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A Banca Examinadora composta pelos professores Dr2. Ligia Uribe Gongalves, Dr. Pedro de
Queiroz Costa Neto e Dr. Rafael Yutaka Kuradomi, esteve reunida no dia 31 de julho de
2018, Manaus para analisar a dissertacdo de Driely Kathriny Monteiro dos Santos — 2160330,
intitulada “Bacillus subtilis na criacdo de tambaqui em sistema de bioflocos”. Apés a
analise do referido trabalho, esta Banca concluiu que o mesmo apresenta as caracteristicas
técnico-cientificas de uma dissertacdo, atendendo desta forma as exigéncias do Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal, Resolugdo n° 021/2004 do Conselho de Ensino Pesquisa
e Extensdo — CONSEP e Camara de Ensino de Graduacdo — CEG da Universidade Federal do
Amazonas — UFAM.

Este é 0 nosso Parecer.

Dré. Ligia Uribe Gongalves — INPA
Orientadora e Presidente da Banca

Dr. Pedro de Queiroz Costa Neto - UFAM
Membro da Banca

Dr. Rafael Yutaka Kuradomi
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“A verdadeira medida de um homem ndo se vé na forma como se
comporta em momentos de conforto e conveniéncia, mas em como se

mantém em tempos de controvérsia e desafio ”. - Martin Luther King Jr

“Também pensei: Deus prova os homens para que vejam que sdo
como os animais. O destino do homem é o mesmo do animal; 0 mesmo
destino os aguarda. Assim como morre um, também morre 0 outro.
Todos tém o mesmo folego de vida; o homem ndo tem vantagem

alguma sobre o animal. Tudo é vaidade .- Eclesiastes 3.18,19

“Ndo tente. Faga... ou ndo faga. Nao ha tentativa”. — Mestre Yoda , Star Wars
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RESUMO

Sistemas aquicolas fechados podem ser enriquecidos com probioticos, como o Bacillus
subtilis, para promover uma piscicultura sustentavel. Neste estudo, foi avaliado o efeito de B.
subtilis em um sistema estatico com agua clara em comparagdo com um sistema com
tecnologia de bioflocos (BFT). Juvenis de tambaqui foram distribuidos em um dos quatro
tratamentos, cada um foi replicado cinco vezes: sistema estatico de agua clara com (AC + BS)
ou sem (AC) B. subtilis, e BFT com (BFT + BS) ou sem (BFT) B. subtilis. Cada unidade
experimental foi constituida de um tanque de 200 L com 20 juvenis de tambaqui. Para 0s
tratamentos com B. subtilis, os tanques foram inoculados em intervalos semanais com uma
suspensdo de 4 x 10° células mL™ de cultura. Todos os peixes foram alimentados (2% da
biomassa) trés vezes ao dia por 62 dias. Todos 0s parametros da agua do BFT estavam dentro
dos limites recomendados para a producdo de tambaqui. Embora néo tenha havido interacéo
entre os fatores para o desempenho zootécnico, peixes criados no sistema BFT foram 50%
mais pesados que aqueles no sistema AC, o que foi atribuido ao consumo de bioflocos.
Apesar da inoculagdo com B. subtilis ndo melhoraro crescimento do tambaqui, 0 BFT é uma
tecnologia promissora que pode ser usada para economizar &gua, diminuir os efluentes da

aquicultura e promover a producédo de tambaqui.

Palavras-chave: BFT, Colossoma macropomum, desempenho zootécnico, probidtico.



ABSTRACT

Closed aquaculture systems can be enriched with probiotics such as Bacillus subtilis to
promote a sustainable fish farming. In this study, we focused on the effect of B. subtilis on a
clear water static system compared with a system based biofloc technology (BFT). Tambaqui
juveniles were assigned to one of the four treatments, each of which was replicated five times:
clear water static system with (CW+BS) or without (CW) B. subtilis, and BFT with
(BFT+BS) or without (BFT) B. subtilis. Each replicate group comprised 20 tambaqui
juveniles in an artificially aerated 200-L tank. For B. subtilis treatments, tanks were
inoculated at weekly intervals with a 4 x 10® cell mL culture suspension. All fish were fed
(2% of the estimated biomass) three times a day for 62 days. All water parameters of the BFT
were within the recommended limits for tambaqui farming. Although there was no interaction
between the factors for zootechnical performance, fish raised in the BFT system were 50%
heavier than those in the CW system, which was attributable to biofloc consumption. Despite
theinoculation with B. subtilis did not improve tambaqui growth, BFT is a promising
technology that can be used to save water, decrease aquaculture effluents, and promote

tambaqui farming.

Key words: BFT, Colossoma macropomum, probiotic, zootechnical performance.



Figura 1: Unidades Experimentais

LISTA DE FIGURAS

Figura 2: Bacillus subtilis - Coloragdo de Gram — Aumento 100X .........cccccoovvvvviiinieennns



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 (A): Ganho em peso medio dos tambaquis dos sistemas (AC, BFT, AC+BS,
BFT+BS) em 62 dias de eXPerimENTO.........cueiiriiiiriiiirieieieie et 32

Grafico 1 (B): Peso médio dos tambaquis no inicio e ao término do experimento............... 32

Grafico 1 (C): Valores referentes a conversdo alimentar do tambaqui nos sistemas (AC,
BFT, ACHBS, BFETHBS) ..ottt sttt nn s 32

Gréfico 1 (D): Consumo total em gramas de racdo pelos tambaquis em 62 dias de
EXPEIIMEBNTO. 1.tttk b b bbbt h e et b bt bbb e bR e e bbbt 32

Graéfico 2 : Alcalinidade média registrada durante os 62 dias de experimento nos sistemas de
criacdo de juvenis de tambaqui. (AC, BFT, AC+BS, BFT+BS) ....cccccoeiiiiiiiiicecccee 36

Gréfico 3 : Concentracdo média de sélidos suspensos durante os 62 dias de experimento nos
sistemas BFT E BFT+BS



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Desempenho zootécnico (média + desvio-padrdo) de juvenis de tambaqui mantidos

em diferentes SIStemas de CITAGAD. .........iuiiieeierie st 31

Tabela 2: indices biométricos (média * desvio-padrio) de juvenis de tambaqui mantidos em

diferentes SIStEMAS 0 CIHIAGAD. .........civeiiveieeiieeieseeceese e se e te e ste et e e ste e e e e e stesneesreenee e 33

Tabela 3: Composicao centesimal (média + desvio-padréo) de juvenis de tambaqui (peixe

inteiro) mantidos em diferentes sistemas de CraGaO0..........cceovereririiiiisieeee e 34

Tabela 4: Composicdo centesimal (média + desvio-padrdo) dos bioflocos com e sem a adi¢ao

de Bacillus subtilis em sistemas de criacao de juvenis de tambaqui ...........ccceeveeeieeieiiiennnn, 34

Tabela 5: Variaveis da qualidade de dgua (média + desvio-padrdo) em diferentes sistemas de

criagdo de tambaqui, ColoSSOMa MACIOPOMUM......c.viireerrreriesreesieeeeeseesreesseaseesseesseeseesseenseaseens 35



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Espécies bacterianas identificadas nos isolados de intestino de tambagqui. .......... 38



SUMARIO

1. INTRODUGAOD .....ooiieieeceeeee ettt sttt 15
N O ] = N | I AV 1 SR 17
2.1, ODJELIVO GEIAL.... .ot s 17
2.2. ODJEtiVOS ESPECITICOS .....vviiiieiiitiiieie ettt et 17
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 18
3.1. A pisCicultura € 0 taMDAGUI .......cveriiiiiiiie s 18
3.2. Tecnologia de bioflocos para intensificagcdo da aquICUltura ............ccccevereieienincninnnn. 19
3.3. Bacillus subtillis como probidtico na aquiCultura...........ccccooeviiiineiicieceeeee 22
4, MATERIAL E METODOS ..ottt ettt 25
4.1. Formagao e manutencgao do DIOFIOCO ..........ccoviiiiiiii 25
4.2. Delineamento EXPEriMental..........cccooiiiiiiiiiiiiieee s 26
4.3, QUAlidade 08 AQUA......c.eiiieeeeiieieeiee e ettt 27
4.4, COIELaS € AMOSIIAS. .....eiviiiiitieiieieieie ettt st bbb e e e et e sbesbesbesbesreanes 28
4.5. Dados de desempenho ZOOLECNICO ........ccveiueeieiieiie e 28
4.6. Valores DIOMEALIICOS . .ocveiviiiiiieieieie ettt beeneenes 29
4.7. ANalises MICrODIOIOGICAS .......ccveivieiecic e 29
4.7.1.1solamento e identificacdo das bactérias no tambaqui .............cccccveveiiieieece e, 29
4.7.2.1dentificacdo de Bacillus SUBLITIS ..........cccoeiieiiiie e 30
4.8, ANALISES ESTALISTICAS. .. eviveieieiieieieie ettt et 30
5. RESULTADOS ..ottt ettt sttt se et st se ettt neere st 31
5.1 DesemMpPeNnN0 ZOOTECNICO .......cciviiieiieiie ettt ettt sttt be et esreeneenee e 31
5.2 INAICES DIOMELIICOS ........cvovecveescieeee ettt ettt 33
5.3 COMPOSIGAD CENTESTMA ........eiiiiiiiiiiieieee bbb 34
5.4 QUAlIAOE 08 AQUA .......eeviiiiieiie ittt bbb 35
5.5 Analise MICroDIOIOGICA..........eiviiiiiiiieeee s 38
B.  DISCUSSAD ...ooouiririieiieeieiie st 39
7. CONCLUSAOQ .....oovviiiieieeeie st 43

8. REFERENCIAS ..o oo oo ettt oot e et e e ee e et et e e e er e 44



15

1. INTRODUCAO

Em 2016, a producdo nacional de peixes alcangou 574 mil toneladas, demonstrando
um desenvolvimento do setor de mais de 100% nos ultimos dez anos. Para 0s proximos oito
anos, a expectativa de crescimento da aquicultura brasileira é de 104%, o que demonstra um
aumento constante da demanda por pescado e consequentemente em todos os elos que
constituem a sua cadeia produtiva.

Para que a aquicultura se desenvolva, é necessario respeitar as condi¢cdes ambientais e
ajustar a forma de produzir esses organismos aquaticos, considerando os padrdes de qualidade
de agua e destino dos efluentes. Comumente em sistemas intensivos de criacdo, apenas 20-
25% da proteina presente nas racGes é metabolizada pelos peixes, o restante é perdido para o
sistema por meio das fezes e urina, na forma amonia e nitrogénio organico.

A intensificacdo dos sistemas de producdo favorece a geracdo de compostos
nitrogenados, como a amonia e o nitrito, produtos da excre¢do dos animais e da degradacéo
microbiana da matéria organica. Esses nutrientes, quando descartados de maneira incorreta,
sdo poluidores do ambiente natural, principalmente por eutrofizarem as aguas. Por outro lado,
0s compostos nitrogenados, quando bem manejados, podem ser reciclados e reutilizados pelo
préprio peixe para geracao de proteina.

Em sistemas de producdo que utilizam a tecnologia de bioflocos (BFT), o0 uso e a
renovacdo de agua dos meios de criacdo sdo minimos, porém com aeracdo constante e
fertilizacdo adequada, ocorre o favorecimento para o crescimento microbiolégico das
bactérias heterotroficas. Esta tecnologia caracteriza-se pela formacdo de floco, substrato
destas bactérias, em uma relacdo entre 15 — 20:1 de carbono e nitrogénio. As bactérias
heterotr6ficas convertem o0s nutrientes nitrogenados ndo utilizados ou excretados, em
biomassa microbiana. Essa biomassa potencializa a producdo, pois melhoram os parametros
de qualidade da agua; pode ser utilizada como fonte suplementar de alimento pelos peixes
filtradores, como o tambaqui; propicia um ambiente mais escuro, colaborando para o bem
estar animal; e compete com 0s microrganismos patogénicos, proporcionando um ambiente
mais seguro para a criagao.

A crescente preocupacdo com a biosseguridade dos sistemas de criacdo impulsiona

cada vez mais pesquisas relacionadas a prevencao e tratamento de patdgenos. Atualmente, o



16

uso de antibidticos na aquicultura tem sido tachado devido a potencialidade ao
desenvolvimento de bactérias resistentes aos antibidticos e residuos deixados em corpos
d’agua. De maneira oposta, 0 uso de probioticos nas criacbes tem crescido e apresentado
efeito positivo em relacdo a sobrevivéncia e o favorecimento da populacdo bacteriana
benéfica, promovendo a supressdo de bactérias nocivas. Dentre as pesquisas realizadas para o
uso de probidticos na aquicultura, destacam-se os produtos que contem Bacillus subtilis.
Dessa forma, o presente estudo avaliou o efeito da bactéria B. subtilis em dois sistemas
de criacdo, com baixa renovacao (sistema com agua clara) e sem renovacdo (sistema de

bioflocos).
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

Avaliar o efeito de B. subtilis em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum)

mantidos em sistema de bioflocos.

2.2.  Objetivos especificos

Avaliar o desempenho zootécnico de tambaquis em sistemas com a inclusdo do B.
subtilis no ambiente;

Verificar a composicdo centesimal da carcaca de tambaqui criados em sistemas com a
incluséo do B. subtilis;

Identificar qualitativamente as mudangas na microbiota intestinal do tambaqui quando

criado em sistema BFT e com a presenca de B. subtilis.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.  Anpiscicultura e o tambaqui

A aquicultura esta se expandindo para atender a demanda mundial por pescado, cujo
consumo aumentou de uma média de 9,9 Kg em 1960 para 19,7 Kg por pessoa em 2013
(FAO, 2016). No Brasil, a criacdo de peixes redondos, como o tambaqui, 0 pacu (Piaractus
mesopotamicus), a pirapitinga (P.brachypomus) e seus hibridos, exibiu um crescimento
notavel entre os anos de 2013 e 2014, igualando-se a producdo de tilapia (Oreochromis
niloticus ) que foi da ordem de mais 180 mil toneladas (PEDROZA FILHO, 2016). E dentre
os peixes redondos, a principal espécie nativa que se destaca neste cenario é o tambaqui,
representando 137 mil toneladas e 27% do total de peixes produzidos no Pais (IBGE, 2016).

O tambaqui, € uma espécie oriunda das bacias dos rios Amazonas e Orinoco, e
apresenta caracteristicas desejaveis para a piscicultura, pois é de facil adaptacdo as condi¢cbes
e sistemas de criacdo (DA SILVA ; FUJIMOTO, 2015), tem aceitacdo e bom aproveitamento
de racgdes, rapido crescimento, carne de elevado valor nutricional e apreciada pelo mercado
consumidor. Além disso, a espécie possui habito alimentar onivoro o que possibilita a
utilizacdo de uma grande variedade de ingredientes na formulacdo de suas racdes, ainda
possui a habilidade em filtrar e aproveitar o alimento natural (plancton) e tolera baixos niveis
de oxigénio dissolvido na agua (CAMPOS et al., 2015).

O tambaqui é reconhecido como o segundo maior peixe de escamas da Amazonia,
podendo chegar até 30 quilos de peso e 1,5 metros comprimento durante seu ciclo de vida na
natureza (GOULDING ; CARVALHO, 1982). Quando manejado em diferentes sistemas de
criagcdo, apresenta conversao alimentar aparente entre 1,2 e 1,6 em viveiros e 2,9 quando
criados em tanque rede, com produtividade superior a 10 mil Kg/ha ao final do ciclo
produtivo em 12 meses (IZEL ; MELO, 2004; CHAGAS, et al., 2005; CAVERO, et al.,
2009).

O tambaqui ¢ apreciado em toda a regido Norte do pais, especialmente pela populagao
de Manaus, uma cidade com aproximadamente 2,3 milhdes de habitantes. Somente em
Manaus, sdo consumidos anualmente mais de 17 Kg de tambaqui/habitante/ano e deste valor,
95% ¢é proveniente da piscicultura (SEBRAE, 2015; CAMPOS et al., 2015).
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A possibilidade de aumentar a produtividade do tambaqui é animadora, e poder cria-lo
em sistema com a tecnologia de bioflocos nos permite enxergar a capacidade de ciclos de
producdo mais curtos, com reciclagem de nutrientes e reutilizacdo de agua, somados a
biosseguridade, resultando em menor incidéncia de doencas. O tambaqui apresenta um
conjunto das principais caracteristicas procuradas para este tipo de sistema, principalmente
por ser uma espécie com capacidade de filtrar a 4gua, o que possibilita o aproveitamento do

biofloco e a economia na oferta de racdes.

3.2.  Tecnologia de bioflocos para intensificacdo da aquicultura

A geracdo de efluentes com alta concentracdo de matéria organica e nutrientes pela
aquicultura (PRIMAVERA, 2006), tem exigido crescentes estudos para a ado¢do de sistemas
de criacdo com renovacdo de agua e uso minimo desse recurso (KRUMMENAUER, et al.,
2012). Dentre os sistemas e novas tecnologias, destaca-se o sistema com a tecnologia de
bioflocos, ou BFT (Biofloc Technology System).

O sistema BFT, foi utilizado primeiramente em 1970 com diferentes espécies de
peneidios no IFREM — COP (Instituto Francés para Exploracdo do Mar, Centro de Oceano
Pacifico), tendo como alvo a possibilidade de reduzir o uso de &gua e, consequentemente,
diminuir os impactos ambientais (EMERENCIANO et al., 2012).

Os bioflocos sdo agregados microbianos, constituidos de pequenas particulas na forma
de material floculado, colonizados por bactérias heterotroficas, microalgas, protozoarios
flagelados e ciliados, rotiferos, nematdides, dentre outros microrganismos (HARGREAVES,
2006), que ficam aderidos em superficies ou em suspensdo na coluna d’adgua. O uso da
tecnologia de bioflocos € interessante em comparacdo a aquicultura tradicional, pois requer
baixa ou zero troca de agua, recicla o nitrogénio do sistema com auxilio da biomassa
bacteriana, e esta fica disponivel como fonte alimentar para os animais (HARGREAVES,
2006; AVNIMELECH, 2007).

O sistema BFT exige alta oxigenacdo, pois ocorre consideravel demanda de oxigénio
por parte de bactérias autotroficas e heterotroficas, em média 4,48 gramas por litro
(EBELING, et al., 2006). Estas bactérias sdo capazes de utilizar o oxigénio para oxidar a
amoOnia em nitritos e nitratos. Bactérias oxidadoras de amoénia do género Nitrossomas
transformam a amoénia em nitrito (nitritacdo) e bactérias oxidadoras de nitrito do género
Nitrobacter transformam nitrito em nitrato (nitratacdo) (BUTKOVSKYI, 2009). A alta
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concentracdo de nitrogénio presente nos sistemas provém, principalmente, dos residuos
excretados pelos organismos aquéticos, pois estes aproveitam em média somente 40% do
nitrogénio presente na dieta (PEREZ-FUENTES, 2016) em peixes onivoros, como 0
tambaqui, o nivel de amdnia excretada pode alcancar valores proximos a 0,35 mg por dia
(ISMINO-ORBE, et al,. 2003).

A comunidade bacteriana presente nos bioflocos utiliza o nitrogénio acumulado na
agua e o transforma em biomassa microbiana, sendo essas particulas ricas em proteina
(alcangando niveis de até 50%), aminoacidos e outros elementos nutricionais essenciais, que
podem ser utilizados como fonte de alimento na criacdo. A alta aeragdo no sistema, além de
promover a oxigenagdo para 0s organismos aquéticos e para a microbiota, se faz necessaria
para um revolvimento constante da &gua, mantendo os bioflocos em suspensdo, para que
assim estejam disponiveis na coluna d’agua e sejam melhor aproveitados pelos peixes
(THOMPSON et al., 2002; BURFORD et al., 2004;AZIM ; LITTLE, 2008 ).

A formacdo do agregado microbiano se da pelo aumento da razdo Carbono:Nitrogénio
(C:N) para niveis entre 15:1 e 20:1, e € dependente de diversos fatores, como: o fornecimento
de substratos organicos para a comunidade microbiana, o provimento de alimentacdo na
criacdo, excrecdo e também componentes alimentares ndo utilizados pelos organismos
aquaticos (AVNIMELECH, 1999; 2007). As bactérias heterotréficas presentes nos agregados
microbianos sdo as responsaveis pelo ciclo do nitrogénio, diminuindo a concentracdo de
amonia dissolvida e proporcionando uma agua livre de compostos tdxicos (AVNIMELECH,
1999; HARGREAVES, 2006), uma vez que, ainda que ocorra acumulo de nitrato, este sO é
téxico em elevadas concentracdes, acima de 200 mg. L™.

A biodegradacdo da matéria organica produzida neste sistema dependera da
comunidade microbiana associada aos bioflocos, e todos estes processos podem ser afetados
pelas condigdes ambientais e operacionais, tais como temperatura, salinidade, taxa de troca
d’agua, intensidade de mistura do floco, dentre outros (AVNIMELECH, 2007).

Este sistema apesar de ser relativamente novo, ja foi avaliado em criagdes de varias
espécies de organismos aquaticos, com resultados relevantes, principalmente, para 0s
organismos capazes de filtrar o biofloco e aproveitad-lo como alimento (EMERENCIANO et
al., 2012). O sistema BFT vem sendo largamente utilizado na criacdo de camardes, 0 que
resultou no aumento de 40% em crescimento, 50% de ganho em peso e 80% em biomassa
final, em comparagdo aos sistemas convencionais de troca continua. O sistema expandiu-se e

tem sido bem - sucedido na Asia, América Latina e América Central, e em estufas de pequena
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escala nos EUA, Coréia do Sul, Italia, China, Brasil, e outros (KRUMMENAUER et al.,
2011; EMERENCIANO et al., 2012).

Apesar dos diversos beneficios que a tecnologia do BFT proporciona, sua utilizacao
exige elevado investimento inicial e custo operacional, pois se faz necessario o uso de
revestimentos de membrana que possuem alto valor e necessitam de manutencao constante, o
alto consumo de energia com aeracdo e bombeamento e aquisicdo de geradores de energia, a
necessidade de méo de obra técnica treinada, elevando assim os custos trabalhistas,
(EBELING, et al., 2006; HARGREAVES, 2006; AVNIMELECH, 2009).

Por outro lado, a tecnologia de BFT, aumenta consideravelmente a produtividade do
sistema de producdo, o que pode resultar em melhor custo beneficio em relagdo aos sistemas
tradicionais. As suas principais vantagens sdo (i) o uso reduzido da agua, pois esta pode ser
reciclada e utilizada em outros ciclos, permitindo uma maior estabilidade em qualidade de
agua como, oxigénio e pH; (ii) utiliza menos area e favorece a criagdo em densidades
maiores; (iii) os organismos aquaticos desempenham crescimentos mais rapidos, devido ao
aproveitamento do biofloco; (iv) pode ser operado durante todo o ano, independente do clima
local (OTOSHI, et al. 2001); (v) possui menor suscetibilidade a doencas devido a melhoria
da biosseguranca (TAW, 2015); (vi) é mais eficiente quando comparado a outros sistemas,
pois aproveita de melhor forma a proteina das ragdes, ja que os nutrientes dos residuos sao
reciclados em proteina microbiana, na forma de flocos, diminuindo a necessidade de
alimentacOes e despesas com ragdes, provendo maiores rendimentos e menores impactos ao
meio ambiente (BOYD ; TUCKER, 1998; EBELING et al., 2006; SAMOCHA et al., 2007,
AVNIMELECH, 2009).

A tecnologia de bioflocos estd bem consolidada na criacdo de camardo marinho no
Brasil, e alguns estudos foram realizados com peixes. O uso do BFT na producéo de tilapias
resultou em sobrevivéncia de 99%, com indice de conversdo alimentar proximo a um
(AVNIMELECH, 2007; AZIM ; LITTLE, 2008; KUBITZA, 2011), e em tambaquis, um
ganho em peso de 23,36% superior em relacdo ao tratamento controle (DANTAS et al.,
2015).

O biofloco presente no sistema também é exposto como uma estratégia para o controle
de doencas, pois apresenta efeito probidtico natural. Este efeito é promovido por grupos de
microrganismos, principalmente bactérias que sdo capazes de favorecer o equilibrio
microbiano do intestino do hospedeiro. Bactérias do género Bacillus sp., Alcaligenes sp. e
Pseudomonas sp., na presenca de carbono orgénico sollvel, sdo capazes de produzir

poliesteres PHB (poli-R-hidroxibutirato), estes polimeros quando degradados no intestino,
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podem ter atividade antibacteriana (YU, et al., 2005, SINHA, et al., 2008, EMERENCIANO
etal., 2012).

O uso de probioticos nas criacdes tem crescido e apresentado efeito positivo em
relacdo a sobrevivéncia, garantindo a biosseguridade do sistema, e o favorecimento da
populacdo bacteriana benéfica, promovendo a supressdo de bactérias nocivas (KOLIDA ;
GIBSON, 2011; FROZZA, 2017). O uso de probidticos, especificamente o B. subtilis, em
sistemas com a tecnologia de bioflocos é interessante por poder propiciar o desenvolvimento
de bactérias benéficas, contribuindo positivamente com o sistema de producdo e,

consequentemente, com a salde dos peixes.

3.3.  Bacillus subtillis como probidtico na aquicultura

Em 1965, os probioticos foram pela primeira vez definidos como “um fator de origem
microbioldgica que estimula o crescimento de outros organismos” (LILLY ; STIIWEL, 1965).
O termo probidtico ja foi utilizado para descrever esses aditivos dietéticos como, suplementos
alimentares compostos de microrganismos vivos (FULLER, 1989), como suplementos na
dieta promotores de crescimento, contribuindo com o balango microbiano intestinal
(PARKER, 1974). Posteriormente, os probidticos foram definidos como bactérias naturais do
intestino, que apds positivas ingestdes sdo capazes de colonizar o trato digestivo e até mesmo
aumentar a microbiota presente, reduzindo riscos da colonizacdo de organismos patogénicos,
garantindo assim, que os alimentos sejam melhor aproveitados (VANBELLE, et al., 1990).

Com o avan¢o das pesquisas, 0 termo probidtico passou a ser considerado por
qualquer suplemento ou “preparado” microbiano, ndo necessariamente formado por
organismos vivos, em concentra¢do capaz de alterar a microbiota, exercendo efeito benéfico
sobre a salde do hospedeiro (GRAM, et al., 1999; SALMINEN, et al., 1999;
SCHREZENMEIR ; VRESE, 2001), o que tornou de certa forma, o conceito de probiotico
generalizado e abrangente.

Uma definicdo bem aceita e que também se refere a aquicultura descreve o
probiético como microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
apropriadas, concedem efeito benéfico a satude do hospedeiro, por modificar e melhorar a
microbiota no intestino, e/ou a comunidade microbiana do ambiente aquatico
(VERSCHUERE, et al., 2000).A Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e

Alimentacdo (FAO), sugeriu em 2001, como definicdo para probidticos: “microrganismos
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vivos que, quando administrados em quantidade adequada, conferem efeito benéfico a saude
do hospedeiro”.

Neste contexto, como por vezes a definicdo nao foi harmoniosa, cada vez mais cepas
bacterianas foram e ainda sdo estudadas na aquicultura para afirmar o efeito benéfico e
inofensivo ao hospedeiro (VENDRELL, et al., 2008). A utilizacdo de probidticos na
aquicultura vem crescendo, e descobertas sobre suas propriedades e funcionalidades tem
apoiado a producdo. Quando utilizados como suplementos em dietas, sdo capazes de melhorar
o0 crescimento dos animais, a morfologia intestinal e aumentar a sobrevivéncia (ADEOYE et
al., 2016; CEREZUELA et al., 2016).

Assim, o Compéndio Brasileiro de Alimentacdo Animal (1998; 2017), ja estabelecia o
registro de produtos probioticos que apresentassem apenas 0s microrganismos das espécies B.
subtilis, B.toyoi, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus faecium e Saccharomyces
cerevisiae. Estudos com o B.subtilis, como bactéria probidtica, revelaram propriedades na
prevencdo de muitas doengas do sistema imune em humanos. Devido sua consideravel
estabilidade térmica e capacidade de sobreviver a barreira gastrica, mostra-se pertinente como
aditivo alimentar, pois promove protecdo contra infecgdes, e melhoras quanto a sindrome do
intestino irritdvel, possuindo capacidade de formar biofilme, ou seja, crescerem
organizadamente (CUTTING, 2011; LEFEVRE et al., 2017). O uso de Bacillus sp. como
probidtico, ou associado como simbiético, aumenta a imunidade geral em ratos (HAMDY et
al., 2018), carpa capim, Ctenopharynodon idellus (GUO et al., 2016), e também na tilapia
(TELLI et al., 2014; VAN DOAN et al., 2018).

Quanto ao seu efeito no meio aquético, Bacillus sp. mostra-se capaz de remover
poluentes das aguas residuais, de forma eficaz e com baixo custo, eliminando até mesmo
metais pesados, nitrogénio, fésforo e compostos sulfurosos (WU et al., 2012). De uma
maneira geral, bactérias autotroficas convertem aproximadamente 6% do nitrogénio
inorganico em nitrogénio organico, enquanto bactérias heterotroficas podem alcangar niveis
de 100% de conversdo de nitrogénio inorgéanico em nitrogénio organico (EBELING et al.,
2006), e uma taxa de crescimento dez vezes superior ao de bactérias autotroficas (CRAB et
al., 2007).

Particularmente, para B.subtilis, observa-se a capacidade de secretar substancias
poliméricas extracelulares, e também uma excelente capacidade de floculagdo (SHIH et al.,
2005), porém, ainda ndo h& muitos estudos que relatem quanto a flocula¢do no tratamento da
agua na tecnologia de bioflocos (LU et al., 2012).
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A busca por sistemas aquicolas cada vez mais sustentaveis, provocou um vasto
interesse pelo uso de probidticos de uma forma geral (WANG, et al., 2006). Neste cenario, o
sistema de bioflocos tem vantagem por favorecer o crescimento de microrganismos benéficos,
garantindo maior biosseguranca (KOLIDA ; GIBSON, 2011).

Com isso o presente estudo visou avaliar o desempenho produtivo do tambaqui, bem
como as variaveis de qualidade de 4gua do sistema com a inclusdo da tecnologia de bioflocos,
expostos a B. subtilis como agente probiotico, na expectativa de aumento de bactérias
benéficas frente a supressdo de bactérias patogénicas garantindo um ambiente de criacdo mais

seguro.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Estacdo Experimental de Aquicultura da
Coordenacéo de Tecnologia e Inovagdo — COTEI/INPA - (3°05'26,7"S e 59°59'41,1"W). O
projeto foi aprovado na Comissdo de Etica em Pesquisa no Uso de Animais do Instituto

Nacional de Pesquisas da Amazodnia (INPA), sob o protocolo n° 031/2017.

4.1. Formacao e manutencao do biofloco

O inicio da formacdo do biofloco ocorreu em uma caixa de 500 litros com aeragédo
constante, e foi utilizado melaco de cana de acucar como fertilizante para alcancar uma
relagdo C:N de 20:1. Analises de agua foram realizadas semanalmente para medir e controlar
as ondulacdes de compostos nitrogenados no sistema (item 4.3). Para acelerar a formacao do
biofloco, foi adicionado 5 g de farelo de trigo nos primeiros trés dias e diariamente racéo
comercial (0,8 g), para criar superficie para fixacdo e desenvolvimento dos microrganismos.
As concentracOes de nitrogénio e carbono presente na racdo foram feitas conforme adaptagdes
dos calculos propostos por Avnimelech (1999):

C: Kg de racdo x (% de MS) x (% de N assimilado pelo peixe) / 2 (~ 50% C)
N: Kg de racdo x (% de MS) x (% de N assimilado pelo peixe) x (% de PB) / 6,25
Onde: C = carbono

N = nitrogénio

MS = matéria seca

PB = proteina bruta

Com base nas concentragdes de carbono e nitrogénio na racéo, foi obtida uma relagao
C:N de 5:1, e para ajusta-la para 20:1, foi adicionado 19,6 g de melaco de cana de agucar, e 0
calculo da sua concentracdo de carbono foi realizado pela adaptacdo do calculo proposto por
Avnimelech (1999):
[]de C: 1000 g x % de MS x % de C no melago

A completa formacdo do biofloco avaliada pela estabilizagdo na concentracdo de
amonia (nivel < 0,5 mg L™ ') e nitrito (nivel < 0,5 mg L™ ' ) aconteceu aos 29 dias. A partir

dai, para a manutencdo do sistema foi feita a fertilizagdo com agucar para manter a relacéo
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C:N de 6:1 ao longo do experimento (AVNIMELECH, 2007), quando a concentracdo de
amonia (N-NH,) alcancasse valor igual ou superior aimg. L ™.

Ap0s o periodo de estabilizacdo do sistema, foram adicionados 300 litros de agua para
aumentar o crescimento dos microrganismos. Desse tanque inicial, foram distribuidos 80
litros de bioflocos, mais 120 litros de agua de poco artesiano nas dez unidades experimentais
que correspondiam aos tanques do tratamento com tecnologia de bioflocos, conforme descrito

no item 4.2.

4.2.  Delineamento Experimental

Juvenis de tambaqui foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial, 2 x 2, totalizando quatro tratamentos: sistema estatico com renovacgéo
diaria de 50% da agua clara (AC) e sistema estatico com renovacdo didria de 50% da agua
clara com a adicdo de B.subtilis (AC+BS), sistema com a tecnologia de bioflocos (BFT) e,
sistema com a tecnologia de bioflocos com a adi¢do de B. subtilis (BFT+BS), em cinco
repeticdes por tratamento. Cada unidade experimental foi composta por um tanque de
polietileno (Figura 1) com 200 litros de volume atil, com 20 tambaquis cada (23,24 + 0,34 g;
8,9 £ 0,06 cm; Grafico 1 B), mantidos por aeracdo mecanica proveniente de compressor de ar.

Nas unidades experimentais representadas pelos tratamentos com B. subtilis (AC+BS;
BFT+BS), houve semanalmente a inoculagdo, 75 ml de volume de suspensdo de 4 x 108
células mL™ de cultura com B. subtilis (mensurada por densidade optica em
espectrofotobmetro, 540 nm). Todos os peixes foram alimentados com racdo comercial
(NUTRIPISCIS ® 45% de proteina bruta; 2,6 mm) a uma taxa diaria méedia de 2% do peso da
biomassa, trés vezes ao dia (8h, 12h e 16h), durante 62 dias. Foi realizada uma biometria

mensal, para acompanhamento do crescimento e ajuste do fornecimento de racéo.
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Figura 1: Unidades Experimentais

4.3. Qualidade de 4gua

Ao longo do experimento os parametros de qualidade de agua como, oxigénio
dissolvido, temperatura e pH, foram monitorados diariamente, 30 minutos apds a primeira
alimentacdo, utilizando sonda multiparametro — PRO ODO (YSI ®). Os niveis de aménia,
nitrito, nitrato foram monitorados duas vezes por semana, concentracdes de gas carbonico,
alcalinidade e dureza foram determinadas semanalmente, utilizando kits colorimétricos e
titulométricos (Alfakit AT 101, Alfakit, Floriandpolis, SC, Brasil). As coletas para a analise
de agua eram feitas antes das limpezas das unidades experimentais AC e AC+BS, para
registrar o momento provavel de maior acumulo de compostos nitrogenados. Para
determinacéo dos sélidos sedimentaveis, foram utilizados cones graduados do tipo Imhooff,
onde foi colocado 1 L de agua de cada unidade experimental que possuia a tecnologia de
BFT, e ap06s 45 minutos, era aferido o valor do floco decantado (AVNIMELECH, 2007). Nas
unidades experimentais dos tratamentos com a utilizagdo da tecnologia de bioflocos, foi
aplicado bicarbonato de sodio (NaHCOg3) quando o pH se encontrava abaixo de 6, para
restabelecer o pH 7. Nas unidades experimentais dos tratamentos AC e AC+BS, houve
limpeza por sifonagem, sempre antes da segunda alimentacéao, para retirada das fezes e restos
de racdo do fundo dos tanques e renovacao diaria de 50% do volume total, com agua
proveniente de poco artesiano.
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4.4. Coletas e amostras

Previamente ao inicio do experimento, foi feita uma coleta de 15 tambaquis do lote
destinado & realizacdo do estudo. Os peixes foram anestesiados (Benzocaina 100 mg L " %) e
em seguida medidos e pesados para anotacdo de seus dados biométricos. Estes peixes foram
eutanasiados por seccdo medular, e posteriormente congelados e encaminhados para analise
de composicdo centesimal. Os dados obtidos serviram como amostra de caracterizagdo do
lote, referente a retencéo proteica.

Ao término do experimento, ap6s a anestesia (Benzocaina 100 mg L ") e biometria,
seis peixes de cada unidade experimental foram eutanasiados por seccdo da medula espinhal.
Dois peixes foram enviados ao laboratério de microbiologia da Fundacdo Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ, para identificacio do B. subtilis presente no intestino por meio de testes
bioquimicos, dois peixes foram utilizados para afericdo de variaveis biométricas das visceras,
dois peixes de cada unidade foram congelados, moidos e secos em estufa de circulacdo de ar a
uma temperatura de 55 °C, por 24h. Houve uma coleta do filtrado de 50 litros de cada unidade
contendo bioflocos, com uma fina malha (120 micras), que foi igualmente seco em estufa,

para analise da composicdo centesimal (AOAC, 2010).

4.5. Dados de desempenho zootécnico

Os dados obtidos das biometrias serviram de base para o calculo dos parametros:

Ganho de Peso — GP (g) = peso final — peso inicial,

Conversdo Alimentar Aparente — C.A.A = consumo de ra¢do/ganho de peso;

Eficiéncia Alimentar — EA = ganho em peso/alimento consumido;

Taxa de Crescimento Relativo — TCR = [(In Peso final — In peso inicial)/ n° de dias] x
100;

Sobrevivéncia — SOB (%) = 100 x (numero de peixes final/nimero de peixes inicial).

Fator de Condicdo — K = 100 x (peso corporal/comprimento total®);

Taxa de Retencdo Proteica — TRP = 100 x [(proteina corporal final x peso final) —

(proteina corporal inicial x peso inicial)]/consumo em proteina na matéria seca.
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4.6. Valores biométricos

Os valores dos pesos do figado, baco e da gordura foram utilizados para obtencdo dos
indices:

indice Hepato-Somatico = (peso do figado + peso do peixe) x 100;

Indice Esplénico-Somatico = (peso do bago + peso do peixe) x 100;

indice Gordura Viscero-Somatica = (peso da gordura + peso do peixe) x 100.

4.7.  Analises microbioldgicas

4.7.1. Isolamento e identificacdo das bactérias no tambaqui

Foi realizado o isolamento das enterobactérias contidas no trato gastrointestinal do
tambaqui. Ao final do experimento dez animais de cada tratamento foram encaminhados para
o laboratério de microbiologia da FIOCRUZ. Na capela de fluxo laminar, os animais foram
eutanasiados, eviscerados, e a abertura do intestino foi realizada com laminas de bisturi para o
raspado do material contido no intestino do peixe.

O conteudo de 1 g foi transferido para tubo de ensaio contendo 3mL de caldo BHI
(Broth Heart Infusion) e incubado em estufa a 37°C overnight. Passado este periodo, o
crescido foi inoculado em placas seletivas de agar MacConkey (MC), agar Pseudomonas
Isolation (PIA), &gar Shigella e Samonella (SS). Ao surgirem as unidades formadoras de
colénias, foram quantificadas e as que morfologicamente diferiram foram separadas para
identificacdo bioquimica.

Para identificacdo bioquimica foram realizados testes bioquimicos para
enterobactérias da galeria MIli, EPM e citrato: descarboxilagdo da lisina, motilidade,
producdo de indol, fermentacdo de agUcares, producdo de urease, de H,S e utilizacdo de
citrato (ANVISA, 2004).

Para a identificacdo, os resultados foram inseridos na plataforma Online ABBIS
disponivel em http://www.tgw1916.net/bacteria_logare_desktop.html.
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4.7.2. ldentificacdo de Bacillus subtilis

Para a identificacdo de B. subtilis o conteldo crescido em 3mL de caldo BHI, foi
inoculado em placas &gar Sangue (AS). Ao surgirem as unidades formadoras de colénias, foi
analisada a presenca de formacdo de coldnias com caracteristica de hemolise. As amostras
positivas foram inoculadas em meio bioquimico MIL.i para verificacdo de motilidade.

Para a identificag8o, os resultados foram inseridos na plataforma Online ABBIS disponivel
em http://www.tgw1916.net/bacteria_logare_desktop.html.

4.8. Andlises estatisticas

A distribuicdo dos peixes foi em desenho experimental inteiramente casualizado
com esquema fatorial 2 x 2 (2 = sem e com BFT; 2= sem e com B. subtilis) e 5 repeticdes.
Dados de desempenho zootécnico, indices biométricos, composicdo centesimal e variavel de
qualidade de &gua, foram submetidos aos testes de normalidade de Shapiso-Wilk e ao teste
de homocedasticidade de Bartlett, em nivel de significancia de 5%. Aplicou-se a Analise
de Variancia (ANOVA Two-way), quando a interacdo entre os fatores foi significativa,
foram feitos desdobramentos e as médias comparadas por teste de Tukey (P < 0,05). Para 0s
dados referentes a composigédo centesimal do biofloco, utilizou-se os testes de Mann-Whitney
e t de Student (P<0,05). O programa estatistico utilizado foi o Statistica 10.0.
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O ganho em peso médio final dos juvenis de tambaqui criados em sistema com BFT

foram superiores ao dos tratamentos em AC, com destaque para o tratamento sem a adi¢do do

B. subtilis, que apresentou a maior média, 33,57 g = 4,08 (Gréfico 1 A). Os tratamentos em

agua clara ndo diferiram entre si, e ndo houve efeito significativo do B. subtilis no sistema

(Tabela 1).

Tabela 1: Desempenho zootécnico (média + desvio-padrdo) de juvenis de tambaqui mantidos em diferentes

sistemas de criagédo

Bacillus subtilis P Valor
Analise Sistema Média
Presente Ausente B.subtilis Sistema B.subtilis*Sistema
GP (g) AC 19,97 + 5,42 20,24 + 4,02 20,10 + 1,42B
0,490 <0,001 0,572
BFT 30,96 + 4,57 33,57 + 4,08 32,26 + 1,36A
MEDIA  26,90+253a 2547 +2,36a
0,32 +0,02B
GPD (g) AC 0,32 +0,09 0,33+0,07
BFT 0,50 + 0,07 0,54+ 0,07 052+002A 0482 <0001 0,557
MEDIA 0,43 +0,04a 0,41 +0,04a
AC 1,06 £0,18 0,84 0,40 0,95 + 0,10A
CAA
BFT 0,80 +0,10 0,71+0,08 0,75 + 0,04A 0,159 0,076 0,532
MEDIA 0,78 +0,09a 0,93 +0,06a
AC 4,78 0,36 483+0,24 371,09 + 3,36B
TCR (%)
BFT 552 +0,18 5,66 +0,17 396,42 +2,61A 0529 <0,001 0,748
MEDIA 385,19+517a 382,33 +5,16a
AC 2,20+0,12 2,10+0,08 2,15+ 0,03B
K
BFT 2,30 £ 0,09 2,22 +0,07 2,26 +0,03A 0,06 0,016 0,849
MEDIA 2,16 +0,03a 2,25 +0,04a
AC 96,00 + 4,18 95,00 + 7,07 95,50 + 1,74A
SOB (%) BFT 98,00 +2.74 93,00 + 5,70 95,50 + 1,57A 0,214 0,989 0,401
MEDIA 9400+194a 97,00+111a

Ganho em peso (GP), ganho em peso diario (GPD), conversdo alimentar aparente (CAA), taxa de
crescimento relativo (TCR), fator de condicdo (K) e sobrevivéncia (SOB) de juvenis de tambaqui .
Letras minusculas em linha ou maidsculas em coluna, respectivamente diferem pelo teste de Tukey

(P<0,05) ANOVA Bifatorial e teste de Tukey.
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Gréafico 1: (A) Ganho em peso médio dos tambaquis aos 62 dias de experimento; (B) Peso médio
dos tambaquis no inicio e ao término do experimento; (C) Valores referentes a conversao alimentar

do tambaqui aos 62 dias de experimento; (D) Consumo total em gramas de racdo pelos tambaquis
aos 62 dias de experimento.

Os valores das médias para conversdo alimentar aparente nao apresentaram diferenca
estatistica entre os tratamentos (Grafico 1 C). Considerando a taxa de crescimento relativo,
houve efeito do sistema BFT sobre os juvenis de tambaqui, promovendo assim as maiores
médias, 5,66 e 5,52 % para os tratamentos BFT e BFT+BS, respectivamente. Os melhores
valores para fator de condicdo foram observados nos peixes do tratamento BFT, porém néo
houve efeito da inclusdo de B. subtilis nos dois sistemas de criacdo. As médias para fator de
condicdo nos tambaquis dos tratamentos BFT e AC+BS néo diferiram estatisticamente entre
si. Os valores médios para a sobrevivéncia, ndo diferenciaram estatisticamente entre 0s

tratamentos, apresentando sobrevivéncia média durante o experimento de 95,5%.
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5.2 Indices biométricos

N&o houve diferenca estatistica para os indices viscero - somaticos, esplénico —

somatico e gordura viscero-somaética (Tabela 2).

Tabela 2: indices biométricos (média + desvio-padrio) de juvenis de tambaqui mantidos em diferentes sistemas
de criacao.

Bacillus subtilis P Valor

Anélise Sistema Média - - - -
Presente Ausente Bacillus Sistema Bacillus*Sistema

6,51 = 3,36A

AC  694+461 603+102
I VISC -5 (%) 6,95+ 2.77A

BFT  7.83+376 6,06 0,60 0184 0641 0,663
7.38+412a 6,05+ 081a
MEDIA
AC  139+027 184+049 »60%044B
RHS (%)
e 216064 201+034 209£0.50A 317 0,002 0,049
1774062 193+042a
MEDIA
AC  005+003 005+001 20°*003A
RSS (%)
BFT 0072006 004+002 202*004A o0 0608 0,557
Epia 0080052 0040022
ac 0373020 043018 040+018A
RVGV (%)  BFT 040028 0443021 0430224 (ro0  cor 0,885

MEDIA 0,38 £0,22a 0,44 +0,19a
indice viscero-somatico (I VISC-S), indice hepato-soméatico (RHS), indice-esplénico-somatico (RSS), indice
gordura viscero-somética (RVGV). Letras minusculas em linha ou mailsculas em coluna, respectivamente
diferem entre os tratamentos (P < 0,05) ANOVA Bifatorial e teste de Tukey.para N desigual.

Apenas na resposta sobre o indice hepato-somatico observou-se efeito do sistema, sem
apresentar diferenca em relacdo a adicdo de B. subtilis, apesar de os tratamentos do sistema

BFT com a adigdo de Bacillus terem apresentado média de maior valor, 2,16+0,64.
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5.3 Composigao centesimal

N&o houve diferenca significativa na composicdo centesimal dos tambaquis em
nenhuma varidvel analisada. Porém os peixes do tratamento BFT + BS, apresentaram um

maior percentual de proteina corporal (Tabela 3).

Tabela 3: Composicdo centesimal (média + desvio-padrdo) de juvenis de tambaqui (peixe inteiro) mantidos em
diferentes sistemas de criacdo.

Bacillus subtilis P Valor

Analise Sistema Média - - - -
Presente Ausente Bacillus Sistema Bacillus*Sistema

AC 89,64 +0,49 88,97+0,95 89,31+0,80A

MS (%)
BFT 8829+064 8780+178 8804+120A 0292 0192 0,854

MEDIA 88,96 + 0,89a 88,38 +1,48a
AC  10,36+0,49 11,03+0,95 10,69+ 0,80A

UM (%)
BFT 11,71+0,64 1220+1,78 1196+1,29A 0,252 0,192 0,854
MEDIA 11,04 +0,89a 11,62 +1,48a
AC  4922+190 50,95+0,82 50,09+ 1,65A
PT (%)
BFT 5157+288 47,34+282 4945+349A 0235 0,541 0,090
MEDIA 50,40 +2,61a 49,14 +273a
AC 2435+166 21,96+3,10 23,16+ 2,66A
LP (%) BFT 2372+3,03 22,07+154 2289+242A 008 0812 0,742

MEDIA 24,03+ 2,33a 22,02 +2,3la

Matéria seca (MS), umidade (UM), proteina (PT), lipidio (LP). Meédias seguidas por diferentes letras
mindsculas em linha ou mailsculas em coluna, respectivamente diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Na composicdo centesimal dos bioflocos, ndo foram observadas diferencas estatisticas

em nenhuma das variaveis analisadas (Tabela 4).

Tabela 4: Composi¢do centesimal (média + desvio-padrao) dos bioflocos com e sem a adi¢do de Bacillus subtilis
em sistemas de criacdo de juvenis de tambaqui.

Sistema Matéria Seca (%)  Umidade* (%) Proteina** (%) Lipidios* (%)
BFT 90,30+ 0,16 9,70 +0,16 31,36 +1,40 0,22 £0,07
BFT+BS 89,68 + 0,76 10,32 +0,76 32,41 +0,80 0,44 £0,29
Valor de P 0,210 0,210 0,183 0,174

Os dados em valores percentuais foram transformados pelo arco seno da sua raiz quadrada antes da analise
estatistica. Os tratamentos foram comparados pelos testes de Mann-Whitney™* e t de Student* (P<0,05).
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5.4 Qualidade de agua

As concentragdes de nitrogénio da amonia, do nitrito e do nitrato, foram registradas
diferengas significativas entre os sistemas de criagdo. As maiores concentragdes de amonia na
4gua foram registradas nos tratamentos AC e AC+ BS, com médias superiores a 1,93 mg L 7,
contrastando com o sistema BFT que apresentou as menores concentragdes, inferiores a 0,34
mg L ™, destacando -se o tratamento com a inclusdo de B. subtilis que expds média de 0,28
mg L'+ 0,04 (Tabela 5).

Tabela 5. Variaveis (média + desvio-padrédo) da qualidade de 4gua em diferentes sistemas de criagdo de tambaqui
(Colossoma macropomum).

Anélise . Bacillus subtilis o P Valor
Sistema Meédia
Presente Ausente Bacillus Sistema Bacillus*Sistema
AC 1,93+0,16 198020 1,96 +0,18°
(Am”;f’[‘.'f; BFT 0,28 +0,04 034011  031£0088 0357 <0,001 0,959
MEDIA  110+088a  1,16+0,88a
AC 0,86 +0,13Aa 0,59 £0,20Ab  0,73+0,21
(xiérf_?) BFT  060+0,11Ab 0,67+0,10Ab  063+0,15 0224 0,194 0,036
MEDIA  0,73%0,06 0,63 +0,06
AC 3,28 +0,25 2,60 +0,67 2,94+ 0,608
Nitrato
(mg LY BFT 5,19 +0,35 5,09 £0,29 514 +0,312 0,056  <0,001 0,1514
MEDIA  423+014a  3,84%0,14a
AC 7,93 +1,94 6,50 £1,19  7,22+0,87B
Gés(ﬁgri’?)”ico BFT 26,20+4,80 2507+1,89 2563+085% 0,328 <0,001 0,908
MEDIA  17,07+085a 1578+0,88a
AC 6,13+0,74Bb  6,67+1,31Ba  6,40+0,73
A'Eﬂé”t@f;de BFT  16,33#332Aa 11,13#1,32Ab 13,73+077 0,016 <0,001 0,004
MEDIA  11,23+077  8,90%0,77
AC 731+104Ba  851+142Ba  7,91+1,33
('r)r"giz_?) BFT 114,80 £0,43Aa 113,59 +1,06Aa 11420£0,99 1,00  <0,001 0,020
MEDIA  6105+038  61,05+0,38
Oxigénio AC 6,01 +0,02 6,02+0,03  7,22+1,69
Dissolvido BFT 6,01 0,04 6,00+0,03  2563+353 0995 0422 0,419
(mg L) MEDIA  601+00la  6,01+00la
AC  672+011Aa 6,97+007Aa 6,84 +0,05
pH BFT  641+018Ba 632:t006Ba 637+006 0132 <0,001 0,004
MEDIA 6,65 + 0,07 6,56 + 0,05
AC 2609004 25974002  26,03%0,01
Tem?fé;"t”ra BFT  2586+005 2578003 2582+001B <0,00L <0,001 0,343
MEDIA  2598+003a 25,87 £0,02b

Médias seguidas por diferentes letras mindsculas em linha ou maitsculas em coluna, respectivamente indicam

diferencas entre os tratamentos (P < 0,05) ANOVA Bifatorial e teste de Tukey.
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As concentrac@es de nitrito foram distintas no tratamento AC+BS, exibindo média de
0,86 mg L ™ + 0,13, paralelos aos dois tratamentos com o BFT ( BFT e BFT+BS) que néo
diferiram entre si e apresentaram 0,67 e 0,60 mg L ™, respectivamente. O tratamento AC,
apresentou menor média de concentragéo de nitrito, com média de 0,59 mg L ™+ 0,20.

Niveis de nitrato foram encontrados em maior concentracdo nos tratamentos com BFT
(BFT e BFT+BS) que ndo diferiram entre si, e marcaram médias de 5,09 e 5,19 mg L %,
respectivamente. A menor concentracdo de nitrito foi registrada no tratamento AC, 2,60 mg L
1+ 0,67. Os valores para a concentracio de gas carbonico - CO, diferenciaram-se entre 0s
sistemas, porém a inclusdo do B.subtilis ndo causou alteracdo em seus niveis. Nos tratamentos
AC e AC+BS as médias encontradas foram 6,50 e 7,93 mg L ™, e nos tratamentos BFT e
BFT+BS, registrou-se niveis de 25,07 e 26,20 mg L ™, evidenciando a maior concentracdo de
CO;, nas unidades em que foi incluido o B. subtilis.

Nos niveis de alcalinidade, o maior valor médio foi registrado no tratamento BFT+BS
(16,33 mg L * + 3,32), diferindo significativamente do tratamento BFT, 11,13 mg L ™ +1,32
(Grafico 2). Entre os tratamentos de AC e AC+BS, ndo houve diferenca significativa,
exibindo niveis médios de sais de carbonato e bicarbonato inferiores a 6,67 mg L . Os
valores para a dureza marcaram médias para as unidades de AC entre 7,5e 11,0 mg L ?, e nas
unidade de AC+BS médias entre 5,5 e 8,0 mg L ™, néo registrando diferenca significativa
entre estes tratamentos. Por outro lado, as aguas dos tratamentos BFT e BFT+BS,
apresentaram uma maior concentracdo de sais de célcio e magnésio, exibindo valores médios
de 113,59 e 114,80 mg L ™, respectivamente.

20
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Com Bacillus

p = 0.0044

Agua Clara Bioflocos

Sistema

Grafico 2: Alcalinidade média registrada durante os 62 dias de
experimento nos sistemas de criacdo de juvenis de tambaqui.
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N&o foram encontradas diferencas significativas na variavel oxigénio dissolvido na
4gua (P > 0,05), que manteve uma média 6,01 mg L . Porém, dentre as variaveis aferidas
diariamente, durante os 62 dias de experimento, a temperatura e o pH apresentaram diferenca
estatistica. O maior valor médio de pH na agua, foi observado no tratamento do sistema AC
(pH 6,97), diferindo do tratamento com a incluséo de B. subtilis (pH 6,72). Nos tratamentos
do sistema BFT, o pH foi inferior e ndo apresentou diferenca estatistica sobre a inclusao de B.
subtilis (pH 6,32 e 6,41, respectivamente). Apesar de apresentar diferenca estatistica entre os
tratamentos, a média da temperatura foi de 25,93°C na maior parte do experimento, ndo
apresentando grandes variagcfes. O tratamento composto pelo sistema de &gua clara acrescida
do B. subtilis, apresentou temperaturas mais elevadas na agua, com média de 26,09 °C, e 0
tratamento BFT as temperaturas mais baixas, com média de 25,78 °C.

O volume do floco decantado que representa a concentracdo de sélidos suspensos dos
tratamentos BFT e BFT+BS, foi aferido por meio de cones Imhoff, e ndo apresentou
diferenciacdo estatistica entre os tratamentos. Durante o experimento a concentracdo de
s6lidos no tratamento com o uso do sistema BFT, teve média de 8,1 mL L e o tratamento

com a inclusdo de B. subtilis, média de 9,3 mL L * (Gréfico 3).
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Gréfico3: Concentracdo média de s6lidos suspensos, nos dois
tratamentos com a utilizagdo de BFT, durante os 62 dias de
experimento.
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Do total de intestinos de tambaqui analisados, foram identificadas 15 espécies de

bactérias (Quadro 1), com destaque para as enterobacteérias, identificadas pelo crescimento em

agar MC, agar SS, agar PI e provas bioguimicas EPM, MiLi, Citrato, Arginina e Ornitina.

Quatro bactérias isoladas ocorreram no intestino dos peixes de todos os tratamentos,

que sdo: Citrobacter sp., Escherichia coli, Proteus sp. e B. subtilis. Bacillus subtilis foi

identificado no intestino do tambaqui de uma das unidades experimentais de &4gua clara.

Quadro 1. Espécies bacterianas identificadas nos isolados de intestino de tambaqui. O nimero entre

parénteses corresponde ao total de isolados encontrados (ocorréncia) nos tratamentos.

Espécies isoladas no intestino do tambaqui

Agua Clara + Bacillus

Bioflocos + Bacillus

Agua Clara subtilis Bioflocos subtilis
Citrobacter (2) Citrobacter Citrobacter (2) Citrobacter
Brenneria nigrefluens E. coli (2) B.nigrefluens Klebsiella
Klebsiella (2) Proteus (2) Klebsiella E. coli (2)
Escherichia coli (3) Salmonella E. coli Shigella (2)
Shigella (2) B. subtilis (2) Pseudomonas Pseudomonas (2)
Pseudomonas (2) Enterobacter Proteus Proteus (2)

Salmonella
Proteus Providencia B. subtilis (2)
Salmonella (2) Moganella B. subtilis (2) Edwarsiella
Bacillus subtilis Enterobacter

Yersinia

E. vulneris
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6. DISCUSSAO

Ambos os sistemas, com ou sem B. subitilis, apresentaram boas condicGes para
desenvolvimento da espécie, haja vista a alta sobrevivéncia dos peixes e 0 consumo das
racoes. O reflexo do maior ganho em peso dos peixes nos tratamentos com a utilizagcdo da
tecnologia de bioflocos pode ser esclarecido pelo fato do tambaqui ser uma espécie com
habilidade em filtrar a &gua (CAMPOS et al., 2015), o que permitiu aproveitar os bioflocos
em suspensdo 24 horas por dia ao longo de todo o experimento (AVNIMELECH, 2007).

Os bioflocos sdo fonte adicional de nutrientes e possuiam em média 31,9% de
proteina bruta, esse valor foi similar ao encontrado nos bioflocos constatados em outros
estudos (WASIELESKY et al., 2006; AZIM ; LITTLE, 2008; EMERENCIANO et al., 2011),
em que se observou melhor desempenho em camardes (Farfantepenaeus paulensis e
Litopenaeus vannamei) e tilapias, espécies com grande capacidade filtradora. O conteldo
proteico do biofloco colaborou para melhor desempenho zootécnico, porém, sem alterar
significamente a composi¢do centesimal do peixe.

Os resultados favoraveis sobre o ganho em peso e o fator de condicdo dos peixes
estdo intimamente ligados ao fato do sistema com a tecnologia BFT possuir a dgua escura
devido aos solidos em suspensdo. 1sso promoveu ao tambaqui um ambiente com fotoperiodo
constante e proporcionou melhor bem-estar, pois simulou um ambiente mais parecido ao
natural. Tambaquis que sdo mantidos sob iluminacéo continua, apresentam sinais de estresse e
revelam desempenho inferior, quando comparados aos que sdo mantidos em total escuriddo
(ARIDE et al., 2006).

A inclusdo de B. subtilis nos sistemas de criagdo ndo promoveu melhor desempenho
zootécnico em tambaquis, pois a assimilacdo da bactéria pelo peixe provavelmente foi
dificultada por ter sido adicionada na agua. Outro fato a se considerar, € o tempo
experimental, pois respostas positivas quanto ao desempenho zootécnico de tilapias
alimentadas com ragdes suplementadas com B. subtilis s6 foram efetivas apos 120 dias de
experimento (HAROUM et al., 2006; CARVALHO et al., 2011). Além disso, 0 uso de B.
Subtilis pode ser mais eficaz em fases iniciais, como demonstrado em melhores resultados
nodesempenho de larvas do que de juvenis de truta arco-iris (MERRIFIELD et al. 2009).

Ainda que os resultados de desempenho zootécnico sejam divergentes na literatura
no que se refere a inclusédo de B. subtilis na agua de organismos aquéticos, 0s animais que sao

criados em boas condicBes, sejam nutricionais ou sanitérias, podem nao apresentar respostas
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positivas de desempenho com a inclusdo de probidticos, pois estdo sob menor contato com
microrganismos patogénicos, diminuindo assim o efeito do probittico (LODDI et al., 2000).

O indice hepato-somatico dos peixes nos tratamentos do sistema BFT, foram maiores
que os dos tambaquis criados em viveiros (FIM et al., 2008), logo, é possivel observar que 0
sistema BFT, por ter como caracteristica os flocos suspensos, promoveu uma melhor condi¢do
para armazenamento de energia, refletida no estado biométrico hepético. Os peixes podem
estocar grande quantidade de energia no figado e este € o principal sitio de armazenamento de
glicogénio no tambaqui (SAINT-PAUL, 1984; GERMAM ; KOZLOVSKAYA, 2001).

As concentragfes de oxigénio dissolvido, pH e temperatura da 4gua, mantiveram-se
dentro da faixa considerada ideal para a recria de juvenis de tambaqui (CAVERO et al., 2009)
durante o periodo experimental. Apesar da temperatura ter apresentado diferenca entre todos
o0s tratamentos, a variacdo foi menor que 0,3 °C.

Apesar do pH minimo, 6,32, registrado nas &guas do tratamento BFT, encontrar-se
dentro do intervalo aceitavel para a criacdo de tambaquis, este estava abaixo do recomendado
para o desenvolvimento de microrganismos que é pH 7 (BOYD et al., 2011). Baixos valores
de pH em sistemas de bioflocos, podem proceder da respiragdo dos microrganismos existentes
no sistema (WASIELESKY et al., 2006), e aumento do gas carbdnico dissolvido (BOYD et
al., 2011). A maior concentracdo de gas carbOnico nos tratamentos dos sistemas BFT e
BFT+BS, é resultado dos processos de respiracdo realizada pelos peixes e microrganismos e
também da decomposicdo da matéria organica, liberando CO, (VAN WYK ; SCARPA,
1999).

AlteracGes em niveis de pH e alcalinidade podem ocorrer devido ao consumo de
carbono inorganico feito por bactérias heterotréficas e nitrificantes, que consomem em média
7,07 gramas de alcalinidade para cada grama de nitrogénio amoniacal total oxidado a nitrato
(EBELING et al., 2006). Nas condigdes experimentais, este estudo comprovou ser possivel a
formagéo de bioflocos durante a criacdo de tambaquis sem renovacdo de agua em niveis de
alcalinidade menores que 16 mg L ™.

A baixa concentracdo de alcalinidade na agua, ndo favoreceu a manutencdo da
biomassa bacteriana em nenhum dos sistemas de criagdo. Apesar das adi¢Ges de bicarbonato
de sodio (NaHCO3), o nivel de alcalinidade ideal ndo foi alcangado, pois este deveria ser o
mais elevado possivel, para o melhor equilibrio da populagdo microbiana nos sistemas de
bioflocos (FURTADO et al., 2014). Porém, niveis menores de alcalinidade em sistema de
bioflocos nédo afetaram a formacdo do floco, a sobrevivéncia e o crescimento de peixes de
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4gua doce, como a tilapia, em 61,75 mg L™ (KUBITZA, 2011), e o tambaqui em 8,27 mg L™
(DANTAS et al., 2015) .

A tecnologia de bioflocos proporcionou maiores valores de dureza que se
mantiveram dentro da variagdo ideal (40-120 mg L™) para a criacdo de juvenis de tambaqui
(CAVERO et al., 2009). A dureza total da agua € representada pela soma dos cétions
divalentes, porém o Ca*® é o que possui maior afinidade de ligacio nos bioflocos (LUO et al.,
2013). Assim, acréscimo dos niveis de Ca™ pode inferir & estrutura e/ou composicio dos
bioflocos, promovendo maior densidade e menor tamanho (LUO et al., 2013). Os niveis
elevados da dureza na 4gua no BFT e BFT+BS estdo relacionados ao acimulo de célcio e
fosfato proveniente da racdo e da adicdo de bicarbonato utilizado para correcdo do pH
(POLEO et al., 2011). Niveis mais baixos de dureza encontrados na agua dos tratamentos AC
e AC+BS, sdo explicados pelo fato de a agua dos sistemas serem provenientes de poco
artesiano.

O volume do floco decantado nas unidades do sistema BFT permaneceu dentro do
indice adequado de até 10 ml L ** para o sistema (SAMOCHA et al., 2007). Esse nivel foi
suficiente para metabolizar a concentracdo de amdnia, que foi registrada em concentracdes
dentro da faixa desejavel para a criacdo de juvenis de tambaqui (< 0,5 mg L™ ) (CAVERO et
al., 2009). Por outro lado, AC e AC+BS apresentaram valores superiores de concentracdo de
aménia (> 1,93 mg L ™), devido & baixa troca de 4gua durante o experimento. Esses valores
ndo sdo indicados para criacdo da espécie, porém ndo afetaram a sobrevivéncia dos peixes.

Os niveis de nitrito na agua dos sistemas permaneceram altos em todos os tratamentos
em relacdo ao nivel recomendado para a criacdo de tambaquis (CAVERO et al., 2009), pois
provavelmente, bactérias do género Nitrobacter sp., ndo foram eficientes na transformacéao do
nitrito em nitrato. O nitrito se torna preocupante em altas concentragdes, pois, possui
capacidade de oxidar a hemoglobina sanguinea, convertendo-a em uma molécula incapaz de
transportar oxigénio (ARANA, 2004).

O nitrato oriundo do nitrito, oxidado pelas bactérias nitrificantes, foi acumulado nas
aguas dos sistemas BFT e BFT+BS. Para peixes de dgua doce, ainda é muito rara a toxicidade
por nitrato, somente em altas concentragdes. Em criagbes de organismos marinhos

recomenda-se que se mantenham concentrages abaixo de 500 mg L ™ (COLT, 2006).
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Figura 2: Bacillus subtilis - Coloragdo de Gram — Aumento 100X
Fonte: (Castro, 2018)

Referente a identificacdo das bactérias, muitas das presentes no intestino ndo séo
cultivaveis in vitro (HUBER et al., 2004), e existe grande dificuldade em analisar a
microbiota do intestino de peixes de uma forma geral, pois ha uma variacdo individual
(SPANGGAARD et al., 2000), principalmente em relacdo ao ambiente e a alimentacéo.

As bactérias identificadas nos intestinos dos peixes formam em sua maioria a
microbiota natural de diferentes ambientes. Os peixes do sistema com a tecnologia de
bioflocos apresentaram uma maior variedade de bactérias presentes no intestino,
provavelmente pela presenga dos flocos microbianos, e por estes comporem a sua dieta. A
adicdo de probidticos a dieta estimula o crescimento e a estabilidade de populacGes
bacterianas, que reduzem o pH do limem, por produzirem &cidos organicos, e inibem o
crescimento de bactérias nocivas (RADECKI & YOKOYAMA, 1991). A melhora no
ambiente intestinal, tem como resultado o favorecimento da saiude e do desempenho em
peixes (RINGO et al., 2010).

Apesar da presenca de bactérias patogénicas como Shigella sp. no tratamento
BFT+BS, ndo houve interferéncia no desempenho dos peixes em comparagdo ao tratamento
BFT. Mais pesquisas sd0 necessarias para identificar de uma melhor forma a microbiota
intestinal dos peixes, pois 0s meios de cultura podem ser deficitarios quanto a sua exigéncia
nutricional, e técnicas bacteriolégicas de cultivo com moleculares, sdo um meio para estudo

mais completo da populacdo existente (POND et al., 2006).
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7. CONCLUSAO

O uso do B. subtilis na criacdo de tambaqui mostrou relevancia quanto ao fator de
condicdo dos peixes mantidos no sistema principalmente quando empregada a tecnologia de
bioflocos. A pesquisa sobre probioticos na aquicultura ainda é muito escassa, e possivelmente
estudos com a utilizacdo de acidos organicos, produto da fermentacdo das bactérias, torna-se
interessante neste momento para um real efeito sobre a criacdo de uma forma geral.

A utilizacdo da tecnologia de bioflocos promoveu maior producdo, economia de
61.850 litros de &gua e como resultado menor volume de efluentes em 62 dias de
experimento. Sobre o acumulo de alguns compostos nitrogenados como o nitrato, pode-se
sugerir para um melhor aproveitamento, a associacdo com cultivo de plantas capazes de

utilizar tais compostos (sistemas aquaponicos).
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