GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO
SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO DE PESCA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA E PESCA

COMUNIDADE BACTERIANA PRESENTE NO SISTEMA DE BIOFLOCO
FORNECIDO COMO SUPLEMENTO NUTRICIONAL PARA TILAPIA DO
NILO (Oreochromis niloticus) EM SISTEMA DE AGUA CLARA

Renato Filho da Silva Juvenal

Orientadora: Profa. Dra. Claire Juliana Francisco

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pés-graduacdo em Aquicultura e Pesca do
Instituto de Pesca - APTA - SAA, como
parte dos requisitos para obtengao do titulo

de Mestre em Aquicultura e Pesca.

Sao Paulo

Janeiro - 2024



GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO
SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO DE PESCA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA E PESCA

COMUNIDADE BACTERIANA PRESENTE NO SISTEMA DE BIOFLOCO
FORNECIDO COMO SUPLEMENTO NUTRICIONAL PARA TILAPIA DO
NILO (Oreochromis niloticus) EM SISTEMA DE AGUA CLARA

Renato Filho da Silva Juvenal

Orientadora: Prof2. Dra. Claire Juliana Francisco

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pés-graduacdo em Aquicultura e Pesca do
Instituto de Pesca - APTA - SAA, como
parte dos requisitos para obtengao do titulo

de Mestre em Aquicultura e Pesca.

Sao Paulo

Janeiro - 2024



Dados Internacionais de Catalogagéo na Publicac¢éo (CIP)
Elaborada pelo Programa de P6s-graduagdo em Aquicultura e Pesca. Instituto de Pesca, Sao Paulo

J98c. Juvenal, Renato Filho da Silva
Comunidade bacteriana presente no sistema de biofloco fornecido como

suplemento nutricional para Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) em sistema de
agua clara / Renato Filho da Silva Juvenal — Séo Paulo, 2024.
v, 41f. ; fig 1. ; tab.5.

Dissertacdo (mestrado) apresentada ao Programa de Poés-graduacdo em
Aquicultura e Pesca do Instituto de Pesca — APTA - Secretaria de Agricultura e

Abastecimento.
Orientadora: Claire Juliana Francisco

1. Probiético. 2. Desempenho zootécnico. 3. Qualidade da agua.

I. Francisco, Claire Juliana. Il. Titulo.

CDD 574

Permitida a cépia parcial, desde que citada a fonte — O autor



AEnTaae, 110 Py - Pila Sechunclla

GOVERD B0 ESTADD DE B0 PAULD

/] ppG||? _ s mesoATA e

RALILEETR: DN TICM ILCAIA. DO AN RSO
Sroprans t ¢ P53 duagio o l1sihr de Frsca 1NETITUTE: DA PEECA

CERTIFICADO DE APROVACAO

COMUNIDADE BACTERIANA PRESENTE NOQ SISTEMA DE BIOFLOCO
FORNECIDO COMQ SUPLEMENTO NUTRICONAL PARA TILAPIA DO
NILQ, Orecchromis niloticus, EM SISTEMA DE AGUA CLARA

AUTOR{A): RENATO FILHO DA SILVA JUVENAL
ORIENTADOR(A): Claire Juliana Francisco

Aprovado{s) comoc parte dac exighneias parm obtenco do fiule de MESTRE EM
ACUKULTURA E PESCA, Area de ConcentracSo em Aquiculuma, pela Comissio
Examinadora

Frei=erz welada dekslreeres

w LA P LIRS bR T
g Kaler Zp0amevdM ¥ e 00 2000

tar Tizie T e snabze al endn

Profia). Or{a) Oaira Juliana Francisce

s
LAE N e
"fﬁr, R A

Profia). Dr{a) Adjaci Uchoa Femades

AL

Prof{al. Dria) Wiliam Cristian= Teles Tonini

Drta da Realizacko: 31 de janeiro da 2024, ms 05:00



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pelo presente da vida, e as pessoas que o senhor vem
colocando em meu caminho, as que me inspiram a ser cada dia melhor e as
pessoas que posso contribuir para tornar suas vidas melhores, sdo estas pessoas

que me fizeram ser quem eu sou hoje.

A minha orientadora, Dr®. Claire Juliana Francisco primeiramente pela
oportunidade concedida de orientagdo no mestrado, ao apoio e disponibilidade,

e por todas as valiosas contribuicdes na dissertagao.

Processo n° 2020/05915-0, Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sao Paulo (FAPESP).

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico - CNPq,

pela concessao da bolsa de estudos de mestrado, Processo - 440026 /2023-7.

A comissdo examinadora Dr. Adjaci Uchoa Fernandes (Universidade
Anhembi Morumbi - UAM, Sao Paulo, Brasil) e Dr. William Cristiane Teles
Tonini (Universidade do Estado da Bahia - UNEB, Bahia, Brasil) pelas valiosas

sugestdes que contribuiram para o aprimoramento deste trabalho.

A todos os professores do Instituto de Pesca da Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegocios da Secretaria da Agricultura e do Abastecimento
do Estado de Sao Paulo pelo excelente trabalho em transmitir o contetdo

ministrado durante o mestrado.

Ao professor Dr. Wagner Cotroni Valenti pela sugestdo do livro How to
Write and Publish a Scientific Paper, mencionado durante as aulas da disciplina

Metodologia Cientifica.

Aos amigos Ocimar Pedro e Fabiana Garcia Scaloppi por toda atencdo em
elucidar perguntas e fornecer informacdes fundamentais no decorrer desta

jornada.



SUMARIO

AGRADECIMENTOS ........coviiiiiiiiiinininininininisisisisinisiss e i
INDICE DE TABELAS E FIGURAS..........coovuiireineieiieeiies st iv
RESUMO GERAL .....cocooiiiiiiiiiiiicicc e v
ABSTRACT ..ot vi
1. INTRODUGAO GERAL .....cosvvumieniiniieiiesisesiseisesssessse st ssssens 1
1.1 Mercado global de probidtiCos..........ccecuvueuirireinieiniciiiicicccceecne 1
1.2 Sistema de biofloCOoS.........cceueiiiiiniiiiicinicicccc s 1
1.3 Qualidade da 4gua em sistema de biofloco.........ccceevvvcinicinininincininne. 2
1.4 Prebidtico, probidtico e simbidtico na aquicultura.........cccceceevvuevvieinnnene. 2
1.5 Uso de antibidticos na aquicultura ...........ccceveeivieinieinincinieiicceccenee 4
2. REFERENCIAS........oooiiiirrirrrrrieviemmmmsnssssssssssss s 6
CAPITULO 1

EFEITO DE DOIS PROBIOTICOS E COMUNIDADE BACTERIANA DO
BIOFLOCOS COMO SUPLEMENTO NO DESEMPENHO DE
CRESCIMENTO DA TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus) SOB SISTEMA

DE AGUA CLARAL. ..ot esiseee s sssisssssesssesssessssssssesssssssssssesssesens 9
RESUMO ...ttt ettt ettt ettt ettt 10
1. INTRODUGAO ...ttt s s eenesene 11
2. MATERIAL E METODOS ........cosserrvuemerreiemmeneeesssessesssesssessnesssssssessssssnsssesens 13
2.1 Sistema experimental...........ccccceereririniniiiinince e 13
2.2 Producdo do suplemento biofloco ........ccccvevieirinieininincinincccncne 14
2.2.1 Sistema produgdo do biofloCo .........ccceevveirereriiinincincceeeee 14

2.2.2 Parametros de qualidade de 4gua do biofloco..........ccccccceveuiinicunes 14

2.2.3 Identificacdo dos isolados bacterianos do biofloco .......................... 15

2.2.4 Parametro nutricional do biofloco .........cccecvevieinincinincncincneen 16



2.2.5 Microscopia eletronica de varredura e transmissao do bioflocos ..16

2.3 Parametros de qualidade de dgua ...........ccccooviiiiiiiiiiiice, 17
2.4 Desempenho ZOOtECICO. .......c.cerurueirieinieiiieicinect ettt 18
2.5 Analises eStatiStiCas........cecevevieiririeinirierie e 18

3. RESULTADIOS ...ttt sttt 19
3.1 Identificacdo dos isolados bacterianos do biofloco ...........cc..ceuveen..... 19

3.2 Parametro nutricional do biofloco .........cceceiriniiinineninieeeee 20

3.3 Parametro de qualidade de dgua ........ccccoeueeiiiiiiiciinniicce, 20

3.4 Desempenho ZOOtECTIICO .........cerueuirirueirieiinieiciriceieeteeceeee et ereeees 21

4. DISCUSSAOQ ....ourveumriereriieeeiaeeeieesieesssiessasse s essssssases s s e seenas 22
4.1 Identificacdo dos isolados bacterianos do biofloco .........c.ccceveeveenneenn. 22

4.2 Parametro nutricional do biofloco ........c..cceeevevcinincniinincicrcne 23

4.3 Qualidade de AGUA .........cceeveueirueiniiiiiiiccec s 24

4.4 Desempenho ZOOtECIICO .......cuvueuivieuirieiiirieiricti et 24

5. CONSIDERACOES FINAIS ...ttt eeveneseeeens 25
AGRADECIMENTOS ......coiiiiiiineieenetetneeteestete ettt 25
REFERENCIAS.......coeervvvieemeereeemiimseeseeeeassseeseessssssessssssssssssssesssssssssssssssnsessssneenns 26
APENDICE ....cccovoiomrreeieameseeeessseessssesssessssssssssessssssssssessssssssssessssssssneesssessenns 30



INDICE DE TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Parametros de qualidade de 4gua da producdo juvenis de tilapia do

Nilo (Oreochromis niloticus) em sistema biofloco.

Figura 1. Caracterizacdo da estrutura biofloco liofilizado por microscopia
eletronica de varredura e transmissdo coletado da produgdo juvenis tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus). Estrutura do biofloco (A), fungos e microalgas (B),

Enterobacter spp. (C) e Bacillus spp (D).

Tabela 2. Isolados bacterianos identificados a partir do suplemento biofloco e
composicao dos probidticos comerciais utilizados na alimentacdo da tilapia do

Nilo (Oreochromis niloticus).

Tabela 3. Analise de umidade, cinzas e proteinas totais do biofloco obtido da

producdo juvenis de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) em sistema biofloco.

Tabela 4. Parametros de qualidade de d4gua do sistema de Producdo de pés larvas

tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) suplementadas com biofloco e probiético.

Tabela 5. Parametros de desempenho zootécnico das pos larvas tildpia do Nilo

(Oreochromis niloticus) suplementadas com bioflocos e probidticos comerciais.



COMUNIDADE BACTERIANA PRESENTE NO SISTEMA DE BIOFLOCO
FORNECIDO COMO SUPLEMENTO NUTRICIONAL PARA TILAPIA DO
NILO (Oreochromis niloticus) EM SISTEMA DE AGUA CLARA

RESUMO GERAL

O presente estudo teve como objetivo caracterizar a comunidade bacteriana
do biofloco e avaliar o efeito como suplemento alimentar comparando com dois
probidticos comerciais (Proquatic Pond Plus® e N-Acqua®) sobre o desempenho
zootécnico de pos larvas tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) em sistema de
agua clara. Para producdo do bioflocos foram preparados dois tanques (1 m3)
instalados em d&rea fechada. Os parametros de qualidade de agua foram
monitorados. Os isolados bacterianos foram identificados por MALDI-TOF MS.
Os parametros nutricionais do biofloco verificados foram umidade, cinzas e
proteina total. A estrutura do biofloco foi avaliada por microscopia eletroénica de
varredura e transmissdo. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado com trés tratamento e trés repeticdes, sendo: T1 - Ragao
+ Biofloco, T2 - Ragdo + Probidtico Proquatic Pond Plus® e T3 = Racao +
Probiotico N-Acqua®. Ao final do experimento foram avaliados os Parametros de
desempenho zootécnico das tilapias. No presente estudo ndao houve diferenca
significativa (P > 0,05) no desempenho zootécnico das tildpias, entre tanto, o
suplemento biofloco melhorou substancialmente o ganho de peso das tildpias em
relacdo aos tratamentos com o uso dos probidticos comerciais. A cepa bacteriana
Agromyces lapidis presente na composicao do biofloco foi identificada no presente
estudo pela primeira vez no Brasil, e avaliada como integrante na composigao de
suplemento na alimentagdo pela primeira vez no mundo. No suplemento
biofloco foi identificado a presenca das cepas bacterianas Agromyces lapidis,
Arthrobacter  sulfonivorans e  Enterobacter — asburize que aumentaram
substancialmente a sobrevivéncia das tilapias, mesmo sendo fornecido junto com
bactérias patogénicas Aeromonas hydrophila, Enterobacter cloacae e Pseudomonas
caricapapayae na alimentacao.

Palavras chaves: Probiético, Desempenho zootécnico, Qualidade de dgua.



BACTERIAL COMMUNITY PRESENT IN THE BIOFLOC SYSTEM
PROVIDED AS A NUTRITIONAL SUPPLEMENT FOR NILE TILAPIA
(Oreochromis niloticus) IN A CLEAR WATER SYSTEM

ABSTRACT

The present study aimed to characterize the bacterial community of the
biofloc and evaluate the effect as a food supplement compared to two commercial
probiotics (Proquatic Pond Plus® and N-Acqua®) on the zootechnical
performance of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) postlarvae in the clear water
system. For the production of bioflocs, two tanks (1 m3) were prepared and
installed in a closed area. Water quality parameters were monitored. Bacterial
isolates were identified by MALDI-TOF MS. The biofloc nutritional parameters
verified were moisture, ash, and total protein. The biofloc structure was
evaluated by scanning and transmission electron microscopy. Tilapia larvae were
randomly distributed in plastic tanks with a density of 1 tilapia larvae/liter of
water. The experiment was conducted in a completely randomized design with
three treatments and three replications, being: T1 - Feed + Biofloc, T2 - Feed +
Probiotic Proquatic Pond Plus® and T3 = Feed + Probiotic N-Acqua®. At the end
of the experiment, the zootechnical performance parameters of the tilapia were
evaluated. In the present study, there was no significant difference (P > 0.05) in
the zootechnical performance of tilapia, however, the biofloc supplement was
substantially superior to the weight gain of tilapia of treatments using
commercial probiotics. The bacterial strain Agromyces lapidis present in the
composition of the biofloc was identified in the present study for the first time in
Brazil, and evaluated as an integral part of the composition of dietary
supplements for the first time in the world. In the biofloc supplement, the
presence of the bacterial strains Agromyces lapidis, Arthrobacter sulfonivorans and
Enterobacter asburiae substantially increased tilapia survival, even though it was
supplied together with pathogenic bacteria Aeromonas hydrophila, Enterobacter
cloacae and Pseudomonas caricapapayae in food.

Keywords: Probiotic, Zootechnical performance, Water quality

Vi



1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Mercado global de probidticos

O mercado global de ingredientes probidticos, suplementos e alimentos,
alcangou $ 15,900 milhdes em 2008, cinco anos depois $ 20.000 milhdes (Soccol et
al., 2010). Segundo a Variant Marketing Research (2017), prevé que o mercado
global de probidticos devera atingir $ 136,5 bilhdes em 2024, ante $ 71,9 bilhoes
em 2016, CAGR de 8,4% de 2016 a 2024. Prevé-se o aumento da demanda por
produtos alimenticios com alto teor de fibra para impulsionar o mercado de 2013
a 2024 com investimentos consideraveis em alimentos e bebidas pela industria
para o desenvolvimento de novos produtos provavelmente aumentara o

crescimento do mercado em cerca de 10% CAGR durante o periodo previsto

(Research Grand View, 2018).

1.2 Sistema de bioflocos

O sistema de bioflocos surgiu recentemente como uma solucdo para a
manutencdo da qualidade da dgua, sendo caracterizado pela reduzida renovagao
de dgua e adicdo de compostos organicos como fonte de carbono. No sistema de
aquicultura os desperdicios de nutrientes sdo provenientes da racdo ndo
consumida e do processo metabdlico da digestdo do alimento, no sistema de
bioflocos estes nutrientes que seriam desperdicados podem ser convertidos em
biomassa microbiana e reutilizado como fonte de alimento (Bossier & Ekasari,
2017). O sistema de bioflocos tem como principio basico a reciclagem e
transformacdo do excesso de nutrientes e residuos presentes na dgua como o
nitrogénio inorganico (NHs e NO;") gerado a partir das excretas e alimentos nao
consumidos em biomassa microbiana (Kumar et al., 2021). Quando h& baixas
concentragdes de carboidratos no sistema é necessario a incorporacdo de fontes
adicionais de carbono para manter altas densidades de bactérias nitrificantes no
sistema (Das & Mandal, 2018). A presenca destes compostos no sistema permite

que as bactérias heterotréficas tornem-se mais ativas do que outras bactérias,



removendo o nitrogénio e carbono da dgua e produzindo biomassa microbiana
(Kumar et al.,, 2021). O aumento da entrada da razdo Carbono/Nitrogénio
diminuiu a diversidade a da microbiota intestinal e altera a estrutura da
comunidade microbiana através do aumento da abundancia relativa de
Actinobacteria, Rhodobacteraceae, Alteromonadaceae e inibindo o crescimento
de Cyanobacteria, certas Rhodobacteraceae, Mycoplasmataceae e Vibrio (Guo et
al., 2020). A microfauna associada ao sistema de bioflocos compdem diferentes
grupos planctonicos representado por microalgas, protozodrios e rotiferos

(Becerril-Cortés et al., 2018).

1.3 Qualidade da dgua em sistema de biofloco

A qualidade da agua é mantida pela atuacdo dos microrganismos
heterotroficos na transformagdo dos compostos nitrogenados (amonia téxica
(NHs) — nitrito (NO2") — nitrato (NOz3")) gerando proteina microbiana (Das &
Mandal, 2018). Os microrganismos fotossintéticos presentes no sistema de
bioflocos como as microalgas e cianobactérias atuam na transformagdo do
carbono inorganico (CO2) em carbono organico pela via fotoautotréfica e depois
usam acidos organicos e amonia para formar aminoacidos (Fimbres-Acedo et al.,
2020). O crescimento de animais aquaticos depende muito do ambiente hidrico
e, portanto, os microrganismos aquaticos provavelmente afetam a colonizacgdo
microbiana no intestino da tilapia (Giatsis et al., 2015). O biofloco inclui
numerosos micrébios heterotréficos que sao ingeridos por animais aquéticos, e

certas bactérias também podem colonizar o intestino (Xu et al., 2015).

1.4 Prebiético, probidtico e simbidtico na aquicultura

Prebiético sdo “ingredientes seletivamente fermentados que permitem
mudangas especificas na composicdo e/ou atividade da microbiota
gastrointestinal, conferindo assim beneficios a satde do hospedeiro” (WGO,
2017). Os prebidtico sdao ingredientes alimentares nado digeriveis para o

hospedeiro, tendo como fungdo estimular o crescimento e atividade de bactérias
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no sistema digestivo (Vetvicka, 2016). O prebidtico B-glucano é normalmente
utilizado na aquicultura, sendo compreendido como um grupo de
polissacarideos encontrado naturalmente na parede celular de bactérias, fungos
e leveduras (Mohammadian et al., 2019). A inclusao do -glucano na alimentagdo
de peixes traz melhorias ao sistema imunolégico devido a fermentacdo no
intestino grosso ou célon por bactérias produtoras de acido lactico, aumentando

a colonizacdo e melhorando suas populagdes relativas (Mohammadian et al.,

2019).

Probidticos sdo “microorganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem um beneficio de satide ao hospedeiro”
(FAO/WHO, 2001). O termo probiético deriva do grego e significa “proé-vida”,
sendo o antdonimo de antibidtico que significa “contra-vida”. O probiético
proporciona um equilibrio no trato gastrointestinal das popula¢des microbianas
através do fornecimento de microrganismos benéficos (Vetvicka, 2016).
Proporcionando a multiplicagdo de bactérias benéficas no organismo e supressao
de bactérias potencialmente prejudiciais, refor¢ando os mecanismos de defesa do
hospedeiro (Zago et al., 2021). A suplementacdo adicional de cepas probiéticas é
uma tecnologia eficiente para a aquicultura, sendo aferidos genes relacionados a
expressdao de enzimas imunes e digestivas, além do aumento em relacdo ao
crescimento, imunidade e sobrevivéncia (Asaduzzaman et al, 2018). Os
probiéticos podem produzir moléculas funcionais como bacteriocinas, enzimas,
peréxido de hidrogénio e alteracdo do pH intestinal devido a geracao de 4cidos

organicos (Ringe et al., 2020).

Simbiéticos sao “produtos que contém tanto probiéticos como prebiotico,
que conferem beneficios a satde ao hospedeiro” (WGO, 2017). O uso de
simbidticos (prebidtico e probidtico) para a manipulacdo da microbiota intestinal
de animais aquaticos vem se tornando uma pratica comum para o favorecimento
de certas espécies bacterianas (Mohammadian et al., 2019). Podendo ser uma

opgao bastante estimulante na melhoria da eficiéncia da dieta e do bem-estar na



aquicultura (Amenyogbe et al., 2020). A suplementacdo dietética com enzimas
exdgenas e probidticos aumenta a abundéncia de bactérias de &cido lactico no
trato gastrointestinal da tilapia do Nilo, aumentando a disponibilidade de
nutrientes e contribuindo para um microbioma intestinal mais estdvel (Maas et
al., 2021). A administragdo da ragdo suplementada com simbidticos também
provou ser um dos caminhos a seguir ao longo prazo como estratégia no controle

de patégenos na aquicultura (Amenyogbe et al., 2020).

1.5 Uso de antibiéticos na aquicultura

Com a intensificagdo da atividade aquicola aumentou também o
aparecimento de doengas causadas por bactérias e outros patégenos presentes no
ambiente de cultivo, podendo causar graves prejuizos econdmicos (Belem-Costa
et al., 2021). O uso de bactérias benéficas (probidticos) tem sido recomendado
como alternativa ao uso de antibiéticos (Daniel & Nageswari, 2017; Ringg et al.,
2020; Vieco-Saiz et al., 2019). A aplicacdo de antibidticos para o tratamento de
doengas bacterianas foi incentivada no passado (Daniel & Nageswari, 2017).
Porém, observagdes sobre os efeitos da tecnologia de bioflocos na redugao de
surtos de doengas virais (Avnimelech, 2003). Levou a aquicultura buscar
alternativas ao uso de antibiéticos, pois um antibiético pode eliminar os
microorganismos desfavordveis, mas também os benéficos ao intestino dos
animais. Além disso, uso continuo de antibi6ticos leva os microorganismos a se
tornarem resistentes e diminuem o efeito ao tratamento. Na producdo de
alimentos de origem animal, o uso indiscriminado de antimicrobianos ou o
desrespeito ao intervalo ap6s o tratamento, pode levar a presenca de residuos de
antibidticos nos alimentos. Esses residuos podem promover o crescimento de
cepas bacterianas patogénicas resistentes a medicamentos e também causar
reacoOes alérgicas em alguns individuos hipersensiveis (Wang, 2009). Assim, a
rapida disseminagdo de bactérias com resisténcia a antibidticos na aquicultura é

uma séria ameaga a produgao de organismos aquédticos e a saide humana.



A maioria dos trabalhos publicados sobre a producao de tildpia através da
tecnologia bioflocos estdo intimamente ligados ao desenvolvimento econémico
da atividade, aprofundando as pesquisas nas técnicas de cultivo, custos de
producao e desempenho zootécnico da tilapia (Tavares et al., 2021). Por tanto,
tflocos microbianos gerados no sistema de biofloco sdo considerados fonte de
proteinas, minerais e uma comunidade de microorganismos. Dessa maneira, a
identificacdo da comunidade bacteriana do biofloco faz-se necessério para uso
como suplemento alimentar. Assim, o presente estudo teve como objetivo
caracterizar a comunidade bacteriana do biofloco e avaliar o efeito como
suplemento alimentar comparando com dois probioticos comerciais (Proquatic
Pond Plus® e N-Acqua®) sobre o desempenho zootécnico de p6s larvas tilapia do

Nilo (Oreochromis niloticus) em sistema de dgua clara.

O artigo a ser apresentado a seguir estd intitulado como “EFEITO DE DOIS
PROBIOTICOS E COMUNIDADE BACTERIANA DO BIOFLOCOS COMO
SUPLEMENTO NO DESEMPENHO DE CRESCIMENTO DA TILAPIA DO
NILO (Oreochromis niloticus) SOB SISTEMA DE AGUA CLARA.” O presente
artigo serd submetido para publicacdo consecutivamente para as seguintes
revistas: AQUACULTURE REPORTS (ISSN 2352-5134) Area de avaliacdo
Zootecnia/recursos pesqueiros; AQUACULTURE AND FISHERIES (ISSN 2468-
550X) Area de avaliagdo Zootecnia/ recursos pesqueiros; BRAZILIAN JOURNAL
OF MICROBIOLOGY (ONLINE) (ISSN 1678-4405) Area de Avaliagio Ciéncias
agrarias I e demais revistas as quais o artigo se enquadrar ao escopo até a

publicacdo.
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo caracterizar a comunidade bacteriana
do biofloco e avaliar o efeito como suplemento nutricional comparando com dois
probidticos comerciais (Proquatic Pond Plus® e N-Acqua®) sobre o desempenho
zootécnico de pos larvas tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) em sistema de
agua clara. Para producdo do bioflocos foram preparados dois tanques (1 m3)
instalados em 4rea fechada. Os parametros de qualidade de agua foram
monitorados. Os isolados bacterianos semeados em placas de petri com &gar
nutriente foram identificados por MALDI-TOF MS. Os parametros nutricionais
do biofloco verificados foram umidade, cinzas e proteina total. A estrutura do
biofloco foi avaliada por microscopia eletronica de varredura e transmissao. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com trés
tratamento e trés repeticodes, sendo: T1 - Ragao + Biofloco, T2 - Racao + Probiético
Proquatic Pond Plus® e T3 = Ragado + Probiético N-Acqua®. O presente estudo
ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05) entre tratamentos, entre tanto, o
suplemento biofloco melhorou substancialmente o ganho de peso em relagao aos
tratamentos com o uso dos probitdticos. A cepa bacteriana Agromyces lapidis
presente na composicdo do biofloco foi identificada no presente estudo pela
primeira vez no Brasil, e avaliada como integrante na composicao de suplemento
alimentar pela primeira vez no mundo. No suplemento biofloco foi identificado
a presenca das cepas bacterianas Agromyces lapidis, Arthrobacter sulfonivorans e
Enterobacter asburiae que aumentaram substancialmente a sobrevivéncia das
tildpias, mesmo sendo fornecido junto com bactérias patogénicas Aeromonas
hydrophila, Enterobacter cloacae e Pseudomonas caricapapayae na alimentagdo das
tilapias.

Palavras chave: Probiético, Desempenho zootécnico, Qualidade de agua.
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1. INTRODUCAO

O sistema de biofloco surgiu recentemente como uma solucdo para a
manutencdo da qualidade da 4gua, sendo caracterizado pela ndo renovacado de
agua e adicdo de compostos organicos como fonte de carbono. O sistema de
biofloco tem como principio basico a reciclagem e transformacado do excesso de
nutrientes e residuos presentes na d4gua como o nitrogénio inorganico (NHs e
NO2") gerado a partir das excretas e alimentos ndo consumidos em biomassa
microbiana (Kumar et al., 2021). O aumento da razdo Carbono/Nitrogénio altera
a estrutura da comunidade microbiana através do aumento da abundancia
relativa de Actinobacteria, Rhodobacteraceae, Alteromonadaceae e inibindo o
crescimento de Cyanobacteria, certas Rhodobacteraceae, Mycoplasmataceae e
Vibrio (Guo et al.,, 2020). A microfauna associada ao sistema de biofloco
compdem diferentes grupos planctonicos representado por microalgas,
protozodrios e rotiferos (Becerril-Cortés et al., 2018). O perfil dos microrganismos
do biofloco varia ao longo do tempo, a comunidade de microalgas diminui,
possivelmente devido a redugdo na penetracdo da luz como resultado do
aumento da turbidez e aumento da populacdo dos dinoflagelados ao longo do

tempo (Durigon, et al., 2019).

A qualidade da agua é mantida pela atuagdo dos microrganismos
heterotroficos na transformagdo dos compostos nitrogenados (amonia téxica
(NH3) — nitrito (NO2") — nitrato (NOs")) gerando proteina microbiana (Das &
Mandal, 2018). Os microrganismos fotossintéticos presentes no sistema de
biofloco como as microalgas e cianobactérias atuam na transformacao do carbono
inorganico (COz) em carbono organico pela via fotoautotréfica e depois usam
acidos organicos e amonia para formar aminoacidos (Fimbres-Acedo et al., 2020).
O biofloco inclui numerosos microrganismos heterotréficos que sao ingeridos
por animais aquaticos, e certas bactérias também podem colonizar o intestino (Xu

et al., 2015).
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Probiéticos sdo “microorganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem um beneficio de satide ao hospedeiro”
(FAO/WHO, 2001). O termo probidtico deriva do grego e significa “pré-vida”,
sendo o antonimo de antibidtico que significa “contra-vida”. O probiético
proporciona a multiplicacdo de bactérias benéficas no organismo e supressao de
bactérias potencialmente prejudiciais, reforcando os mecanismos de defesa do
hospedeiro (Zago et al., 2021). A suplementacgao adicional de cepas probidticas é
uma tecnologia eficiente para a aquicultura, expressando enzimas imunes e
digestivas, além do aumento em relacdo ao crescimento, imunidade e
sobrevivéncia (Asaduzzaman et al.,, 2018). Os probidticos podem produzir
moléculas funcionais como bacteriocinas, enzimas, peréxido de hidrogénio e
alteracdo do pH intestinal devido a geragdo de &cidos organicos (Ringe et al.,

2020).

A intensificacdo da atividade aquicola aumentou também o aparecimento
de doengas causadas por bactérias e outros patégenos presentes no ambiente de
cultivo, podendo causar graves prejuizos econémicos (Belem-Costa et al., 2021).
O wuso de bactérias benéficas (probidticos) tem sido recomendado como
alternativa ao uso de antibiéticos (Daniel & Nageswari, 2017; Ringo et al., 2020;
Vieco-Saiz et al., 2019). A aplicagao de antibidticos para o tratamento de doengas
bacterianas foi incentivada no passado (Daniel & Nageswari, 2017). Porém,
observagdes sobre os efeitos da tecnologia de biofloco na reducdo de surtos de
doengas virais (Avnimelech, 2003) levou a aquicultura buscar alternativas ao uso
de antibidticos, pois um antibiético pode eliminar os microorganismos
desfavoraveis, mas também os benéficos ao intestino dos animais. Na producédo
de alimentos de origem animal, o uso indiscriminado de antimicrobianos ou o
desrespeito ao intervalo apds o tratamento, pode levar a presenca de residuos de
antibidticos nos alimentos. Assim, a rdpida disseminacdo de bactérias com
resisténcia a antibidticos na aquicultura é uma séria ameaga a producdo de

organismos aquéticos e a saide humana. Por tanto, flocos microbianos gerados

no sistema de biofloco sdo considerados fonte de proteinas, minerais e uma
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comunidade de microorganismos. Dessa maneira, a identificagdo da comunidade
bacteriana do biofloco faz-se necessario para uso como suplemento alimentar.
Assim, o presente estudo teve como objetivo caracterizar a comunidade
bacteriana do biofloco e avaliar o efeito como suplemento alimentar comparando
com dois probidticos comerciais (Proquatic Pond Plus® e N-Acqua®) sobre o
desempenho zootécnico de p6s larvas tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) em

sistema de agua clara.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Sistema experimental

O experimento foi conduzido na &rea experimental do Centro Universitario
Sudoeste Paulista-Unifsp, localizado na cidade de Avaré, SP. Foram adquiridos
de uma piscicultura larvas de tilapia do Nilo (8 dias ap6s eclosdo) com peso
corporal de 3,68 mg e comprimento total de 3,708 mm, e aclimatadas para
condi¢des de laboratdrio. As tilapias foram distribuidas aleatoriamente em
tanques abastecidos com 60 Litros de agua. Densidade de estocagem de 1 larva
de tilapia/litro de 4gua. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado com trés tratamento e trés repeti¢des, sendo: T1 - Ragao
+ Biofloco, T2 - Ragao + Probidtico Proquatic Pond Plus® e T3 = Racdo +
Probiotico N-Acqua®. Durante periodo experimental de 35 dias, as pds larvas de
tilapia foram alimentadas com dieta ad libitum duas vezes ao dia (8:00 e 16:00)
com ragao comercial para peixes 55% de proteina bruta (Guabi - Pira Alevino 55).
Foi coletado 2 litros do biofloco diretamente dos tanques e filtrado para ser
fornecido as tilapias, o biofloco imido fornecido obteve concentragdo média de
20,54+2,99 g. Os dois probiéticos comerciais foram fornecidos seguindo
recomendacdo do fabricante. O Probidtico Proquatic Pond Plus® e Probittico N-
Acqua® foram fornecidos 0,9 mg/dia em cada tratamento junto com o
fornecimento da racdo comercial. Cada unidade experimental teve 20% da agua

renovada diariamente.

13



2.2 Produgao do suplemento biofloco

2.2.1 Sistema producao do biofloco

Para produgdo do bioflocos foram preparados dois tanques (1 m?)
instalados em area fechada. Controle da exposicdo a luz solar restrito a nove
horas diarias. Os tanques foram abastecidos com dgua, nenhuma troca de 4gua
foi realizada, somente reposicdo das perdas por evaporagdo. Cada tanque
recebeu aeragao continua. A formacao do biofloco foi realizada previamente com
a fertilizacdo da agua clara. Foram adicionados aos tanques os compostos (nitrito
de s6dio, superfosfato simples, melaco de cana liquido e Agtcar). A relagdo C/N
foi ajustada para 15:1 por aplicacdo de melago de cana liquido como fonte de
carbono (Avnimelech, 2009). Apo6s trinta dias da fertilizagdo os tanques foram

povoados com mil alevinos de tildpia/m3 de 4gua no tanque.

2.2.2 Parametros de qualidade de dgua do biofloco

Os parametros de qualidade de agua monitorados foram temperatura
(T°C), oxigénio dissolvido, pH, amonia, nitrito, alcalinidade, fosfato (POs),
Clorofila-a (Chl-a), clorofila-b (Chl-b), sélidos em suspensao total (TSS), s6lidos
em suspensao volateis (VSS) e Sélidos Fixos (SF) foram aferidos trés vezes por
semana. Todas as andlises da qualidade da dgua seguiram procedimentos da
(APHA, 1998). Os parametros de qualidade da agua do sistema de biofloco estao

disponivel na tabela 1.
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Tabela 1: Parametros de qualidade de dgua da producao juvenis de tilapia do

Nilo (Oreochromis niloticus) em sistema biofloco.

Parametros Média * (DP)
Temperatura (T °C) 26,24 +1,77
Oxigeénio Dissolvido (mg.L 1) 714 £2,77
pH 7,44+0,13
Solidos em Suspensdo Total (g/L) 10,27 £ 2,99
Solidos em Suspensdo Volateis (g/L) 7,70 £ 3,30
Solidos Fixos (g/L) 2,57 £0,90
Alcalinidade (mg.L 1) 142,90 £ 29,34
Fosfato (POs) 1,5+0,51
Clorofila-a (mg.L -1) 0,21 +£0,03
Clorofila-b (mg.L 1) 0,26 £0,02
Clorofila total (mg.L 1) 0,55 £ 0,03
Amonia (mg.L 1) 1,77 £2,55
Nitrito (mg.L -1) 1,74 +1,22

Os dados sao valores médios (+ desvio padrao).

2.2.3 Identifica¢ao dos isolados bacterianos do biofloco

Para verificar a comunidade bacteriana do biofloco uma amostra foi

semeada em placas de petri com o meio de cultura dgar nutriente, os isolados
bacterianos foram identificados por MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser
Desorption/Ionisation - Time of Flight Mass Spectrometry) em equipamento
Microflex-Bruker, Daltonics/BioTyper™. Realizado no laboratério da
Universidade Federal de Lavras em Minas Gerais. A cepa Escherichia coli K12 foi

utilizada como padrao para a calibracdo externa (Lima-Neto et al., 2014).

15



2.2.4 Parametro nutricional do biofloco

Para verificar o parametro nutricional do biofloco foi coletado amostras (20
litros) de biofloco no periodo de 15 e 30 dias do inicio da producao alevinos de
tildpia. A umidade, cinzas e proteinas totais foram avaliadas seguindo o
protocolo recomendado pela AOAC Official Method 950.46 (1997). Para o teor de
umidade, amostras foram secas em estufa a 105 °C até atingirem peso constante
e, a seguir, utilizadas para analise de cinzas e proteinas. Para o teor de cinzas,
uma quantidade de 8 mL do biofloco foi inicialmente seca em estufa a 105 °C e
posteriormente queimada em forno Mufla a 550 °C por 4 h. As cinzas resultantes
foram pesadas e calculadas descontando o peso das capsulas utilizadas. Para
andlise de proteinas totais foram utilizadas amostras de biofloco liofilizado. A
distribuicdo do peso molecular dos hidrolisados de proteinas foi determinada
utilizando dodecil de sédio eletroforese em gel de poli-acrilamida de sulfato
(SDS). A eletroforese foi realizada utilizando um dispositivo de eletroforese
vertical MiniProtean III. (Bio-Rad Laboratories Chemical, Hercules, CA, EUA).
Ap6s analise, a concentracdo de proteinas foi ajustada para peso fresco com base

na umidade calculada das amostras.

2.2.5 Microscopia eletronica de varredura e transmissao do bioflocos

Para verificar a estrutura foram coletado amostras (20 litros) de biofloco. As
amostras foram liofilizadas (Terroni - model LS 3000, Sao Carlos, Brasil)
conservada em temperatura 25°C e armazenado para posterior analise. As
amostras foram enviadas ao Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de
Biociéncias de Botucatu - UNESP para processamento por microscopia eletrénica

de varredura e transmissao (Figura 1).
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Figura 1: Caracterizacdo da estrutura biofloco liofilizado por microscopia
eletronica de varredura e transmissdo coletado da producao juvenis tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus). Estrutura do biofloco (A), fungos e microalgas (B),

Enterobacter spp. (C), Bacillus spp. (D).

2.3 Parametros de qualidade de agua

Os parametros de qualidade de 4gua monitorados foram temperatura da
agua (T°C), oxigénio dissolvido (OD) e pH aferidos a cada dois dias com uso de
kit comercial. Todas as anélises da qualidade da dgua seguiram procedimentos

da (APHA, 1998).



2.4 Desempenho zootécnico

As caracteristicas avaliadas ao final do experimento foram comprimento
total (CT) (mm), utilizando paquimetro digital e peso total (PT) (mg) utilizando
balanga micro analitica (precisdo de 0,001 mg), os indices zootécnicos foram

calculados de acordo com as seguintes férmulas:

Ganho de peso (mg) = peso final - peso inicial

Ganho de biomassa (mg) = biomassa final - biomassa inicial

Taxa de crescimento absoluta (TCA) (mg/dia®) = (peso final - peso inicial) /

numero de dias de cultivo.

Taxa de crescimento especifico (TCE) (% do peso.dia) = [(logaritmo natural do

peso final - logaritmo natural do peso inicial) x 100] / ntmero de dias de cultivo.

Taxa de sobrevivéncia (%) = (nimero de peixes no final experimento / niimero

de peixes inicial) x 100.

2.5 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico
SPSS para Windows (IBM SPSS Statistics, versao 29.0). Uma andlise de variancia
unidirecional (ANOVA) foi utilizada para acessar o desempenho. Em caso de
diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05), as médias foram
comparadas pelo teste de multiplas comparagdes de Tukey, ao nivel de 5% de

significancia.
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3. RESULTADOS

3.1 Identificacdao dos isolados bacterianos do biofloco

No biofloco foram identificadas oito cepas bacterianas, o probiodtico

Proquatic Pond Plus® possui cinco cepas e o probiético N-Acqua® possui nove

cepas bacteriana em sua composicdo (Tabela 2). No suplemento biofloco foi

identificado seis cepas bacteriana distintas da composicdo dos probibticos

comerciais utilizados. O suplemento biofloco possui a bactéria Bacillus subtilis em

comum com ambos os probidticos e Bacillus megaterium em comum com O

probiético Pond Plus®.

Tabela 2: Isolados bacterianos identificados a partir do suplemento biofloco e

composicao dos probidticos comerciais utilizados na alimentacao da tildpia do

Nilo (Oreochromis niloticus).

Suplemento Biofloco

Proquatic Pond Plus®

N-Acqua®

Bacillus subtilis
Bacillus megaterium
Enterobacter asburiae
Enterobacter cloacae
Aeromonas hydrophila

Agromyces lapidis

Arthrobacter sulfonivorans

Pseudomonas caricapapayae

5,1 x 105 UFC/ml

Bacillus subtilis

Bacillus megaterium
Bacillus licheniformis
Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus pumilus

1,0 x 10° UFC/g

Bacillus subtilis

Bacillus licheniformis
Bacillus sp.

Lactobacillus acidophilus
Saccharomyces cerevisiae
Pseudomonas putida
Paracoccus denitrificans
Nitrosomonas
Nitrobacter

7,4 x 109 UFC/g
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3.2 Pardmetro nutricional do biofloco

Nao houve diferenca significativa (p > 0,05) na umidade, cinzas e proteinas
totais observados entre os diferentes tratamentos. Os parametros nutricionais do

biofloco que foram monitorados sdo apresentados na (Tabela 3).

Tabela 3: Analise de umidade, cinzas e proteinas totais do biofloco obtido da

producao juvenis de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) em sistema biofloco.

Dia 15 Dia 30
Umidade (%) 98,85+ 0,12 98,66 + 0,22
Cinzas (g/dL) 0,37 +0,172 0,33 +0,122
Proteinas Totais (g/dL) 5,28 £ 2,992 6,60 £ 3,78

Os dados sao valores médios (+ desvio padrao).

3.3 Parametro de qualidade de agua

Nao houve diferenca significativa (p > 0,05) na temperatura, Oxigénio
dissolvido e no pH observados entre os diferentes tratamentos. Os parametros
fisicos e quimicos de qualidade da agua monitorados sdo apresentados na

(Tabela 4).

Tabela 4: Parametros de qualidade de d4gua do sistema de Producéo de p6s larvas

tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) suplementadas com biofloco e probiético.

Parametros Biofloco Pond Plus® N-Acqua®
Temperatura (T °C) 20,97 £2,122 21,33 £2,072 21,10 £ 2,092
Oxigénio dissolvido

5,96 + 0,162 5,88 + 0,482 6,00 = 0,002
(mg.L )
pH 7,5+0,0 7,5+0,02 7,5+0,02

Os dados sdao valores médios (+ desvio padrdo). Letras diferentes seguidas
mostram diferencas significativas (p < 0,05) entre os tratamentos.
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3.4 Desempenho zootécnico

As medias de peso final das p6s larvas de tildpia do Nilo variaram de 19,1
a 15,4 mg, ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) entre tratamentos (Tabela
5). Entre tanto, as tildpias alimentadas com o suplemento biofloco tiveram
aumento no ganho de peso de 23,02% e 32,48% com relagdo aos probiéticos Pond
Plus® e N-Acqua® respectivamente. Apesar do tratamento com probiético N-
Acqua® ter apresentado menor varidncia, as tilapias do tratamento com
suplemento biofloco apresentaram semelhanga com o probiédtico Pond Plus® na

variancia do peso final.

Tabela 5: Parametros de desempenho zootécnico das p6s larvas tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus) suplementadas com bioflocos e probitticos comerciais.

Indices Biofloco Pond Plus® N-Acqua®
Peso Final (mg) 19,1 £ 14,42 16,2 + 14,82 153 +7,62
Comprimento Final (mm) 1,26 £ 0,14~ 1,33 £ 0,112 1,32 £ 0,122
Ganho de Peso (mg) 15,5 +18,8 12,6 +4,32 11,7 £ 4,62
Ganho de Biomassa (mg) 1462 + 3532 1253 + 1952 842 + 1162
TCA (mg.dial) 0,44 + 0,542 0,35+0,122 0,33+0,132
TCE (%.dia) 4,7 +1,952 4,2+0,79 4,0 £ 0,862
Variancia 210 £ 1152 221 £1532 58 £ 392
Sobrevivéncia (%) 62 £10,142 66 £ 3,512 54 £ 3,512

Os dados sdo valores médios (+ desvio padrao). Letras diferentes seguidas
mostram diferencas significativas (p < 0,05) entre os tratamentos.
Abreviaturas: TCA: Taxa de crescimento absoluta, TCE: Taxa de crescimento

especifico.
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4. DISCUSSAO

4.1 Identificacao dos isolados bacterianos do biofloco

A presenca das cepas bacterianas Agromyces lapidis, Arthrobacter
sulfonivorans e Enterobacter asburiae na composicdo do suplemento biofloco
agiram positivamente impedindo o surgimento de doencas e mortalidade
provocadas por bactérias patogénicas Aeromonas hydrophila, Enterobacter cloacae e
Pseudomonas caricapapayae nas tildpias. A cepa bacteriana Agromyces lapidis
presente na composicao do biofloco foi identificada no presente trabalho pela
primeira vez no Brasil, e avaliada como integrante na composicao de suplemento
na alimentagdo pela primeira vez no mundo. O primeiro registro da bactéria
Agromyces lapidis foi com o isolamento da cepa de uma parede de pedra esculpida
das Catacumbas Domitilla, Roma, Italia (Jurado, et al., 2005). A cepa bacteriana
Arthrobacter sulfonivorans foi identificada pela primeira vez em isolados de solo
do sistema radicular de Allium aflatunense no jardim de Warwickshire, Inglaterra
(Borodina et al., 2002). A cepa bacteriana Enterobacter asburiae coloniza diferentes
tecidos da cana-de-agticar, e usam varios substratos para crescimento (carbono e
nitrogénio) e estdo envolvidos na fixacdo de nitrogénio e promogdo do
crescimento na cana-de-acdcar (Singh et al., 2021). Estudos com diagnostico de
doencas em peixes mostram que a cepa bacteriana Aeromonas hydrophila é
considerada uma ameacga substancial para a aquicultura e que tem provocado
surtos de doencas infecciosas com grandes perdas econdmicas (Mastrochirico-
Filho et al., 2020). A cepa bacteriana patogénica Enterobacter cloacae foi
identificada em isolados de peixes sintomaéticos vivos e moribundo (Nair et al.,
2019). A cepa bacteriana Pseudomonas caricapapayae encontrada em tecidos
vegetais foi identificada bioquimicamente como patégeno de planta (Zenelt et al.,
2021). No presente estudo a cepa probiotico Bacillus subtilis esteve presente em
todos os tratamentos, porém ndo houve diferencas significativas no ganho de
peso e comprimento final entre nenhum tratamento. Estd de acordo com um

estudo que avaliou o efeito da adicdo da cepa probidtico Bacillus subtilis ao
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bioflocos na criacdo de tildpia cujo as varidveis peso e comprimento ndo
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (Cienfuegos et al., 2018).
Esses resultados indicam que a presenca ou auséncia da cepa probiotico Bacillus
subtilis ndo interfere no ganho de peso e comprimento final na criagao de tilapia.
O biofloco tem um efeito probidtico no sistema de producdo com a competicdo
entre os microrganismos do floco e o patégeno por espaco e alguns nutrientes
essenciais, bloqueando a multiplicacdo de bactérias patogénicas (Ogello et al.,
2021). Com tudo, mostrasse necessario estudos de prospeccdo com as cepas
Agromyces lapidis, Arthrobacter sulfonivorans e Enterobacter asburiae isolada e
avaliacao frente a bactérias patogénicas para maiores esclarecimentos sobre o seu

efeito como aditivo suplementar na alimentagdo de peixes.

4.2 Parametro nutricional do biofloco

O valor médio das Proteinas Totais do biofloco obtido no presente estudo
foi 594 (g/dL). A proteina do biofloco aumentou positivamente durante o
periodo de cultivo da tilapia do Nilo. Esse resultado esta de acordo com o estudo
que avaliou diferentes taxas de alimentacdo no desempenho da tilapia do Nilo
sob sistema de bioflocos, observando que a proteina do biofloco aumentou
positivamente com o aumento da taxa de alimentacdo. (Magouz, et al., 2021).
Outro estudo que ajustou os niveis de proteina digestivel e energia digestivel em
dietas de juvenis de tilapia do Nilo criados em bioflocos com dgua salobra obteve
os resultados 17,39% para proteina bruta e 28,84% para contetido de cinzas
(Durigon, et al, 2019). Diferentes tipos de bioflocos (autotréficos,
quimioautotréficos e heterotréficos) podem produzir diferentes efeitos na
qualidade nutricional dos flocos produzidos e influenciar no crescimento e a

conversdo alimentar de peixes (Oliveira, et al., 2022).
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4.3 Qualidade de dgua

As concentracdes médias de temperatura, oxigénio dissolvido e pH
mensurados no presente estudo estavam dentro da faixa aceitavel para cultivo

de tilapia (Kubitza, 2000).

4.4 Desempenho zootécnico

O ganho de peso das tilapias obtido no presente estudo ndo apresentou
diferenca significativa (p > 0,05) entre tratamentos, entre tanto, o suplemento
biofloco melhorou substancialmente o ganho de peso em relacdo aos tratamentos
com o uso dos probidticos comerciais. Esse resultado estd de acordo com o estudo
que avaliou o ganho de peso e taxa de crescimento especifico em juvenis de
tildpia com fornecimento de dieta 100% ragao e a dieta 75% ragdo mais 25% de
bioflocos timidos ndo houve diferenca significativa, porém ambos os tratamentos
diferiram positivamente da dieta 75% racdo (Caldini et al., 2015). Em outro
estudo, verificou-se que a tildpia alimentada com ragdo incorporada com
bioflocos apresentaram aumento significativo no ganho de peso e taxa de
crescimento comparado ao tratamento controle somente ragdo (Menaga et al.,
2019). Estes resultados sugerem que o uso do bioflocos como suplemento

alimentar pode aumentar o ganho de peso em alevinos de tilapias.

A taxa de sobrevivéncia das tilapias obtida no presente estudo nao
apresentou diferenca significativa (p > 0,05) entre tratamentos, entre tanto, as
tilapias alimentada com suplemento biofloco (62%) foi semelhante aos
tratamentos com probiético Pond Plus® (66%) e substancialmente superior ao
probiético N-Acqua® (54%). Esse resultado estd de acordo com o estudo que
observou maior taxa de sobrevivéncia das tildpias alimentada com ragao
incorporada com bioflocos (89%) comparado ao tratamento controle somente
racao (83%) (Menaga et al., 2019). Em outro estudo, a taxa de sobrevivéncia das

tildpias nos tratamentos enriquecido com probiéticos (89%) apresentaram
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aumento significativo na taxa de sobrevivéncia das tilapias com relacdo ao
tratamento controle sem probiéticos (71%) (Cienfuegos et al., 2018). A taxa de
sobrevivéncia de juvenis de tildpia alimentados com taxas crescentes de racdo
variou de 76 a 96% no sistema de biofloco, sendo superior a sobrevivéncia em
sistema de recirculacdo de agua clara (65%) (Oliveira et al., 2021). A taxa de
sobrevivéncia obtida pelos autores foi superior ao encontrado no presente estudo
devido a diferenga do peso inicial das tildpias no sistema experimental. As pds
larvas de tilapias tem maior susceptibilidade a mortalidade e alevinos sdao mais
resistentes devido a formagao do sistema imunolégico. Esses resultados indicam
que ao adicionar a comunidade bacteriana presente no suplemento biofloco a
dieta de tildpias, a sua resposta imunolégica aumenta, e portanto, melhora a taxa

de sobrevivéncia das tildpias.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo mostram que ndo houve diferenga
significativa (p > 0,05) no desempenho das tildpias entre os tratamentos com
suplemento biofloco e probidticos comerciais. No suplemento biofloco foi
identificado a presenca das cepas bacterianas Agromyces lapidis, Arthrobacter
sulfonivorans e Enterobacter asburiae que aumentaram substancialmente a
sobrevivéncia das tildpias, mesmo sendo fornecido junto com bactérias
patogénicas Aeromonas hydrophila, Enterobacter cloacae e Pseudomonas caricapapayae

na alimentacao.
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APENDICE
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Anexo 2. Analise dos parametros de qualidade de agua do biofloco.
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Anexo 3. Amostra de biofloco coletada para liofilizagdo e posterior analise de

proteinas totais e Microscopia eletronica de varredura e transmissao.
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Anexo 4. Povoamento com p6s larvas tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) no
sistema experimental com agua clara.
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