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RESUMO

Uma das formas de controle da amoénia ocorre através das bactérias heterotréficas, estimuladas
pela elevagdo da relagcdo C/N com carboidratos. Um ensaio foi conduzido em nove unidades
experimentais para testar o efeito de diferentes razdes C/N sobre os parametros fisico-quimicos e
microbiolégicos na agua de cultivo de juvenis de Litopenaeus vannamei. Melago em p6 foi adicionado
na agua junto com a ragao, para que relagdo C/N fosse mantida em 10/1, 20/1 e 30/1. O melago foi
eficiente no controle da amobnia, porém relagdes intermediarias acima de 10/1 devem ser
empregadas. Quanto maior a fertilizagdo com melago, maior a quantidade de sdlidos organicos na
agua. Estes aumentaram a demanda de oxigénio e diminuiram a luz disponivel para os produtores
primarios, inibindo a fotossintese. A conversao alimentar nao foi afetada pelas maiores concentragdes
de sélidos e ndo houve diferenca no crescimento e sobrevivéncia dos camardes. O tempo elevado de
retencdo dos solidos teve maior influéncia sobre os microorganismos do que as diferentes
fertilizagbes com melago. Células com formato de vibrides aparecem provavelmente, degradando a
biomassa bacteriana gerada no inicio do cultivo e os dias finais apresentam dominancia de formas
filamentosas. Estas aparecem, em grande quantidade, aderidas as branquias dos camardes gerando
mortalidade.



ABSTRACT

One of the mechanisms to control ammonia nitrogen levels is carried out by heterotrophic bacteria,
which are stimulated by an increase in carbohydrate C/N ratio. The trial was conducted in nine
experimental units to evaluate the effect of different C/N ratios over physical, chemical, and
microbiological properties of Litopenaeus vannamei juveniles rearing water. Powder molasses was
added, in association with feed, to perform C/N ratios of 10/1, 20/1, and 30/1. The results show that
molasses was effective to control ammonia nitrogen, although intermediate ratios, over 10/1, should
be used. The more the molasses was added, the higher the organic solids load in water. These solids
increase, improve oxygen demand and reduce light levels for primary producers, inhibiting
photosynthesis. The feed conversion ratio was unaffected by higher solid concentrations and there
was no difference in shrimp growth and survival between treatments. The high solids retention time
had a more significant influence over microorganisms than did different molasses inputs. Vibrio-like
forms appeared, probably, decomposing bacterial biomass initially produced, while filamentous
bacteria dominated the final rearing dates. The late forms appeared attached to shrimp gills in high
amounts, leading to shrimp mortality.
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1. INTRODUGAO

O cultivo de camardao é uma importante industria nas regides tropical e subtropical ao redor do
mundo, com uma produgéo estimada em 2.108.175 TM/ ano (FAO, 2005). Nos sistemas de cultivo
tradicionalmente adotados, a manutengdo da qualidade da agua é realizada com o emprego de
intensa renovagao de agua. Para produzir um quilo de camardao em viveiros de engorda, utiliza-se
uma quantidade que varia de 39 a 199 toneladas de agua (HOPKINS & VILLALON, 1992).
Normalmente esta dgua é rica em nutrientes, e despejada no ambiente natural sem tratamento prévio,
causando alteragdes nos ecossistemas adjacentes as areas de cultivo (HOPKINS et al, 1995; BAIRD,
et al,1993).

Com o advento das doengas de origem viral, o controle do volume de organismos vetores para
dentro dos viveiros passou a ser priorizado nas estratégias contra a disseminacdo de doencgas
(HOROWITZ & HOROWITZ, 2001). O controle destas doengas € um motivo para o desenvolvimento,
e para a aplicagédo, de diversas tecnologias de cultivo, que reduzem ou eliminam a introdugéo de
agua potencialmente contaminada para as fazendas de cultivo (FAST & MANASVETA, 2000).
Sistemas de produ¢do com troca zero de agua buscam eliminar a introdugéo de dgua contaminada,
sendo apropriados na melhoria da biosseguridade nas fazendas (BRATVOLD & BROWDY, 1998) e
na forma de lidar com o uso da agua e com a descarga de efluentes dos cultivos intensivos (McNEIL,
2000).

Apesar destas vantagens, a redugdo ou eliminagdo das taxas de renovagdo de agua podem
aumentar os problemas de qualidade de agua nos cultivos. Estes, normalmente gerados por redugao
nos niveis de oxigénio dissolvido (BROWDY et al, 1993), e pelo acumulo de compostos nitrogenados
como a aménia (NH3;) e o nitrito (NO,") (WICKINS, 1976).

As principais fontes de amoénia sdo as excretas dos camardes e a decomposi¢ao dos detritos, que,
em sistemas de aquicultura, sao formados por particulas de ragdo ndo consumidas e por fezes dos
animais que, quando decompostos por bactérias heterotroficas no processo de mineralizagéo, podem
produzir aménia (NH3) (MORIARTY, 1997). A quantidade de NH; na agua é dependente do pH sendo
que em um pH estavel ao redor de oito, encontra-se 95 % do nitrogénio amoniacal total (TAN) na
forma de aménio (NH,") e o restante na forma de NHs.

Em sistemas de cultivo fechado, a absorcao de nitrogénio pelas microalgas e a nitrificagdo sdo os
principais processos da ciclagem do nitrogénio na agua dos viveiros de cultivo (HARGREAVES,
1998). Entretanto, as bactérias heterotréficas podem atuar como importantes agentes na retirada
deste nitrogénio presente na agua. Tanto as formas organicas (aminoacidos livres e combinados)
(KROER et al, 1994), quanto nas formas inorganicas (amdnia e nitrato) (GOLDMANN, et al 1987;
1991; HOCH & KIRCHMAN, 1995; MONTOYA, 2002) podem ser absorvidas. A mineralizagao nao &,
portanto, o Unico processo no qual as bactérias heterotréficas estdo envolvidas. O nitrogénio
amoniacal também pode ser utilizado como fonte de nitrogénio para a incorporagdo de biomassa
nestes organismos através de um processo de imobilizacdo (WHEELER & KIRCHMAN, 1986;
FUHRMAN et al. 1988).
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GOLDMAN, et al. (1987) mostraram uma reducdo na taxa de mineralizacdo (ou excrecdo) da
amodnia pelas bactérias e um conseqiiente aumento na incorporacdo deste composto, na forma de
biomassa bacteriana, quando a relagao C/N do substrato disponivel € maior do que 10. Em viveiros
de tilapia a adicdo de substratos carbonaceos, para elevar a razdo C/N, tem demonstrado um
aumento na absorg¢do de nitrogénio para a sintese protéica por parte das bactérias heterotroficas,
reduzindo os niveis da aménia. Esta proteina microbiana pode ser entdo, ingerida pela espécie
cultivada aumentando a taxa de crescimento (AVNIMELECH, et al. 1994).

Estes conceitos de elevacdo da relagdo C/N s&o aplicados em sistemas de troca zero de agua
onde a biodegradagédo microbiana dos residuos orgénicos controlam, em grande parte, a qualidade
da agua (BURFORD et al, 2003; BROWDY et al, 2001). Nesses sistemas a comunidade plancténica
dominada pelo fitoplancton no inicio do cultivo passa para uma comunidade mais estavel dominada
por bactérias heterotréficas a medida que os viveiros ficam maduros (BROWDY et al, 2001). A
mudancga do sistema de autotréfico para um sistema heterotréfico ocorre quando a quantidade de
carbono de origem aldctone ultrapassa a quantidade de carbono fornecida pelo fitoplancton para
suportar o crescimento bacteriano (Del GIORGIO, et al 1997).

Desta forma o principio dos sistemas heterotréficos sem renovacdo de agua é aumentar a
incorporagao dos compostos toxicos na biomassa bacteriana estimulando o crescimento bacteriano
com o aumento das relagdes C/N, promovido pela fertilizagdo da agua com compostos ricos em
carbono. O sistema reduz os compostos nitrogenados téxicos favorecendo a produgdo de alimento
natural que na forma de material floculado, serve de alimento diretamente para os camardes
(AVNIMELECH et al.,, 1994; AVNIMELECH, 1999; BROWDY et al, 2001). Estes sistemas sao
caracterizados por altas concentragcdes de nutrientes, altas concentragdes de bactérias, fitoplancton e
protozoarios (BURFORD, et al, 2003).

No cultivo de camardes apenas cerca de 15 a 30% do alimento fornecido na forma de ragao
se converte em biomassa nos organismos cultivados, o restante acaba sendo perdido para a agua na
forma de matéria organica (OSTRENSKY & BARBIERI, 2002; HOROWITZ & HOROWITZ, 2001).
Entretanto, em sistemas de engorda tem se estimado que entre 53 a 77% do incremento de peso dos
camardes é devido ao pastoreio sobre a biota natural dos viveiros (ANDERSON, et al 1987).

THOMPSON, et al. (1999), destacaram a importancia das bactérias como fonte alimentar devido as
maiores concentragdes de nitrogénio e fésforo por volume celular. Entretanto, seu tamanho reduzido
(0,5 — 1,5 um de comprimento) dificulta sua captura pelos camardes. Por outro lado, CONOVER
(1982) descreve que para serem melhor consumidas as bactérias devem formar agregados ou se
fixarem em outras particulas. BIANCHI et al. (1990) atribuiram 70-80% do ganho de peso de
Litopenaeus vannamei cultivado sob condi¢des de laboratdrio a ingestao de flocos bacterianos.

Segundo DECAMP et al, (2002) os flocos formados durante o processo de produgdo em
sistemas com troca zero de agua possuem uma composicdo (diatomaceas, particulas fecais,
exoesqueletos, restos de organismos mortos, bactérias protozoarios e invertebrados) semelhante a
descrita para os macro-agregados ou neve marinha (ARTOLOGAZA, 2000; KIORBE, 2000). A
rigueza de microorganismos presentes nestes agregados pode aumentar o valor nutritivo do detrito

para a espécie consumidora (LEHTO, et al, 1998).
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Os protozoarios atuam na predacdo de algas, bactérias e fungos servindo de alimento para
outros metazoarios. A relagao C:N de protozoarios heterotréficos marinhos geralmente € menor do
que a encontrada em algas e outros mixotroficos, além disso os protozoarios sintetizam acidos
graxos poliinsaturados (STOECKER & CAPUZZO, 1990). Por este motivo, eles podem ser uma fonte
de aminoacidos, esterdis, proteinas e acidos graxos poliinsaturados que s&o essenciais para o
crescimento dos camardes penaeideos (THOMPSON et al , 1999). Em cadeias alimentares
dominadas por detritos, os protozoarios podem ser uma fonte de nutrientes essenciais que facilitam o
uso das bactérias e do carbono presente no detrito pelos metazoérios plancténicos (STOECKER &
CAPUZZO, 1990).

A importancia dos protozoarios como alimento foi demonstrada com larvas de Farfantepenaeus
paulensis que cresceram melhor quando alimentadas com flagelados e ciliados do que quando se
alimentaram apenas de bactérias (THOMPSON et al, 1999). Um estudo realizado por BRATVOLD, et
al (1999) em viveiros biosseguros de cultivo de camardes mostra que o zooplancton foi dominado por
ciliados durante os primeiros 20 dias de cultivo. DECAMP, et al, (2002) estudando a sucesséo de
protozodérios ciliados em tanques com renovagao zero de dgua mostrou que o niumero de protozoarios
ciliados variou com o tempo e chegou a alcangar o numero de 6000 células por ml de agua.

Ciliados livres foram abundantes nos estagios iniciais de produgdo e um grande numero de ciliados
associados a particulas apareceu apdés duas semanas de producdo, aonde houve uma forte
correlagcdo entre a quantidade de ciliados e o material em suspensdo. A sucessao da comunidade
microbiolégica terminou, a partir da segunda metade do experimento, com o aparecimento de
nematoéides nos tanques de cultivo (DECAMP et al, 2002). Os nematddeos, juntamente com as
bactérias, ciliados e diatomaceas fazem parte da dieta preferencial de algumas espécies de camardes
penaeideos (NUNES et al 1997).

Pouca informagéo tem sido gerada sobre as comunidades de microorganismos plancténicos em
sistemas de cultivo de camardo. Sua potencial importancia na nutricido dos camardes cultivados, na
reciclagem da matéria organica e na manutencao da qualidade da agua merece especial atengao

principalmente em cultivos aonde se busca a eliminacdo das renovagoes periddicas de agua.
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2, Artigo cientifico.

O efeito da relagdo C/N no cultivo super-intensivo de Litopenaeus vannamei sobre a
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2.1. RESUMO

Uma das formas de controle da amoénia ocorre através das bactérias heterotréficas, estimuladas
pela elevagdo da relagcdo C/N com carboidratos. Um ensaio foi conduzido em nove unidades
experimentais para testar o efeito de diferentes razdes C/N sobre os pardmetros fisico-quimicos e
microbiolégicos na agua de cultivo de juvenis de Litopenaeus vannamei. Melago em p6 foi adicionado
na agua junto com a ragao, para que relagcao C/N fosse mantida em 10/1, 20/1 e 30/1. O melago foi
eficiente no controle da amébnia, porém relagées intermediarias acima de 10/1 devem ser
empregadas. Quanto maior a fertilizagdo com melago, maior a quantidade de sélidos organicos na
agua. Estes aumentaram a demanda de oxigénio e diminuiram a luz disponivel para os produtores
primarios, inibindo a fotossintese. A conversao alimentar nio foi afetada pelas maiores concentragbes
de sdlidos e ndo houve diferenga no crescimento e sobrevivéncia dos camardes. O tempo elevado de
retengdo dos sodlidos teve maior influéncia sobre os microorganismos do que as diferentes
fertilizagdes com melago. Células com formato de vibrides aparecem provavelmente, degradando a
biomassa bacteriana gerada no inicio do cultivo e os dias finais apresentam dominéncia de formas
filamentosas. Estas aparecem, em grande quantidade, aderidas as branquias dos camardes

promovendo mortalidade.
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2.2. INTRODUGAO

Apesar do intenso crescimento da aquicultura mundial desde o ano de 1970 (8,9 % ao ano), a
crescente demanda por proteina de pescado aliada a estagnacdo da pesca de captura gera
estimativas de que a aquiicultura necessite crescer aproximadamente cinco vezes mais nas proximas
duas décadas (FAO 2005). O cultivo de camardes responde por aproximadamente 4,6 % de toda a
producdo mundial proveniente da aquicultura (FAO 2005). Um dos grandes problemas relacionados
ao crescimento e intensificagdo dos cultivos de camarbes esta associado a degradagédo de
ecossistemas adjacentes ao cultivo pela descarga de efluentes (Hopkings et al 1995; Baird et al 1993)
e a presenga de doengas de origem viral, que afetam de forma negativa a industria camaroneira.
Sistemas de produgcdo em ftroca zero de agua sido bastante apropriados na melhoria da
biosseguridade nas fazendas (Bratvold et al 1999) e na forma de lidar com o uso da agua e com a
descarga de efluentes dos cultivos intensivos (McNeil 2000). Sistemas intensivos convencionais
utilizam entre 9000 e 64000 litros de agua por kg de camardes produzido (Hopkings et al 1993),
enquanto que os sistemas de troca zero ou heterotréficos como sdo mais comumente chamados
(Browdy et al 2001) chegam a utilizar apenas 160 litros por Kg de camarao (Otoshi et al 2006).

Um dos problemas relacionados com a eliminacdo das renovacbes peridédicas de agua nos
cultivos tradicionais € a deterioracdo de sua qualidade. Esta geralmente ocorre devido ao incremento
nos niveis de compostos nitrogenados toxicos para os organismos de cultivo, principalmente a
amonia e o nitrito (Wickins 1976) e também pelo consumo excessivo de oxigénio (Browdy et al 1993).
Nos tanques de troca zero, o oxigénio € mantido através da intensa taxa de aeragdo e completa
mistura da coluna d’agua (Hargreaves 2006). A ambnia por sua vez, pode ser controlada pela
imobilizagdo na biomassa das bactérias heterotroficas através da elevacdo da relagdo C/N do
substrato organico disponivel para a degradagéo (Avnimelech 1999; Crab et al 2007). Como a relagao
C/N das ragdes com 35% de proteina bruta, normalmente utilizadas no cultivo de camardes, esta em
torno de 8,0 (Ebeling et al 2006a), o aumento da relagdo C/N do material organico dentro do sistema
de cultivo pode ser realizada através da adigao de carboidrato na agua (Avnimelech 1999). Uma das
maneiras de fornecer carboidratos para incrementar a relacdo C/N é através do uso de melago de
cana de agucar (Hari et al 2004; Schneider et al 2006; Samocha et al 2007) que e possui
aproximadamente 42% de carbono.

Além do reduzido uso de agua, algumas vantagens adicionais sdo atribuidas a estes sistemas. Por
exemplo, o estimulo da comunidade bacteriana através de fertilizagbes com carbono permitem um
maior aproveitamento dos nutrientes provenientes da ragdo ndo consumida devido a reutilizagao
microbiana dos residuos organicos e inorganicos dentro do préprio tanque de cultivo (Avnimelech
1994; Browdy et al 2001; Burford 2003). Quando n&o se renova a agua, 0os microorganismos acabam
consumindo os metabdlitos e os restos de ragao e sdo mantidos em suspensao na agua na forma de
material particulado chamado bio-floco (Mcintosh et al 1999; Browdy et al 2001; Avnimelech 2007;
Crab et al 2007). Sua presenca € uma fonte adicional de nutrientes na alimentagdo dos camardes
(Moss 1995; Moss et al 2001; Hopkings et al 1995; Mcintosh & Avnimelech 2001; Burford et al 2003;
2004).
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Maiores quantidades de material particulado na agua de viveiros de cultivo resultam em maiores
taxas de crescimento de L. vannamei, quando comparados com uma baixa quantidade de material
em suspensao na agua (Leber & Pruder 1988; Moss & Pruder 1995). No cultivo intensivo, Burford et
al (2004) demonstraram que a biota natural contribui substancialmente no fornecimento de nitrogénio
para os camardes. Desta forma, espera-se que o estimulo da comunidade microbiana através do
aumento da relagdo C/N, reduza os niveis de compostos nitrogenados téxicos na agua, e permita um
aumento na disponibilidade de alimento natural, melhorando as taxas de crescimento e a conversao
alimentar relativa dos camardes cultivados junto com a melhora da qualidade da agua do cultivo.

Segundo Hargreaves (2006) uma limitagdo de nitrogénio para o crescimento bacteriano pode ser
promovida através do fornecimento de substratos com relagdo C/N 10/1 ou maiores. Estudos
realizados com tratamento bioldgico de efluentes comprovam que as relagdes C/N de 20/1 e 30/1
suportam comunidades microbioldgicas mais Uteis e eficientes no tratamento da agua (Boopathy et al
2005). Entretanto, Fontenot et al (2007), demonstraram que a maior eficiéncia da comunidade
microbiana no tratamento da agua de cultivo de camarbes marinhos ocorre na presenga de uma
relacdo C/N = 10/1.

O comportamento das comunidades microbianas estimuladas sob diferentes razdes de C/N e seus
efeitos sobre a qualidade de agua e o desempenho dos camardes, ainda sdo pouco conhecidos. O
presente estudo pretende avaliar o efeito de diferentes razées C/N, obtidas através da fertilizagao
com melago de cana, sobre a dinAmica e a composigcdo de microorganismos presentes na agua,
visando a melhoria dos indices produtivos do camarao Litopenaeus vannamei, cultivado em sistema

super-intensivo sem renovacao de agua.
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2.3. MATERIAIS E METODOS

O efeito de diferentes fertilizagdes com melago de cana sobre a agua do cultivo super-intensivo de
Litopenaeus vannamei sem ftroca de agua, foi estudado durante 36 dias em nove unidades
experimentais que operaram como microcosmo. As unidades experimentais eram constituidas por
tanques circulares de fibra de vidro com volume util de 900 litros.

A preparagcédo da agua utilizada no experimento teve inicio 15 dias antes em um tanque de 50
toneladas (instalado dentro de uma estufa), com um volume inicial de 25 m® de agua do mar
(salinidade 35 %.) bombeado da praia. Este tanque recebeu 15 m’® de agua de cultivo mono-
especifico de Chaetoceros muelleri a uma densidade de 1,0 x 10° células/ml completando um volume
de 40 m® de agua com densidade final de 3,7 x 10* céls/ml. A cada dois dias a agua recebeu
fertilizagdo mista, inorganica com 200g de nitrato de sddio, 25g de fosfato de sddio e 125¢ silicato de
sodio, mais 6,25 ml/m® de uma solucdo de cloreto férrico (3,3 g/l de ferro) e uma fertilizagdo organica
com 12,5 g/m3 de melago de cana (5,4 g/m3 de carbono), adicionados conforme o procedimento de
rotina adotado no laboratério para estimular o crescimento planctonico na preparagdo de um sistema
rico em alimentos naturais (Schweitzer, comm. pess.)

Ao final de 15 dias esta agua foi transferida para nove unidades experimentais confeccionadas em
fibra de vidro, cada uma com 1,1 m? de area de fundo. Os tanques foram preparados com anel de
aeragao central composto por seis pedras de ar e um air-lift lateral, posicionado para promover um
fluxo circular da agua. O sistema de aeragao foi desenhado para que as fezes, restos e os restos de
racdo fossem mantidos em suspensao na agua e para que o oxigénio dissolvido fosse distribuido de
forma homogénea por todo o tanque.

O delineamento experimental foi definido por trés tratamentos com trés repeticdes. Em cada
tanque foram colocados 300 juvenis de Litopenaeus vannamei 265 camardes/m? com peso médio de
1 (£ 0,1) grama, alimentados com ragdo comercial 35% proteina bruta (PB) a uma taxa diaria de 6%
da biomassa, distribuida em 4 periodos de alimentag&o. A ragdo com 35% PB possui razao C/N igual
a 7,2 e sua quantidade foi ajustada semanalmente apds a biometria. Junto com a ragédo, em cada
horario de alimentagéo, uma quantidade de melago em p6 (43,1% de carbono) foi adicionada na agua
para que a entrada de carbono e nitrogénio nos tanques fosse mantida nas distintas relagdes C/N que
determinaram os trés tratamentos (tab. 1). O teor de carbono e nitrogénio da ragéo foi determinado
ap6s maceragéo utilizando um analisador Carlo Erba EA1110 CHNS-O segundo a metodologia
descrita por Zwirtes (2003). Para o melago, apenas o teor de carbono foi determinado através da
redugdo do carbono organico total em aparelho Shimadzu TOC 5000 A, conforme metodologia
proposta por ISO (1987).

Tabela 1. Entrada de melago em relagéo a entrada de racao para trés diferentes relagées C/N

Tanques C/N % de ragéo sobre a Kg de melago/
biomassa de camaréo Kg de racéo
3,8,10 10/1 6 0,32
1,4,9 201 6 1,66
56,7 30/1 6 3,45
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Diversas variaveis fisico-quimicas e bioldgicas,foram acompanhadas ao longo do experimento. O
oxigénio dissolvido na agua dos tanques foi monitorado duas vezes ao dia com auxilio de um medidor
de oxigénio YSI modelo 9000. A transparéncia da agua, salinidade e o pH, foram medidas
diariamente, sempre as 8 hs da manha, com auxilio de um disco de Secchi e um refratdmetro 6tico e
um pH metro pHmaster; Gulton do Brasil respectivamente. O coeficiente de atenuagao da luz K foi
calculado através dos valores da transparéncia do disco de Secchi utilizando a relagdo empirica
proposta por Poole e Atkins (1929) (apud Parsons et al 1989):

K =1,7/ Secchi,

A porcentagem de luz que incide nos primeiro 10 cm da agua dos tanques (Luz %) foi calculada
através da lei de Lembert-Beer:

la=lo e™*

onde, |y € a luz que chega a superficie, lg € a quantidade de luz que atravessa a distancia d, K é o
coeficiente de atenuagao da luz (Parsons et al 1989). O valor da luz que incide na superficie da agua
(lp) foi considerado como sendo 100%.

Amostras semanais de 100 ml de dgua eram filtradas em filtro Whatman GF/C (vacuo < 10mm Hg)
para a determinacgéo colorimétrica em espectrofotbmetro, das concentra¢cdes de ambnia segundo a
metodologia descrita por Koroleff (1976), nitrito segundo Bendschneider & Robinson (1952) e
ortofosfato (APHA, 1998). Avaliacbes do total de sélidos volateis (SVT) nos tanques foi determinado
diretamente pelo método gravimétrico APHA 2540 com um volume de 50 ml de agua B (APHA 1998).

Medidas de atividade metabdlica foram realizadas através obtengdo das taxas de producgdo
primaria liquida e de respiracdo da agua, determinadas semanalmente, para cada unidade
experimental por meio da incubacdo de duas de garrafas DBO 300 ml transparentes (producao) e
duas garrafas DBO 300 ml escuras (respiragdo) durante um periodo de quatro horas. As garrafas
foram colocadas em um cabide e mantidas semi-submersas nos primeiros 10 cm de agua
assegurando-se que a luz incidisse sobre as garrafas e a temperatura ndo se elevasse. As taxas de
producgéao primaria liquida (PPL), producao primaria bruta (PPB) e respiragcado (R) foram expressas em
oxigénio e determinadas através das seguintes equagdes:

Produgao (PPL) mg O,/L/h =(Cfc-Ci)/ T

Produgado (PPB) mg O,/L/h = [(Cfc — Ci) + (Ci-Cfe))/ T

Respiragdo (R) mg O,/L/h =(Ci-Cfe)/ T
onde, Ci é a concentracdo de oxigénio dissolvido no inicio da incubagdo, Cfc € a concentragdo de
oxigénio dissolvido na garrafa clara no final da incubacéo Cfe é a concentragao de oxigénio dissolvido
na garrafa escura no final da incubagéo e T é o tempo da incubagdo em horas (Soeder & Talling
1969). As medidas de oxigénio foram realizadas com eletrodo YSI 5000. Com estas determinagdes, a
condicao tréfica dos tanques pdde ser determinada através do calculo do metabolismo liquido do
sistema (NEP), obtido dividindo-se a produgdo primaria bruta pela respiracdo PPB / R (Smith &
Hollibaugh 2000; Atwood et al 2004). Valores maiores do que 1 caracterizam um ambiente autotrofico
dominado por algas e menor do que 1 caracteriza um ambiente heterotréfico dominado por bactérias

(Burford et al 2003). Os valores de produgdo Primaria foram plotados contra os valores acumulados
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de carbono na agua dos tanques (somatério da entrada diaria de carbono) com intuito de avaliar o
efeito da entrada de carbono sobre a taxa de producgéo primaria.

A caracterizacdo do numero de microorganismos presentes na agua dos tanques foi realizada
semanalmente através da coleta de amostras em frascos de 100 ml. Estas foram retiradas a uma
profundidade de 10 cm abaixo da superficie e preservadas em formol 4% neutralizado com
tetraborato de sédio. Posteriormente em laboratério, sub-amostras de 500 ul foram filtradas em filtro
escurecido Nuclepore (0,22 ym de poro, 25 mm de didmetro) e coradas com Laranja de Acridina
(Hobbie et al 1977). Este filtro foi colocado em I&mina, na presenga de 6leo mineral e coberto por
laminula para posterior observagdo, em aumento de 1000 X, com microscopio de epifluorescéncia
ZEISS-Axioplan equipado com conjunto de filtros (BP 450-490; FT 510; LP 520) e camara fotografica
CCD Watec (sensibilidade luminosa 0,0003 lux).

Os microorganismos foram classificados e quantificados por grupos: bactérias, cianobactérias e
protozoarios. As bactérias foram classificadas de acordo com sua forma em cocos, bastonetes, vibrides
e filamentosas que foram quantificadas em no minimo 30 campos aleatérios ou até que o coeficiente
de variagcédo entre os campos alcangasse 30% (Porter & Feig 1980). Trinta bactérias de cada forma
foram medidas no comprimento e na largura para a obtengdo do biovolume bacteriano, que foi
utilizado como indicativo do tamanho celular. O biovolume foi calculado através do algoritmo proposto
por Massana et al (1997) e entdo convertido em valores de biomassa bacteriana através do fator de
conversdo de 0,35 x 1072 g de Carbono/ pm3 (Riemann et al. 1990). As cianoficeas localizadas através
da observagao em filtro verde (BP 576 FT580 LP 590) foram entdo contadas da mesma forma que as
bactérias. O numero de ciliados e flagelados presentes na amostra foi determinado segundo
sedimentando-se 2,0 ml de amostra em camara de sedimentacdo segundo a metodologia proposta por
Utermdl (1958), utilizando microscopio invertido ZEISS-Axiovert 135 equipado com contraste de fase.

Os indices produtivos do cultivo foram monitorados através de biometrias semanais onde 30
camardes de cada tanque eram retirados e pesados individualmente para a obtencédo do valor de
peso médio. Ao final do experimento os camardes foram despescados e contados, seu numero total
foi multiplicado pelo valor de peso médio na ultima semana para obtenc¢ado do valor de biomassa final
em cada tanque. O desempenho zootécnico dos camardes entre os tratamentos foi avaliado através
Andlise de Varidncia ANOVA-unifatorial (Tratamento) com nivel de significAncia de 5%, utilizando
posteriormente o teste Tukey, quando constatadas diferencas. Os parametros fisico-quimicos e as
contagens de microorganismos foram submetidos a Andlise de Varidncia ANOVA-bifatorial
(tratamento X tempo) e teste de Tukey (Underwood 1981). Valores de sdlidos volateis totais (SVT)
foram analisados através do modelo de regressao linear simples, para a determinagao das taxas de
acumulo de sélidos e entdo, submetidos a Analise de Covaridncia ANCOVA e teste de Tukey, com
nivel de significancia de 5% para a comparagao dessas taxas nos diferentes tratamentos (Zar 1999).
As relagdes existentes entre variaveis fisico-quimicas no decorrer do cultivo foram avaliadas através
do método de ordenagado multivariada de analise dos componentes principais (PCA) baseado numa
matriz de correlacdo (Clarke & Warwick 1994). As relagdes entre as variaveis fisicas e biologicas
foram estudadas através de analise de correlacdo simples de Pearson e aplicagcbes de modelos de

regressao linear testados por ANOVA com nivel de significancia de 5%.
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2.4. RESULTADOS

Nenhum dos indices produtivos apresentou diferenga ao longo dos 36 dias de cultivo para os
camardes cultivados nos trés tratamentos. Os valores de sobrevivéncia e a taxa de conversao
alimentar ndo variaram assim como o peso final, biomassa total e 0 ganho em peso por semana
(tab.2).

Tabela 2. indices produtivos de L. vannamei nas trés relagdes C/N: 10/1, 20/1, 30/1 durante 36 dias de cultivo.
Densidade 300 camardes/m’ alimentados com 6% da biomassa por dia. Letras sobrescrita distintas indicam diferencgas
significativas ANOVA uni-fatorial (p<0,05).

Tratamento
Variavel 10/1 20/1 30/1
Ganho de peso (g/semana) 0,78 (+ 0,06)° 0,73 (+ 0,03)° 0,80 (+ 0,01)*
Peso final (g) _ 4,92 (£0,25)° 4,68 (0,16)° 5,00 (£0,04)°
Sobrevivéncia (%) 60,2 (+4,2)° 65,2 (£7,1)° 58,5 (£3,5)°
Biomassa final (Kg/m®) 0,97 (x0,03)? 0,97 (+ 0,12)° 0,95 ( 0,06)*
C.A. (rag&o/biomassa) 2,35 (+0,18)? 2,19 (x0,19)? 2,23 (+0,15)?

Valores apresentados pela média (+ desvio padréo).
* dados transformados (Arcosseno 2 x) anteriormente a analise.

As variaveis fisicas analisadas ndo foram influenciadas pelas diferentes taxas de fertilizagdo com
melacgo, exceto os valores de transparéncia. A salinidade foi mantida dentro da faixa de 35 e 36 %o em
todos os tanques e os valores de pH e temperatura nao foram diferentes Anova (p< 0,05) (tab. 3).
Todos os tanques exibiram comportamento semelhante ao longo do tempo. A temperatura minima de
26,5 (x0,69)°C e maxima de 28,6 (+0,85)°C ocorreram nos dias 3 e 31 respectivamente e o pH

apresentou os valores mais baixos (8,45 +0,06) no dia 1 e mais altos (8,94 +0,14) no dia 23.

Tabela 3. Valores médios (+ DP) dos parametros fisicos, quimicos e do metabolismo da agua de cultivo intensivo de L.
vannamei sujeitos a trés diferentes fertilizagbes com melago: C/N 10/1, 20/1 e 30/1. Valores de significancia
correspondem a comparagoes por ANOVA bi-fatorial avaliando tratamento (Tr), dias (D) e a interagado tratamento x dias
(Trx D)

Tratamento Significancia
Variavel 10/1 20/1 30/1 (Tr) (D) (TrxD)
Salinidade 35,5 (+0,5) 35,5 (+0,5) 35,5 (+0,5) NS NS NS
Temperatura (°C) 27,8 (£1,26) 27,7 (1,26) 27,6 (£1,25) NS * *
pH 8,74 (+0,13) 8,74 (+0,14) 8,76 (+0,16) NS * NS
Transparéncia (cm) 18,6 (£5,4) 16,9 (6,9) 14,5 (£8,2) * * *

* Tukey HSD (p< 0,05).

Os valores de transparéncia iniciaram em 40 cm e passaram a cair sendo significativamente
diferentes a partir do 13° dia de cultivo (p < 0,05) onde o tratamento 30/1 apresentou menor
transparéncia. Os valores cairam até alcangar, no ultimo dia, 10, 5 e 0 cm para os tratamentos 10/1,
20/1 e 30/1 respectivamente (fig. 1). A transparéncia apresentou correlagao negativa (p < 0,05) com o

teor de matéria orgéanica (r = -0,69 n = 45), representado por valores de SVT.
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Figura 1. Transparéncia do disco de Secchi e Sélidos volateis totais (SVT) no cultivo intensivo de L. vannamei sujeito a
trés diferentes fertilizagées com melago: C/N 10/1, 20/1 e 30/1. STV 10/1: Y=1,05 x + 14,36 (r2=0,85) ¢, STV 20/1: Y=3,22 x
-4,03 (r2=0,94) ® STV 30/1: Y=5,46 x — 14,36 (r2=0,85) ? para descri¢cdo da comparacdo entre os modelos veja o texto.

Entre todos os tratamentos foi possivel observar uma relacédo linear (b # 0 p < 0,05) do incremento
no teor de sdlidos volateis totais (SVT) e os dias de cultivo. Este aumento foi maior quanto mais
elevada a entrada de carbono via melago (F=40.9 p < 0,0001) sendo mais acentuado no tratamento
30/1, que alcangou valores acima de 200 mg/l de SVT no final do cultivo (5,4 mg de SVT/L/dia).
Niveis intermediarios de 3,2 mg de SVT/L/dia foram obtidos no tratamento 20/1 (q = 4.81 p < 0,05)
seguidos de acumulos menores (1,1 mg de SVT/L/dia) no tratamento 10/1 (q = 6.46 p < 0,05)
conforme equagbes apresentadas na figura 1.

O aumento da fertilizagdo com melago esteve diretamente relacionada com a demanda de oxigénio
na agua. Os valores de respiragdo foram maiores (p< 0,05) nos tratamentos C/N: 30/1 e 20/1 quando
comparados com o tratamento 10/1 (tab. 4), porém nao foram significativamente diferentes entre si.
Medidas diretas do oxigénio dissolvido nos tanques mostraram que o tratamento 30/1 alcancou
valores médios de oxigénio mais baixos (p < 0,05) do que os demais tratamentos minimo 5,5mg/L e
maximo 7,1 mg/L principalmente apo6s o 20° dia de cultivo (tab. 4).

As concentragbes de amoénia foram influenciadas pela razdo C/N. Ocorreu efeito significativo
somente entre os tratamentos 10/1 e 30/1. Houve uma tendéncia de aumento na concentragdo de
amonia no tratamento 10/1 até o dia 30, onde o valor maximo 3,9 mg/L foi maior (p < 0,05) do que em
todos os demais tratamentos (tab. 4). No tratamento 30/1 o valor maximo foi 1,04 mg/L no dia 15 e

em seguida este valor cai mantendo-se estavel abaixo de 0,3 mg/L .

Tabela 4. Média (tDP) dos parametros de qualidade da agua sujeitos as trés diferentes relagdes C/N: 10/1, 20/1 e 30/1.
(OD) Oxigénio dissolvido, (NH,;) Aménia, (Respiragédo), (PPL) produgdo primaria liquida. Coluna da significancia
corresponde a comparagdes por ANOVA bi-fatorial tratamento (Tr), dias (D) e interagao tratamento x dias (Tr x D).

Tratamento Significancia
Variavel 10/1 20/1 30/1 (Tr)y (D) (TrxD)
(mg/L)
oD 6,40 (0,30) 6,29 (0,41) 5,97 (0,41) * * *
NH," 1,47 (1,45) 0,84 (1,08) 0,51 (0,33) * * *
(mgO/L/h7")
Respiragao 0,60 (0,20) 0,77 (0,19) 0,83 (0,12) * * NS
PPL 0,85 (0,44) -0,14 (0,70) -0,62 (0,29) * * *
(%)
Luz incidente 37,5 (9,9) 31,1 (14,9) 25,0 (15,2) * * *

*Tuckey HSD (p< 0,05).
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Ao comparar os trés tratamentos, pode-se notar que para cada mg de SVT incorporado ao sistema
houve queda de 0,28% na disponibilidade de luz (F= 29.85 p< 0,0001). Quando a luz caiu, a taxa de
respiracgao significativamente (p<0,05) aumentou (r = -0,68 n= 45) e a produgéo primaria liquida (PPL)
diminuiu (r = 0,61, n= 45). A medida que a entrada de carbono através do melaco aumenta, a PPL
diminui e alcanga valor nulo ap6és uma entrada total de 276,4 mgC L" no sistema (fig. 2). O
tratamento 10/1 nado ultrapassou esta entrada de Carbono e o 20/1 sé ultrapassou este valor na

semana 3.

y = -0,50In(x) + 2,854

Producao primariamgO,/L/h

0 500 1000 1500 2000 2500
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Figura 2. Variagdo da taxa de produgao primaria de acordo com a entrada acumulada de carbono do melago na agua
dos tanques.

Valores maiores de PPL foram encontrados nos tratamentos 10:1 (0,85 mg de O, /L/h), seguidos
de valores negativos para o tratamento 20/1 (-0,14 mg de O, /L/h) e 30/1 (-0,62 mg de 02 /L/h). Os
valores de PPL seguiram o mesmo padrdo da relagdo NEP (r = 0,94 n = 45) demonstrando a
influencia da produgéo primaria sobre o metabolismo. A relagdo NEP variou de -0,06 até 2,96 (fig. 3).
O tratamento 10/1 apresentou-se sempre com metabolismo autotréfico (NEP >1), e o tratamento 30/1
sempre heterotrofico (NEP <1). O tratamento 20/1 aumentou o grau de heterotrofia com o passar do

tempo de cultivo tornando-se heterotréfico a partir da 3° semana.
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Figura 3. Variagdes no metabolismo liquido do sistema (NEP) dos tanques sujeitos a trés relagées C/N: 10/1, 20/1 e
30/1 durante 5 semanas de experimento.
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Com relacdo a densidade dos diferentes grupos de microorganismos, os valores médios
encontrados estdo apresentados na tabela 5. As bactérias totais apresentaram-se em menor
densidade somente no dia 5 tratamento 10/1, apesar disso os valores médios sugerem um
incremento no numero de bactérias com o aumento na fertilizagdo com melagco. A densidade de
cocos e bastonetes foi menor no dia 5 para o tratamento 10/1. As formas filamentosas seguiram o
mesmo padréo, menor abundancia no dia 5 do tratamento 10/1 e maior nos tratamentos 20/1 e 30/1.
A densidade de protozoarios n&o foi diferente entre os tratamentos, mas o numero tanto de ciliados
como de flagelados aumentou em direcéo ao final do experimento.

A maioria dos microorganismos analisados apresentou diferencas estatisticamente significativas
somente no tempo, o que demonstra um padrio definido de variacdo independentemente da taxa de

fertilizagdo com melago aplicada.

Tabela 5. Densidade (céls/ml) média (*DP) de microorganismos presentes nos tranques experimentais de cultivo de
Litopenaeus vannamei sujeitos a trés diferentes fertilizagdbes com melago 10/1, 20/1, 30/1 ao longo de 36 dias de
cultivo. Valores de significancia correspondem a comparagées por ANOVA bi-fatorial avaliando tratamento (Tr) e dias

(D).

Tratamento Significancia
Variavel 10/1 20/1 30/1 (Ty (D) (TrxD)
(x 10’céls / ml)
Bactérias totais 1,2 (0,88) 1,6 (1,0) 2,1(1,6) * * *
Heterotroficas totais 1,0 (0,71) 1,4 (0,95) 1,7 (1,3) NS *
(x10° céls / ml)
Cocos + bastonetes® 6,1 (4,6) 6,9 (3,4) 9,5 (9,5) * * *
Vibrides® 3,5(9,5) 6,0 (9,5) 6,1 (9,5) NS = NS
Filamentosas® 2,6 (3,3) 3,0 (3,9) 53 (1,2) * * *
Cianoficeas” 1,8 (3,5) 1,3 (1,3) 3,8 (1,1) NS  * NS
(x 10°céls /ml)
Flagelados® 6,5 (4,9) 1,1 (1,2) 6,5(4,9) NS * NS
Ciliados® 54 (3,1) 6,1 (6,9) 6,2 (6,4) NS * NS

a Dados transformados (log x) anteriormente a analise
b Dados transformados ( 2Vx) anteriormente & analise

A figura 4 representa os valores em porcentagem das diferentes formas bacterianas encontradas
ao longo do experimento. O inicio se caracterizou por uma alta abundancia de cocos e bastonetes
com maiores percentagens de filamentosas nos tratamentos 20/1 e 30/1 e de vibrides no tratamento
10/1. A partir do dia 12, a comunidade bacteriana foi dominada pelos vibribes com abundéancia
relativa maior nos tratamentos 20/1 e 30/1. A partir do dia 19, estas formas passaram entdo a ser
substituidos pelas filamentosas que praticamente dominam a abundancia bacteriana no dia 30, com
58% do total no tratamento 30/1 e com 43% e 39 % respectivamente nos tratamentos 20/1 e 10/1.
Apesar de nao ser dominante em numero, o valor médio de biomassa das formas filamentosas no
final do experimento foi 391% maior do que a soma da biomassa das demais formas bacterianas

demonstrando dominancia das formas filamentosas.
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Figura 4. Percentual de abundancia das diferentes formas bacterianas ao longo de 30 dias de
experimento para tanques sujeitos as 3 diferentes relagées C/N 10/1, 20/1 e 30/1.

A analise de PCA foi realizada para os dias de cultivo no diferentes tratamentos e apresentou uma
porcentagem de variancia total de 84% para os dois primeiros eixos sendo 66% para o eixo 1 e 17%
para o eixo 2 (Fig 5). Ao transpor os dados sobre o eixo 1, de maior porcentagem de variancia, é
possivel distinguir trés diferentes agrupamentos. Um representado pelas amostras do periodo inicial
dos dias 1 e 5 em todos os tratamentos e ainda incluindo o dia 12 do tratamento 10/1, outro
caracterizando a fase intermediaria de cultivo no dias 12. O terceiro grupo, caracterizando a etapa

final, dias 19 e 30. O agrupamento localizado na porg¢édo negativa deste eixo, contendo os dias 1 e 5,
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se caracteriza por maiores taxas de produgdo primaria liquida, disponibilidade de luz e maior

presencga de oxigénio dissolvido (tab. 6).

_ N-NH4
e d30 5 10:1
§ OX Temperatura
g F-ortho
A N-NO2
d30
5 |LUZ% 5 PP | | A 201
g I WAI T T T 055 T T
T d1 ds| MO
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il o 30:1

Eixo 1 (66 %)

Vector scalina: 2.03

Figura 5. Analise dos componentes principais (PCA) de valores médios em cada dia entre os tratamentos C/N 10/1,
20/1 e 30/1. Legendas d1, d5, d12, d19 e d30 indicam respectivamente dias 1, 5, 12, 19, 30 de cultivo.

No extremo deste grupo, se encontra o dia 12 do tratamento 10/1 um pouco influenciado pela
presenca de amdnia. O terceiro agrupamento, disposto na porgéo positiva deste eixo, demonstra que
os dias 19 e 30 se caracterizam significativamente pelas maiores taxas de respiragdo da coluna
d’agua, maior acumulo de matéria orgénica e valores maiores de nutrientes (nitrito e ortofosfato)
tabela 6. O dia 30 no tratamento 10/1 aparece no extremo deste grupo e muito préximo do vetor de
amoénia. O dia 5 do tratamento 30/1 foi incluido no grupo intermediario proximo ao dia 12 dos demais
tratamentos porém se posiciona na parte negativa do eixo 2.

O segundo eixo com maior porcentagem de variancia, explica 17% da variagéo e esta relacionado
principalmente, na sua parte positiva, com a presenga de amoénia, produgdo primaria liquida e
temperatura. Na parte negativa com a respiragao e solidos volateis totais. Grande parte dos dias do
tratamento 10;1 estdo posicionados na parte superior deste eixo influenciados principalmente pela

presencga de amonia.

Tabela 6. Analise dos componentes principais, porcentagens de variancia dos eixos e correlagdo das variaveis com
cada eixo. Valores em negrito correlagées estatisticamente significativas (p < 0,05).

Eixo 1 Eixo 2

Percentagem de variancia do eixo 66 % 17 %
Variaveis Siglas Correlagdo Componentes Principais

Sdlidos Volateis Totais MO 0,370 -0,141

Amodnia N-NH," 0,143 0,678

Nitrito N-NO, 0,370 0,141

Ortofosfato P-Ortho 0,377 0,247

Oxigénio Dissolvido OoX -0,312 0,290

Temperatura TEMP 0,362 0,304

Respiragao DBO 0,303 -0,201

Produgéo Primaria Liquida PPL -0,286 0,471

Incidéncia Luminosa Luz % -0,402 0,036
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2.4. DISCUSSAO

As taxas de crescimento, proximas a 0,77 gramas/semana, encontraram-se abaixo da descrita por
outros autores para cultivos com descarga limitada de agua. Boyd & Clay (2002) e Samocha et al
(2007) descrevem taxas de crescimento de 0,95 e 0,97 g/semana, respectivamente, entretanto
empregando densidades menores do que a utilizada neste estudo 120 camardes/m® e 81
camardes/m®. Estes autores reportam taxas médias de crescimento semanal com camarbes que
atingiram peso final acima de 12 gramas. O presente estudo, entretanto, apresenta taxas de
crescimento em um periodo em que os camardes crescem mais lentamente entre 1,0 e 5,0 gramas
nos primeiros 36 dias de cultivo ja que o ganho de biomassa no periodo intermuda ndo é téao
significativo quanto para camarbes maiores do que 5 gramas. Portanto é provavel que a alta
densidade de estocagem empregada neste experimento tenha limitado o crescimento tal como
reportado por Williams et al (1996) em cultivos sem renovagéao de agua. Todavia, outros fatores nao
identificados por ndés podem ter mantido os camarbes fora dos limites de conforto para um
crescimento 6timo. Moss et al (2002) e Otoshi et al (2006) reportam taxas de crescimento de 1,49
g/semana, para camardes com peso final de 21 gramas, utilizando densidades de 300 camardes/m?>.

Outros fatores como a salinidade, oxigénio pH e temperatura podem afetar a taxa de crescimento.
Valores de salinidade mantiveram-se constantes ao longo do experimento e a temperatura da agua
variou dentro de niveis 6timos para o crescimento de L. vannamei (Chien, 1992) em todos os
tratamentos. Segundo Ebeling et al. (2006b) os principais fatores que limitam os cultivos em troca
zero sdo O oxigénio e amoénia. Apesar das diferengas nos teores de oxigénio entre os trés
tratamentos, os valores encontrados no presente trabalho (> 5,0 mg/L) ndo influenciaram o
crescimento j& que se encontraram na faixa étima para o cultivo de camardes penaeideos (Chien
1992). No caso da amdnia, os camardes foram submetidos a valores maximos de 3,9 mg/L no
tratamento 10/1. A diferenga nos niveis de amonia entre os tratamentos 10/1 e 30/1 mostrou que ndo
houve influéncia deste parametro sobre o crescimento e a sobrevivéncia dos camardes cultivados.
Moss et al (2002) relatam valores de aménia superiores a 15 mg/L no 16° dia de cultivo sem afetar os
valores de crescimento e sobrevivéncia.

Os valores de pH mantiveram-se constantes ao longo de todo o periodo de cultivo em todos os
tratamentos. Entretanto, mantiveram-se um pouco mais elevados do que o descrito em cultivos sem
renovacao de agua (Moss et al. 2002; Burford et al 2003 ). A atividade de nitrificacdo possui uma
maior influéncia sobre os valores de pH da agua de cultivo do que as algas e bactérias heterotréficas
devido a grande produgao de didxido de carbono e consumo da alcalinidade (Ebeling et al 2006). O
curto tempo de duragédo do experimento provavelmente nao o foi suficiente para que o processo de
nitrificagao estivesse atuando de forma significativa como indicado pelos valores altos de nitrito e pela
auséncia do nitrato em todos os tanques de cultivo por este motivo o pH manteve-se mais alto do que
o esperado.

As razdes 30/1 e 20/1 testadas aqui contribuiram para a redugdo nos valores de amdnia nos
tanques de cultivo, devido ao incremento da abundancia bacteriana com maiores taxas de acumulo

de sodlidos volateis. O aumento da razdo C/N estimula a incorporagdo do nitrogénio inorganico na
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forma de biomassa bacteriana (imobilizagdo) gerando alimento disponivel para os camardes
(Avnimelech et al 1994; Avnimelech 1999). Apesar de L. vannamei ser capaz de ingerir e reter o
nitrogénio derivado da biota natural (Burford et al 2004), a maior disponibilidade deste alimento
natural na forma de sélidos em suspensao nao afetou as taxas de crescimento e conversao alimentar
neste estudo. Samocha et al (2007) testaram diferentes fertilizagdes com melago e também nao
encontraram diferenga nos indices de crescimento e conversao alimentar dos camardes em um
sistema com troca limitada de agua, onde o melago ndo contribuiu como suplemento alimentar,
servindo apenas no controle da qualidade da agua. Os autores demonstraram que a amodnia pode ser
controlada rapidamente apds o inicio da adigcdo de melago em razdes C/N = 13,9, sem causar um
aumento significativo de soélidos em suspenséo quando comparados aos tratamentos de razées C/N
mais baixos. Ebeling et al. (2004) encontraram maiores quantidades de amdnia nos tratamentos que
receberam carbono via melago na razao C/N de 11,4, muito semelhante ao observado no tratamento
10/1 deste estudo. O trabalho de Samocha et al (2007) também apresenta picos maiores de amdnia,
mantendo entradas constantes de melago em razdo C/N = 11,4, 6,5 mg/L quando comparados a
tratamentos controle sem adi¢cao de carbono maximo de 3,0 mg/L.

A entrada de melago em relagbes C/N préximas a 10/1 parece ter estimulado a produgao de
amobnia. Alguns estudos podem ser utilizados para suportar a hipotese de que as bactérias
heterotroficas utilizam primeiro a fragdo orgdnica para em seguida absorverem compostos
inorganicos da agua (Kirchman et al 1989). Esta absor¢cdo da fracdo inorganica sé acontece sob
condi¢oes de alta disponibilidade de carbono C/N > 10 e depende da eficiéncia bruta de crescimento
da comunidade bacteriana (Goldman et al 1987; Goldman & Dennett 1991) e da presenca de
protozodrios ja que estes sao importantes remineralizadores do material organico (Azam et al 1983).
Nos cultivos de camarao esta absorcido completa pode ocorrer em relagdes C/N préximas a 14/1
(Avnimelech 1999; Samocha et al. 2007).

Samocha et al (2007) avaliando o crescimento em um cultivo intensivo de camardes, sem
renovacgdo de agua, observaram que apds o 43° dia de experimento, os tratamentos com razéo C/N
de 8,9 (sem adigdo de melago) apresentaram valores estaveis de amonia, préximos a zero. Assim,
percebe-se que as bactérias nitrificantes exerceram um papel importante no controle da aménia
daquele experimento. Em sistemas de aquicultura, as bactérias nitrificantes podem colonizar
ativamente a superficie dos tanques quando condigdes de agua 6timas sado alcangadas (Atwood et
al., 2004). Neste experimento o nitrato ndo esteve presente na agua dos tanques e o nitrito se
encontrou em niveis proximos de 5,0 mg/L nos dias finais de cultivo para todos os tratamentos. Desta
forma, € de se esperar que com um tempo de cultivo mais longo do que o testado, uma maior
remogdo de amodnia via nitrificacdo poderia contribuir para a manutencao dos altos niveis no
tratamento 10/1. Na verdade, em sistemas de troca zero dominados por bioflocos, a nitrificagéo in-situ
tem se mostrado efetiva no controle dos niveis de amdnia e nitrito (Browdy et al 2001, Bratvold &
Browdy 2001).

O controle da amobnia pode ser realizado pelas algas que tém alta capacidade de absorgéo de
nitrogénio inorgéanico (Brune et al. 2003; Cohen et al. 2005). No presente experimento, as microalgas

podem ter contribuido para o controle da aménia no tratamento 10/1, porém de forma discreta, ja que
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os valores de produgdo primaria ndo foram elevados (~0,8 mgOzL'1h'1). Segundo o proposto por
Ebeling et al. (2006a), o consumo de amdnia nos tanques varia conforme a produgéo de oxigénio. Em
viveiros operando sem renovagao de agua, taxas de absor¢cdo de amoénia pelo fitoplancton podem
chegar a 60 pg L'h” sob condicdes de producdo primaria variando entre 5,06 e 1,6 mgO,L'h™
(Burford et al. 2003).

Neste estudo, pode-se observar que o aumento da entrada de carbono por adicdo de melago
promoveu queda nas taxas de produgado primaria. Dada uma quantidade suficiente de carbono,
bactérias ndo irdo apenas competir umas com as outras, mas também com o fitoplancton por
nitrogénio e fésforo inorganicos (Ovreas et al. 2003). A entrada de carbono estimulou o crescimento e
a atividade de bactérias, como indicado por valores maiores de respiragao, de produgao de sélidos e
pelos menores valores de oxigénio dissolvido na agua nos tratamentos 20/1 e 30/1. Desta forma, a
competicdo entre bactérias e algas pode ter influenciado negativamente as taxas de producgao
primaria, principalmente nos dias iniciais do experimento. A partir do dia 16 entretanto, o principal
fator que limitou a produgdo primaria foi a quantidade crescente de sdlidos que reduziu a
disponibilidade de luz nos tanques estudados. Sob condigdes reduzidas de iluminacao, os valores de
producgdo primaria sdo geralmente menores e as taxas de respiracdo maiores (Kirk et al. 1994).

A producédo primaria ndo atua apenas na manutencdo da qualidade da agua, mas também na
nutricdo dos camardes que € fortemente influenciada pela presenga de microalgas fotossintetizantes
(Burford et al 2003; Moss et al 2002). Estas microalgas servem como uma importante fonte de
nutricao para os camardes (Moss et al 2002) e sdo melhores do que as bactérias no fornecimento de
alguns aminoacidos e acidos graxos insaturados de cadeia longa da série n-3 (Van Wyk 2006). Nos
tanques do tratamento 10/1 houve dominancia das algas (autotréfico). Entretanto, valores de
crescimento dos camardes n&o foram superiores aos demais. As taxas de producdo primaria
encontradas nestes tanques foram bem menores do que aquelas citadas por Burford et al. (2003),
5,06 mgO,L'h™, na fase inicial do ciclo de cultivo e por Otoshi et al (2006), 3,1 mgO,L"'h™". Altos
valores de PPL indicam uma renovagao constante nas popula¢des de algas e estas, mais novas,
mantém um alto valor nutricional (Weirich et al. 2002). Os resultados baixos de produg¢ado primaria
encontrados aqui ndo sugerem esta renovacao, indicando um baixo valor nutricional da comunidade
autotrdéfica presente.

A presenca de grupos de algas com valor nutricional inferior também pode ser um fator
determinante no resultado de crescimento encontrado aqui. As cianobactérias estiveram presentes
em grande quantidade dominando o ambiente e somente uma pequena fragdo de diatomaceas foi
observada aderida aos flocos. Uma maior quantidade de diatomaceas pode contribuir de forma
significativa para o crescimento dos camarbes Penaeideos (Moss & Pruder 1995). As altas
concentragdes de acidos graxos poliinsaturados (Phillips 1984), aminoacidos sulfurosos e baixo teor
de fibras (Mann 1988) fazem das diatomaceas uma melhor fonte alimentar para os camardes do que
outros tipos de algas (Boyd 1990). A disponibilidade de silica encoraja o crescimento de diatomaceas
(Rhiter & Officer 1981) e quando presente em quantidades adequadas, a silica pode canalizar

Nitrogénio e Fésforo para as diatomaceas evitando espécies menos desejaveis (Yusoff et al 2002).
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No presente estudo, fertilizacdes adicionais com silica ndo foram realizadas. Entretanto, parece
importante que sua presenga seja mantida elevada ja que as cianoficeas aparentemente dominaram
o ambiente de cultivo. A baixa densidade de diatomaceas com dominancia de cianobactérias e
flagelados também foram encontrados em viveiros de troca zero por Burford et al (2003). Moss et al
(2002) descrevem taxas de crescimento elevadas dos camardes 1,7 g/semana, com altos niveis de
produgéo primaria na agua de cultivo. Estes autores empregaram filtragcdes periddicas e a adigdo de
metassilicato de sddio (Na,SiO,), na tentativa de estimular o crescimento de algas diatomaceas,
mantendo concentragdes de SiO, acima de 10 mg/L.

Pode-se dizer que é importante implementar formas de estimular a produgdo primaria e a
nitrificacdo nos tanques de cultivo, sem buscar apenas a conversdo heterotrofica da amoénia.
Segundo Ebeling (2006a), quantidades extremamente grandes de biomassa bacteriana sdo geradas
em sistemas heterotroéficos, tais como observado aqui para os tratamentos 20/1 e 30/1. Desta forma,
o tratamento C/N = 10/1 foi o que resultou em um melhor equilibrio entre a quantidade de sdlidos,
produgéo primaria e concentragdo de amdnia para o cultivo.

Uma das formas de estimular as taxas de producao primaria em sistemas de troca zero € através
da filtragdo mecanica dos sélidos (Atwood et al 2004). Retirar a biomassa microbiana da coluna de
agua a fim de aumentar a penetragéo de luz e estimular a fotossintese pode ter um efeito positivo no
crescimento do camarao (Browdy et al 2006), na redugédo dos teores de soélidos e na melhoria da
qualidade da agua como um todo (Atwood et al 2004). A filtracao retira células velhas, menos ativas,
e promove uma comunidade microbiana mais jovem e mais ativa, dominada pelo fitoplancton (Weirich
et al 2003). Isto produz células ricas em novos agucares e acidos graxos aumentando a qualidade
nutricional dos flocos (Browdy et al 2006) e a absor¢gao da aménia (Cohen et al 2005).

A entrada de carbono via melago afetou o padrdo de sucessao das formas bacterianas
encontradas no cultivo apenas na etapa inicial (até o dia 5). Um menor numero de bactérias cocos,
bastonetes e bactérias filamentosas foram encontrados no tratamento 10/1 nesta etapa. Isto
associado a tendéncia de incremento dos valores de amoénia neste tratamento indica uma limitagao
do crescimento bacteriano por carbono. De acordo com o proposto por Goldmann et al. (1987) a
limitagdo por carbono reduz a assimilagao liquida de nitrogénio e consequiientemente o incremento de
biomassa, assim, parte do nitrogénio organico passa a ser mineralizado na forma de amoénia.

Nos tratamentos 20/1 e 30/1, o maior numero de bactérias pode ter consumido o nitrogénio
reduzindo sua disponibilidade. Isto pode ter favorecido o aparecimento das formas filamentosas. Que
estiveram em maiores quantidades nestes tratamentos no periodo inicial. As células filamentosas
possuem uma constante de afinidade (Ks) menor do que bactérias cocos e bastonetes permitindo que
cresgam em uma taxa maior sob condig¢des limitadas de nutrientes (Chudoba et al. 1973).

A medida que os nutrientes vao sendo absorvidos pela biomassa bacteriana e entdo, mudam da
forma dissolvida para a particulada. As bactérias heterotréficas utilizam carbono e nitrogénio na forma
organica e inorganica produzindo biomassa particulada com razdo C/N geralmente abaixo de 5
(Kirchman 2000). Burford et al (2003) demonstraram que a razdo C/N do material particulado nos

tanques sem renovagao de agua é em média de 4,58 e que a relagdo do material dissolvido DOC/DN
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cai com o passar do tempo. O material particulado presente nos tanques na forma de SVT, portanto
torna-se rico em nitrogénio.

Sem renovagdes de agua ou retirada de solidos, o tempo de residéncia desta biomassa dentro dos
tanques aumenta e as células bacterianas se tornam senescentes ou morrem. Esta biomassa fica
disponivel para que outras formas bacterianas com caracteristicas metabdlicas distintas, aptas a
degradar a biomassa particulada rica em nitrogénio se tornem abundantes, como no caso dos
vibrides. Mudancgas nas formas dominantes e ativas de bactérias influenciam fortemente o padrao de
hidrélise de polimeros e a ciclagem de matéria organica em ambientes aquaticos. (Thompson & Poltz,
2006; Painting et al 1989).

O padrao de sucesséao encontrado, com grande quantidade de vibribes em todos os tanques no dia
12, provavelmente foi consequéncia da degradagédo da biomassa bacteriana gerada nos dias iniciais
do cultivo. Vibrios sdo geralmente encontrados em locais ricos em matéria organica e geralmente
degradam material organico complexo através da hidrélise extracelular (Thompson & Poltz, 2006;
Rieman & Azam, 2002). Eles estdo envolvidos tanto na absorgdo como na remineralizagdo
(reciclagem) de elementos chave como C, N e P (Sarker et al 1994). A degradagdo do material
particulado pelos vibrios retorna nutrientes para a forma regenerada e dissolvida, os quais aliados ao
fornecimento constante de carbono via melago podem ter favorecido as bactérias filamentosas com
alta relagdo area/volume na fase final do experimento (dia 30). Estas aumentam em nudmero e
passam a ser dominantes em todos os tratamentos (fig. 4), principalmente naqueles com alta entrada
de melago,C/N de 20/1 e 30/1, possivelmente devido a preferéncia destas bactérias pela alta razdo
C/N (Jenkins 1992).

Nesta fase final do experimento, percebeu-se que o0s camardes mortos em sua maioria
apresentaram problemas de sujeira nas branquias (biofouling). A observagdo microscépica
demonstrou densos emaranhados de bactérias filamentosas finas envolvendo os filamentos
branquiais. Estas observacgdes coincidem com a doencga bacteriana da branquia, descrita por Lightner
(1996). Hopkings et al (1993) trabalhando com cultivo de Penaeus setiferus, sem renovagao de agua
encontraram o mesmo tipo de mortalidade devido a colmatagdo de branquias, devido a presenga e
colonizagdo por bactérias filamentosas associados a um acumulo de material detritico sobre os
filamentos branquiais. Os autores também relataram uma relacdo da mortalidade com periodos de
aumento anormal de soélidos organicos na agua. Pode-se perceber que o biofouling foi mais intenso
nos camardes em periodo de pés muda, quando os peredpodos nao estio rigidos para possibilitar
uma limpeza eficiente da superficie branquial.

A presenca de bactérias filamentosas parece ter sido a principal causa de mortalidade nos tanques
de cultivo principalmente na fase final do experimento. Outros fatores como o estresse causado pela
intensa movimentagcdo de agua devido a forte aeracdo e a presenca de alto numero de vibrides
podem ter causado mortalidade crénica ao longo do periodo de cultivo. Porém, ndo foram observados
sintomas de vibriose nos camardes cultivados, visto que estes sintomas sdo geralmente ligados a um
aumento no numero de espécies patogénicas de vibrios e ndo a um aumento no numero total de
vibrios (Lavilla-Pitogo et al 1998; Sung et al 1999).
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No final do experimento o nimero de vibrides caiu significativamente e uma das explicagdes € que
no ambiente natural estas bactérias estdo sujeitas a intensa predagdo por protozoarios, como ja
observado em sistemas experimentais (Beardsley et al 2003). Entretanto, neste experimento, nao foi
observada correlagao de sua abundancia com o numero de protozoarios, apesar de o numero destes
aumentarem no final do cultivo.

A medida que o tempo de retencdo da 4gua aumenta, microorganismos mais complexos como
flagelados e ciliados crescem e se alimentam uns dos outros (Van Wik, 2006). Quando isto ocorre, a
DBO da agua ndo é consumida e a energia necessaria para manter esta demanda de oxigénio é alta
(Gray 1990).

O efeito benéfico da filtragdo na redugédo da carga organica em sistemas de troca zero parece ser
um fator chave para o bom andamento do cultivo e ja foi reportado por outros autores (Van Wyk &
Scarpa 1999; Moss 2001; Weirich et al 2003; Atwood et al 2004; Browdy et al 2006; Van Wik 2006). A
manuteng¢do de uma comunidade microbiana ndo senescente e mais ativa pode melhorar a qualidade
dos sdlidos, reduzir a demanda de oxigénio e evitar a presenga de bactérias patogénicas associadas
com a degradacdo do material em suspensdo, como no caso de vibrios. Entretanto, as taxas de
retirada de sdlidos devem ser manejadas de forma a ndo eliminar a presenca de bactérias nitrificantes
do sistema (Browdy et al 2006), ja que estas possuem crescimento lento (Ebeling et al 2006a).

Os niveis baixos de aménia em sistemas de troca zero sdo mantidos por trés diferentes vias:
autotrdfica, heterotréfica e foto autotrofica. O sistema deve funcionar buscando um equilibrio entre os
processos atuantes manipulados através do manejo empregado (Browdy et al 2006; Van Wik 2006;
Ebeling et al 2006a; Otoshi et al 2006). Altas concentragbes de melago como as utilizadas aqui nos
tratamentos 20/1 e 30/1 parecem nao contribuir para o melhor andamento do cultivo num periodo
longo. A razdo C/N ideal para o controle da aménia no cultivo parece ser maior do que 10/1 e menor
do que 20/1, tal como 14/1 descrita por Avnimelech (1999). Entretanto, o estabelecimento tardio da
comunidade de bactérias nitrificantes forca uma mudanca nos valores da razdo C/N para que se
busque evitar o acimulo de solidos e permitir a presenca de algas. Uma razéo variavel de acordo
com a necessidade do cultivo parece ser a ideal (Schweitzer, R. com. pess.) e deve ser testada

através de fertilizacdes emergenciais.
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2.5. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que nao é necessario o uso excessivo de melago para controlar a aménia
nos tanques de cultivo. Quantidades intermediarias, pouco maiores do que 10/1, ja sédo suficientes
para controlar a amoénia.

O incremento na abundancia dos microorganismos e as maiores quantidade de sélidos nos
tratamentos 20/1 e 30/1, nao contribuiram para melhorar a conversao alimentar e o crescimento dos
camardes.

Diferentes fertilizagbes com melago ndo afetaram a composi¢cdo de formas dos microorganismos,
uma vez que O padrdo de sucessao microbiologica foi influenciado apenas pelo tempo de
permanéncia dos soélidos nos tanques.

O elevado tempo de retengao dos sélidos na agua pode gerar acimulo de bactérias filamentosas,
aumento na demanda de oxigénio e redugdo na disponibilidade de luz o que limita a produgao

primaria.
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