcalinidade como fator principal para se atingir bons resultados produtivos.
Novos estudos sdo necessarios para melhor compreensdo e otimizagdo do uso de efluentes de
cultivo provenientes do sistema de bioflocos na produgéo de Daphnia magna, visto que todos

0s tratamentos possibilitaram o crescimento da espécie.
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