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1. -RESUMO GERAL

O camardo-rosa F. duorarum ¢ a espécie mais capturada no Golfo do México e no
Mar do Caribe. Na atualidade a pesca desta espécie esta colapsada. O cultivo pode ser
uma alternativa para a producao e provavelmente para a sua conservagdo. O objetivo do
presente trabalho foi estabelecer a condigdo fisiologica e imunologica de F. duorarum
em um sistema chamado de Bio-Floc Technology (BFT) o qual trabalha com
fertilizag@o organica, altas densidades de estocagem, aeracdo intensiva, troca minima de
agua e controlando a relagdo C:N. Pode se estabelecer que o €xito destes sistemas de
cultivo de camardes poderia estar associado com o aporte de proteina microbiana e sua
conseqiiéncia no estado fisioldgico ¢ de satde geral dos organismos. Realizou-se um
desenho experimental de dois tratamentos com quatro réplicas constituidas por oito
tanques circulares com capacidade de 20 m’ durante 118 dias. O tratamento AC
manteve uma troca de 30% didria e sem fertilizagdo orgénica, para o Tratamento BFT
foi adicionado melago de cana de agucar para manter a relacdo nominal C:N 20:1.
Foram utilizadas juvenis de uma grama, produzidos no laboratério de larvicultura de
camardes da UMDI-UNAM estocados a uma densidade de 100 juvenis/m’ e
alimentados com ragdo comercial. A cada més foram realizadas amostragens de
hemolinfa para avaliar os metabolitos sanguineos e variaveis como a Hemaglutinagao,
estouro respiratério, contagem de hemocitos totais ¢ a atividade da profenol-oxidase
(proPO). Foi medido o consumo de oxigénio ao longo do experimento. Houve
diferencias significativa (p<0.05) entre os tratamentos mostrando uma melhor condi¢do
fisiologica e imunoldgica nos camardes do tratamento BFT. O crescimento dos
camardes durante os primeiros 100 dias de cultivo foi melhor no tratamento AC. Os
metabolitos sanguineos indicam que os camardes de ambos os tratamentos se nutrem da
racdo, mais os indicadores imunoldgicos € o consumo de oxigénio parecem indicar que
os flocos microbianos estimulam uma melhor condi¢do de saude para resistir periodos
de estresse ambiental como a baixa na temperatura apresentada na metade do

experimento.



2.-ABSTRACT

The pink shrimp F. duorarum is the most caught species in Gulf of Mexico. Currently
fishing of this species is collapsed. The shrimp culture could be an alternative for the
production and stock conservation. The aim of this study was to evaluate physiological
and immunological condition of F. duorarum in Bio-Floc Technology culture systems
(BFT), which works applying organic fertilization, high stocking densities, intensive
aeration and minimum water exchange. It is possible to establish that the success of
these systems of shrimp farming could be associated with protein intake and their
influence on the physiological status and general health of organisms. Experimental
design was conducted using two treatments with four replicates, in eight circular 20 m’
tanks, for 118 days. In the AC treatment (clear water) the water was 30% daily
exchanged. In BFT treatment cane molasses was added inorder to maintain the nominal
rate C: N 20:1. One gram juveniles produced in the laboratory of the shrimp larviculture
UMDI-UNAM were stocked at 100 juveniles/m®. Daily shrimp were fed with
commercial feed. Hemolymph was sampled monthly to evaluated blood metabolites and
variables such as hemaglutination, respiratory burst, and total count hemocytes activity
Profenol-Oxidase (proPO). It was measured oxygen consumption during the
experiment. There were significant differences (p <0.05) between treatments, showing a
better physiological and immunological condition in shrimp at BFT treatment, even
when growth during the first 100 days of culture was better in the AC treatment. Blood
metabolites indicated that shrimp of both treatments were fed with commercial diet, but
the immunological indicators and oxygen consumption suggest that microbial flocs
stimulate better health condition to withstand periods of environmental stress such as

low temperature presented in the end of the experiment.



3. -INTRODUCAO GERAL:
Importéncia da Aquicultura e a Carcinicultura

A aqiiicultura mundial desenvolveu-se consideravelmente nos ultimos 50 anos,
desde uma produgdo de menos de um milhdo de toneladas no comego da década de 50,
até um registro de 51,7 milhdes de toneladas com um valor de US$ 78 800 bilhdes em
2006. Isso significa que a aqiiicultura segue crescendo a um ritmo maior que outros
setores da producdo de matérias de origem animal. Em quanto a producdo da pesca
cessou de crescer no meio da década de 80, o setor aqiiicola mantém uma taxa de
crescimento médio anual de 8,7 % em todo o mundo desde 1970. A contribui¢cdo da
aqiiicultura ao fornecimento mundial de crustaceos tem crescido rapidamente no ultimo
decénio, e alcangou 42 % da produgdo mundial em 2006, porém, nesse mesmo ano,
proporcionou 70 % dos camardes (peneideos) produzidos no mundo. A maior parte das
espécies marinhas cultivadas possui um elevado valor comercial, o que algumas vezes
se deve ao tamanho reduzido das populagdes naturais ou ao processo de diminuicao
delas mesmas (FAO, 2009).

Com um aumento de volume da produ¢@o, comércio e consumo ha uma crescente
demanda por melhor sustentabilidade, aceitabilidade social, e seguranca da saude
humana pelo setor da aqiiicultura. Isso ndo estd afetando somente o comércio
internacional e pressionando os produtores para focar em métodos de produgdo que
atendam a esses quesitos, mas estd também desafiando os paises produtores para que
esses desenvolvam e programem politicas e estruturas institucionais adequadas e
apropriadas para prover um ambiente voltado para a produgdo e o comércio
responsaveis (NACA, 2006)

Atualmente a pesar de a carcinicultura ser uma das atividades de cultivo mais
polémicas em nivel mundial, o cultivo de camardes tem sido um dos setores da
aqiiicultura de maior crescimento na Asia ¢ América Latina, e mais recentemente na
Africa. A rapida expansdo da carcinicultura tem gerado lucros substanciais para paises
em desenvolvimento, assim como em paises desenvolvidos, porém acompanhado por
preocupacdes crescentes relacionadas com os impactos ambientais e sociais. Além

disso, a sustentabilidade da carcinicultura nos ultimos anos esta sendo questionada,



devido entre outras coisas, pela introducdo de patdogenos, que resultam em importantes
brotes de doengas e significativa perda economica em paises produtores (NACA, 2006).
Problemas da Atividade Aquicola:

A intensificacdo da industria da aqiiicultura foi acompanhada em alguns casos da
poluicdo ambiental (acumulo de nitrogénio e fosforo, causando eutrofizacdao) e da
severidade crescente de manifestagdes da doenga. O nivel de intensificagdo exige maior
quantidade de racdo, maiores quantidades de proteina que contribuem por sua vez a
polui¢do por nitrogénio no sistema de cultivo. A decomposi¢do de algas mortas, ragdo
ndo comida e excregdes dos animais cultivados liberam o nitrogénio adicional sob a
forma da amonia e nitrito os quais amplificam o nivel da toxicidade do nitrogénio a
través de variagdes de pH. As concentracdes elevadas de amodnia afetam o crescimento,
muda consumo do oxigénio e mesmo a excre¢do da amodnia, e pode eventualmente
causar a mortalidade dos animais. A maior concentracdo de nitrito no meio ambiente
afeta negativamente o desempenho do crescimento (Jiang, et al. 2000; Mallasen ¢

Valenti 2006; Chen, et al. 2006).

Sistemas Alternativos de Cultivo para Alcancar a Sustentabilidade

Até hoje muitas técnicas como os sistemas foto autotroficos, com fitoplancton
(Mc Neil, 2000; Brune, et al. 2003; Hargreaves, 2006) troca freqiiente de agua
(Hopkins, et al.1993; Hopkins, et al. 1995; Sandifer e Hopkins, 1996; Moss,et al. 2001)
¢ o uso de biofiltros (Lei e Wen,2001; Nelson,et al. 2001;Gautier,et al. 2001 Jones, et
al. 2002;) tém sido usados para remover o excesso de nitrogénio. Assim, a procura para
desenvolver uma estratégia para remover ou aperfeicoar o nivel de tais compostos
toxicos na agua do viveiro transformou-se uma prioridade (Boyd et al.,1998;Amit et al.,
2008) O desenvolvimento de novas tecnologias para engorda de camardes em sistemas
ambientalmente amigaveis € requisito para satisfazer a crescente demanda de produtos
saudaveis e de alta qualidade do camardo. Para satisfazer estas demandas, os
carcinicultores devem considerar a exclusdo de doencas no sistema de producdo e
também proteger os ecossistemas aquaticos adjacentes das fazendas. A situacdo atual
da industria do cultivo de camardo impode desafios que terdo que ser superados
aproveitando a infra-estrutura cientifica dos paises produtores. A substitui¢do de farinha

de pescado, a formulacio de ragdes que ajudem a mitigar os efeitos das doengas, o uso



adequado do alimento natural, e 0 manejo da ecologia microbiana, entre outros serdo a
base das pesquisas em nutricdo dos camardes peneideos cultivados. Estas pesquisas
estardo particularmente influenciadas pelas variaveis do mercado, pelas pressdes em
politica ambiental, e a disponibilidade de insumos, entre outros fatores (Andreatta e

Rosas, 2006).

Sistema BFT (Bio-Floc-Technology)

O objetivo do sistema heterotrofico ZEAH (Zero Exchange Aerobic and
Heterotrophic System) (Wasielesky, et al. 2006) mais recentemente chamado na
literatura cientifica de Sistema BFT (Bio-Floc Technology) (Avnimelech, 2007, Azim e
Little, 2008; Avnimelech e Kochba, 2009) ¢é promover e potencializar o
desenvolvimento de comunidades bacterianas heterotroficas nos sistemas de cultivo,
que tem a habilidade de sintetizar proteinas que sdo aproveitadas pelos camardes, a
partir de carbono organico e dos dejetos nitrogenados. Para isso, esse sistema requer de
uma constante e abundante aeracdo da dgua nos tanques, com o objetivo de manter os
solidos suspensos. As bactérias heterotroficas colonizam as particulas dos dejetos e
absorvem nitrogénio, fosforo e outros nutrientes da agua (Wasielesky, et al. 2006;
Serfling, 2006). Outra vantagem em relacdo ao controle dos efluentes em sistemas
heterotroficos, segundo Andreatta e Rosas (2006), € o aporte nutricional do meio que
segundo eles, também fortalece a imunologia dos organismos. No entanto os
microorganismos presentes neste tipo de cultivo proporcionam nutrientes adicionais
para os camardes e contribuem para manter a boa qualidade de agua. (Otoshi, et al.
2001; Burford, 2004b Ballester et al. 2007). Além dos beneficios diretos, tém se
demonstrado que o alimento vivo aumenta a atividade das enzimas digestivas
aumentando a assimilagdo da ragdo (Guzman et al., 2001), o qual ao final afeta também
os metabolitos sanguineos. Assim o resultado obtido até agora em condicdes de
laboratério com aguas claras sdo evidentemente limitados ja que estas condigdes
diferem significativamente das que os camardes experimentam em viveiros de cultivo as

quais afetam a fisiologia dos organismos de maneira importante (Rosas et. al 2002).

Caracteristicas da espécie Farfantepenaeus duorarum



O camardo-rosa F. duorarum foi a espécie mais importante na pesca no sul do
Golfo de México (Gracia, 1995) entre tanto atualmente a atividade encontra-se em
colapso. No comeco dos anos 70 a pesca alcangou um pico de producdo de quase 27000
ton por ano, das quais 90% era camardo-rosa. Hoje, o rendimento ¢ de 3000 ton por ano
€ 0 camardo-rosa contribui com menos de 1000 ton. (Arreguin-Sanchez 2008). O
camarao-rosa no meio natural ¢ exposto a diferentes pressdes ambientais, que incluem
sobre pesca, poluigdo, efeitos da atividade petroleira e operagdes marinhas que vem
sendo desenvolvidas ao longo do Golfo do México e do Atlantico americano (Balcom,
1994). A maricultura poderia ajudar a preservar a diversidade bioldgica como atividade
econdmica de sucesso, oferecendo uma alternativa a pressao predatoria sobre espécies
aquaticas normalmente capturadas. Assim gerando um alivio local e indiretamente
mundial (Soto e Jara, 1999) ja que na atualidade o desenvolvimento de fazendas de
camarao estd baseado em espécies amplamente domesticadas e usualmente exoéticas
para muitos paises. Porém para manter a sustentabilidade, é preciso desenvolver
programas de domesticac¢@o de espécies nativas (Gaxiola, et al. 2008).

Com relagdo ao potencial aquicola, tem se observado que ¢ uma espécie muito
carnivora (Sanchez, 1997). Por esta razao, ¢ necessaria uma alternativa de cultivo onde
se ofereca uma maior quantidade de alimento vivo. Provavelmente o meio heterotrofico
proporcione uma maior quantidade de presas vivas € com isso, venha suprir suas

necessidades de proteina animal (Tacon, 2002; Cuzon G. IFREMER, com. pess.).

Indicadores do Estado de Saude dos Camardes

Segundo Andreatta ¢ Rosas (2006) ¢ Wasielesky et al. (2006) pode se estabelecer
que o éxito dos ambientes heterotroficos em cultivo dos camardes poderia estar
associado com a contribuicdo de proteina e sua conseqiiéncia no estado de saude geral
dos organismos. No entanto, a alta variabilidade dos sistemas heterotroficos impode a
necessidade de buscar indicadores nutricionais (como o indice hepatossomatico, o
ganho de peso e a avaliacdo de metabolitos sanguineos como a glicose, colesterol e
triglicerideos, e os imunologicos (como a atividade da proPO, a quantidade e qualidade
de hemocitos, o fator de hemaglutinagdo e o estouro respiratdrio) que permitam
estabelecer quando um cultivo desta natureza ¢ adequado ou ndo para uma determinada

espécie.
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Os camardes possuem um sistema circulatorio aberto (Bayne, 1990). O coracdo
distribui a hemolinfa a través de artérias, até chegar aos seios, onde os diferentes 6rgaos
sdo banhados. Este sistema permite que as proteinas de reconhecimento e os hemocitos
circulatorios tenham uma maior probabilidade de encontrar os elementos estranhos. Por
outro lado, a presenca de hemocitos fixos em tecidos como as branquias e a glandula
digestiva de diversos crustaceos proporciona uma elevada capacidade para isolar aos
agentes infecciosos nos lugares de maior contato com o meio (Smith e Ratcliffe, 1980;
Van de Braak et al., 2002).

O sistema imunoldgico participa na manuten¢do da integridade biologica de
qualquer organismo, ja que permite reconhecer e neutralizar particulas invasoras
nocivas (microorganismos patégenos, por exemplo) provenientes do ambiente ou dos
processos fisiologicos. Considera se que a imunidade dos invertebrados ¢ muito
simples, ja que carecem de alguns mecanismos presentes nos vertebrados, como as
imunoglobulinas e a memoria imunoldgica. No obstante, os crustdceos constituem um
dos grupos mais antigos e diversificados no reino animal, e sob essa perspectiva,
representam uma importante soma de estratégias exitosas contra as infec¢des (Dunn,
1986; Karp, 1990). Os mecanismos de defesa dos crustaceos incluem barreiras fisicas
passivas e uma resposta ativa contra organismos invasores. Nos camaroes, as barreiras
fisicas passivas estdo representadas por o rigido exoesqueleto e a membrana peritrofica
que envolve o bolo alimentar para proteger o epitélio do sistema digestivo (Dunn,
1990), em quanto a resposta ativa implica normalmente uma rapida mudanga no niimero
de células circulatorias, e a sintese de novas proteinas na hemolinfa (Destoumieux et al.,
2000; Johansson, et al. 2000). Em adi¢ao, mecanismos hemostaticos reparam as feridas
no tegumento interno para limitar a extens@o de possiveis infecgdes a través do processo
de coagulacio (Gillespie e Kanost, 1997). Quando essas barreiras sdo transpostas, € ndo
sdo suficientes para impedir a penetracdo de patdgenos, desencadeia-se no hospedeiro
uma série de reagdes imunoldgicas complexas com o objetivo de neutralizar e eliminar
os agentes invasores (Barracco, et al. 2008)

Os hemocitos dos decapodes sdo considerados como a primeira linha de defesa, ja
que participam diretamente em processos de reconhecimento, processamento e
amplificacdo da resposta imune (Soderhal, 1982; Soderhéll e Hall, 1984; Johansson e

Soéderhall, 1988). Com base em critérios morfoldgicos e bioquimicos os hemocitos dos
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crustaceos t€m sido caracterizados em trés subtipos: células hialinas, com grandes
granulos e semi-granulares (Johansson, et al. 2000). Pesquisas recentes sinalam a
vinculacdo entre os hemocitos e elementos séricos da resposta imune, como as
peneidinas e crustinas (Vargas-Albores et al., 2004), as quais sdo peptideos com
atividade antimicrobiana (Destoumicux et al., 2000; 2001). Também tem se detectado a
associacdo dos hemocitos com peroxinectinas, que apresentam funcdo opsonizante e
atividade de peroxidase (Johansson et al., 1995; Johansson, 1999). A amplifica¢do da
resposta imune dos crustaceos esta diretamente relacionada ao sistema profenoloxidase
(proPO) (Hernandez-Lopez et al., 1996; Gollas-Galvan et al., 1997;1999) e o sistema de
coagulacdo (Montafio-Pérez et al., 1999), ambos os sistemas sdo multiméricos e sua
ativacdo requer da exocitose regulada pelos hemdcitos circulatorios (Soderhill e Hall,
1984; Johansson et al., 2000).

Tem se demonstrado que os conhecimentos dos processos imunologicos
associados a bioquimica fisiologica permitem determinar o estado de satide dos
camardes (Bachére et al., 1995; Le Moullac et al., 1998a). As variagdes da capacidade
osmotica e a concentragdo dos metabolitos plasmaticos tém sido utilizadas para
determinar o estado fisiologico em relagdo ao tamanho, o estdgio de muda e a presenga
de contaminantes (Lin e Ting, 1994; Lignot et al., 1997), ao oxigénio dissolvido
(Charmantier et al., 1994), a qualidade dos reprodutores (Palacios et al., 1999b; Racotta
¢ Hernandez-Herrera, 2000; Pascual, 2000b; Sanchez et al., 2001) ao tipo de
alimentagdo (Rosas et al., 2000; 2001b; 2002). Dentre dos indicadores do estado
nutricional e imunolégico se encontram diversos componentes sanguineos que tém sido
estudados em varias espécies de camardes, tanto cultivados como nativos. Dentro destes
estudos tem-se notado que as proteinas tém um papel fundamental no metabolismo dos
camardes, sendo as moléculas responsaveis tanto pelo estado nutricional como pelo
sistema imune (Pascual, 2000; Rosas et al., 2001; Rosas et al., 2002; Pascual et al.,
2003a; Pascual et al., 2003b). Pelas implicagdes na tolerancia ambiental, os ajustes
produzidos para a manutencdo da pressdo osmotica interna t€ém sido utilizados como
indicadores do estado fisiologico de camardes (Lignot et al., 2000), enquanto que os
niveis de glicose, colesterol, acilglicérideos, proteinas, hemocianina e lactato tém sido
utilizados para conhecer o estado nutricional (Racotta e Palacios, 1998; Rosas et al.,

2001a; Rosas et al., 2002).
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Indicadores do Estado Fisioldgico dos Camardes

A hemolinfa dos camardes € um meio adequado para o estudo dos marcadores de
situagdo nutricional, todavia poucos trabalhos tém sido dirigidos ao desenho e validagao
de indicadores em camardes peneideos. Os marcadores do estado nutricional mais
utilizado no sangue e na hemolinfa, tem sido as proteinas. A hipdtese ¢ que a
concentragdo de proteinas no sangue se correlaciona com a quantidade total no corpo do
animal e na velocidade de troca protéica. A concentrag@o de proteinas estd determinada
por trés fatores: A velocidade de biossintese, o volume e caracteristicas da distribuicao
corporal ¢ a velocidade de catabolismo (Carrillo, et al. 2006).

A hemocianina ¢ uma proteina transportadora de oxigénio que representa entre 60
e 95% do total de proteinas da hemolinfa dos crustaceos. Esta proteina pode funcionar
além de transportadora de oxigénio, também como armazenamento protéico (Cuzon e
Ceccaldi, 1971; Cuzon et al., 1980). Em caranguejos foi encontrado que seus niveis
estdo diretamente relacionados com o estado nutricional (Terwilliger, 1998). Para ser
considerado um bom indicador, é preciso avaliar sua velocidade de mudanga e se o
efeito da hipoxia, a salinidade e o amoOnio sobre seus niveis em hemolinfa afetam a
resposta nutricional. Pascual et al. (2003) estudaram os niveis de lactato, colesterol,
triacilglicerideos, proteinas totais e hemocianina em camardes L. vannamei selvagens ¢
cultivados. Neste estudo os autores em encontraram uma interagdo entre o tipo de
populagdo estudada e o tipo de dieta. Rosas et al. (2001a) estudaram o efeito da
conjugacdo do nivel de carboidratos na dieta e a salinidade sobre os niveis de glicose e
proteinas na hemolinfa de L. vannamei e encontraram um efeito do nivel protéico da
dieta sobre a concentracdo de proteinas na hemolinfa. Rosas et al. (2001b) também
encontraram uma relagdo entre os niveis de proteinas € amonio na hemolinfa.

Estes resultados sugerem a possibilidade de avaliar o estado nutricional a partir do
estudo dos componentes da hemolinfa. Pascual et al. (2004) analisaram a caréncia de
dados sobre os niveis de componentes da hemolinfa de camardes do meio natural e de
cultivo e a necessidade de verificar se estes respondem a uma distribuigdo normal na

espécie estudada e enfatizaram sobre a necessidade de se ter dados de referéncia para L.
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vannamei. Estes autores propuseram, a partir de seus resultados e da compara¢do com
os dados encontrados por outros pesquisadores, que os niveis de oxihemocianina, de
proteinas totais, de glicose e de lactato podem resultar tuteis como indicadores da
referencia do estado fisiologico dos camardes (Carrillo, et al. 2006).

A Bioenergética e especificamente a Ecologia Energética se dedicam a analise das
taxas de gasto de energia, perdas, ganho e as eficiéncias das transformacdes de esta, em
termos de unidades ecologicas em condi¢cdes de campo. Desde um enfoque eco
fisiolégico pode se avaliar a energia dos organismos a partir do alimento, as
propriedades nutritivas e seu valor energético, seu consumo, assimilagdo e a sua
distribuicdo para cobrir os diferentes custos metabolicos no organismo. Esta cobertura
depende de condi¢cdes como a temperatura, pH, oxigé€nio dissolvido, fotoperiodo,
salinidade, turbidez, sexo, comprimento, peso, idade, alimentacdo, densidade de
estocagem, fase de muda, entre outros fatores (Duncan e Klekowski, 1975). A
respiragdo (R) nos organismos heterotroficos se inicia com a glicolise e termina com a
fosforizacdo oxidativa, pelo que a quantidade de oxigénio consumido por um animal
tem um equivalente de energia em termos de moléculas de ATP (Zubay, 1983). A
quantidade de energia produzida nos processos catabdlicos acoplados ao ciclo de Krebs,
encontram se dentro da energia investida na respiracao (Lucas, 1993; Guerin e Stickle,
1997; Rosas et al, 1998). A taxa respiratoria tem sido amplamente estudada em
crusticeos em relacdo com a salinidade, a temperatura, o oxigénio dissolvido, a
quantidade e qualidade do alimento, etc., ja que ¢ um bom indicador do estado
fisiologico dos animais (Chen e Chen,1993, Chen e Lin, 1998, Ferraris, et al., 1994,
Rosas, 1999, Rosas, et al., 2000., Rosas, et al., 1999, Rosas, et al., 1995, Rosas, et al.,
1997, Rosas, et al., 1992)

Os limites de tolerancia de uma espécie, frente a uma condicdo ambiental
particular, ndo sdo fixos j4 que estdo sujeitos a historia de vida dos individuos,
revelando assim, a profunda associagdo entre o grau de compensagdo homeostatica ¢ a
condicdo fisioldgica dos organismos (Newell, 1976; Torres, 1995). Neste sentido, os
marcadores da condicdo fisiologico-imunoldgica sdo importantes para aprofundar no
entendimento dos mecanismos compensatorios que utilizam os organismos frente a
mudangas ambientais, deficiéncias nutricionais e presenca de patégenos (Andreatta e

Rosas, 20006).
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4. -OBJETIVO GERAL

Por esta razdo o presente estudo teve por objetivo geral conhecer a forma como o
sistema de cultivo atua sobre a condi¢ao fisioldgica e imunoldgica de F. duorarum, a
través do monitoramento dos metabolitos da hemolinfa, com a finalidade de determinar

se esse tipo de cultivo é apropriado para esta espécie.
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6.-CAPITULO |

CRESCIMENTO E SOBREVIVENCIA DO CAMARAO-ROSA DO GOLFO DO
MEXICO Farfantepenaeus duorarum (Burkenroad, 1939) CULTIVADO EM
SISTEMA BFT (BIO-FLOC TECHNOLOGY)
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6.1.-RESUMO

Considerando que F. duorarum ¢ uma espécie omnivora com tendéncias mais
carnivoras, realizou-se o cultivo estimulando-se a formacdo de flocos microbianos para
incrementar a quantidade de proteina disponivel no sistema. O objetivo deste trabalho
foi comparar o crescimento ¢ a sobrevivéncia de F. duorarum em um sistema BFT, com
uma troca minima de agua. Programou-se um desenho experimental de dois tratamentos
com quatro réplicas constituidas por oito tanques circulares de fibra de vidro cobertos
com geomembrana de PVC, com capacidade de 20 m®. Utilizou-se 4gua marinha tratada
por um filtro de areia. O tratamento AC (Agua clara) manteve uma troca de 30% diaria
e sem fertilizagdo organica, no Tratamento BFT (Bio-Floc Technology) foi feita uma
inoculagdo inicial de diatomaceas Chaetoceros gracilis e quando a amonia atingiu 1 mg
ml™ foi adicionado melago de cana de actcar para manter a relacdo nominal C:N 20:1.
Foram utilizadas juvenis de uma grama, produzidos no laboratério de larvicultura de
camardes da UMDI-UNAM estocados a uma densidade de estocagem de 100
juvenis/m” e alimentados com ragdo comercial 40% de proteina bruta. Os pardmetros
fisicos e quimicos se mantiveram estaveis e ndo houve diferencas significativas entre os
tratamentos (p>0,05) com exce¢do da temperatura que teve uma baixa em dezembro.
Com respeito ao crescimento dos camardes, até os seis gramas o tratamento AC foi
ligeiramente maior. Provavelmente isso se deve a formacgdo de flocos microbianos que
demorou aproximadamente 60 dias. Depois dos camardes atingirem as sete gramas o
maior crescimento foi no tratamento BFT, provavelmente pela ingestdo dos bioflocos
microbianos. A sobrevivéncia nos tanques do tratamento AC foi maior (70%) que nos

tanques BFT (57%). Os custos de producdo e os efluentes foram bem maiores devido ao
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bombeamento permanente de dgua no tratamento AC. No entanto a sobrevivéncia e o
crescimento no tratamento BFT foram aceitaveis para esta espécie considerando que ela
tem bom mercado regional desde as cinco gramas e que neste tipo de sistema ¢ possivel

utilizar uma grande densidade de estocagem.

6.2.-INTRODUCAO

Tem se observado que F. duorarum, espécie nativa Del Golfo de México, tem
habitos predominantemente carnivoros (Sanchez, 1997). Por isso, em relacdo ao
potencial aquicola desta espécie, ¢ necessdria uma alternativa de cultivo aonde se
ofereca uma maior quantidade de alimento vivo. O material organico suspenso
(bioflocos) gerado nos tanques de cultivo intensivo tem valor nutricional significativo
para algumas espécies e permite aumentar as taxas de crescimento na sua presenca
(Tacon et al., 2002). Provavelmente o meio heterotrofico proporcione uma maior
quantidade de presas vivas e com isso, abasteca suas necessidades de proteina animal
(Cuzon G. IFREMER, com pess.). Alguns pesquisadores tém estudado a possibilidade
de cultivo de F. duorarum (Caillouet, 1972; Scki, 1973; Jannake, 1973; Caillouet, 1976;
Tatum, 1978; Bottino, 1980; Gaxiola et al., 2008). No México sdo poucos os trabalhos
feitos para avaliar a engorda comercial de F. duorarum. Lopez, et al., (2001),
cultivaram PL 10 de camar@o rosa obtendo uma taxa de crescimento de 0.38 g/semana.
Lopez, (2006) utilizou PL 20 de F duorarum em cultivo intensivo em meio
heterotrofico obtendo uma taxa de 0.92 g/semana. Na area de engorda experimental da
UMDI-UNAM vem se realizando varios ensaios de cultivo desta espécie (cultivos
autotroficos) com taxas de crescimento de até 0.89 g/semanal (resultados ndo
publicados).

Nos ultimos tempos, para melhorar a sustentabilidade e a biosseguranga, se tem
desenvolvido sistemas super-intensivos de engorda de camardes sem renovacdo de

agua. Minimizar a renovagao de agua ¢ uma parte essencial da carcinicultura moderna e
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ambientalmente responsavel. Reduzir a troca da agua beneficia o produtor baixando
custos de bombeamento e reduzindo a possibilidade de introduzir compostos toxicos,
patogenos, vetores de doencas ou outros organismos indesejaveis na fazenda. Isto
também beneficia o ambiente reduzindo a descarga de nutrientes e de matéria organica
das fazendas preservando recursos aquaticos (Decamp et al, 2003; NACA,2006).

O cultivo de camardes com bioflocos € um sistema de producao que funciona com
altas densidades de estocagem (de 100 até 700 camardes por m°) e é capaz de produzir
elevadas biomassas de camardes em pequenas areas de cultivo. Nos EUA, nesse
sistema, os cultivos de camardes com bioflocos tém alcancado niveis de produgio de
quase 7 kg de camardes por m” e até 13 Kg/m’® utilizando-se volumes reduzidos de 4gua
(Schweitzer, 2008; Wasielesky, 2006; Wasielesky, et al. 2009). Entretanto, para esses
niveis de produgdo, equipamentos como removedores de solidos € 0 uso de oxigénio sdo
condi¢des fundamentais para o processo. Uma conseqiiéncia do aumento das densidades
de estocagem de cultivo ¢ o actimulo de residuos de ragdo, matéria organica e
compostos nitrogenados inorganicos que sdo toxicos na agua dos tanques. O aciimulo
desses compostos ocorre porque os camardes retém uma porcentagem muito pequena
dos nutrientes presentes na ragdo e, como as quantidades de racdo usadas nos cultivos
com bioflocos sdo elevadas, uma grande parte dos residuos gerados no processo se
acumula na agua do cultivo. Portanto, embora os camardes tolerem densidades de
estocagem elevadas de cultivo, o aumento da biomassa de camardes nos sistemas
intensivos compromete a qualidade ambiental (Avnimelech, 2006).

As recentes inovagdes tém demonstrado que protocolos apropriados de gestdo
podem reduzir as exigéncias de renovagdo de agua, mesmo em sistemas altamente
intensivos, sem nenhuma perda de desempenho dos camardes. Isto traz beneficios para
todas as partes envolvidas e deve ser incentivado em todos os niveis (Lemonnier e
Faninoz, 2006; NACA, 2006) O uso de sistemas heterotréficos sem troca de agua
comecou a se desenvolver na década dos anos 70 com os trabalhos do grupo
AQUACOP no Tahiti (Polinésia Francesa), mantendo sistemas de cultivo de camardes
baseados em bactérias nitrificantes em obscuridade total (Tacon, et al. 2002; Cuzon, et
al. 2008); apos esta fase, o sistema foi melhorado no Waddell Mariculture Center nos

Estados Unidos no inicio dos anos 90 (Samocha, 2006;Wasielesky, et al. 2006). Na
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seqiiéncia o sistema de cultivo com bioflocos foi adaptado para fazendas comerciais em
Belize (Belize Aquaculture Ltda.) (Burford, et al. 2003).

Os bioflocos sdo formados por macro-agregados ou particulas suspensas
formadas na agua de cultivo dos camardes e contém fitoplancton (diatomaceas e outras
microalgas), bactéria, zooplancton, materiais detriticos, restos de exoesqueletos e
organismos mortos ¢ invertebrados (Chamberlain, 2001; Decamp, et al
2003;Hari,2004;Serfling,2006, Crab, 2007,Manju,2009) Segundo Andreatta e Rosas
(2006), Wasielesky et. al (2006) e Cuzon (2004) pode se estabelecer que o éxito dos
ambientes heterotroficos em cultivo dos camardes poderia estar associado com o aporte
de proteina e sua conseqiiéncia no estado de saude geral dos organismos. Nao bastando,
a alta variabilidade dos sistemas heterotroficos impde a necessidade de buscar
indicadores nutricionais ¢ imunoldgicos nos camardes que permitam estabelecer quando
um cultivo desta natureza ¢ adequado ou ndo para uma determinada espécie. O sistema
BFT se apresenta como adequado sobre tudo para o cultivo de espécies ainda ndo

domesticadas (Cuzon, 2008). Porém o presente trabalho tem os seguintes:

6.3.-OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar o Crescimento e Sobrevivéncia do camardo rosa Farfantepenaeus. duorarum

em um sistema Bio-Floc Technology.

Objetivos Especificos

. Implementar um sistema de cultivo para camardes, com troca zero de

agua, através do controle da relagdo C/N;

. Caracterizar os parametros ambientais no meio de cultivo através do

monitoramento dos Parametros Fisicos e Quimicos da dgua dos tanques.
. Comparar o crescimento de F. duorarum em sistema BFT e agua clara.

. Comparar a sobrevivéncia de F. duorarum em sistema BFT e agua clara.
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6.4.- MATERIAIS E METODOS
Local do experimento:

O experimento foi conduzido na area de tanques externos da Unidade
Multidisciplinar de Docéncia e Pesquisa (UMDI, pelas siglas em espanhol) da
Faculdade de Ciéncias- Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), Campus
Sisal (Figura 1), localizada na regido costeira noroeste do Estado de Yucatan (21°9°55.
22 N, 90°1°54. 93 W) no porto de abrigo em Sisal, municipio de Hunucma em Yucatan,
Meéxico (Figura 2).

Figura 1 Unidade Multidisciplinar de Docéncia e Pesquisa-UNAM Figura 2 Sisal, Yucatan-México

Animais experimentais:

As pos-larvas de camardo foram produzidas no laboratorio de larvicultura da
UMDI-UNAM, a partir de reprodutores selvagens capturados no Golfo do México.
Foram utilizados juvenis de um grama de F. duorarum em uma densidade de 100

juvenis m’

, em agua marinha.
Desenho experimental:
Utilizou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado com dois
tratamentos com trés repeti¢des cada, com duragdo de 118 dias:
. Tratamento AC = Agua clara, troca durante todo o experimento de 32% (5000
1/dia) diario de agua

. Tratamento BFT = Sistema Bio-Floc Technology, sem troca de agua

Foram usados oito tanques circulares de 5 metros de diametro e 0,85 m. de altura

(15 m®), com base de fibra de vidro cobertos com geomembrana de PVC Alkorplan® de
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1,0 mm, protegidos com sombrite (50%) e rede anti-passaros (Figura 3). Os tanques
foram abastecidos com agua do mar filtrada (35 +5 %o). A aeragdo intensiva foi
fornecida por meio de um soprador de ar (Sweetwater® SHP). A drenagem foi

modificada para poder excluir diariamente os sedimentos do fundo.

Figura 3 Area de Tanques Exteriores UMDI-UNAM

Sistema BFT (Bio-Floc Technology):

Para a preparagdo do Sistema BFT foi utilizado melago, farelo de trigo e ragao
comercial. Foi realizada analise proximal (Laboratério de Nutrigdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Autonoma de Yucatan)
para determinar o conteudo de Carbono e Nitrogénio na ragdo, no farelo de trigo e no
melaco e poder manter a relacdo Carbono: Nitrogénio. Esta relacdo foi medida e
balanceada de acordo com o conteudo de cada ingrediente e dos dados dos compostos
nitrogenados no tanque. O volume dos flocos foi medido com os Cones Imhoff®
(Aquatic Ecosystems Inc.").

No comego do experimento se agregou fertilizante Nutrilake® numa taxa de 100
Kg/ha Inoculou-se diatoméaceas Chaetoceros gracilis a uma densidade de 2x10* células
ml™. Além disso, foi feita realizada uma fertilizagio organica (Tabela 1), adicionando-
se durante ha primeira semana 620 g de melago de cana e 200 g de farelo de trigo em

cada tanque do tratamento BFT, (segundo a metodologia de Suita,2009) para dar
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substrato de fixacdo bacteriana e complementar assim junto com a ragdo, o aporte de N

e C, mantendo uma relagdo C:N de 20:1 segundo Avnimelech, 1999.

Tabela 1. -Fertiliza¢do orgénica inicial

Ingrediente  Quantidade  MS Peso  Cinzas PB PB CHO CHO (e} C
(%) Seco (%) E (%) (9) (%MS)  (%MU)  (%MU) (g MU)
()] (] (%) @
Melago 620 8,3 51,46 0,2 0,5 1,5 0,77 490 98,6 8,18 4,09 25,36
F. Trigo 200 85,79 171,58 533 3,53 16,60 2848 1,58 82,8 71,07 40,00 80,00
Racéo 99,24 90,76 73,20 5.4 223 374 2738 0,78 53,6 48,65 40,00 39,70

Os animais de ambos os tratamentos foram alimentados durante todo o periodo
experimental em cinco por¢des iguais por dia com ragdo comercial Api-Camarén® com
40% de Proteina Bruta (PB), doada por Malta Clayton® México, duas vezes durante o
dia e trés na noite segundo a tabela de alimentagio de Agribrands Purina®, 2006 ¢ a
metodologia de alimentagdo em bandejas (Seiffert e Andreatta, 2004). Cada semana
mediu-se a densidade dos flocos na 4gua com os Cones Imhoff®, adicionando um litro
de agua de cultivo aos cones e deixando sedimentar durante 15 minutos segundo a

metodologia de Avnimelech, 2008.

Parametros Fisicos e Quimicos:

Os parametros fisicos e quimicos da agua como temperatura, pH e oxigénio
dissolvido foram monitorados diariamente durante o dia (duas vezes) e a noite (trés
vezes), utilizando um Analisador multipardmetros modelo SensION6-Hq40 da marca
Hach®, a salinidade foi medida com um refratdbmetro manual Fisherbrand® com
compensador automatico de temperatura. A transparéncia foi medida com um Disco de
Secchi (Aquatic Ecosystems Inc.”); a Amoénia Total (NAT), Nitrito (NO,) e Nitrato

(NO3) com um kit para Amonio Saltwater Master da marca Hach®.

Analise Estatistica
Os valores de crescimento em peso, sobrevivéncia e conversdo alimentar nas

repeti¢des de cada tratamento foram analisados com auxilio do software STATISTICA®
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versao 6.0. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA, 0=0,05) e apds
cumprir as premissas necessarias para analisar possiveis diferencas entre as repeti¢des
em um mesmo tratamento foi aplicado o teste t de Student para determinar se existiam

diferencias significativas entre os tratamentos.

Desempenho dos camar®es:
Crescimento

Com intencdo de manter os camardes livres de ou com o menor grau de estresse
(posteriormente foram utilizados para outras avaliacdes), as biometrias foram feitas
cada més, amostrando-se 80 camardes, os quais foram levados ao laboratdrio, medidos
com uma régua plastica e pesados numa balanga digital Modelo Adventurer da marca
Ohaus® com precisdo de 0.01 gr. Os animais utilizados em cada biometria foram
descartados.
Sobrevivéncia:

Ao final do periodo experimental todos os camardes foram coletados com puca e
contados individualmente para quantificar a sobrevivéncia.
Taxa de Conversdo Alimentar (TCA)
A taxa de conversdo alimentar foi calculada através da equagao:
TCA=Quantidade de Racdo Fornecida / Biomassa Total Produzida

A taxa foi calculada para as diferentes repetigdes e depois para os tratamentos.
6.5.-RESULTADOS:

Sistema Bio-Floc Technology (BFT):

Ap6s a fertilizagdo inicial e o fornecimento constante de ragdo a amonia comegou
a se incrementar ¢ quando atingiu um mg I"'. Durante as semanas 3 e 6 foi agregado
melago de cana para controlar os niveis de amodnia, considerando que 6 gramas de C
servem para converter uma grama de N gerado em biomassa protéica (Samocha, 2007;
Ebeling, 2006). O melaco foi adicionado somente quando foi necessario de acordo com
os niveis de amodnia. Na figura 4 pode se observar o consumo do melaco ao longo do

experimento.
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Figura 4 Suprimento de Melaco de cana no tratamento BFT ao longo do experimento (118 dias)

A formagao constante dos flocos demorou cerca de 45 dias. Na segunda semana
foi agregada mais uma capa de sombrite para cada um dos tanques experimentais
reduzindo a entrada de luz direta a 10%. A partir desse momento cada semana
incrementou-se o volume dos flocos nos Cones Imhoff, descrito na Figura 5. Todos os
dias pela manha o cano da drenagem central foi retirado durante um minuto, deixando
fluir aproximadamente 0,02% do volume total de agua (aproximadamente 3,3 1) para a
retirada do excesso de sedimentos, como sugerido por McIntosh, (2001), Avnimelech,
(2006) e Cuzon, (2008). Nas Figuras 6,7 ¢ 8 podem ser verificados alguns detalhes das
observagoes dos bioflocos ao microscopio optico.
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Figura 5 Densidade dos Flocos, registrado nos Cones Imhoff no Tratamento BFT ao longo do experimento
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Figura 6 Daoméceas nos Flocos Microscopio Optica (MO) 10X Figura 7 éa indcando 0 Tamanho dos Flocos (MO) 10X

Figura 8 Nematodeos nos Flocos (MO) 10X

Ao final do experimento se fez um Analise Proximal dos Flocos, obtendo-se
valores médios da composi¢do proximal dos flocos podem ser vistos na tabela 2. O
contetido de proteina bruta (PB) foi constante em todas as amostras. A andlise revelou
altos teores de cinzas no periodo ao longo do experimento. O percentual de cinzas do

presente estudo foi considerado elevado (entre 41-53%).
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Tabela 2. Percentual (%) de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE),
extrativo nao nitrogenado (ENN), fibra bruta (FB) e cinzas em sete amostras finais de

flocos

Amostra MS (%) PB (%) EE (%) ENN*(%) FB (%) Cinzas (%)

95
95
91
94
94
95
96
Media 94

~NoO Ok, WN -

26,48
23,18
22,56
21,41
22,5
21.47
19,81
22,49

2,62
2,65
1,93
322
3,17
3,44
1,74
2,68

27,16
2521
24,04
20,58
22,80
21,11
23,59
23,50

2,13
23
2,61
2,12
2,35
2,44
1,81
2,25

41
46
48
52
49
51
53
49

*Estimado por diferenga [100 — (PB + EE + FB + Cinzas)]

Parametros Fisicos e Quimicos:

Os valores médios e os desvios padrdo dos parametros fisicos e quimicos sdo

apresentados na tabela 3. N&o houve diferencas significativas (p>0,05) entre os

tratamentos em termos de temperatura, oxigénio dissolvido, pH e salinidade. A

temperatura (Figura 10) se manteve sem diferencas significativas entre os tratamentos,

mais houve uma diminui¢do bem marcada quando comparada ao inicio do experimento

(31,4°C) com os meses de dezembro a janeiro aonde se registraram temperaturas

inferiores aos 19°C em ambos os tratamentos. No caso da amdnia, nitrito e nitrato para

o tratamento AC ndo foram registrados valores de acumulagdo destes compostos devido

a constante troca de agua. A transparéncia foi total ao longo do experimento para o

tratamento AC. Quando se iniciou o incremento da amoénia, o sistema foi controlado

com a injecdo de melago.
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Figura 10 Temperatura dos tratamentos experimentais durante o dia e a noite ao longo do experimento

Tabela 3. - Médias (xDP) valores maximos e minimos dos parametros fisicos e
quimicos dos tanques experimentais de ambos os tratamentos durante o periodo
experimental (118 Dias).

TRATAMIENTO A TRATAMENTO B
AGUA CLARA BFT
Media Max Min Media Max  Min

Oxigénio (mg I™") 7,07£0,53 7,59 594  6,75+0.68 7,84 5,52

Temperatura (°C) 24,4+2.72 314 18,6 24,36£225 31,6 18,3
Salinidade 38,63+1,41 41 37 38,84+1,21 40 35

pH 7,36+0,27 7,8 6,8 7,51+0,38 7,7 6,8
Transparéncia (cm) 57+2,87 60 42 21,91+3,21 24 17

Aménia (mg I'") 0,5:0,1 <0,5 <0,5 0,740,76 2,51 <05
Nitrito (mg I™") 0,5+0,1 <0,5 <05 4,69+3,57 10,23 <05

Nitrato (mg I'") 0,5+0,1 <0,5 <05 6,75+12,39 4323 <05
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Desempenho dos camar®es:

Crescimento

Os parametros de desempenho dos camardes no sistema experimental sio
resumidos na tabela 4. O Crescimento de F. duorarum ¢é mostrado na Fig.11. O
crescimento no tratamento Agua Clara foi significativamente maior que o Tratamento
BFT (P< 0,05) até¢ o dia 88. Apds o dia 100 no Tratamento BFT o crescimento foi

melhor ¢ houve uma diminui¢do de crescimento no tratamento AC.

Tabela 4. -Parametros de desempenho de F. duorarum

AGUA CLARA BFT

PL/m?
100° 100*
Peso inicial 1,17+0,27° 1,17+0,27°
)
Peso final 6,29+1,08" 5,35+0,97°
9
Sobrevivéncia 70,73+7,10* 57,69+3,11°
(%)
TCA 3,91+1,16° 1,99+0,65"
Troca de 4gua 5200 3,2
L/dia
Rendimento 4,75° 3,3°
Ton/ha
Taxa de Crescimento Diario % 0,031* 0,034*

Letras diferentes indicam diferencias significativas p>0,05
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Figura 12 Taxa de Crescimento Diario de F. duorarum em ambos os tratamentos

ao longo do experimento

Sobrevivéncia
A sobrevivencia foi significativamente maior (P< 0,05) no tratamento AC. Houve
um aumento da mortalidade natural durante dezembro e janeiro, quando as temperaturas

baixaram até menos de 19°Cem alguns dias do experimento.
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Figura 13 Sobrevivéncia total de F. duorarum em ambos os tratamentos ao final do experimento

Taxa de Conversao Alimentar:
O consumo de ragdo foi significativamente menor (P<0,05) no tratamento BFT,

reduzindo em 40 % o consumo total,conforme ¢ mostrado na figura 14.
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Figura 14 Taxa de Conversdo Alimentar obtida para os camardes F. duorarum de ambos os tratamentos ao

final do periodo experimental (118 dias)
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6.6.-DISCUSSAO:

A fertilizagdo inicial fomentou o desenvolvimento de fitoplancton,
particularmente diatomaceas nos tanques do sistema BFT, mais ainda com o aumento
das microalgas, ndo houve agregacdo de matéria organica. A radiacdo solar foi intensa
durante o cultivo. Apds a segunda semana de cultivo foi colocada uma segunda capa de
sombrite para reduzir a entrada de luz direta em 90%. Sabe-se que condi¢des com
abundante intensidade luminosa favorecem o desenvolvimento do fitoplancton e logo o
zooplancton e que eles fornecem os nutrientes precisos para o desenvolvimento da
comunidade bacteriana, podendo entdo diminuir a entrada de luz (Zhi, 2008).

Poucos dias ap6s a colocacdo do sombrite foram registradas algumas alteragdes
tais como: uma mudanca da cor dos sedimentos retirados diariamente (de verde para
marrom), um aumento na turbidez e nos volumes de bioflocos. A reducdo da
intensidade luminosa parece ter favorecido o desenvolvimento bacteriano para a
formagdo de agregados de matéria orgéanica, como ¢ reportado por Cuzon, (2008). No
momento de cobrir os tanques houve uma reducao nas populagdes de fitoplancton e isso
incrementou os niveis da amonia no sistema, tornando necessaria a adi¢do de melaco de
cana para converter a amdnia em proteina de origem microbiana. O melago foi aplicado
durante cinco semanas. Apos este periodo o sistema se equilibrou e nao foi preciso
continuar a adi¢do de melago. E provavel que a retirada diaria do excesso de sedimentos
e o aumento na atividade bacteriana mantiveram controlada a producdo de amonia,
segundo MclIntosh, (2001; Avnimelech, (2006) e Cuzon, (2008). Foram feitas
observagdes ao microscopio Optico para verificar a formagdo e evolucdo dos flocos, esta
foi desde a presenca de microalgas, principalmente diatomaceas e cloroficeas, até a
presenga de nematodeos ao interior dos bioflocos, esta presenca de organismos maiores
coincidiu com o momento em que se deixou de aplicar o melaco em que
presumivelmente se alcancou o equilibrio do sistema.

Todos os parametros se comportaram dentro dos limites para peneideos (Ocampo,
2000; Arana, 2002; Boyd, 1998). Houve uma queda na temperatura a partir da semana 9
e até¢ a semana 14, quando a mesma declinou de 24°C para os 20°C, alcancando
temperaturas extremas de 19°C. Ao que parece esta baixa na temperatura influenciou

mortalidade em ambos os tratamentos ja que esta regula as taxas de quase todos os
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processos metabolicos incluido o potencial de crescimento. A temperatura ¢ o fator que
governa o consumo de oxigénio (Brett, 1979; Spanopoulos, 2005, em Bureau, et al.,
2000) principalmente no periodo de intermuda para espécies de peneideos de télico
fechado como Farfantepeneus californiensis (Bureau et al, 2000). Segundo Ocampo, et
al. 2000, a temperatura de 19 °C limita os camardes na manuten¢do de seu balango
energético provavelmente diminuindo o apetite ¢ 0 movimento. O oxigénio se manteve
sempre acima de 5 mg L' durante todo o experimento. A salinidade comegou em 35 %o,
mas na maioria do tempo ficou mais perto de 40 %o em ambos os tratamentos. O
incremento deste parametro ndo foi relacionado com a evaporagdo, e sim com a
salinidade natural da fonte (pogo). A transparéncia no tratamento AC foi sempre total
devido a troca de agua, e no tratamento BFT foi diminuindo conforme a agregacdo da
matéria organica e a formacdo dos bioflocos. Os compostos nitrogenados evoluiram de
forma natural ao reportado em trabalhos sobre sistema BFT (Wasielesky, et al. 2006;
Avnimelech, 2007; Crab,2009), onde primeiramente ocorre um pico de amonia
originado pela rag@o e os dejetos dos camardes, e posterior diminuigdo da amonia com a
adicdo de melaco e inicio de um pico de nitrito seguido do incremento nos nitrato. A
pesar da presenga destes produtos nitrogenados, os mesmos sempre estiveram dentro
dos niveis aceitaveis para peneideos (Thoman, 2001, Azim, 2008) e normais para
sistemas BFT (Kuhn, et al. 2008;Avnimelech, 2009;Lin, et al. 2001).

A sobrevivéncia geral dos camardes foi de 70% para o tratamento AC e de 58%
para o BFT. Esta taxa pode ser considerada expressiva para camardes peneideos de
télico fechado, cultivado em densidades de estocagem elevadas, como as obtidas por
Ballester, et al. (2007). Lopez, 2006 reportou uma sobrevivéncia de 84% para os
camardes desta espécie mantidos em sistema BFT e de 76% para os do tratamento AC,
mais utilizo uma densidade de estocagem baixa 25 camardes/m?, ¢ em menor tempo de
cultivo (60 dias) na mesma localidade deste trabalho. Em sistemas de cultivo semi-
intensivo, generalmente as sobrevivéncias para camardes de télico fechado variam entre
6 e 52% como as obtidas para F. duorarum por Jorgensen ¢ Benvenuti, (2001) e de 60%
para F. brasiliensis como a obtida em Valenzuela, (2003).

A sobrevivéncia foi significativamente melhor (p<0.05) no Tratamento AC. Mais

ainda com diferencias estatisticas, as sobrevivéncias foram muito parecidas em ambos
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os tratamentos provavelmente as baixas temperaturas do periodo de inverno influiram
na sobrevivéncia final.

De forma inicial, o crescimento dos camardes foi melhor no tratamento AC
durante os primeiros 100 dias de experimento, mais apos esse periodo o qual coincidiu
com o fim do inverno os camardes do Tratamento BFT comecaram a incrementar seu
peso. Por outro lado os camardes do tratamento AC diminuiram a taxa de crescimento
especifico, provavelmente o custo energético de resistir ao inverno foi muito alto para
os camardes em agua clara, ja e caso contrario, os camardes do tratamento BFT tiveram
um crescimento compensatorio uma vez que a temperatura comegou a se incrementar
novamente.

A andlise proximal dos flocos (Tabela, 2) indica um valor nutricional que parece
ter sido importante para os camardes do tratamento BFT, isto também ¢ confirmado em
numerosos trabalhos nos quais se tem demonstrado que os camardes crescem melhor
em cultivos que tém uma alta atividade de flocos microbianos, microalgas e outra biota
natural(Avnimelech,1999; Moss, et al.2000,2001; Tacon, 2002; Cuzon, et al. 2004,
Izquierdo, et al. 20006).

Dados de pesquisas tém reportado que os sistemas BFT melhoram a saude dos
animais através da estimulagdo do sistema imune, reduzindo a mortalidade pelos efeitos
benéficos de componentes bio-activos nos flocos (vitaminas, enzimas, fito-esterdides e
fotopigmentos) (Linan, et al. 2002; Burford, 2004) Ainda que os bioflocos tenham sido
reportados como ricos em proteinas, vitaminas e minerais, mais pobre em lipidios
(Tacon, 2002), também tem sido reportado com perfil de aminoacidos parecido ao da
farinha de soja, o que pode ser uma boa oportunidade para reduzir o uso de farinha de
peixe nas dietas (Zhi, 2008).

O alto conteudo de cinzas nos bioflocos ¢ comparavel com os lodos ativados e
provavelmente esteja relacionado com oxidos 4acidos insoluveis e uma mistura de
silicatos (Tacon 2002) indicando um efeito positivo na atividade de enzimas digestivas
e na flora microbiana do trato digestivo dos camardes (Moss, et al. 2001).

Um maior numero de estudos devem ser realizados para saber se além da grande
importancia nutricional dos bioflocos para os camardes existem também processos que

estimulem o sistema imune para resistir fortes periodos de estresse (onde os camardes
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sofrem alteragdes fisiologicas), por exemplo, as variagdes dos parametros ambientais
como oxigénio, temperatura ou compostos nitrogenados.

O Manejo alimentar com bandejas permite controlar a quantidade de racdo
subministrada nos tanques. A auséncia total de residuos de ragdo nas bandejas dos
tanques do tratamento AC fez manter a mesma quantidade de ragdo o tempo todo.
Contrariamente no tratamento BFT ocorreu uma diminui¢do da quantidade de ragao
ministrada. Essa reducdo foi de até¢ 40% da quantidade de racdo utilizada no tratamento
AC. Aparentemente os camardes do tratamento BFT, consumiram ndo s6 a ragdo, mais
também provavelmente os bioflocos bacterianos com todos os microorganismos
presentes neles. Além disso, se considerarmos a importancia econdmica deste fato, o
sistema BFT permite reduzir os custos de producdo do cultivo incluindo a diminuigdo

da troca da agua.

6.7.-CONCLUSAO

O camardo-rosa do Golfo do México F. duorarum teve no Sistema BFT um
crescimento muito similar ao obtido no tratamento AC. Considerando-se o grande gasto
de energia para manter a troca permanente de dgua no tratamento AC, o cultivo no
sistema BFT se apresenta como mais uma boa possibilidade para o cultivo desta
espécie. Em relacdo ao crescimento durante o periodo de inverno, os resultados indicam
que F. duorarum cultivado em sistema BFT tem uma melhor condigao fisiologica para
se sobrepor a periodos de estresse, por exemplo, as baixas temperaturas. A redu¢do no
consumo de ragdo no tratamento BFT € uma excelente oportunidade para diminuir os

custos do cultivo.
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7.-CAPITULO 1

CONDICAO FISIOLOGICA E IMUNOLOGICA DO CAMARAO-ROSA
Farfantepenaeus duorarum (Burkenroad, 1939) CULTIVADO EM SISTEMA BFT
(BIO-FLOC TECHNOLOGY).
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7.1.-RESUMO:

A resposta imune de camardes peneideos tem sido avaliada através de diversas
formas, entre as quais destacam a variagdo na concentracdo de hemocitos (NHT), a
atividade do fenol-oxidase (proPO), o titulo de hemaglutinacdo (H) e o Estouro
Respiratorio (NBT) entre outras. Também tem se demonstrado que os conhecimentos
dos processos imunologicos associados a bioquimica fisioldgica permitem determinar o
estado de satde dos camardes. Assim, as variacdes da capacidade osmotica e a
concentracdo dos metabolitos plasmaticos (colesterol, proteinas, acilglicerideos, e
glicose) tém sido utilizadas para determinar o estado fisioldgico de diferentes espécies
de peneideos. Estes metabolitos foram avaliados para camardes F. duorarum cultivados
em Agua Clara (AC) e Sistema BFT (Bio-Floc technology), no sul do Golfo do México.
Mensalmente foram analisadas amostras de camardes que se encontravam em estagio C
de muda. Foram tomadas amostras de hemolinfa ¢ se¢ realizaram as avalia¢des
correspondentes. O Tratamento BFT apresentou valores significativamente diferentes
(p< 0,05) dos indicadores imunolégicos que revelam uma boa condi¢do de satde dos
camaroes, neste meio, € que eles estdo bem melhor preparados com respeito aos animais
do tratamento AC para resistir o ataque de patdgenos ou enfrentar condigdes ambientais
adversas que geram estresse como variacdes abruptas de temperatura, compostos
nitrogenados, ou salinidade. Os indicadores fisiolégicos nao mostraram diferencas
significativas (p>0,05) indicando que os camardes de ambos os tratamentos se nutrem
da racdo e que os bioflocos do sistema BFT provavelmente funcionam como um

complemento que estimula o sistema imunolégico.
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7.2.-INTRODUCAO:

Embora os conhecimentos sobre os requerimentos nutricionais e as condi¢des
otimas de cultivo dos peneideos tem se desenvolvido muito, a apari¢do de doengas
continua apresentando uma redug@o no crescimento ¢ grandes perdas econémicas pelas
altas mortalidades (Rodriguez e LeMoullac, 2000). Com a finalidade de evitar as
infeccOes, em muitos casos se adicionam antibidticos na ragdo, mas seu uso freqiiente
pode favorecer a resisténcia por parte dos patdogenos, além de bioacumular-se nos
camardes e gerar efeitos ambientais colaterais. (Sun et al., 1996; Rengpipat et al., 1998).
No momento, a profilaxia e o controle de doengas nos cultivos restringem-se
basicamente a praticas adequadas de manejo e a reducdo das condigdes de estresse, uma
vez que os fatores que determinam o estado de satide dos camardes sdo ainda pouco
conhecidos. Neste contexto, o estudo do sistema imune de crustdceos desponta como
uma estratégia recente e promissora, visto que permite conhecer as bases da
susceptibilidade e resisténcia destes animais a microrganismos patogénicos e parasitas,
além de fornecer subsidios valiosos para o estabelecimento de pardmetros de saude e
imuno-marcadores para selecdo genética de animais mais resistentes a infecgdes
(Barracco, et al. 2008)

A resposta imune tem sido avaliada através de diversas formas entre as que
destacam a variagdo na concentracdo de hemocitos, a atividade da fenol-oxidase e seus
reguladores (macroglobulinas e pacifastina), o titulo de hemaglutinacdo, a atividade
fagocitica e o Estalido Respiratério entre outras (Le Moullac et al., 1998b; Lopez et al.,
2003)

A situagdo nutricional avalia-se com um conjunto de elementos entre os que se
destacam o papel predominante do peso, comprimento e a sobrevivéncia dos animais. O
peso e o comprimento sd3o bons indicadores e pelo geral ocupam o eixo central de
qualquer estudo de nutri¢do e de qualquer sistema de controle durante o cultivo. O peso
¢ um marcador indireto da massa protéica e do armazenamento de energia. Bureau et al.
(2000) analisaram os padrdes de crescimento e deposi¢do de nutrientes em camaroes e
discutem algumas idéias interessantes sobre o uso de este indicador. Os autores
afirmaram em seu trabalho que é comum entre os nutricionistas considerar que a
qualidade e a quantidade do alimento é o fator que conduz ao crescimento enquanto

seria mais apropriado reconhecer que o tamanho e provavelmente a composi¢do
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corporal estdo determinados geneticamente e, porém € necessario conhecer o padrdo de
crescimento das espécies para saber quanto o animal ¢ capaz de conseguir em biomassa
concordando com a sua biologia e as condigdes em que se cultiva.

Para desenvolver métodos efetivos, a medida de peso corporal necessita ser
complementada por outros indicadores ja que em camardes o processo de crescimento ¢
descontinuo e procede com una serie de mudas separadas por periodos de intermuda que
introduzem variaveis ndo contempladas em outras espécies. A hemolinfa dos camardes
¢ um meio adequado para o estudo dos marcadores de situacdo nutricional, todavia tem
se realizados muito poucos trabalhos dirigidos ao desenho e validagdo de indicadores
em camardes peneideos (Carrillo, et al. 2006). Existem estudos nos que se tem
relacionado os parametros sanguineos de algumas das espécies, mas importantes de
América tanto de individuos cultivados (L. vannamei) como das populagdes silvestres
(L. setiferus e Farfantepenaeus duorarum) (Pascual et al., 2003a; Rosas et al., 2004;
Rosas et al., 2007) com a condigdo fisiologica e imunologica.

A medicdo de hemocianina tem sido proposta como um indicador para avaliar o estado
de saude e a condigd@o nutricional dos crustaceos (Spicer e Baden, 2000). A hemocianina
¢ a proteina mais abundante na hemolinfa, ¢ além de ser pigmento respiratorio, funciona
como proteina de reserva na hemolinfa (Hagerman, 1983; Chen e Cheng, 1993; Van
Holde et al., 2001), atua como osmolito (Hagerman e Weber, 1981), transportador de
ecdissona (Van Holde et al., 2001), e possivelmente também participa na resposta
imune, devido a seus componentes fungistaticos (Destoumieux et al., 2001). Além
disso, tém atividade tipo fenol-oxidase depois de reagir com alguns componentes
endogenos da resposta imune, como fatores de coagulagdo e peptideos antimicrobianos
(Adachi et al., 2003).

Com tudo um dos problemas que a industria da aqiiicultura tem enfrentado ¢ a
falta de critérios para a avaliacdo da condicdo fisiologica e/ou de saude dos animais em
cultivo. Atualmente, muitas das decisdes que implicam o uso de um ou outro aditivo, ou
estratégia de manejo sdo baseadas em observagdes grossas relacionadas ao consumo de
racdo (diminuicdo do consumo nas bandejas de controle), algumas caracteristicas
morfologicas (a presenga de apéndices ou telson vermelho) ou anéalises bacteriologicas

ou virolégicos que se fazem nas mesmas fazendas de cultivo (Andreatta e Rosas, 2006).
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Com todas as suas caracteristicas, os sistemas heterotroficos, além das vantagens
que oferecem, principalmente, a maior disponibilidade de alimento vivo, também
produzem organismos em cultivo mais saudaveis. No entanto, ndo existem estudos que
demonstrem a forma em que o meio heterotréfico (BFT) modula a condigdo fisiologica
e imune dos camardes (Moss, et al. 2000; Moss, et al. 2001; Tacon, et al. 2002; Linan,
et al. 2002, Cuzon, et al. 2004; Burford, 2004; Andreatta ¢ Rosas 2006; Kuhn, 2008).
Segundo Andreatta ¢ Rosas (2006) e Wasielesky et al. (2006) pode se estabelecer que o
éxito dos ambientes heterotroficos de cultivo dos camardes poderia estar associado com
o aporte de proteina e sua conseqiiéncia no estado de saude geral dos organismos. Nao
bastando, a alta variabilidade dos sistemas heterotroficos impde-se a necessidade de
buscar indicadores nutricionais e imunoldgicos nos camardes que permitam estabelecer

quando um cultivo desta natureza ¢ adequado ou nao para uma determinada espécie.

7.3.-OBJETIVOS:
Objetivo Geral
Avaliar o efeito do cultivo sobre o estado nutricional e imunolégico do camardo F.

duorarum cultivado em Sistema BFT (Bio-Floc Technology).

Objetivos Especificos:

Determinar o efeito das condigdes de cultivo sobre os indicadores do estado
imunolégico de juvenis de F. duorarum através do monitoramento da atividade do
fenol-oxidase, o estouro respiratorio, a concentragdo de hemocitos e a

hemaglutinagdo.

Determinar o efeito das condi¢oes de cultivo sobre os indicadores do estado nutricional
de juvenis de F. duorarum através do monitoramento do incremento em peso, O
indice Hepato-Somatico (IHS) e os metabolitos sanguineos (glicose, colesterol,

acilglicérideos, proteinas e hemocianina).
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7.4.-MATERIAIS E METODOS:

Local do Experimento

O experimento foi conduzido na 4area de tanques externos para engorda
experimental e as avaliagdes bioquimicas e imunoldgicas foram feitas no Laboratorio
Central 1- Bioquimica Imunologia e Biologia Molecular da Unidade Multidisciplinar de
Docéncia e Pesquisa (UMDI, pelas siglas em espanhol) da Faculdade de Ciéncias-
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), Campus Sisal, localizada na
regido costeira noroeste do Estado de Yucatan (21°9°55. 22 N, 90°1°54. 93 W) no

porto de abrigo em Sisal, municipio de Hunucma em Yucatan, México

Animais Experimentais
Utilizaram se camardes juvenis F. duorarum provenientes da area de tanques
externos mantidos em dois tratamentos diferentes: Tratamento Agua Clara (AC) e

Tratamento BFT (Bio-Floc Technology).

Amostragens de Hemolinfa

Com o intuito de manter os camardes livres de, ou com o menor grau de estresse,
as biometrias foram feitas cada més, retirando uma amostra de 80 camardes. Antes da
extracdo da hemolinfa, os camardes foram colocados em agua fria (5°C abaixo da
temperatura da agua de cultivo) para diminuir seu metabolismo (Pascual et al., 2003a).
Esta medida previne que alguns dos metabolitos plasmaticos, como a glicose e lactato,
sejam alteradas rapidamente pela manipulagdo (Racotta et al., 1998). Camardes caidos
fora da caixa do isopor o do tanque foram descartados. Utilizaram se para o transporte
dos camardes trés caixas de isopor de 100 1. Os camardes foram levados ao Laboratorio
Central 1- Bioquimica, Imunolégia e Biologia Molecular da UMDI-UNAM para as
analises correspondentes segundo a metodologia de Pascual, 2007"1,2007b; Cruz, 2009

para a contagem dos Hemdcitos.

Obtencéo da Hemolinfa:
Uma vez que os camardes estiveram aclimatados as condi¢des de luz e

temperatura, precedeu-se a extragdo da hemolinfa. Os camardes foram secados para
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retirar o excesso de agua e evitar o contato com a hemolinfa. A hemolinfa foi extraida
do seio ventre lateral do abdomem com ajuda de uma seringa hipodérmica descartavel.
Esta foi preparada previamente com aproximadamente 100 pL de solucdo
anticoagulante fria (2-8°C): Solucdo Isotdnica para Camardes (SIC-EDTA) (Vargas-
Albores et al., 1993). Antes de extrair a hemolinfa a SIC-EDTA foi descartada. O
volume total da hemolinfa foi separado da seguinte maneira: 10 pl para analise de
hemocianina, 20 pl para pressdo osmotica, 20 pl para hemocitos, 80 pl para analises dos
metabolitos sanguineos (hemocianina, glicose, colesterol, acilglicérideos e proteinas. Os
camardes foram medidos com uma régua plastica e pesados em uma balanca digital
Modelo Adventurer da marca Ohaus® com precisdao de 0.01 gr. Apos da obtencdo da
hemolinfa, se retiraram amostras de branquias e o hepatopancreas para posterior analise

e foram colocadas em nitrogénio liquido.

Obtencéo do Plasma:

Os metabolitos sanguineos ndo foram avaliados diretamente da hemolinfa. Esta
foi diluida com SIC-EDTA em tubos Eppendorf. Para cada volume de hemolinfa foram
requeridas dois de SIC-EDTA solugdes que passaram por uma centrifuga a 800 g (2500
RPM por 5 minutos a 4 © C. Desprezou se o sobrenadante e separou-se o plasma em

tubos Eppendorf mantidos a 2-8 °C e foram processadas no mesmo dia.

Indicadores da Resposta Imune
Numero Total de Hemocitos:

Para a contagem dos hemdcitos se misturou um volume de amostra para trés da
solucdo Alsever-Formol 10%, as amostras foram mantidas em temperatura de 2-8°C até
sua analise. A contagem dos hemdcitos foi feita em uma camara de Neubauer e em
microscopio optico em objetivo 40X de acordo com Le Moullac et al., (1997)

Atividade do Fenol-Oxidase PO (OD 490 nm)
O sistema fenol-oxidase determina se avaliando espectroscopicamente a oxidagao

da L-hidroxi-fenilalanina (L-DOPA), segundo Leonard, et al. (1985), e modificada por
Hernandez-Lopez et al (1996). A avaliagdo do fenol-oxidase requer a conversdo da
profenol-oxidase (proPO) na sua forma ativa, fenol oxidase (PO). O sistema profenol-
oxidase se encontra em compartimentos, principalmente nas células granulares, porém o

contetido granular de estas células, ¢ obtido estourando as (degranulado de hemdocitos).
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Estouro Respiratorio (OD 630 nm)

O Estouro respiratdrio ¢ um processo oxidativo associado a fagocitose, em que
varios radicais toxicos de oxigénio sdo gerados para destruir o patdogeno invasor que
estd sendo ingerido pelas células imunitarias. A producdo do anion superoxido ¢
quantificada pela técnica espectrofotométrica de reducdo do Nitroblue Tetrazolium
(NBT), segundo o protocolo otimizado por Hérnandez-Lopez (2001). O teste otimizado
de micro placas de NBT ¢ baseado na quantificacdo a 630 nm de Formazan solubilizado
por KOH/DMSO melhorando a sensibilidade e exatiddo da quantificacdo. A taxa de
produgd@o do anion super 6xido, ¢ obtida dividindo o valor da absorbancia da amostra
estimulada, pelo valor da absorbancia da mesma amostra sem estimular.
Hemaglutinagdo (HU/mg proteina)

Dentro dos procedimentos imunolédgicos, este € um util e pratico indicador que ¢
baseado na especificidade da unido Antigeno-Anticorpo do sistema imune dos
vertebrados. Esta unido pode ser visualizavel pela aglutinacdo. Utilizou se soro de
sangue humano. As células do sangue foram suspendidas numa solugao salina 2% (v/v).
O plasma foi obtido por centrifugacdo (a 800 g) de sangue diluida 1:3 com SIC-EDTA
(0.45 M NaCl, 10mM KCI, 10mM HEPES, pH 7.3, ¢ 10mM EDTA-Na2) por 3
minutos a 4 °C. Apds de isso, o plasma foi serialmente diluido 11 vezes (1:2) com 50uL
de solucao salina em uma micro placa de pogos com forma de U. Finalmente, se
agregaram 50ul de suspensdo de eritrécitos humanos e as micro placas foram
incubadas por duas horas em temperatura ambiente (26+2 °C). Para cada placa usou se
como controle uma coluna com eritrocitos e solugdo salina. A Hemaglutinagcdo foi
registrada como o inverso da ultima dilui¢do da atividade hemaglutinante observada. Os

resultados foram expressos como Atividade Especifica Aglutinante (HU/mg proteina).

Indicadores Fisiologicos

Hemocianina (mmol/1)
Em um recipiente ultravioleta de 1,0 ml colocaram-se 990 pL de agua destilada e

10 pL da amostra de hemolinfa com uma micropipeta, leu se a absorbancia (335 nm),
em um espectrofotometro, o procedimento foi feito em triplicata (Chen et al. 1993)

Pressdo Osmoética (mOsm/kg):
A hemolinfa extraida colocou se sobre o papel Parafilm, que ao mesmo tempo

estava sobre uma placa congelante, com o pistdo se pegou a amostra ¢ se leu no
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microosmometro (Advanced Instruments®). A capacidade osmotica calculou se a partir
da diferenca entre a pressdao osmotica da hemolinfa e a pressdo osmoética da agua do
meio (Lignot et al., 1999)

A determinagdo de metabolitos sanguineos (Glicose, Acilglicéridos, Colesterol,
Proteinas) foi avaliada utilizando kits comerciais, através dos quais se avaliam
colorimetricamente reagdes enzimaticas, com excecdo das proteinas. Nestas ndo se
quantificam as reacdes enzimaticas, sino a reacao de enlaces quimicos de uma solugdo
acida de cor (Azul Coomassie) pela presencia de proteinas. O principio para todos os
metabolitos foi baseado nas mudangas diferenciais da cor, identificados
espectrofotometricamente através da absorbancia da solu¢do no comprimento de onda
correspondente e registrada em densidade Optica em resposta as concentragdes dos
metabolitos.

Os Kits de glicose (ELITech GPSL-5505), colesterol (ELITech CHSL-5505), e
triglicerideos (ELITech TGML-5415), tem o reagente pronto para ser usado. Todavia,
com respeito as proteinas, o procedimento ¢ alterado. Para as proteinas, € preciso diluir
o reagente (Proteina BIO-RAD-500-0006) em agua livre de pirégenos, em uma
proporgdo de 1:4. Antes de comegar as avaliagdes foi preciso aclimatar (colocar na
mesma temperatura) as solugdes reagentes dos kits.

Uma vez obtido o plasma, colocou-se em uma microplaca para leitura de ELISA:
10 pl de amostra + 200 ul de solugdo reagente (kit) colocaram se 10 pl da amostra de
plasma em um pogo (em triplicata). Posteriormente se acrescentaram 200 pl de solugdo
reagente (kit), esperou-se o tempo de incubagdo e se mediu a absorbancia em um
espectrofotometro de micro-placas. Além das amostras de plasma para avaliar, se
adicionou na micro-placa um branco e uma curva padrio para cada metabolito, e entdo

se seguiu o mesmo procedimento que com as amostras

Proteinas totais soltiveis (mmol/1)
Determinou-se a concentragdo de proteinas solubilizada a través de uma solugdo

acida corada, o azul Coomassie, que se liga aos aminoacidos primariamente basicos e
aromaticos, especialmente a arginina. A absorbancia maxima para esta solucdo ocorre

entre 465-595 nm, quando acontece o enlace com proteinas.
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Acilglicerideos (mg/ml)
O glicerol liberado na hidrdlise dos triglicerideos, pela acdo da lipoproteina-

lipase, se converteu mediante a glicerol-3-fosfato, que oxida se pela glicerol-fosfato
oxidase em dihidroxiacetona e peroxido de hidrogénio. Em presenca da peroxidase, o
peroxido de hidrogeno oxida o cromdgeno 4-aminoantiripina/p-clorofenol, em um
composto da cor laranja palido.

Colesterol (mg/ml)

Os ésteres do colesterol sdo hidrolisados pela colesterol-éster-hidrolasa para
liberar colesterol e acidos graxos. O colesterol livre existente, conjuntamente com o
produzido pela colesterol-oxidase a A4-colestenona E peroxido de hidrogénio, este
ultimo, em presenga de peroxidase, oxida o sistema cromogeno (4-
aminoantipirina/fenol) em um composto cor de rosa.

Glicose (mg/ml)

A glicose ¢ transformada pela glicosa-oxidase em acido gluconico e peroxido de

hidrogénio; este ultimo, em presenca de peroxidase, oxida o sistema cromoégeno (4-

aminofenazona/fenol) convertendo lhe num composto cor de rosa.

Indice Hepato-Somatico (IHS) %
O indice Hepato-Somatico foi determinado segundo a metodologia de Molina,
(2000) com a seguinte formula:

IHS=Peso do Hepatopancreas/Peso do Camarao (100)

Estagio de muda

A muda (ecdise) ¢ um processo ciclico que estd claramente estabelecido pelo
desprendimento do exoesqueleto (exu via). Antes e depois da ecdise, ocorrem os
maiores eventos metabolicos associados especificamente com o crescimento, € nos
quais se incluem a degradacdo do exoesqueleto velho e a sintese do novo. Os estagios
que integram o ciclo de muda s3o: P6és-muda (A, B), Inter-muda (C) e Pré-muda (D).
Em cada um dos estagios, a concentracdo de metabolitos presentes na hemolinfa varia
concordando com as mudangas metabolicas necessarias para que se realize o processo
de ecdise. Por isso ¢é preciso caracterizar o estagio de muda de cada um dos camardes
amostrados e considerar unicamente aqueles que estejam em Intermuda (C). Uma forma

de caracterizd-los ¢ através da identificacdo visual microscopica das mudangas
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estruturais seqiienciais na epiderme dos urdépodos, na qual, se considera: O grau de
retracdo epidermal das bases das setas considerando a auséncia o presencia da matriz
celular; também se considera a retracdo epidermal da cuticula junto com o
desenvolvimento das novas setas

Cortou se uma parte do urépodo dos camardes em uma placa de Petri para ser
observado ao microscopio Optico. Determinou-se o estagio de muda (pds-muda,
intermuda, pré-muda) utilizando o estado de setogénesis observada nos urdpodos
segundo Pascual (2007a). As amostras identificadas como pré-muda ou pds-muda foram

descartadas, pelas possiveis alteragdes metabolicas que puderam apresentar.

Analise estatistica

Para todos os dados aplicou-se uma prova estatistica de analise de variancia
(ANOVA two- ways) usando-se o nivel de probabilidade de 0,05 para avaliar se
existiam diferencas significativas entre os tratamentos e entre as amostragens. (Zar,

1974).

7.5.-RESULTADOS:
Indicadores da Resposta Imune
Numero Total de Hemocitos

O numero total de hemdcitos (Figura 1) ndo apresentou diferencas significativas
entre os tratamentos (p>0,05), mais houve diferengas para a amostragem do més de
janeiro em que a concentracdo de hemocitos totais foi significativamente maior
(p<0,05) para o tratamento BFT. A tendéncia do tratamento AC foi para diminuir no
final do experimento, caso contrario do tratamento BFT, em que a tendéncia foi a

aumentar o nimero de hemocitos com o passar do tempo.
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Figura 1 Numero total de hemdcitos de F. duorarum submetidos a agua clara e ao sistema BFT. Também s&o indicadas as

médias de temperatura para o periodo prévio (30 dias) a cada amostragem.

Atividade da Pro Fenol-Oxidase (ProPO)

A ProPO (Figura 2) apresentou diferencas significativas entre os tratamentos e
entre as amostragens (p<0,05).0 Tratamento BFT teve maiores concentragdes ainda na
ultima amostragem (janeiro) ndo hovendo diferenca significativa(p>0.05) entre os

tratamentos
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AMOSTRAGEMS

Figura 2Atividade da profenol-oxidase ao longo do experimento para F. duorarum submetidos a 4gua clara e ao sistema

BFT. Também sdo indicadas as médias de temperatura para o periodo previo (30 dias) a cada amostragem.
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Estouro Respiratorio
O comportamento do Estouro Respiratorio (Basal e Ativado) mostrou um
comportamento (Figura 3) similar a atividade da ProPO, houveram diferencas

significativas (p<0,05) entre os tratamentos tanto para o basal como para o ativado.

OBASAL ®ACTIVADO
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NBT 100D ¢, 1,

AGUA CLARA BFT

Figura 3 Estouro Respiratorio de F. duorarum submetidos a agua clara e ao Sistema BFT

Hemaglutinacao

A Atividade Especifica de Hemaglutinagdo (Figura 4) sempre apresentou valores

superiores em quase 40% nos camardes do Tratamento BFT (p<0.05)
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Figura 4 Atividade Especifica de Hemaglutinagdo para F. duorarum submetidos & dgua clara e ao sistema BFT. Também

sdo indicadas as médias de temperatura para o periodo previo (30 dias) a cada amostragem.

Indicadores Fisiologicos
Hemocianina

Com respeito as concentracdes de Hemocianina, a tendéncia foi para aumentar em
ambos os tratamentos (Figura 5). Houve diferencas significativas (p<0,05) entre as

amostragens, mais ndo entre os tratamentos.
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Figura 5.-Hemocianina na Hemolinfa de F. duorarum submetidos a 4gua clara e ao sistema BFT. Também so indicadas

as médias de temperatura para o periodo previo (30 dias) a cada amostragem.



64

Pressdo Osmoética e Capacidade Osmotica

A Pressdo Osmodtica e a Capacidade Osmdtica (Figura 6) ndo apresentaram
diferengas significativas (p>0,05) entre os tratamentos nem entre as amostragens. No
tratamento AC manteve uma tendéncia a aumentar ao longo do experimento. No
tratamento BFT teve uma tendéncia parecida aumentando ligeiramente mais no més de

dezembro.
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Figura 6 Pressdo Osmotica Interna e Capacidade Osmética de F. duorarum submetidos a agua clara e ao sistema BFT.

Também sdo indicadas as médias de temperatura para o periodo previo (30 dias) a cada amostragem.
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Proteinas Totais Soluveis:
A quantidade de proteinas na hemolinfa (Figura 7) foi significativamente maior
(p<0.05) no tratamento AC no inicio do experimento, mas com uma tendéncia a

diminuir ao final do mesmo. O tratamento BFT apresentou um aumento significativo

(p<0.05) na ultima amostragem.

200 OAGUA CLARA ®BFT

150 +

Proteinas mg ml-!

100 -
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NOV 26°C DEZ 20°C JAN 24°C

Figura 7 Concentragdo de Proteinas na Hemolinfa de F. duorarum submetidos a agua clara e ao sistema BFT. Também sdo

indicadas as médias de temperatura para o periodo previo (30 dias) a cada amostragem.

Acil-glicerideos:

Os valores de triglicerideos (Figura 8) ndo mostraram diferencgas significativas
entre os tratamentos (p>0,05) e sim entre os amostragens (p<0,05). A tendéncia foi de

incrementar os niveis diminuindo para a Gltima amostragem em ambos os tratamentos.
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Figura 8 Concentragdo de Trigliceridios na Hemolinfa de F. duorarum submetidos a agua clara e ao sistema BFT.

Também séo indicadas as médias de temperatura para o periodo previo (30 dias) a cada amostragem.

Glicose

Os valores de Glicose (Figura 9) também ndo mostraram diferengas significativas
(p>0,05) evidenciando-se uma tendéncia ao aumento com o passar do tempo, porém

foram detectadas diferengas significativas entre as amostragens.
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Figura 9 Concentragdo de Glicose na Hemolinfa de F. duorarum submetidos a agua clara e ao sistema BFT. Também sdo

indicadas as médias de temperatura para o periodo previo (30 dias) a cada amostragem.
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Colesterol

Os niveis de colesterol (Figura 10) ndo mostraram diferencas significativas

(p>0,05), com excessdo no més de dezembro quando houve uma diminui¢do no

tratamento BFT.
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Figura 10 Concentragdo de Colesterol na Hemolinfa de F. duorarum submetidos a dgua clara e ao sistema BFT. Também

sdo indicadas as médias de temperatura para o periodo previo (30 dias) a cada amostragem.

Indice Hepato-Somatico (IHS)

O IHS (Figura 11)indicou que os camardes submetidos ao tratamento BFT tem
uma maior propor¢do de hepatopancreas que os do tratamento AC (p<0.05), Houveram

também diferengas significativas (p<0,05) entre os amonstragens.
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Figura 11 Indice Hepato-Somatico de F. duorarum submetidos a agua clara e ao sistema BFT. Também séo indicadas as

médias de temperatura para o periodo previo (30 dias) a cada amostragem.

7.6.-DISCUSSAO:

Os indicadores imunolégicos tais como numero total de hemocitos (NTH), o
estouro respiratério (NBT), a atividade especifica de hemaglutinacio (AEH) e a
atividade da proPO (proPO) dos camardes do tratamento BFT apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao tratamento AC. Estes parametros sao considerados bons
indicadores do estado de saude para camardes peneideos como L. setiferus e L.
vannamei, (Bachére et al., 1995; Le Moullac et al.; 1998, Pascual, 2000; Rosas et al.,
2001a; Rosas et al., 2002; Pascual et al., 2003a; Pascual et al., 2003b; Pascual, 2004,
Vargas-Albores et al., 2004)

Pode-se entdo afirmar que os animais do Tratamento BFT tiveram uma melhor
condi¢do imunoldgica, o que pode ser efeito do aporte de proteina de origem microbiana
e das condicdes de cultivo no sistema BFT (Burford, 2004, Kuhn, 2009).

A redugdo da intensidade luminosa pela alta turbidez, a presenca dos bioflocos
microbianos, os aportes de C através do Melago, porém a redugdo dos niveis de amdnia
e a alta oxigenacdo dos tanques podem ter reduzido o estresse dos camardes diminuindo
o gasto de energia na procura de alimento nos camaronés do tratamento BFT. Sobretudo
se consideramos que além dos tratamentos a temperatura se apresentou como mais uma
variavel do experimento, colocando aos animais de ambos os tratamentos em um

desafio térmico, ja que a temperatura teve uma marcada influencia no més de dezembro,
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baixando até 18 °C, em todos os tanques de ambos os tratamentos durante varios dias do
meés. Com isso,estima-se que tenha ocorrido um maior gasto energético dos animais
para se manter. Porém os animais que tinham uma melhor estimulacdo do sistema
imune puderam se mantiver em uma melhor condig¢do. Os resultados indicam que os
camardes do tratamento BFT tiveram uma melhor condi¢ao para se sobrepor ao frio do
inverno, ja que quando terminou o intervalo de tempo frio estes mantiveram o
crescimento. Ao contrario os animais do tratamento AC diminuiram o crescimento,
indicando um elevado gasto energético para se manter durante o periodo frio, ou seja, 0s
animais investiram toda a energia para se manter vivos e deixaram de investir em
crescimento. Todas as varidveis imunoldgicas avaliadas mostraram diferencas
significativas entre os tratamentos na ultima amostragem, manifestando assim uma
melhor condi¢ao dos animais do sistema BFT.

Os hemocitos armazenam muitas moléculas importantes para o sistema imune dos
crustaceos (Johansson, et al. 2000).0 NTH manteve no tratamento BFT uma tendéncia
a aumentar conforme passava o tempo, fornecendo uma maior capacidade para encarar
o periodo de estresse térmico. Os valores obtidos de NTH neste trabalho sdo maiores
que os obtidos por Rosas, et al. 2007 para adultos de F. duorarum silvestres e para
juvenis de L. setiferus (Rosas, 2004) e parecidos aos reportados para juvenis de L.
vannamei cultivados (Pascual, 2004). No caso dos animais do tratamento AC, a
tendéncia do NTH foi de diminuir no ultimo més de cultivo, provavelmente por um
aumento do estresse pelas baixas temperaturas nesse periodo.

Os valores de atividade especifica de hemaglutinacdo foram parecidos aos
encontrados para pré-adultos de L. setiferus (Goimier, 2006) que reporta altos niveis de
hemaglutinacdo quando ha maior quantidade de proteinas na dieta. Provavelmente
mostrando que um mecanismo compensatorio relacionado com a atividade da lectina
pode estar operando (Pascual, 2004). Sanchez, (2001) e Pascual, et al. (2003b)
mencionam que apos de um periodo de estresse o nimero de hemocitos e a atividade da
ProPO para L. setiferus tende a subir, como aconteceu neste estudo. O sistema imune
innato dos camardes inclui a melaniza¢do por ativagdo da profenol-oxidase proPO. O
sistema proPO ¢ uma parte importante do sistema imune e participa nos processos de
imuno-reconhecimento, defesa e pode especificamente ser ativado por extremadamente

baixas quantidades de componentes de células microbianas (Maw, 2009). No caso do
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presente trabalho, os niveis de ProPO no tratamento BFT, se mantiveram altos
mostrando animais mais saudaveis, diminuindo na ultima amostragem. Alguns autores
(Goimier, 2006;Maw, 2009) mencionam que altos niveis de ProPO, implicam altos
niveis de melanizacdo e isso poderia causar lesdes no espermatoforo e afetar a qualidade
espermatica dos animais. Pascual, et al. (2004) afirmam que os niveis de ProPO e
hemécitos granulares dos animais em cultivo dependem da quantidade de carboidratos
da dieta, provavelmente a racdo utilizada juntamente com os bioflocos suprem estas
necessidades dos camardes. Pascual, (2006) obteve altos niveis de proPO quando os
niveis de proteinas eram também altos. O estouro respiratério € um indicador da
capacidade fagocitica dos hemocitos. Os resultados indicam que os animais do
tratamento BFT tiveram uma maior capacidade fagocitica. As diferencias na resposta
basal sugerem que os camardes do tratamento BFT precisam de uma maior atividade
fagocitica pela constante presenca de bactérias na hemolinfa provenientes do meio de
cultivo. E interessante observar que esta capacidade ndo se satura durante a ativagdo o
que sugere que o tratamento BFT impacta no metabolismo dos hemocitos e na
quantidade deles.

E importante destacar que em estudos onde se tem utilizados imunoestimulantes
dietéticos como os B-glucanos, o sistema imune dos camardes nao tende a se saturar,
provocando o que se conhece como “fatiga imunologica” (Lopez et al., 2003). Esta
condi¢do impede aos animais responder as alteragdes repetidas, isso limita seu papel
como imuno-protetores de organismos em cultivos onde a presencia de bactérias e
agentes patogenos pode ser recorrente. Neste sentido o uso do BFT como sistema de
cultivo parece imunoestimular sem alcangar a saturacdo, permitindo aos animais
responder apropriadamente a presencia de agentes patdgenos sanguineos sem limitar a

resposta.

Os resultados dos indicadores de resposta imune sugerem que de forma geral os
animais do tratamento BFT sdo mais estimulados para resistir periodos de estresse
ambiental como foi neste caso a temperatura ao longo do experimento. Mas também ¢
importante considerar que houve variagdes ao longo do dia em todos os pardmetros
ambientais e tudo indica que o tratamento BFT trabalho como amortecedor de essas

mudangas. Outro fator importante de estresse foi a troca constante de a4gua que manteve
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maior atividade metabolica dos camardes do tratamento AC, enquanto os camardes do
tratamento BFT, estavam protegidos pela turbidez e o escasso movimento da agua.
Pascual, et. al, (2003) que afirma que os niveis dos metabolitos na hemolinfa sdo
baixos para organismos menos ativos indicando que o metabolismo pode ser um
indicador da atividade geral de qualquer espécie. Os camardes de télico fechado com
habito de enterramento tém metabolitos sanguineos menores € concentracdes baixas de
Hc que aquelas espécies de télico aberto mais ativamente nadadoras. Esta diferenca
poderia ser o reflexo de baixas demandas metabdlicas associadas com essa baixa
atividade de comportamento (Rosas, et al.2007). A concentragdo média de Hc neste
estudo com uma espécie de télico fechado como o F. duorarum foi de 0,93 mmol I"' no
tratamento AC e 0,86 mmol 1! para o BFT. Ambos os resultados sdo, ligeiramente
maiores que os detectados para adultos silvestres da mesma espécie (0,77 mmol I'')
obtidos por Rosas, et al. (2007). Entretanto, sdo valores baixos se comparamos com 1,6
ou 1,8 mmol I"' para L. vannamei em cultivo (Pascual, 2003). A Hc é uma proteina
multifuncional que participa nos mecanismos de defesa e status nutricional do camarao
(Pascual,2004). A tendéncia de aumento das proteinas na hemolinfa no tratamento BFT
indica uma influéncia do tratamento, caso contraria no tratamento AC em que os
camardes somente contaram com as proteinas da dieta que mostraram uma diminui¢ao
para no final do experimento. Os acilglicérideos, colesterol e glicose ndo foram
influenciados pelo tratamento, o que pode significar que os camardes em ambos 0s
tratamentos se nutrem se principalmente com a racdo e que os flocos funcionam como
um complemento que estimula o sistema imunologico (Andreatta e Rosas, 2006). Além
disso, tem se encontrado diferencias entre os animais mantidos em condic¢des de cultivo
e os das populagdes silvestres que indicam que ao menos para o colesterol, os animais
em cultivo tém uma melhor nutri¢do, independentemente do sistema de cultivo que seja
usado (Rosas et al., 2007). O indice hepato-somatico apresentou valores maiores para os
camardes do Tratamento BFT indicando uma maior capacidade de reserva e
aproveitamento dos nutrientes ¢ uma maior atividade digestiva, sobre todo, na
amostragem do més de dezembro em que as condi¢cdes ambientais exigiam um maior

gasto energético.



72

7.7.-CONCLUSAO:

O tratamento BFT apresentou valores dos indicadores imunoldgicos que
evidenciam uma excelente condi¢cdo de saide dos camardes neste meio e que eles estdo
mais bem preparados para resistir condi¢cdes adversas como o estresse ambiental. Os
indicadores nutricionais ndo mostraram diferengas, entre os tratamentos, revelando que
F. duorarum de ambos os tratamentos se nutrem da ragdo ¢ que os bioflocos bacterianos
do sistema BFT funcionam possivelmente como um complemento que estimula

fisiologicamente aos camardes, particularmente o sistema imunologico.
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CONSUMO DE OXIGENIO DO CAMARAO-ROSA Farfantepenaeus
duorarum (Burkenroad, 1939) CULTIVADO EM SISTEMA BFT (BIO-FLOC
TECHNOLOGY).
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8.1.-RESUMO

Um dos aspectos basicos para escolher o alimento mais adequado para promover
crescimentos maximos com o menor custo, ¢ o conhecimento dos requerimentos
nutricionais, além da forma que uma espécie objeto de cultivo utiliza esses nutrientes.
Assim para a avaliacdo de sistemas de cultivo ¢ preciso considerar ndo so6 os dados de
crescimento e a sobrevivéncia, mas também outros indicadores que revelem a forma em
que se desempenham os camardes no cultivo, € a maneira em que usam a energia e sua
capacidade para enfrentar condigcdes adversas nos viveiros. Indicadores que podem ser
fisiologicos, nutricionais o imunoldgicos. O consumo de oxigénio, metabolismo de
rotina (MR) e o indice de calor aparente (ICA), considerados indicadores do estado
fisiologico dos camardes, foram avaliados para F. duorarum cultivados em um sistema
BFT e em um sistema com troca permanente (30% diario) (AC). Foram utilizadas
camaras respirométricas com a mesma agua de cultivo dos camardes. Os resultados
mostraram diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05) com uma tendéncia a
utilizar maior energia para o0 MR e menor energia para se alimentar (ICA) e menor
crescimento no tratamento AC. Para o tratamento BFT, foi diferente, o uso da energia
para manutencdo das fungdes basicas e para se alimentar manteve-se constante ao longo
do experimento. As condi¢des dos camardes no tratamento BFT parecem dar aos
animais uma melhor capacidade de resposta a fatores de estresse ambiental como a
diminui¢do da temperatura que se apresentou no més de dezembro, porque além de
enfrenta-la bem os camardes continuaram crescendo, mantendo a mesma quantidade de
energia para crescimento incluso durante o periodo critico de temperatura, indicando
que este tipo de cultivo pode ser uma opgdo para esta espécie de camardo em altas
densidades de estocagem, onde os camardes mantém um alto nivel de estresse pela

competigdo por espago.
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8.2.-INTRODUCAO

O alimento ¢ um dos fatores bidticos do meio, indispensavel para o crescimento e
reproducdo dos organismos devido ao aporte de energia e nutrientes que este
proporciona. O fluxo de energia no organismo permite quantificar a propor¢ao de
energia que se absorve, assimila e utiliza para o crescimento, a partir do alimento
ingerido. Este fluxo de matéria e energia que mantém um estado fisiologico integral
ocorre de maneira simultinea e incessante a partir dos nutrientes (lipidios, carboidratos
e proteinas) aportados no alimento. A energia quimica contida nos nutrientes se
transforma em gradientes elétricos, i0nicos, osmoticos ¢ de contragdo muscular, etc.,
indispensavel para produzir trabalho e manter a integridade estrutural, para que os
organismos se mantenham, crescam, e¢ se reproduzam. Pelo mesmo, os organismos
vivos requerem um aporte freqliente de alimento pelo gasto continuo de energia
necessaria para manter fungdo e estrutura de todos os niveis de organizacdo. Se a
quantidade de energia ingerida diminui abaixo da quantidade requerida para sua
manutengdo, 0 organismo consumira as suas proprias reservas energéticas, e quando
elas esgotarem, o organismo morrera inevitavelmente (Eckert et al 1989). Em termos
ecoldgicos e de cultivo, € muito importante se conhecer a forma em que os custos
termodindmicos da producdo estdo associados com a energia metabolica. Do total de
energia assimilada por um organismo uma parte € destinada para produzir biomassa ¢ a
outra ao metabolismo respiratorio. Nesse sentido se tem estimado que para produzir 100
kj de tecido novo precisam-se 120 e 130 kj, portanto, de 20 a 30 kj sdo reflexo da
energia utilizada nos processos catabolicos do metabolismo e que s@o medidos como
consumo de oxigénio.

Um dos aspectos basicos para estabelecer o alimento mais adequado que promova
0s maximos crescimentos com o menor custo, ¢ constituido pelo conhecimento dos
requerimentos nutricionais € a forma em que a espécie objeto de cultivo utiliza esses
nutrientes. (Fraga, et al. 2002). Os estudos de Balango energético integram diferentes
conceitos fisiologicos e produtivos com o fim de estabelecer com bases cientificas, as
diferenciam nutricionais entre diferentes tipos de alimenta¢do tentando demonstrar qual
tipo oferece os maiores beneficios para o produtor (Rosas, 2003) Assim, o consumo de

oxigénio ¢ uma medida direta dos custos de processamento do alimento ingerido. Esta
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informacgdo que pode ser de grande utilidade na hora de selecionar o melhor tipo de
alimento ou condi¢des de cultivo.

A quantidade de oxigénio consumido pode ser expressa em unidades de energia
utilizando o coeficiente oxicaldrico o qual depende da natureza do substrato metabolico
que utilizam os organismos estudados. Existem diversos equivalentes energéticos
publicados na literatura os quais t€m sido calculados levando em consideracdo que a
quantidade de energia respirada depende de maneira direta da quantidade de proteinas,
lipidios e carboidratos que sdo metabolizados (Lucas, 1993). Levando-se em conta que
0 oxigénio é o ultimo aceptor de elétrons da cadeia respiratoria (R), esta pode ser
medida como consumo de oxigénio, pelo que a quantidade de oxigénio consumido por
um animal tem um equivalente de energia em termos de moléculas de ATP, os quais
podem ser convertidos a unidades de energia convencionais (Joules). No caso dos
camardes peneideos um coeficiente oxicaldrico comumente utilizado ¢ 14,3 J por mg de
oxigénio consumido. Este coeficiente representa uma média para animais que utilizam
quantidades aproximadamente iguais de lipidios, carboidratos e proteinas como fonte de
energia (Cuzon, et al. 2006).

As pesquisas sobre bioenergéticas se aplicaram ao estudo de camardes cultivados
desde os anos 70’s, primeiramente em Macrobrachium (Clifford e Brick, 1979) e depois
com diferentes peneideos (Rosas, 1998, 2001, 2002; Ocampo et al., 2003). O oxigénio
dissolvido tem sido um dos fatores ambientais de grande interesse porque dele depende
o crescimento dos camardes. Os estudos realizados sobre o efeito do oxigénio
dissolvido sobre o balango energético de juvenis de L. setiferus tém demonstrado que o
oxigénio afeta o crescimento devido a uma reducdo da energia disponivel para realizar
trabalho, o que impede a alimentacdo adequada dos animais. A relagdo custo-beneficio
fica evidente, se os niveis de oxigénio ndo sdo suficientes para satisfazer os custos
associados com o consumo e processamento do alimento ingerido. Nestas situacdes os
camardes deixam de comer, sacrificando a possibilidade de obter energia do alimento
para ser dedicada ao crescimento. Esta estratégia evidentemente afeta o crescimento
mas segura o aproveitamento eficiente do oxigénio que € necessario para produzir a
energia metabodlica para o mantimento das fungdes basicas, ou seja o metabolismo de

rotina (Rosas et al., 1998).
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O efeito caldrico do alimento, medido como Incremento de Calor Aparente (ICA)
entre outros fatores tem sido utilizado como uma forma de medir os custos associados
com as transformagdes mecénicas e bioquimicas do alimento em pos-larvas e juvenis de
L. setiferus e pos-larvas de L. schmitti, F. duorarum e F. notialis, alimentados com
diferentes niveis de proteina dietética (40, 50, 60 y 65%). Nestes trabalhos tem sido
evidenciado que as proteinas ingeridas através da dieta tém um grande efeito no ICA
indicando que dietas com altos contetidos protéicos resultam em altos custos
metabolicos (Rosas, 1996). Segundo Chakraborty et al., (1992) e Ross et al., (1992) o
ICA expressado como coeficiente ¢ bom indicador da eficiéncia de transformacgdo da
energia perdida nos processos mecanicos e bioquimicos associados com a degradagdo
do alimento. Tais coeficientes aumentam em fun¢@o do aumento das proteinas da dieta
como detectado nos menores valores de ICA obtidos com L. setiferus e L. schmitti e os
maiores com F. duorarum e F. notialis. Isto confirma que as espécies de camardes cujos
requerimentos protéicos sdo mais altos tendem a usar uma maior quantidade de energia
no ICA, e como conseqiiéncia de uma maior utilizacdo de energia na absorcao e
assimilacdo do alimento. Isso significa que a quantidade de energia disponivel para o
crescimento dos organismos em cultivo estard diretamente associada com os custos no
ICA, repercutindo no tamanho que os organismos podem alcangar em condigdes de
cultivo (Rosas,2003)

O meio heterotrofico oferece uma ampla gama de nutrientes (Kuhn, 2009; Tacon
2002; Wasielesky, 2006), particularmente proteinas de origem microbiana e ainda ndo
se sabe totalmente como estes podem influenciar o estado fisioldgico e imunologico dos
camardes em cultivo (Andreatta e Rosas, 2006), porém o presente trabalho pretende os

seguintes objetivos:
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8.3.-OBJETIVOS

Objetivo Geral
e Determinar o Consumo de Oxigénio dos camardes F. duorarum cultivados em

Sistema BFT e Agua clara

Objetivos Especificos
e Avaliar 0 Metabolismo de Rotina (MR) dos camardes F. duorarum cultivados
num Sistema BFT e Agua Clara
e Avaliar o Incremento de Calor Aparente dos camardes F. duorarum cultivados

num Sistema BFT ¢ Agua Clara

8.4.-MATERIAL E METODOS:
Local do Experimento

O experimento foi conduzido na area de Estanques Exteriores para Engorda
Experimental e as avaliagdes respirométricas foram feitas no Laboratorio Central 2-
Ecologia da Unidade Multidisciplinar de Docéncia e Pesquisa (UMDI, pelas siglas em
espanhol) da Faculdade de Ciéncias- Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM), Campus Sisal, localizada na regido costeira noroeste do Estado de Yucatan
(21°9°55. 22 N, 90°1°54. 93 W) no porto de abrigo em Sisal, municipio de Hunucma
em Yucatan, México
Animais Experimentais

Foram utilizados camardes juvenis Farfantepenaeus duorarum provenientes da
area de Estanques Externos mantidos em dois tratamentos diferentes Tratamento Agua

Clara (AC) e Tratamento BFT (Bio-Floc Technology).

Respirometro

Utilizou-se um Oximétro Digital de Fibra Optica de 10 Canais Modelo OXY 10,
da marca Precision Sensing (Pre Sens®) com sensores Opticos de oxigénio, conectado
através de uma interfase a um computador com Software OXY 10. O principio de
operacao do sensor esta baseado em apagar a luminescéncia causada pela colisdo entre o

oxigénio molecular e as moléculas de tintura luminescente no estado excitado.
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Foi programado para fazer registros de Oxigénio Dissolvido (OD) a cada minuto.
Foi colocado um sensor na entrada de 4gua ao sistema para registrar os valores de OD
antes de entrar nas cadmaras. Sensores individuais foram colocados na saida de cada
camara com camardo incluindo o controle, sem camario, para medir os niveis de OD de
saida da camara que indicava ao mesmo tempo a concentracdo de OD na camara.
Regulou se o fluxo de agua de saida (ao redor de 15 seg 10 ml ') de forma tal que
houvesse diferenca entre os valores de oxigénio de entrada e saida. Ajustou se o fluxo
igualmente para todas as camaras.

Neste sistema, o eletrodo foi colocado em uma peca tipo “T”” de vidro na saida de
cada camara. Em tais circunstancias foi possivel obter medigdes do consumo de
oxigénio freqiientemente o que permite estabelecer com muita precisdo o tempo de
aclimatagdo, a respiracao de rotina, e os efeitos que tem o alimento no metabolismo dos

animais.

Avaliacao Respirométrica

Tomando a conta que o metabolismo de rotina define se como a energia investida
em atividade espontinea na auséncia de alimento, os animais permaneceram em jejum
por 24 horas antes de realizar as medi¢des, ainda considerando que os camardes do
tratamento BFT tém sempre disponibilidade de alimento vivo a racdo foi suspensa 24
horas antes da avaliagao.

Doze horas antes da colocacdo dos camardes nas camaras do respirometro, foi
suspensa a alimentacao.

Utilizaram se 14 camardes por tratamento para cada amostragem, Todas as
medi¢Oes foram feitas com repeticdo. Os camardes foram colocados individualmente
em sete camaras respirométricas preenchidas com agua do respectivo tratamento e
conectadas ao sistema de recirculagdo. As camaras foram lacradas cuidando de ndo
deixar bolhas de ar dentro da cadmara. O tamanho e volume das cdmaras dependeram do
tamanho dos camardes no momento da amostragem; todavia foram do mesmo tamanho
e volume para todos os camardes de ambos os tratamentos. Uma das cdmaras ficou sem
camardo e foi considerada como controle para cada tratamento.

Pela disponibilidade de camaras e a logistica do respirdmetro, primeiro foi feito o

amostragem para o tratamento Agua Clara e depois para o tratamento BFT. Usou se
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para cada amostragem agua dos tanques de cultivo de cada tratamento, assim para
ambos os tratamentos a agua foi transportada em garrafoes de plastico até o laboratoério,
para cada um conjunto de medi¢des simultaneas.

Os camardes permaneceram um periodo total de 24 h no interior das camaras do
respirdmetro. Os dados das primeiras 8 h foram utilizados para analisar o MR. A partir
das 8 h foi fornecida ragao em todas as camaras incluindo a controle. A ragdo foi
colocada nas camaras através da entrada superior, a qual é fechada com uma tampa de
borracha. Os dados ap6s do fornecimento de racao foram utilizados para calcular o ICA.

Uma vez terminadas as medi¢des, os camardes foram retirados das camaras,
secados e pesados (peso vivo) em uma balanga digital Modelo Scout da marca Ohaus®
com capacidade de 600g+0,1g. Os camardes foram repostos aos tanques experimentais
apoés a retirada de organismos para todas as medi¢des. Os registros dos camardes que
morreram durante a avaliacdo foram descartados. Devido ao fato de que a camara
controle registrou algumas vezes valores mais altos de oxigénio na saida que a entrada
no tratamento BFT, as camaras foram cobertas com plastico preto para eliminar ao
maximo possivel entrada de luz, evitando-se com isso o processo de fotossintese dos
organismos autotroficos dentro dos bioflocos.

O consumo de oxigénio foi determinado para cada camara restando o valor de
entrada menos o valor de saida, sendo este valor multiplicado pelo fluxo (em ml hora™)
da agua a través das camaras. Finalmente foi calculado o valor do consumo de oxigénio
retirando-se o valor de consumo na cdmara controle. Os dados foram expressos em mg

0, g'l h™' de acordo com Rosas, (2008).

VO, = ([(O2e — O35)] x F)/ Pc

Onde

VO, = consumo de oxigénio em mgO, g"'h™,

0O,e = concentragdo de oxigénio em mg L' obtida na entrada da cAmara,
O-s = concentragio de oxigénio em mg L' obtida na saida da cAmara,
F=fluxoem L h-1 ¢

Pc = peso corporal imido (g).
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Para a avaliacdo do custo energético associado com a digestdo e utilizagdo do
alimento (captura, trituracdo e ingestdo do alimento), calculou se o Incremento de Calor
Aparente (ICA). Para o célculo do ICA foi subtraido o valor de consumo de oxigénio do
tempo inicial (MR), ao valor maximo que alcangou o metabolismo respiratdrio apds da

alimentacao.

Andlise estatistica

Os valores obtidos do respirdmetro foram transformados do formato OXY 10 ao
formato do software EXCELL 2007. Os dados por tratamento foram tratados com
auxilio do software STATISTICA® versio 6.0. Foi aplicada a analise de varidncia
(ANOVA, 0=0,05) entre os tratamentos ¢ entre as amostragens. Apds cumprir as
premissas necessarias foi aplicado o teste t de Student para determinar se existiam

diferengas significativas entre os tratamentos.

8.5.-RESULTADOS
Consumo de Oxigénio

O consumo de oxigénio apresentou diferencas significativas (p<0.05) entre os
tratamentos. Os dados médios com os desvios padrdo, maximos ¢ minimos obtidos sdo

apresentados na tabela 1.

Tabela 1 Consumo de Oxigénio (mg O, h™'g™) de F. duorarum ao longo do experimento
(118 dias)

TRATAMENTO AGUA CLARA TRATAMENTO BFT
OUT NOV DEZ JAN OuUT NOV DEZ JAN
MED - 1,L1£031  1240,17 025+0,11 22404 0,66 +0,36 - 0,27 0,13
MIN - 0,46 0,16 0,05 1,33 0,14 - 0,02
MAX - 1,37 1,45 0,44 2,96 1,42 - 0,51

No Tratamento AC (Figura 1) ndo foram consideradas as avalia¢cdes de outubro
devido a complicagdes técnicas que derivaram na morte de alguns dos animais, porém

foi detectada uma grande irregularidade nas avaliagdes.
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Para o Tratamento BFT (Figura 2) foi ainda mais complicado devido a
interferéncia dos flocos com o fluxo corrente de agua as T’'s de vidro aonde se
localizaram os sensores ficaram entupidas e houve que ajustar os fluxos. Durante o més
de dezembro as complicagdes se multiplicaram provocando o descarte dos dados pela
exagerada variabilidade ocasionada pelos entupimentos ¢ queda da energia, provocando
a morte de alguns camardes, por ficar o sistema sem circulacdo de agua. Notou se um
efeito da baixa de temperatura na resposta dos camardes, ja que os consumos foram
menores conforme a temperatura da agua diminuia. Para melhor representar os
consumos de oxigénio foram retiradas as medi¢cdes com valores extremos, em funcdo

dos problemas detectados.
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Figura 1 Consumo de Oxigénio (mg O, h'g™) de F. duorarum em Agua Clara.A seta indica 0 momento da alimentagdo
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Figura 2 Consumo de Oxigénio (mg O, h''g™") de F. duorarum em Sistema BFT.A seta indica o momento da alimentagdo

Metabolismo de Rotina.

Os dados foram graficados por separado em Dados de Jejum e Dados Postprandial

(Apo6s da Alimentagdo).
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Figura 3.- Maximos ¢ Minimos de Consumo de Oxigénio em Jejum para F. duorarum em tratamento Agua Clara ¢ BFT

Os resultados sugerem que em jejum os maiores consumos de oxigénio (Figura 3)

para o tratamento AC foram registrados em novembro e os menores durante o0 més de
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janeiro indicando um maior gasto energético para o comeco do experimento, € uma
reducdo para o final do mesmo. No tratamento BFT pelo contrario, no comeco do
experimento e ap6s de haver passado o periodo de estresse pelo incremento de amonia
antes da aplicacdo do melago de cana (Capitulo I) para controlar o, os consumos foram
menores ao inicio do experimento e maiores ao final. A alta variabilidade observada nos
valores de consumo de oxigénio individual foi analisada utilizando a variancia como
uma medida dos efeitos dos meses de amostragem e dos tratamentos (Fig. 4). Pode se
observar que as maiores dispersdes dos dados foram observadas nos animais do
tratamento AC e os menores no BFT, igualmente nas amostragens de novembro e
janeiro. As diferencas significativas registradas na magnitude das varidncias indicam
que em ambos os meses os valores de consumo de oxigénio dos camardes do BFT

resultaram ser significativamente menores aos obtidos pelos camardes do AC (P <

0.05).
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Figura 4.- Andlise de Variancia do Consumo de Oxigénio em jejum para F. duorarum ao longo do experimento (118 dias)
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O Metabolismo de Rotina para o tratamento AC pode ser observado na figura 5 e

para o tratamento BFT na figura 6.
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Figura 5.- Metabolismo de Rotina para F. duorarum em Tratamento Agua Clara
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Figura 6.- Metabolismo de Rotina para F. duorarum em Tratamento BFT
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Incremento de Calor Aparente

O Incremento de Calor Aparente (ICA) foi calculado com os dados Postprandial
para AC (Figura 7) e para BFT (Figura 8). Houve diferencas significativas (p<0.05)
entre os tratamentos em relagdo ao ICA. Os dados sugerem que o ICA foi mais elevado
para os camardes do sistema BFT sobretudo para o més de janeiro em que o nivel dos

flocos estava em seu maximo.
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Figura 7.- Incremento de Calor Aparente para F. duorarum em Tratamento Agua Clara
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Figura 8.- Incremento de Calor Aparente para F. duorarum em Tratamento BFT

O gasto energético referente a0 momento apdés em que os camardes foram

alimentados (ICA) mostrou uma tendéncia a incrementar o gasto de energia na medida
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em que o tempo avancava. A mudanca brusca dos consumos em janeiro talvez seja
possivel que esteja relacionada com a temperatura (Tabela 2). Para o Tratamento BFT
esta atividade mostrou uma tendéncia a se manter constante ao longo do experimento. O

gasto energético dos camardes com bioflocos foi maior que em AC.

Tabela 2 Temperaturas nos tanques experimentais ao longo do experimento (118 dias)
para ambos os tratamentos

MES TRATAMENTO TRATAMENTO
CULTIVO BFT BFT BFT AC AC AC
Media max min Media max min
SET (inicio) 28,14 32 24 28,41 32,5 247
ouT 26,69 28,6 28,2 26,84 28,8 28,3
NOV 23,17 25 18,2 23,59 26,7 19,8
DEZ 21,79 24,5 18,3 22,13 26,6 18
JAN (final) 23,25 32 18,2 23,22 25,5 21,9

8.6.-DISCUSSAO

Em general os dados de consumo de Oxigénio de F. duorarum (Tabela 1) se
mostraram altos em comparagdo com resultados publicados para F. californiensis
(Villareal, 2003; Ocampo, 2000; 2003), F. brasiliensis (Scelzo e Zuiiiga; Brito, 2000) L.
setiferus (Rosas, et al. 1997,1998,1999,2000) e L. vannamei (Villareal, 1994;Rosas, et
al. 2001%,2001°) O fato realmente interessante ¢ conhecer a capacidade de predigdo
desses valores e a utilidade pratica que eles possam ser para estimar a quantidade de
energia disponivel para produzir biomassa. Utilizando os dados da tabela 1 e
considerando que 1) As =P + R, onde As ¢ a energia assimilada, P a energia produzida
e R a energia metabolizada, e 2) que R = 0.25As, entdo valores tedricos de P porém de
crescimento podem ser calculados (Clarke and Johnston, 1999; Gillooly et al., 2001;
Portner, 2001; Gillooly et al., 2002; Clarke, 2004; Clarke and Fraser, 2004; Portner et
al., 2005) (Tabela 3).
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Tabela 3. Calculos para estimar a biomassa final alcangada por F. duorarum a partir de
medic¢des do consumo de oxigénio, mantidos em (AC) e (BTF)

OUTUBRO NOVEMBRO DEZEMBRO JANEIRO PESO PESO
FINAL REAL
R 25%As
Joules/g/dia AC 377.52 411.84 85.8
BFT 755.04 226.512 92.664
P 75%As
Joules/g/dia AC 1132.56 1235.52 257.4
BFT 2265.12 679.536 277.992
Producao de
biomassa AC 0.04726878 0.05156594 0.0107429
g/dia BFT  0.09453756 0.02836127 0.01160234
Producéo de
biomassa AC  2.83612688 1.41806344 1.5469783 0.32228715 6.12 6.29
g/més BFT 2.83612688 0.85083806 1.5469783 0.34807012 5.58 5.35

Os dados de consumo de oxigénio foram primeiro transformados a valores de
energia utilizando o fator de 14,3 joules/mg oxigénio consumido (Lucas 1993). Desses
valores se assumiram como (R), 25% (As) para cada més onde se teve o valor
correspondente de consumo de oxigénio. Com esse valor calculou-se (P) como 75%
(As), o qual foi convertido a valores de biomassa considerando um conteudo energético
de 23960 joules/g de camardo (Pascual et al., 2003). O valor em g/dia obtido foi
multiplicado por 30, considerando um periodo nominal por més de 30 dias. Com fins de
estimacdo assumiu-se que uma produgdo de biomassa similar foi obtida nos meses os
que ndo ocorreram dados de consumo de oxigé€nio e considerando-se que nao houve
diferencias marcantes de peso entre os tratamentos (capitulo 1). Finalmente, o peso dos
camardes calculado para cada més foi somado para assim se obter um valor de peso
final associado ao periodo experimental de 118 dias, utilizado no presente estudo. E
interessante destacar que o valor de peso final estimado e o peso final real obtido
resultaram ser muito similares, demonstrando o valor preditivo que tem os valores de
consumo de oxigénio obtidos neste trabalho. Isto permite estabelecer duas coisas: 1) que
o sistema de medi¢ao utilizado para medir o consumo de oxigénio é confiavel ainda
com a sua alta sensibilidade (refletida na alta variabilidade registrada) e 2) que os
camardes apesar de terem sido cultivados em ambientes distintos contam com
mecanismos fisioldgicos que permite aos camardes compensar cada condigdo particular
para ao final manejar em forma similar, a energia disponivel para o crescimento.

O efeito da temperatura tem sido de grande interesse pelo efeito modulador que

esta tem no metabolismo dos organismos aquaticos (Gillooly et al., 2001; Portner, 2001;
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Clarke e Fraser, 2004). Mesmo assim o consumo de oxigénio mostrou a tendéncia de
diminuir conforme houve uma diminui¢do na temperatura causada pelo inverno boreal,
mostrando uma marcada influéncia da temperatura em ambos os tratamentos. Diversos
autores indicam que variagdes na temperatura afetam de maneira direta a taxa
respiratoria de diversas espécies de camardes (Newell, 1969: Scelzo e Zuiiga, 1987;
Kurmaly et al., 1989; Villarreal ¢ Ocampo, 1993; Villarreal e Rivera, 1993;0campo, et
al. 2003). Ainda assim, com esta influencia da temperatura sobre o consumo de
oxigénio, a resposta dos camardes foi diferente em quanto ao gasto energético.

O gasto energético dos camardes no tratamento BFT foi alto durante o inicio do
cultivo, provavelmente em resposta ao aumento nas concentragdes de amonia antes de
ser agregado o melaco de cana. Os camardes precisaram um maior gasto energético para
enfrentar as variagdes fisicas e quimicas da agua. Uma vez passado esse estresse
(diminuicdo da amoénia e aumento dos bioflocos bacterianos) o consumo se reduz. Para
os camardes do tratamento AC o maior consumo de oxigénio foi registrado no més de
dezembro quando as temperaturas foram menores (Tabela 2) e os camardes tiveram um
maior gasto energético para manter a homeostase. Se relacionarmos o indice hepato-
somatico, mais baixo durante dezembro, para camardes do tratamento AC pode-se
pensar que diminuiram o consumo de alimento e que provavelmente os camardes
estavam destinando a maior quantidade de energia para sobreviver que para crescer, 1SS0
¢ ainda mais evidente ao revisar o grafico de crescimento em peso que mostra até o més
de dezembro um crescimento similar, ligeiramente maior no tratamento AC, mais a
partir deste momento, a taxa de crescimento diario foi maior no tratamento BFT.
Provavelmente isto se deve ao fato de que o crescimento dos camardes do BFT nao foi
maior durante a maioria do experimento. Os camardes nunca deixaram de crescer, ¢
dizer a eficiéncia de crescimento foi constante, ja que no tratamento BFT a temperatura
estaria controlando a quantidade de energia ingerida e ndo a eficiéncia com a que os
camardes aproveitam os nutrientes para crescer (Rosas, 2003). Ao contrario aconteceu
com os camardes do tratamento AC no més de dezembro, quando esta eficiéncia foi
limitada pela baixa de temperatura mostrando assim que a qualidade nutricional dos
bioflocos proporciona um aumento que permite aos camardes enfrentar melhor as

condigdes adversas.
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O gasto energético referente ao periodo de alimentacdo (ICA) diminuiu
drasticamente no més de dezembro no tratamento Agua clara, mostrando uma atividade
de alimentagdo quase nula. Os camardes estavam destinando a maior quantidade de
energia para se repor do periodo de estresse ambiental causado pela baixa temperatura
Pelo contrario no Tratamento BFT esta atividade se manteve constante durante todo o
experimento, os camardes tinham uma melhor condi¢cdo nutricional concordando com
os niveis de metabolitos na hemolinfa (Capitulo II). Mesmo assim os indicadores
imunoldgicos indicaram uma melhor condicdo para confrontar o estresse e continuar
destinando uma grande quantidade de energia ndo s6 para se repor do estresse
ambiental, mas também para se manter crescendo. Os dados indicam que em janeiro,

aonde registrou se uma diminui¢do do ICA, esta atividade pode haver diminuido.

8.7.-CONCLUSAO

No presente trabalho se observou que ainda com a alta sensibilidade do método
utilizado para medir o consumo de oxigénio e a aparente variabilidade dos dados, os
resultados tém alta preditabilidade e porém confiabilidade. A analise de varidncia
realizada para verificar as tendéncias demonstrou que os animais mantidos no sistema
BFT tiveram uma taxa metabolica menor que os mantidos na AC. Em ambos os
tratamentos a temperatura afetou o consumo de oxigénio. Além disso, ainda com as
diferengas observadas entre os tratamentos, os resultados obtidos mostraram que os
camardes foram capazes de compensar as diferengas ambientais para ao final do
experimento dispor da quantidade de energia necessaria para uma similar producao de

biomassa.
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9. -CONCLUSOES GERAIS

O camardo-rosa do Golfo do México F. duorarum teve no Sistema BFT um
crescimento em peso muito similar ao obtido no Tratamento Agua Clara, mais se
consideramos o grande gasto de energia para manter a troca permanente de agua, o BFT
se apresenta como mais uma boa possibilidade para o cultivo desta espécie. Em relagao
ao crescimento durante o periodo de inverno, os resultados indicam que F. duorarum
cultivado em sistema BFT teve uma melhor condi¢ao fisiologica para se sobrepor baixa
temperatura durante o inverno ja que parece além de ser uma fonte importante de
alimento complementar, também fornece melhores condigdes ambientais que geram
uma melhor condi¢do dos animais. A redu¢do no consumo de ragdo no tratamento BFT
¢ uma excelente oportunidade para diminuir os custos do cultivo, sobre tudo
considerando o elevado gasto de energia para manter uma elevada troca de agua. A
sobrevivéncia pareceu ser influenciada, pela temperatura baixa. Os pardmetros fisicos e
quimicos, ndo tiveram diferengas significativas em ambos os tratamentos, somente a
temperatura apresentou uma diminuicao significativa durante o més de dezembro, mais
faz parte do inverno boreal, exceto isso tudo parece indicar que o Sistema BFT fornece
condi¢des estaveis de qualidade de agua para o cultivo desta espécie.

O Tratamento BFT apresentou valores dos indicadores imunoldgicos que revelam
uma excelente condicao de saude dos camardes neste médio e que eles estdo mais bem
preparados para resistir condi¢cdes adversas como o estresse ambiental. Os indicadores
nutricionais ndo mostraram diferengas, entre os tratamentos, revelando que os camardes
de ambos os tratamentos se nutrem da ragdo e que os bioflocos bacterianos do sistema
BFT funcionam possivelmente como um complemento que estimula fisiologicamente
aos camardes, particularmente o sistema imunolégico. Ainda com a grande
variabilidade dos dados, os resultados dos indicadores bioenergéticos: consumo de
oxigénio, metabolismo de rotina e indice de calor aparente mostraram uma tendéncia
dos camardes do tratamento AC a aumentar o gasto energético para se manter vivos
durante o periodo de estresse ambiental causado pela baixa da temperatura no inverno,
enquanto os camardes do tratamento BFT mantiveram um gasto constante para além de
se manter vivos, seguir crescendo. Ainda que os camardes em cada condicdo
experimental compensassem de maneiras diferentes, o resultado final da predicdo da

energia disponivel para crescimento foi similar em ambos os tratamentos. Isto sugere
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que, com o método apropriado, € possivel realizar estimagdes confiaveis da produgdo de
biomassa a partir de avaliagdes do consumo de oxigénio. Para a avaliagdo do tipo dos
sistemas de cultivo, foi boa a consideracao destes indicadores ja que deram uma idéia da
forma em que se esta aproveitando a energia e do comportamento metabdlico dos
camardes nestes sistemas, o que permite valorizar a eficiéncia energética destes
camardes em cultivo. Neste caso fazendo uma integracao de todas as varidveis medidas
nos tratamentos BFT e AC, estas indicam uma maior eficiéncia para o crescimento
normal e, sobretudo em condi¢des adversas, dos camardes mantidos no tratamento BFT.

Todas as avaliagdes feitas indicam que nutricional mente os camardes
aproveitaram a ragdo ministrada, mas os indicadores imunoldgicos e fisiologicos
demonstraram que a ingestdo dos flocos microbianos melhorou e estimulou
fisiologicamente aos camardes do BFT que enfrentaram muito melhor o teste de estresse
de temperatura. Porém ¢ preciso continuar avaliando a condigdo fisiologica dos
camarodes cultivados neste sistema, para poder confirmar a qualidade imunoestimuladora
destes flocos além das vantagens que ofereceu o BFT em consumo de ragdo e gasto de
agua. Adicionalmente a estimulagdo imunologica do sistema BFT mostrou que o
sistema imune ndo se satura ainda com que os animais estdo expostos a presenca
constante de agentes potencialmente patdogenos. Isto € particularmente importante se
consideramos que esta imunoestimulagdo permanente pode resultar em grandes

vantagens quando se apresentem organismos patdgenos no sistema de cultivo.
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