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RESUMO

No sistema bioflocos as bactérias autotroficas e heterotroficas tém importante papel em
transformar os compostos nitrogenados em proteina microbiana. Logo, a utilizacdo de
substratos aumenta a &rea disponivel no tanque, e serve de abrigo para as bactérias, assim como,
fixa a formacdo do biofilme. Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o uso
de dois substratos (Needlona® e Nylon) pré colonizados com bactérias nitrificantes
(Nitrosomonas, Nitrobacter e Nitrospira) sobre a qualidade da agua e desempenho do
Litopenaeus vannamei durante o pré bercario em bioflocos. Foi realizado, no laboratério de
Aquicultura da UFMA, um experimento com dois substratos artificias previamente maturados,
durante o pré bercario do camardo marinho Litopenaeus vannamei. O mesmo teve duracao de
22 dias, sendo testado trés tratamentos com quatro repeticdes: Controle — CTR sem substratos,
NEED — com substratos Needlona e NYL — com substratos Nylon. As pés-larvas utilizadas (PL
10) foram cultivadas em taques de volume util de 250L, completo com &gua marinha (30ppt)
esterilizada. Os substratos foram modelados manualmente em pecas de 40cm de largura x 38cm
de altura, e adicionados totalmente submersos na vertical, equivalente a 100 % a area do fundo
do tanque (0,70m?). O estimulo inicial para a maturagio dos substratos foi realizado com o
produto Nite Out 11 (Nitrosomonas, Nitrobacter e Nitrospira) seguido da aplicacdo de NH4CL.
A qualidade da agua foi acompanhada diariamente (temperatura, pH, oxigénio dissolvido,
alcalinidade, compostos nitrogenados, turbidez). Para analises do desempenho zootécnico do
camardao foram analisados: ganho de peso, biomassa, sobrevivéncia e crescimento. Os
parametros de qualidade de &gua se mantiveram dentro do aceitdvel para a espécie, ndo
apresentando diferenca estatistica entre os tratamentos, exceto a turbidez e nitrito. Os dados de
turbidez apresentaram diferenca entre os trés tratamentos (CTR, NEED e NYL). O CTR
mostrou maiores valores de turbidez, seguido do NYL e o NEED. O ganho de peso e a biomassa
final foi mais relevante no tratamento CTR, porém somente o ganho de peso apresentou
diferenca estatistica. A sobrevivéncia nos tratamentos com substratos foram NEED (97,55%) e
NYL (95,8%), enquanto, o tratamento CTR a sobrevivéncia foi de 94,2%. A pré colonizagdo
dos substratos ndo se mostrou ser tdo eficiente para metabolizar os compostos nitrogenados,
uma vez que, os resultados foram mais eficientes no tratamento controle, sem a presenca dos

substratos.

Palavras chaves: Carcinicultura, nitrificacdo, pré - bercario.



ABSTRACT

In the bioflocus system, autotrophic and heterotrophic bacteria play an important role in
transforming nitrogen compounds into microbial protein. Therefore, the use of substrates
increases the area available in the tank, and serves as shelter for the bacteria, as well as, fixes
the formation of biofilm. In this context, the present study aims to evaluate the use of two
substrates (Needlona® and Nylon) pre-colonized with nitrifying bacteria (Nitrosomonas,
Nitrobacter and Nitrospira) on water quality and performance of Litopenaeus vannamei during
pre-bedding in bioflocs. An experiment with two previously matured artificial substrates was
carried out at the UFMA Aquaculture Laboratory during the pre- nursery of Litopenaeus
vannamei sea shrimp. It lasted 22 days and three treatments were tested with four repetitions:
Control - CTR without substrates, NEED - with substrates Needlona and NYL - with substrates
Nylon. The post-larvae (PL 10) were cultivated in tacques of useful volume of 250L, complete
with sterile sea water (30ppt). The substrates were manually modelled in 40cm wide x 38cm
high pieces, and added totally submerged vertically, equivalent to 100% of the tank bottom area
(0.70m2). The initial stimulus for the maturation of the substrates was performed with the
product Nite Out Il (Nitrosomonas, Nitrobacter and Nitrospira) followed by the application of
NH4CL. The water quality was monitored daily (temperature, pH, dissolved oxygen, alkalinity,
nitrogen compounds, turbidity). For analysis of the zootechnical performance of the shrimp
were analyzed: weight gain, biomass, survival and growth. The water quality parameters were
kept within what was acceptable for the species, with no statistical difference between
treatments, except turbidity and nitrite. The turbidity data showed a difference between the three
treatments (CTR, NEED and NYL). The CTR showed higher values of turbidity, followed by
NYL and NEED. The weight gain and final biomass was more relevant in the CTR treatment,
but only the weight gain showed statistical difference. Survival in treatments with substrates
were NEED (97.55%) and NYL (95.8%), while the CTR treatment survival was 94.2%. The
pre-colonization of the substrates was not as efficient to metabolize the nitrogen compounds;
since, the results were more efficient in the control treatment, without the presence of the

substrates.

Key words: Carciniculture, nitrification, pre nursery
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1 INTRODUCAO

A producdo de pescados mundialmente tem crescido nos ultimos anos, sendo que no
ano de 2018 a producéo de pescado atingiu cerca de 179 milhdes de toneladas, equivalente a
US$ 401 bilhGes (FAO, 2020). A aquicultura correspondeu com 82 milhdes de toneladas (US$
250 bilhges), sendo considerado um recorde com relacdo aos anos anteriores. Nessa escala, a
producdo de crustaceos correspondeu a 9,4 milhdes de toneladas. Desde a década de 80 a
aquicultura tem demostrado valores otimistas na producao de alimento vivo. Estima-se que a
producdo de mundial de pescado para consumo humano alcance 52% para o ano de 2030,
ultrapassando a pesca de captura com 48%, segundo as estimativas da Food and Agriculture
Organization of the United Nations - FAO (FAOQ, 2020).

Os camardes marinhos predominam a producdo de crustaceos, considerando 0s
camardes peneideos o género mais cultivado mundialmente. No Brasil, a carcinicultura
produziu no ano de 2019 cerca de 90 mil toneladas, segundo a Associacdo Brasileira de
Criadores de Camardo — ABCC. O camardo marinho Litopenaeus vannamei predomina os
cultivos nas fazendas brasileiras (ROCHA, 2019). Mundialmente a carcinicultura é regida por
etapas, sendo elas respectivamente: larvicultura, bercério, engorda e despesca, de acordo com
as etapas e os estagios do ciclo de vida do camardo. Os empreendimentos sdo classificados em
monofasica (todas as etapas acontecem no mesmo tanque), bifasica (bercéario + engorda) e
trifasica (larvicultura + bercario + engorda) (RIBEIRO et al. 2014).

No cultivo, o pré-bercario dura um periodo de 10 a 15 dias. O dominio em laboratério
nesta fase de cultivo, é de fundamental importancia para a compreensdo dessas mudancas
morfolégicas. Durante este intermédio, aplicando boas praticas de manejo, torna-se possivel
cultivar camardes mais resistentes as variagdes ambientais ocorridas ao longo do ciclo. (DOS
SANTOS-JUNIOR et al. 2018). Dessa forma, em condicGes favoraveis, aplicando boas praticas
de manejo, o camarao adquire mais resisténcia para as outras fases do cultivo (ROCHA, 2017).

A aquicultura sustentavel apoia a ideia de uma aquicultura responsavel, ou seja, através
de um sistema que ndo cause grandes danos ao meio ambiente. Uma das tecnologias que
sustenta esta ideia € o sistema bioflocos (DA SILVA. et al. 2019).

Bioflocos séo particulas organicas em suspensdo na adgua ou aderidas as paredes dos
taques e viveiros de producgdo. Esta tecnologia permitiu otimizar o sistema de producéo,
aumentando a densidade de estocagem, com pouco ou sem renovacdo de agua, de modo a

minimizar o descarte de efluentes em corpos hidricos proximos (AVNIMELECH et al. 2007).
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Um dos primeiros trabalhos envolvendo o sistema bioflocos foi descrito por AVNIMELECH
et al. (1989).

Dentre as particulas na adgua engloba-se o material orgénico particulado, na qual se
desenvolve uma diversidade de organismos microscopios, sendo as bactérias heterotroficas as
mais importantes nesse sistema (AVNIMELECH 2012). O cultivo em meio heterotréfico
proporciona mais biosseguranca, pois estes organismos microscopios sdo responsaveis pela
decomposicdo da matéria organica no sistema. Grande parte desses residuos organicos sdo
produzidos pelas excretas dos organismos e pelas sobras de racGes. Uma parte desses agregados
microbianos complementam a alimentacdo da espécie cultivada. Estudos realizado por Burford
et al. (2004) demostraram que cerca de 29% do alimento consumido pelo camaréo Litopenaeus
vannamei pode ser proveniente dos flocos microbianos presentes no meio heterotréfico. Como
a proposta do sistema bioflocos é grandes densidades, o uso dessa tecnologia durante o pré-
bercario possibilita aumentar a densidade de estocagem, consequentemente, melhorando os
indices produtivo do cultivo (REDRIGUES, 2015).

No sistema BFT as bactérias fotoautotroficas, heterotroficas e autotroficas sdo
responsaveis pela remocdo da amonia na agua do cultivo. Sendo considerado as bactérias
heterotroficas e autotroficas as mais significativas no processo de reciclagem do nitrogénio
inorgénico (na forma de amoénia) (COSTA; STREIT JUNIOR, 2018). A atuagdo desses dois
grupos de bactérias no sistema é diferente. Para suprir suas necessidades proteicas, as bactérias
heterotréficas utilizam o nitrogénio inorganico presente no meio juntamente ao carbono, na
forma de carboidrato, para a producdo de proteina microbiana. As bactérias autotroficas
(quimioautotrdficas nitrificantes) diferentemente das bactérias heterotroficas utilizam os
compostos inorganicos com sua fonte principal de energia. No entanto, sua taxa de crescimento
é muito lenta quando comparada as com as heterotréficas que crescem rapidamente no sistema
BFT. Apesar de sua lenta taxa de crescimento, as mesmas sdo mais eficientes no processo de
remocao do nitrogénio. O processo de nitrificagdo ocorre pela oxidagdo da amonia em nitrito e
posteriormente em nitrato. Tal processo é divido em dois grupos, 0 primeiro: as bacterias
oxidantes de amodnia em nitrito (Amdnia-Oxidante AOB) do género Nitrosomonas,
Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobus e Nitrosovibrio; o segundo: as bactérias que fazem
a oxidacgéo do nitrito em nitrato (Nitrito-Oxidante NOB) do género Nitrobacter, Nitrococcus,
Nitrospira e Nitrospina (LORENZINI 2018). Segundo Rezende (2015), no Brasil o uso do
sistema BFT durante o pré-bercério ainda é pouco utilizado, visto que muitos laboratdrios

utilizam o sistema autotréfico, com alta troca de agua dos tanques.
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No intuito de diminuir as concentracfes de elementos tdxicos nos sistemas Lara (2012),
utilizou diferentes técnicas de manejo para evitar o acimulo de nitrogenados, sendo elas a
reutilizacdo da agua, uso de substratos artificiais e adi¢do de sais nitrogenados. No entanto, a
autora ndo conseguiu definir uma técnica especifica, porém recomenda uma combinacdo de
controles para minimizar as perdas no sistema por compostos toxicos, tais como, aeragdo
adequada, fertilizacdo, alimentacdo, controle de s6lidos suspensos totais, adi¢cdo de substratos
verticais e reutilizacdo de agua.

O uso de substratos artificiais € uma das técnicas de manejo aplicadas em cultivos super-
intensivos, com grande potencial para minimizar problemas relacionados aos altos niveis de
compostos toxicos na agua de cultivo (SCHVEITZER et al. 2013). Diversos autores testaram a
eficiéncia dos substratos em cultivos de Litopenaeus vannamei e Oreochromis niloticus
(ZHANG et al. 2016; CAVALCANTE et al. 2016; 2017; LARA et al. 2017; REZENDE et al.
2018; FLECKENSTEIN et al. 2020). Para Olier et al. (2020), o uso dos substratos apresenta as
seguintes vantagens (aumento da superficie e area relativa; protecdo e aumento da
sobrevivéncia; maior controle dos compostos nitrogenados e disponibilidade de alimento
natural aderido) e como desvantagens tem-se o (custo de aquisicdo e reposi¢do; manejo;
entupimento das mangueiras porosas de aeracao).

Além disso, diferentes tipos de materiais tém sido testados, dentre eles: AquaMats

(HUANG et al. 2016), Bioballs (SANTOS et al. 2019), tela polietileno (NUNES, 2013), tela

mosquiteiro (SCHVEITZER et al. 2013), Needlona (LARA et al. 2016), Bindim
(RODRIGUES 2015), silk cloth (ZHANG et al. 2016), etc. Qualquer material que possa ficar
submerso na coluna d’agua, pode ser utilizado como substrato. No entanto, as vantagens que o
material fornecer ao sistema de cultivo, sera o diferencial para a escolha do mesmo.

Por exemplo, Lara et al (2016) utilizaram Needlona equivalente a 150% da area lateral
do se tanque e ndo notaram melhora nos niveis de qualidade da agua. Schveitzer et al (2013)
discorrem que todos aparatos que regem as condi¢des do cultivo em acdo ao mecanismo dos
substratos serdo primordiais para o sucesso do cultivo. Portanto, o presente estudo teve o
objetivo de avaliar o uso de dois substratos (Needlona® e Nylon) pré colonizados com bacterias
nitrificantes sobre a qualidade da agua e desempenho do Litopenaeus vannamei durante o pré-

bercario em bioflocos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral:

Avaliar o uso de dois substratos artificiais (Needlona® e Nylon) pré colonizados durante
0 pré-bercario do camarao Litopenaeus vannamei em bioflocos.

2.2 Especificos:

o Avaliar a qualidade da agua nos cultivos com e sem substratos;

o Correlacionar o desempenho zootécnico do camardo nos cultivos com e sem a

presenca dos substratos;
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3 METODOLOGIA

O experimento foi realizado na Universidade Federal do Maranhdao (UFMA), campus
Bacanga no Laboratério de Aquicultura (AQUALAB), presente no Departamento de
Oceanografia e Limnologia (DEOLLI), durante os meses novembro e dezembro, totalizando dez

dias (Figura 1).

Figura 1 - Fluxograma do periodo experimental.

Fertilizacio do tanque 10 dias Maturacio das Bactérias
Matriz Nitrificantes

Chegada das pés larvas
+ aclimatacio

(2 dias)

l

Unidades experimentais

(10 dias)

3.1 Material Bioldgico

Foram utilizadas pos-larvas (PL’s) de Litopenaeus vannamei, com idade de PL 10
oriundos da empresa Aquatec Bomar Aquacultura® localizada no municipio de Cajueiro da
Praia, Piaui, Brasil. As PL’s ja vieram aclimatadas a salinidade de 30%o0. Quando chegaram no
laboratorio AQUALAB, as PL’s permaneceram dois dias em 4 caixas d’agua, com volume util
de 250L. Durante este periodo a alimentacéo integrou a oferta de Artémia salina (2g por caixa)
além da mistura de uma ragdo comercial mais o probiodtico, em uma proporcdo de 50/50%,
respectivamente.

3.2 Maturacdo das Bactérias Nitrificantes

Para a colonizagdo das bactérias Nitrificantes foi utilizado uma caixa d’agua com

capacidade de 350L e volume til de 300L, equipada com aeracéo constante, independente das
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unidades experimentais, os dois substratos permaneceram submersos na dgua de maturagdo. A
caixa permaneceu todo o periodo coberta com uma lona escura, para evitar ao maximo a luz
externa (Figura 2). O estimulo inicial se deu atraves da inoculagdo de 120mL do produto
comercial NITE — OUT 1l (repetida a dose dois dias ap0s) na caixa d’agua, na qual os dois
substratos permaneciam submersos (dgua marinha 30ppt). Esta medida seguiu o recomendado
pelo fabricante (5mL por 38L). O produto NITE — OUT Il da marca Microbe Lift € composto
por bacterias nitrificantes (Nitrosomonas, Nitrobacter e Nitrospira) responsaveis por remover
a amonia do sistema de forma natural, através do processo chamado nitrificacdo. O
estabelecimento das colénias de bactérias foi atribuido atravées da aplica¢do (no primeiro dia)
de Cloreto de Amonio 2mg/L (NH4Cl), quantidade suficiente para manter a concentracéo de
amonia em 2 — 3 mg L elevada na agua. O periodo de maturagdo dos substratos 10 dias antes
da chegada da pos larvas. As concentracdes de Amonia e Nitrito foram monitoradas a cada dois
dias com o kit colorimétrico (Sera), quando apontado a reducdo destes compostos nitrogenados,

é resultado que o processo nitrificacdo esta acontecendo no sistema.

Figura 2- Tanque de maturagéo dos substratos coberto com lona escura.

Fonte: Autoral.

3.3 Formacdo do Bioflocos e Fertilizacdo da agua

Os tanques foram abastecidos com 2.000 L de agua marinha a 35 %o proveniente da Baia
de Sdo Marcos — MA, Séo Luis — MA. A captacdo da agua foi realizada com o auxilio de uma
Motobomba (B 4T-710L) e mangueiras do tipo mangotes (50mm). Em laboratério forram
armazenadas em quatro caixas d’agua de 500L, para a decantacdo dos solidos suspensos, por

um periodo de 24 horas. Em seguida com auxilio de uma bomba submersa (SEBO®), toda agua
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foi bombeada para um tanque de lona circular (Denominado Tanque Matriz - TM), com
capacidade de 5 m 3. Posteriormente, foi diluido mais 1.000L de agua marinha a 15%o, até o
momento que a mesma alcangasse 30%o de salinidade.

A clorag¢do d’agua ¢ de extrema importancia para eliminar a carga bacterioldgica da
agua. Foram aplicados de forma uniforme 15g de cloro para 1000L de &gua, por um periodo de
24h. A decloracdo consistiu em aeracdo constante (duas células de aeragdo equipada com
mangueiras micro - porosas no fundo do tanque), poréem nao foi suficiente para remover o cloro
presente. Apos as 48h, utilizou-se 30mL de Tiossulfato de Sédio para remover o cloro do
sistema. Posteriormente foi realizado o teste de presenca de cloro, atraves do kit colorimétrico
(Genco), na qual confirmou a auséncia do cloro na &gua.

Apbs o periodo de esterilizacdo da agua, iniciou-se o processo de formacdo dos
bioflocos, através da aplicacdo do inoculo de quatro espécies de microalgas marinhas (4 Litros
de cada espécie, respectivamente), sendo elas: Dunaliella salina (150 x 10* cél/mL) +
Chaetoceros muelleri (125 x 10* cél/mL) + Tetraselmis gracilis (100 x 10* cél/mL) +
Thalassiosira pseudonana (225 x 10* cél/mL). A cepa da microalga Dunaliella salina foi
adquirida no Laboratério de Alimento Vivo e Aquicultura, pertencente ao Departamento de
Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Maranhdo — Campus Pinheiro. Enquanto, as
cepas das microalgas Chaetoceros muelleri, Tetraselmis gracilis, Thalassiosira pseudonana,
foram adquiridas no Laboratério de Fisioecologia, Reproducdo e Cultivo de Organismos
Marinhos — FISIOMAR, pertencente ao Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade
Estadual do Maranhdo — UEMA. As cepas das microalgas foram cultivadas inicialmente no
Laboratério AQUALAB, em tubos de ensaios dispostos sobre prateleiras, com iluminagdo
constante (lampadas fluorescentes) e temperatura (23 °C + 1 °C). O cultivo da microalga seguiu
a metodologia proposta por Derner (1997), utilizando agua marinha (30%o.) esterilizada,
vitaminas e o meio Conway, conforme especifica a tabela 1.

TABELA 1. Composigédo do meio de cultura Conway utilizado nesta Pesquisa.

Solugéo Principal Quantidades
EDTA 90,00 g
H3BOs3 67,20 ¢
NaNOs3 200,00 g

NaH2P0O4.2H20 40,00 g
MnCl2.4H20 0,72 ¢
FeCl3.6H20 2,609




Agua destilada 2,001
Adicionar 2ml para cada litro de agua

Solucéo de tracos metais Quantidades
ZnCl2 0,21g¢g
CoCl2.6H20 0,20 g
(NH4)MO4024.4H20 0,09 g
CuS04.5H20 0,20 ¢
Agua destilada 10 ml

Adicionar a sol

ucéo principal 2,00 ml

Solugéo de vitaminas Quantidades
Citoneurim 5000 MERCK 1 Ampola
Agua destilada autoclavada 50 ml

Adicionar 0,10ml para cada litro de 4gua

Solucéo de silicato (somente Quantidades
para Diatomaceas)
Na2Si03.5H20 51049
Agua destilada 100,00 ml

Adicionar 1,5ml para cada litro de agua

Fonte: WALNE (1974) modificado ANDREATTA e DERNER 1997.
O volume da cultura foi elevado até 4 L em garrafas pets com aeragdo constante, sobre
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as mesmas condi¢des de iluminacdo e temperatura (Figura 3). Junto ao indculo das microalgas

no TM, foi agregado o meio SEAFDEC modificado, descrito na tabela 2.

TABELA 2. Composicdo do meio de cultura SEAFDEC utilizado nesta Pesquisa.

PARA ALGAS VERDES
Solucéo principal Quantidades
3759
Uréia
125,009
Super fosfato Triplo
750,00 g
Sulfato de Aménio
5,00L
Agua de torneira
Solucéo de Cloreto de ferro Quantidades
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FeCls 5H20 40,009
Agua da torneira 1,00L
Solucéo de Silicatos (somente para as Quantidades
Diatomaceas)
NazSiOs 10ml
ELABORACAO DO MEIO
Solucao principal 1,00L
Solugao de Cloreto de ferro 40,00ml
Agua marinha 1.000,00L

Fonte: YAMASHITA e PINTO (1984) modificado ANDREATTA e DERNER 1997.

Figura 3 - Cultivo em tubos na parte superior da figura; na parte inferior em garrafas de vidro 1L
e pets de 6L das seguintes espécies: Dunaliella salina, Chaetoceros muelleri, Tetraselmis gracilis e
Thalassiosira pseudonana.

BV Awmw: = S -

Fonte. Autoral.

O processo de fertilizagdo do tanque matriz, acorreu no mesmo periodo de maturagéo
dos substratos (10 dias), consistiu na aplicacdo do inéculo das microalgas nos dois primeiros
dias, mais meio SEAFDEC. No quinto dia foi introduzido 35ml de racdo (Guabi) diluida com
a agua do proprio tanque para introduzir matéria organica o favorecendo as bactérias
heterotréficas. O controle da fertilizagdo com carbono orgénico para regular a aménia no
sistema levou em consideracéo a aplicacdo de 6 g de carbono para 1 g de amonia (Avnimelech,
1999 e Ebeling et al. 2006). Durante este periodo foi acompanhado algumas variaveis fisico-
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quimicas do TM, tais como: Temperatura (26.2 +1° C), pH (8,4), NHz* (5mg/L), NO2 (0 mg/L),
Oxigénio Dissolvido +5,0 mg L. Em razdo da amonia total encontrar-se alta, foi calculado o
valor necessario para correcdo da aménia no TM, através da aplicagdo do melaco de cana
liquido (270g). Além disso, foi aplicado diretamente na 4gua o probiético Pond Plus® - Bayer
(Composicdo: concentragdo de bacteriana 1,0 x*® UFC/g; Bacillus subtilis; Bacillus
licheniformis (2 cepas); Bacillus amyfoliquefeciens (2 cepas); Bacillus megaterium; Bacillus
pumitus), que consiste em uma mistura sinergética de bactérias responsaveis por degrada a
matéria organica presente no tanque. O valor aplicado no TM seguiu o recomendado pelo
fabricante de 0,5g/m3. Durante 10 dias a maturagio dos bioflocos no TM foi aos poucos se
estabelecendo (Figura 4). No entanto, as medidas tomadas para corre¢cdo da amonia total
presente no TM nao foi suficiente para diminuir sua concentracdo. Desse modo, optou-se em
pegar somente 30% da agua do TM mais 70% de uma outra agua marinha (salinidade 30 %o)
reserva tratada (clorada com cloro 15¢/1000L, declorada aeragdo constante), com
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes, isenta de amoénia total, a fim de diminuir a
concentracdo da aménia total. As 12 unidades receberam essa mistura (30% TM + 70% agua
marinha tratada), dando continuidade ao experimento. Ap6s cinco dias de experimento nas
unidades, observou-se através das analises de qualidade de agua, que o TM encontrava-se com
os parametros fisico-quimicos estabelecidos, principalmente os compostos nitrogenados.
Constatou-se pela diminui¢cdo do NH4 (2mg/L) e pelo aparecimento do NO- (0,5MG/L) e NO3
(10mg/L), valores estes ainda entdo, ndo registrados, 0 que comprovou que 0 processo de
maturagdo no TM estava se estabelecendo. A partir desse momento, tomou-se a deciséo de
retirar 50% da agua das 12 unidades, repondo com a agua do TM. Com 0 manejo pode-se
regular a aménia nas 12 unidades experimentais, o que foi feito através da aplicacdo do melaco
em p6 (Avnimelech, 1999). No decorrer do experimento foi realizado somente uma troca de
50% d’agua. O sistema era totalmente fechado, ndo havendo recirculagéo.

Figura 4 - Tanque matriz -TM, mudanca da coloracdo d’agua.

R 3F 1 o=
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Fonte: Autoral
3.4 Substrato Artificial

Como substratos foram utilizados dois materiais distintos, sendo eles: Needlona® e
Nylon. A escolha do material levou em consideracao os seguintes critérios: resisténcia a agua,
aceitacdo no mercado, custo beneficio, lavavel e reutilizavel. As telas foram modeladas
manualmente em pecas de 40cm de largura x 38cm de altura, e foram adicionadas totalmente
submersas na vertical, equidistantes uma das outras, em formato de “cruz” nas unidades,
equivalente a 100 % a area do fundo do tanque (0,70m?). Desse modo, as telas foram mantidas
esticadas por meio de uma costura na por¢éo inferior, equivalente a 5 cm, preenchida com pedra
brita n°1 e na parte superior esticada por meio de uma armacao rigida (corda) em ambas as

pontas (Figura 5). O uso do substrato acrescentou uma area Util de aproximadamente 30%

Figura 5- A) Vista superior dos tratamentos com substratos: A) Needlona; B) Nylon; C) Exemplo da Costura no
substrato (seta branca).

Fonte: Autoral.

3.5 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés tratamentos e quatro
repeticGes, correspondendo: CTR - Controle (sem substrato); NEED - com substrato
Needlona® e NYL - com substrato Nylon, totalizando 12 unidades experimentais, composto
por caixas d’4guas circulares, com capacidade de S00L e volume 1til de 250L e 0,70 m ? de
area de fundo (Figura 6). Os dois substratos foram previamente colonizados com bactérias
nitrificantes, considerando os trés tratamentos em sistema bioflocos. Os tanques foram
dispostos sobre estratos de madeiras. Um total de 7.943 PL’s foram distribuidas em caixas de
polietileno de 250L de volume util. Cada unidade foi povoada com 2 PL’s 10 de Litopenaeus

vannamei por Litros, totalizando aproximadamente 662 PL’s por tanque
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As PL’s foram alimentadas assim que chegaram no laboratério com 6 g de Artémia
Salina, durante todo o experimento. Posteriormente, foi ofertada uma mistura entre a racao
comercial em pé Guabi® (40% de proteina bruta - PB) mais probiético (Pond Plus), numa
proporgao de 50/50%, respectivamente. A alimentagéo foi fornecida 8 vezes ao dia (8:00, 11:00,
14:00, 17:00, 20:00, 23:00, 2:00, 5:00 hora), ajustando de acordo com as biometrias realizadas.

O sistema de aeracdo do laboratorio conta com 2 sopradores de ar (2 CV; 5 CV),
considerado um de emergéncia, que fica interligado ao gerador a gasolina (Vulcan VG 3100).
Cada tanque foi equipado com uma ceélula de aeracdo por ar difuso (sistema de aeracdo),
distribuindo o ar com auxilio de mangueiras micro - porosas, localizadas no centro inferior do
tanque, ou seja, houve uma maior oxigenagdo (Oxigénio Dissolvido +5,0 mg L) através de
micro bolhas formadas no meio, além de manter os bioflocos sempre em suspenséo.

Figura 6 - Design da sala experimental.

Fonte: Autoral.

3.6 Analises de qualidade de agua

Para o acompanhamento da qualidade de agua foram mensurados diariamente as
variaveis: temperatura e pH através de pHmetro de bolso (Akson modelo AK 50), salinidade
(refratbmetro 6tico), oxigénio dissolvido mg/L (Oximetro portatil modelo HANNA HI 9146),
amonia (NH3 + NH4" mg/L), nitrito (NO2 mg/L) e nitrato (NOs mg/L) com Kit colorimétrico
(Sera). A alcalinidade (mg/L de CaCO3) da agua foi monitorada a cada dois dias, através do kit
colorimétrico (Organicoat). O volume do bioflocos (mL/L) dos tanques foi observado nos
ultimos dias do experimento, com auxilio de um cone Imhoff seguindo a metodologia adaptada

por Avnimelech (2009), coletando 1L de amostra da agua e aguardando por 10 minutos para a
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sedimentacdo dos sdlidos. A turbidez (NTU) também foi analisada diariamente, através do

turbidimetro digital de mesa (Policontrol modelo AP 2000).

3.7 Desempenho zootécnico

Uma biometria inicial (30 animais) foi realizada para estimar o peso médio (mg) dos
camardes e também para determinar a quantidade de ragdo fornecida. Ao final do experimento
uma segunda biometria foi realizada para determinar o ganho de peso. Em relacéo a biomassa
final (g) foi pesado todos os animais de cada tratamento. A sobrevivéncia foi estimada no final

do experimento, apos os 10 dias, através da seguinte formula:
S% =100 x (QF/QI)
Onde:
QF = Quantidade de camardo final.

QI = Quantidade de camarao inicial

3.8 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a homogeneidade de variancias (Levene Test) e a
normalidade dos dados (Shapiro-Wilks). Posteriormente foi aplicado andlise de varidncia
ANOVA (p<0,05), quando detectado diferenca foram submetidos ao teste de Tukey. Os dados
que ndo tiveram distribui¢do normal foram submetidos ao teste ndo paramétrico Kruskal Wallis.

Os dados foram analisados no software Statistica 7.0.

4 RESULTADOS

4.1 Parametros fisicos e quimicos da agua

Os resultados obtidos para temperatura (°C), pH, alcalinidade, amonia total, nitrito,
nitrato e turbidez estdo disposto na Tabela 3. A temperatura manteve-se em média entre 26,9
(CTR), 27,1 (NEED) e 27°C (NYL) para os trés tratamentos, ou seja, ndo houve grandes
variagfes ao longo do experimento. Desse modo, ndo foi encontrado diferenca estatistica
(p>0,05) entre os tratamentos (Figura 7). Os valores medios de pH foram 8,38 (CTR), 8,34
(NEED) e 8,36 (NYL) ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0,05) entre eles (Figura 8). Ao
longo do experimento, a alcalinidade mante-se em média em 100mg/L, um nivel aceitavel para
o0 cultivo da espécie. Dessa forma, ndo foi observado diferenca estatistica (p>0,05) entre os

tratamentos (Figura 9).
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Tabela 3. Parametros fisico-quimicos de qualidade da 4gua nos trés tratamentos testados: sem substrato (Controle),

com substrato Needlona e substrato Nylon, ao longo dos 10 dias de experimento.

Fisico — quimicos CTR NEDDLONA NYLON
Temperatura (°C) 26,9+ 0,48 a 27,1 0,37 a 27,0+ 0,37 a
pH 8,4+021la 83+0,25a 8,4+021a
Amonia Total (mg/L) 0,8+0,71a 09+0,84a 1,1+0,59 a
Nitrito (mg/L) 0,8+0,85a 1,7+1,49b 18+1,8D
Nitrato (mg/L) 21+24,16a 32,0+£2255a 27,0 £23,56 a
Alcalinidade (mg/L) 101,0+£ 254 a 100,0 £ 27,92 a 100,0 £ 27,92 a
Turbidez (NTU) 14,10+ 4,61 a 2,92+1,38b 9,17 £2,66 c

*Valores expressos em média + desvio padréo, letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatisticamente

significativa ((p<0,05) entre os tratamentos.

Figura 7- Temperatura (°C) da dgua monitorado nos trés tratamentos CTR (controle), Needlona e

TEMPERATURA (°C)

Nylon, durante o cultivo de L. vannamei em bioflocos.
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Figura 8- pH dos tanques monitorados nos trés tratamentos CRT (controle), Needlona e Nylon, durante
o cultivo de L. vannamei em bioflocos.
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Figura 9 - Alcalinidade (mg/L) dos taques monitorado nos trés tratamentos CRT (controle), Needlona e
Nylon, durante o cultivo de L. vannamei em bioflocos.
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A salinidade manteve-se em meédia em 30%o para 0s trés tratamentos, ndo ocorrendo
variagdes ao longo do periodo experimental. O oxigénio dissolvido (mg/L") manteve-se acima
de 5 mg/L" devido a alta oxigenacao dos sopradores atuando 24h. Com relagcdo aos compostos

nitrogenados, a amonia total ndo apresentou diferenca estatistica (p>0,05) entre os trés
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tratamentos testados. As concentracfes médias de amonia total foram menores no tratamento
controle, apesar de ndo diferenciar significativamente entre os tratamentos (Figura 10). O nitrito
apresentou diferenca estatistica (p<0,05) entre os trés tratamentos, sendo que sua concentragdo
foi menor no tratamento controle. Tanto o tratamento com substrato Needlona quanto o Nylon,
apresentaram diferenca estatistica comparado ao controle (Figura 11). Porém, os dois
tratamentos com substratos, ndo apresentaram diferenca significante entre eles. No sexto dia de
experimento as concentracBes de nitrito alcancaram valores acima do recomendado para
espécie. Devido essa questdo, foi realizado a renovacdo de 50% do volume de agua dos trés
tratamentos testados. O nitrato apresentou valores mais elevados que 0s outros compostos
nitrogenados, no entanto ndo foi observado diferenga estatistica entre os trés tratamentos
(Figura 12).

Figura 10- Amonia Total (NH4* -NHz mg/L) dos tanques monitorado nos trés tratamentos CRT
(controle), Needlona e Nylon, durante o cultivo de L. vannamei em bioflocos. (NO2 mg/L)
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Figura 11 - Nitrito (NO2 mg/L) dos tanques monitorado nos trés tratamentos CRT (controle), Needlona e Nylon,
durante o cultivo de L. vannamei em bioflocos.
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Figura 12 - Nitrato (NO3” mg/L) dos monitorado nos trés tratamentos CRT (controle), Needlona e
Nylon, durante o cultivo de L. vannamei em bioflocos.
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Os valores da turbidez (NTU) apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) entre os trés
tratamentos. Sendo que os dois tratamentos com substratos diferenciaram do controle, assim
como, 0s com substratos (Needlona e Nylon) apresentaram diferenca entre eles (Figura 13). O

tratamento com substrato Needlona, foi o que apresentou os menores valores de turbidez e o
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controle apresentou os maiores valores. Somente a partir do oitavo dia de experimento foi
possivel observar o volume do floco, através do cone Imhoff, antes o material ndo sedimentava
no cone, para os trés tratamentos. Os valores registrados para os trés tratamentos, sdo: Controle
0,8ml/L, Needlona 8ml/L e Nylon 6ml/L.

Figura 13- Turbidez (NTU) dos tanques monitorado nos trés tratamentos CRT (controle), Needlona e
Nylon, durante o cultivo de L. vannamei em bioflocos.
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4.2 Desempenho zootécnico

Os resultados de desempenho zootécnicos dos camardes obtidos para peso médio inicial
e final (mg), biomassa (mg), sobrevivéncia (%) e crescimento (%) durante o pré-bercario, estao
presentes na tabela 4. O peso médio final (mg) foi superior no tratamento CTR (15,93mg),
enguanto os tratamentos com substratos apresentaram peso médio (Needlona 14,63mg; Nylon
14,58mg) semelhante, ou seja, inferior ao CTR. Estatisticamente apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) (Figura 14). Igualmente, a biomassa (mg) foi maior para o tratamento
CTR, porém ndo apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos (Figura 15) assim como
a sobrevivéncia ndo apresentou diferenca estatistica (p>0,05) entre os trés tratamentos, sendo a
mesma superior a 90% para os trés tratamentos (Figura 16). O tratamento CTR apresentou
maior percentual de crescimento em média de 373%, comparado aos tratamentos com
substratos. No entanto, o percentual de crescimento ndo mostrou diferenca estatistica (p>0,05)

entre eles (Figura 17).
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Tabela 4. Peso médio inicial , peso médio final, biomassa final, sobrevivéncia, taxa de crescimento dos trés
tratamentos testados: sem substrato (Controle), com substrato Needlona e substrato Nylon, ao longo dos 10 dias

de experimento.

Biometria CTR NEDDLONA NYLON
Peso médio inicial
427+957a 427+ 957 a 427+957a
(mg)

Peso médio final (mg) 1594+ 3,11 a 14642 77b 1459+269b
Biomassa final (g) 10,40+ 1,17 a 9,92 +1,02a 9,63 +1,02a
Sobrevivéncia (%0) 9412+ 34 a 97,55 + 2,93a 95,48 + 3,89 a

Taxa de Crescimento (%0) 373+ 29a 343+ 29a 342+ 2453 a

*Valores expressos em média + desvio padréo, letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatisticamente

significativa ((p<0,05).

Figura 14- Peso médio individual (mg) de L. vannamei cultivados em trés tratamentos, CRT (controle),
Needlona e Nylon.

20

PESO: KW-H(2;120) = 8,9511; p = 0,0114]

19 e

18

17
ERC 5
2
W 15
o [}
14
13 .
12 .
1 o Mean
CTR NEEDLONA  NYLON % mz::f:E

TRATAMENTOS



31

Figura 15 - Biomassa (mg) de L. vannamei cultivados em trés tratamentos, CRT (controle), Needlona e

BIOMASSA

Figura 16 - Sobrevivéncia (%g) de L. vannamei cultivados em trés tratamentos, CRT (controle),
Needlona e Nylon.
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Figura 17 - Percentual de crescimento (%) de L. vannamei cultivados em trés tratamentos, CRT
(controle), Needlona e Nylon.
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No sistema BFT os cuidados relativos a qualidade de agua, € um dos fatores
determinantes para o sucesso do cultivo. Por se tratar de um sistema altamente complexo, suas
variaveis fisico, quimico e bioldégica mudam rapidamente, em razdo de uma de series eventos
que atuam nesse sistema. E importante manter os parametros de qualidade de dgua em niveis
Otimos para a espécie, pois o desequilibrio desses parametros pode comprometer o
desenvolvimento do organismo cultivado. Segundo Kubitza (2011), a temperatura da agua para
cultivo deve ser mantida entre 26 a 32°C, para que 0s camardes encontrem conforto térmico e
ndo comprometa a salde do mesmo. No presente estudo, a temperatura minima foi de 26,1°C
e maxima de 28°C, mantendo- se dentro da faixa recomendada para a espécie. Considerando
uma pequena variagdo minima, o que ndo é capaz de afetar o desenvolvimento do camaréo.
Durante o experimento o pH manteve-se dentro da faixa recomentada para a espécie, em média
de 8,35 para os trés tratamentos. No entanto, em sistema BFT as bactérias nitrificantes se
desenvolvem melhor em pH entre 7 e 8. Por esse motivo, foi realizado a corre¢do do pH com
acido ascorbico (WYK e SCARPA 1999),
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Para Van Wyk e Scarpa (1999), a alcalinidade ideal para cultivo de camardo marinho
deve ser mantida acima de 100mg/L. No sétimo dia de cultivo, houve uma queda da alcalinidade
em todas as unidades. Provavelmente, este fator deve estar relacionado ao aumento da biomassa
microbiana que consome a alcalinidade e diminui o pH. (Furtado et al. 2011 e Wasielesky et
al. 2007). Segundo Boyd (2000), a alcalinidade tem uma relacéo direta com o pH. Porém, néo
foi observado esta relagéo no presente estudo, quando ocorreu uma queda da alcalinidade o pH
se manteve dentro da média. A correcdo da alcalinidade foi realizada com bicarbonato de sodio,
pois segundo Furtado (2011) o bicarbonato de sddio favorece a qualidade da agua e o
crescimento do floco microbiano no sistema de cultivo.

A salinidade n&o variou muito ao longo do experimento, mantendo-se 30ppt,
considerando as perdas minimas por evaporagdo. Dessa forma a salinidade manteve-se dentro
do nivel aceitavel para a espécie, embora o camardo marinho L. vannamei sobreviva em aguas
oligohalinas (Mendes 2006). Maica et al. (2012) obtiveram resultados melhores de crescimento
com L. vannamei em salinidades entre de 25 a 36ppt, 0 presente estudo as concentragdes
permaneceram dentro da faixa.

A demanda por oxigénio dissolvido no sistema BFT ocorre ndo somente pela espécie
cultivada, mas também pelas bactérias, fitoplancton, oxidacdo da matéria organica, todos eles
consomem o oxigénio do meio. Por estar razdo, € necessario um sistema bastante eficiente de
aeracdo para suprir toda necessidade do sistema. Segundo De Morais (2020), a nitrificacdo no
sistema BFT é mais eficiente com a intensificacdo da aeracdo. Kuhn et al. (2008), apontaram
gue 0s maiores custos gerados nesse tipo de sistema (BFT) é oxigenagdo constante.

Por se tratar de um sistema com dominio maior de bactérias heterotréficas. No presente
estudo, durantes os trés primeiros dias ja havia a presenca de nitrito e nitrato na dgua. Fator esse
que pode ser atribuido a colonizacgéo previa dos dois substratos utilizados. Durante o inicio do
experimento a concentracdo da amonia total variou em 0 mg/L a 2mg/L para os trés tratamentos.
No entanto, a amdnia total em media foi menor para o tratamento CTR. Foi possivel observar
para os trés tratamentos o controle da amonia pelas bactérias heterotroficas, especialmente no
final do experimento, onde os niveis de amonia total cairam para menos de 0,5mg/L. No inicio
do experimento a aménia total acumulou-se nos trés tratamentos, o que provavelmente pode ser
atribuido a mineralizagcdo dos compostos organicos (restos de racdo e fezes) no sistema (Lin e
Chen, 2001). Proximo ao final do experimento a amonia total apresentou uma tendéncia de
queda, o que provavelmente pode estar relacionado a metabolizagdo da aménia pelos agregados

microbianos ou pelos bactérias Amonia-Oxidantes aderidas nos substratos (LARA, 2012).
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Segundo Ebeling et al. (2006), as baixas concentra¢fes de amonia total encontradas
no final do experimento podem estar relacionadas com a remogdo por parte das bactérias
heterotroficas e quimioautotroficas. Os dois tratamentos com substratos previamente
colonizados, apresentaram um pico de nitrito por volta do sexto dia de cultivo. Fato interessante
a ser notado, porque o esperado era que o0 contrario acontecesse. Lorenzine (2018) utilizando
substrato (Needlona) pré colonizado ao longo do seu experimento com camardo marinho L.
vannamei em BFT ndo observou pico de nitrito em nenhum momento do cultivo,
diferentemente do presente estudo. Logo, a presenca do substrato ndo mostrou ser uma técnica
eficiente para remocéo de compostos nitrogenados.

O mesmo foi observado por Lara et al. (2016) que utilizou a técnica semelhante de pré
colonizacdo do substrato. No entanto, a autora ndo obteve sucesso para remogao dos compostos
nitrogenados. Na literatura ainda ndo se tem um protocolo especifico para os efeitos dos
substratos no ambiente de cultivo. O uso do substrato é controverso, alguns autores afirmam
que o uso do mesmo beneficia as bactérias quimioautotréficas, logo reduzindo a concentracao
dos compostos toxicos no ambiente de cultivo (Huang et al. 2013; Zhang 2011; 2016). Uma
outra parte afirma néo perceber diferenca alguma quanto ao uso (Moss e Moss 2004; Schveitzer
et al. 2013).

No presente trabalho ocorreu um pico de nitrito para os dois tratamentos com substratos,
provavelmente esse indice pode ser atribuido a oxidacdo da amodnia em nitrito, que ocorre no
sistema de forma mais rapida que a oxidacao do nitrito em nitrato. Dessa forma, o nitrito acaba
se acumulando no sistema, o que ndo é o desejado uma vez que este composto em grandes
concentragdes prejudica a sobrevivéncia do organismo cultivado (Timmons e Ebeling. 2013).
No tratamento CTR n&o ocorreu um pico de nitrito comparado aos outros tratamentos com
substratos. Tal fato demostra que a nitrificacdo neste sistema ocorreu de forma natural,
organizada diferentemente dos substratos, pois provavelmente ocorreu uma disputa por espaco
com as bactérias heterotroficas.

A sobrevivéncia do camardo foi maior no tratamento com substrato Needlona,
comprovando a eficiéncia desse material com relacdo ao nylon. Diferentes autores apontaram
esta eficiéncia na sobrevivéncia com uso da Needlona (Rodrigues, 2015; Arnold et al. 2009;
Viau et al. 2013). Contudo, o CTR e substrato Nylon apresentaram sobrevivéncia acima de
90%. A adicdo dos substratos nao influenciou o ganho de peso, sendo o tratamento CTR o que
mais se sobressaiu, com relacdo ao ganho de peso. Este fato pode ser atribuido provavelmente,

ao nivel de nitritos que se manteve abaixo dos outros tratamentos.
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A biomassa final foi maior no tratamento CTR, apesar de ndo ter tido diferenca
estatisticas com os tratamentos com substratos (Needlona e Nylon). Este resultado pode ser
atribuido aos niveis de turbidez da agua, ou seja, 0 CTR teve maior turbidez logo os flocos
microbianos que compdem parte dos solidos disponiveis na agua, serviram de alimento para 0s
camardes. Avnimelech (2009) dispdem que os flocos microbianos presente na coluna d’agua
séo utilizados pelos animais como fonte extra de alimento. Enquanto nos tratamentos com
substratos, principalmente com a Needlona, boa parte desses solidos era mantido pelos
substratos e o nylon ficou em intermediario entre eles. A taxa de crescimento foi mais acentuada
no tratamento CTR, que resultou em niveis mais baixos de aménia durante todo o periodo
experimental. Resultado semelhante foi apontado no tratamento controle por Huang et al.

(2013) utilizando AquaMats como substratos.

6. CONCLUSAO

Com os resultados do presente estudo podemos concluir que o uso substrato contribui
para aumentar a area especifica do tanque. Enquanto o uso da Needlona é uma eficiente
ferramenta para reduzir os niveis de sélidos durante o pré bercério. Logo, a pré colonizacao dos
dois substratos com bactérias nitrificantes ndo se mostrou ser tdo eficiente para metabolizar os
compostos nitrogenados. O pré- bercario pode ser realizado sem a presenca dos substratos pré

colonizados, sem prejudicar os indices zootécnicos das pos larvas.
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