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RESUMO

O uso de tecnologias que geram menor impacto atabitornou-se
uma exigéncia devido ao agravamento dos problemeasrites a este. O
cultivo em bioflocos € uma importante alternatives asistemas semi
intensivos. Todavia, se faz necesséario desenvgirdicas de manejo
mais adequadas para o tratamento da agua residNésgge sentido, a
utilizacdo de cultivos integrados € uma opc¢édo petazir a emisséo de
residuos orgéanicos. Este trabalho avaliou a pdisisile de producéo de
biomassa de microalgas marinhagwéemia franciscana. utilizando a
agua residuaria do cultivo intensivo ddétopenaeus vannamei em
bioflocos. Duas diferentes concentragfes de efsef80 e 100%) e o
meio de cultura /2 Guillard foram utilizados par@aducéo de biomassa
de Tetraselmis chuii, Nannochloropsis oculata e Chaetoceros muelleri.
Posteriormente, o tratamento 100% agua de reusadie espécie de
microalga foi utilizado para producdo de biomassaAdtémias. A
microalgaT. chuii apresentou o melhor desempenho no meio de cultura
alternativo e favoreceu o bom desempenho zootéamsoArtémias.
Esses crustaceos apresentaram melhor desempenito@lenentadas
com Chaetoceros muelleri, porém a espécie apresentou menor ganho de
biomassa em todos os meios de cultura. Desta forn@nuii poderia
ser usada em um cultivo multitréfico integrandocatiivo intensivo de
L. vannamei em bioflocos.

Palavras-chave meio de cultura, heterotrofico, multitréfico,
fitoplancton, zooplancton.






ABSTRACT

The use of technologies that generates less emvé@otal impact
became an exigency due to the aggravation of d@sl@ms. The biofloc
cultivation system is an important alternativetie traditional systems.
Nevertheless, it is necessary to develop morelgaiteandling practices
for the wastewater usage. In this sense, theatitia of crops integrated
to this effluent is an option to reduce the orgamisidue production.
This work aimed to evaluate the possibility of marimicroalgae
biomass andirtemia franciscana production utilizing wastewater from
an intensivelitopenaeus vannamei tank in bioflocs. Two different
wastewater concentrations (50 e 100%) and f/2 &diltulture medium
were utilized as the culture media for biomass petidn of Tetraselmis
chuii, Nannochloropsis oculata and Chaetoceros muelleri. After, the
100% water reuse treatment of each one of the algae species was
utilized to produce Artémia biomass. The microal@aehuii presented
the best performance for the alternative cultureliemand favored a
good zootechnical performance on the Artémia. Thesestaceans
presented the best performance when fed @hhetoceros muelleri,
however this species presented the least biomaksiyi all the culture
media. So,T. chuii could be used in a multitrophic cultivation
integrating the intensivie. vannamel farming in bioflocs.

Keywords: growth media, heterotrophic, multitrophjhytoplankton,
zooplankton.
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1. Introdugéo

Os sistemas de cultivo intensivo fechado séo cereibs uma
alternativa biossegura a carcinicultura tradicion@kentre estes se
destaca o uso de agregados microbianos ou floc@solanos,
conhecido como Tecnologia de Flocos Microbianos FT B(De
Schryver, Cralet al., 2008). Esse sistema baseia-se no tratamento da
agua dentro do proprio ambiente de cultivo, ondeaidade da agua é
mantida através do crescimento de bactérias hefficats responsaveis
pelo consumo dos compostos nitrogenados (Avnimel2007). O
crescimento destes microrganismos é estimuladeéstido aumento da
relacdo C:N. Uma fertilizagdo com compostos rigoscarbono assegura
gue esta relagdo se mantenha alta, induzindo goregao de nitrogénio
amoniacal sob a forma de biomassa bacteriana (A&leah, 1999).

O cultivo de camardes peneideos em sistema intensin troca
zero de 4gua € uma tecnologia ainda em aprimoramduitos estudos
vém sendo desenvolvidos, especialmente tdtmpenaeus vannamei
(BOONE, 1931), visando aumentar a eficiéncia ddagem dos
nutrientes e melhorar o desempenho dos camard@sdok (Bratvold
e Browdy, 2001; Ebeling e Ogden, 2004; Wasielegityood €t al.,
2006; Vinatea, Galvezt al., 2010; Baloi, Aranteset al., 2013;
Schveitzer, Arantest al., 2013). Entretanto os tanques recebem grande
aporte de matéria organica na forma de restosmersb, fertilizantes e
produtos de excrecéo, resultando em um efluerdesrit nutrientes com
grande potencial de eutrofizacéo dos corpos d'§guanso-Rodriguez
e Paez-Osuna, 2003; Tacon e Forster, 2003; Viadaroninghamet
al., 2005)

Neste sentido, o tratamento dos residuos oriundopraducéo
aquicola como, por exemplo: matéria orgéanica, ewieis inorganicos e
sélidos organicos (suspensos e volateis)(Viadetmni@dghamet al.,
2005) devem ser levados em consideracdo no sistiemaroducéo.
Tratamento com finalidade de adequa-los aos padd@egmisséo
exigidos pelos 6rgéos reguladores (Du Rant, Haveehah., 2011).
Uma préatica comum neste processo é o uso de ddosggacapazes de
reter os bhiossélidos formados e de produzirem doeete clarificado
(Hinshaw e Fornshell, 2002; Fontenot, Bonvilleirl., 2007).

Este efluente dos sistemas intensivos de producfitcaa
também apresentam bom potencial para ser empregauasiltivos de
outros organismos (Jones, Presabral., 2002; Neori, Chopiret al.,
2004; Borges, Silvat al., 2005; Crab, Avnimelecht al., 2007; Webb,
Quintaet al., 2012; Attasat, Wanichpongpanal., 2013)
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Uma diversidade de organismos secundarios ja fdemstados
para esta finalidade (Erler, Pollagtlal., 2004). Entre eles destacam-se
0s moluscos (Shpigel e Neori, 1996; Shpigel, Gasigh., 1997; Neori,
Ragget al., 1998; Lefebvre, Barillet al., 2000; Ramos, Vinatest al.,
2010), as macroalgas (Pagand, Blanchetah, 2000; Nelson, Glenet
al., 2001; Jones, Prestogt al., 2002; Paul e De Nys, 2008), as
microalgas (Pun, Cheurg al., 1995; Attasat, Wanichpongpan al.,
2013) e plantas haldfitas (Webb, Quigtal., 2012).

O cultivo integrado que incorpora espécies de elifi@s niveis
troficos, permitindo a transformacdo de nutriergéidos ou sollveis
em biomassa, foi chamado por Soto (2009) de Culiidtitréfico
Integrado.

Para a execucdo dos experimentos relativos a esartdcao,
foram escolhidos dois grupos para ser estudadospri@eiro,
microalgas, e o segundo, microcrustaceos.

O primeiro possui espécies com variadas taxas efionento e
composi¢do quimica. Que dependem da disponibiliddol® macro
nutrientes ou nutrientes essenciais (nitrogéniosfofé, calcio,
magnésio, potassio e enxofre) e micronutrienteso(bcobre, zinco,
vanadio, molibdénio e sddio), requeridos em pecueanzantidades
(Sipauba-Tavares e Rocha, 2003). Podem ser cuisvadsando a
producdo de biocombustiveis, biorremediacdo, séguele carbono,
producdo de nutracéuticos e outros demonstrandgrsaggle potencial
biotecnologico (Delanoue e Depauw, 1988; Day, Bergal., 1999;
Liu, Songet al., 2001; Hu, Sommerfeldt al., 2008; Mata, Martingt
al., 2010).

Este grupo também produz uma ampla variacdo dmidaatos
que, na sua maioria, sdo produtos de reserva amatwo equilibrio
osmotico, além de possuir alto valor calérico, titmiedo uma valiosa
fonte energética para os consumidores primariogwBr Jeffreyet al.,
1997), principalmente em sistemas de larvicultum chmardes
peneideos, de moluscos bivalves e de peixes marifbavens e
Sorgeloos, 1996).

Um dos entraves na producdo comercial é o cusformalacéo
de meios de cultivo convencionais devido aos alpecos de
fertilizantes quimicos utilizados (Coutteau, 19%85tes podem chegar a
60% dos custos de producdo em larga escala. Coennatlva, as aguas
residuarias de outras atividades podem ser utdzatbmo meio de
cultura para organismos foto autotréficos com fiteale de absorver os
nutrientes (Noue e Pauw, 1988; Lee e Lee, 2002;Sknet al., 2003;
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Jung e Lovitt, 2010; Pittman, Deas al., 2011; Wang e Lan, 2011,
Abdel-Raouf, Al-Homaidaet al., 2012; Webb, Quintat al., 2012).

Estudos ja demonstraram a eficacia da remocéo ohpasios
nitrogenados, fosforo e metais tdxicos de aguasu@sas, sendo que a
remocéo de fésforo é muito eficiente e demanda mén@stimentos
guando comparada a técnicas quimicas (Hoffmanrg;18Bluwalia e
Goyal, 2007; Pittman, Deaa al., 2011).

O segundo grupo, representado pelemia sp., também tem sua
aplicacdo no tratamento de aguas residudrias esadia, devido a sua
alta capacidade de filtragc&o (Basil, Netial., 1995). S&o filtradores ndo
seletivos e fagotréficos obrigatérios (SorgelooseBamesat al., 1980)
com alta capacidade de filtracdo (Basil, Naial., 1995). Alimentam-se
principalmente das microalgas presentes nos arglsiematurais
hipersalinos, de detritos ricos em bactérias @gtiie Jones, 1993) ou
outros alimentos microparticulados (Sorgeloos, Baeseaet al., 1980;
Lavens e Sorgeloos, 1996).

Sao observados valores entre 51 a 55% de proteinaud
composi¢cdo corporal (Treece, 2000), tornando-a apter fornecida
como alimento vivo complementar a espécie cultiyheger, Bengtson
et al., 1986; Otoshi, Montgomersgt al., 2006), contribuindo para uma
menor demanda por racdes de alto valor proteiansetjuente reducéo
dos custos de producédo (Browdy, Venetral., 2009).

Wang (2003) descreveu um cultivo multitréfico cammdues de
producdo intensiva de camardes marinhos, microalgasuscos ou
artémias. A producdo de biomassa de artémia e atj@® aponta para
uma reducéo significativa da producao de residugénicos, principal
limitante dos cultivos intensivos. Pode também antarea eficiéncia
econdmica por meio da geracdo de biomassa de arténpartir das
microalgas, que podera ser fornecida como alimpata os camardes
cultivados.

Porém a funcionalidade de sistemas integrados épleas
devido as exigéncias dos organismos, influénciaguddéidade da agua,
e estratégia de despesca (Neori, Chapial., 2004). Sendo assim a
escolha das espécies cultivadas de grande impiartélevendo ser feita
com muito cuidado, visando a melhor produtividadefieiéncia na
producéo (Barrington, Chopet al., 2009).

Neste cenario foi proposta a utilizacdo da aguiauéga de um
tanque de cultivo intensivo deitopenaeus vannamei em bioflocos
como meio de cultura para a producdo de microahgasnhas, que
posteriormente foram fornecidas como alimento pat@mias.
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1.1 Objetivo
1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a possibilidade de produgcédo de biomassandeoalgas
marinhas éArtemia franciscana utilizando a agua residuéaria do cultivo
intensivo de.itopenaeus vannamei em bioflocos.

1.1.2 Objetivos especificos

Determinar a quantidade necessaria de efluenteossa servir
como fertilizante organico para o crescimento deraaigas;

Verificar as modificacbes nos parametros fisicagunicos da
agua residuéria do cultivo em bioflocos utilizadao meio de cultura
durante os cultivos de microalgas;

Selecionar a microalga capaz de produzir as magprastidades
de biomassa dartemia sp.

Os artigos serdo enviados para a revista Aquaalltur
Engineering. Qualis CAPES = A2 (Zootecnia- RecurBesqueiros)
JCR=1,421
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Artigo 1 : Emprego da &gua residuéria do cultivo decamarédo
marinho em sistema BFT 1: remocao de nutrientes e@ducéo de
biomassa de microalgas marinhas

Caio Magnotti; Rafael Lopes; Roberto Derner; Luisatea*

Universidade Federal de Santa Catarina, Centro idaeci@s Agrarias,
Departamento de Aquicultura, Laboratério de Canmrddarinhos,
Florian6polis, SC, CEP 88062-601, Brasil.

*autor correspondente: Tel.: +55 48 3231 3400

E-mail: vinatea@mbox1.ufsc.it.. Vinatea)

Resumo

As microalgas possuem um grande potencial biotégiw, entretanto,
0 elevado custo de formulagdes tradicionais tern sith dos fatores
limitantes para o seu cultivo comercial. Como akéiva tem se
pensado na utilizacdo de aguas residudrias desoatiradades como
meio de cultura. O presente trabalho teve comotiebjgroduzir
biomassa de Chaetoceros muelleri, Nannochloropsis oculata e
Tetraselmis chuii utilizando a agua residuaria de um sistema dévoult
intensivo dd_itopenaeus vannamei, e verificar o consumo de nitrogénio
amoniacal, nitrito, nitrato e ortofosfato. As cuétsl foram mantidas até
0 2° dia da fase estacionaria em meio de cultiza ¥00% &agua
residudria e 50% agua residuaria diluida com acqaranha. A cada dois
dias foram verificados o ganho de biomassa secansumo de
nutrientes durante este periodo. chuii apresentou maior média de
ganho de biomassa até o dia de densidade celulame&om 576 mg
L™, seguido poN. oculata com 474 mg [}, ambos sem diferenca entre
0S meios de cultur&. muelleri apresentou maior ganho de biomassa no
meio f/2 com média de 165 mg'Ldo que nos cultivos em &gua
residudria. Todas as espécies consumiram completarneortofosfato
em dois dias. Em 10 dia§, chuii e N. oculata assimilaram 87% e 85%
de nitrato respectivamente. Nas culturag dghuii em meio f/2, houve
um actmulo de 5 mgtde aménia no décimo dia. Conclui-se que a
agua residuaria de um sistema de cultivo em biofiatelL.. vannamei
pode ser utilizada como um meio alternativo pacalpcdo de biomassa
deTetraselmis chuii e Nannochloropsis oculata, reciclando os nutrientes
dissolvidos e produzindo produtos de valor comércia

Palavras-chave: bioflocos, agua residuaria, regicta biomassa
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1 Introdugédo

O uso das microalgas para producdo de biocombisstive
biorremediacdo, sequestro de carbono, producéouttacéuticos e
outros demonstra seu grande potencial biotecnadgcishna et al.,
2012; Mata et al.,, 2010; Noue and Pauw, 1988; \arieev and
Wasserman, 2011). Sua biomassa também é uma fentirdento
importante para o cultivo de diversos organismosuaacps,
principalmente em sistemas de larvicultura de cédewmpeneideos, de
moluscos bivalves e de peixes marinhos (Lavenssangeloos, 1996).

O custo elevado na formulacdo de meios de cultivo
convencionais devido aos altos precos de fertilemanquimicos
utilizados é um dos entraves na sua producdo ca@héfCoutteau,
1996). Como alternativa, as aguas residuarias pienes da
aquicultura, industria e centros urbanos podenutiiezadas como meio
de cultura para organismos foto autotréficos cornaliiiade de absorver
os nutrientes (Abdel-Raouf et al., 2012; An et2003; Jung and Lovitt,
2010; Lee and Lee, 2002; Noue and Pauw, 1988; &tittet al., 2011;
Wang and Lan, 2011; Webb et al., 2012).

Estudos ja demonstraram a eficacia da remocéo ohpasios
nitrogenados, fésforo e metais tdéxicos de aguadud@sas, sendo que a
remocéo de fésforo é muito eficiente e demanda méne@stimentos
guando comparada a técnicas quimicas (Ahluwalia Goghl, 2007;
Hoffmann, 1998; Pittman et al., 2011).

A utilizacdo dos efluentes de sistemas intensiv@spbducao
aquicola apresentam potencial de uso como meialtiea alternativo
(Borges et al., 2005; Crab et al., 2007; Webb et28l12). Dentre estes
se destaca o cultivo superintensivo de camarfesigews em bioflocos
(Crab et al., 2007; De Schryver et al., 2008). #&s$suvém sendo
desenvolvidos neste sistema, especialmentelctmpenaeus vannamei,
visando aumentar a eficiéncia de ciclagem dosenigs e melhorar o
desempenho dos camardes cultivados (Baloi et @l.3;2Bratvold and
Browdy, 2001; Ebeling and Ogden, 2004; Otoshi £t28106; Vinatea et
al., 2010; Wasielesky et al., 2006). A tecnologibagéeada na minima
renovacdo de agua, recebendo grande aporte deianatgénica na
forma de restos de alimento, fertilizantes e prasluie excrecao,
resultando em um efluente rico em nutrientes coamdg potencial de
eutrofizacdo dos corpos d'agua. (Alonso-Rodrigued Baez-Osuna,
2003; Tacon and Forster, 2003; Viadero et al., 2005

Estes efluentes liquidos e solidos ricos em nitnagéfosforo,
enxofre e silicato gerados em cultivos salinos deveassar por
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reciclagem ou tratamento antes do descarte, p@st@simente nao
estdo nos padrdes exigidos pelas agencias regasafou Rant et al.,
2011).

Neste cenario foi proposto usar a agua residuariamtanque de
cultivo intensivo delitopenaeus vannamei em bioflocos como meio de
cultura paraNannochloropsis oculata, Tetraselmis chuii e Chaetoceros
muelleri. Teve finalidade de produzir biomassa destas espéaeciclar
0 nitrogénio e fosforo dissolvidos nesta agua tesid.

2 Material e métodos

2.1 Desenho experimental

Foram utilizados 27 recipientes de polietilentedato (PET)
transparente, retangulares de base de 16 cm x ¥altara de 26 cm,
com 4,5 L de volume util. Fotoperiodo de 24 hotas tom irradiancia
de 150 umol M s* geradas por duas lampadas fluorescentes tubulares
de 40 W e 5000 K. Uma pipeta autoclavada de 2 min$erida por um
orificio na tampa de cada unidade e conectada eoumpressor de ar de
capacidade igual a 40 'h gerando bolhas de ar atmosférico. As
unidades experimentais foram mantidas em sala tdiat®a com
temperatura de 220,5 °C.

O experimento foi dividido em 9 tratamentos, seB@spécies de
microalgas marinhas, 3 meios de cultura e 3 rejetigio tempo. As
repeticdes foram dividias em 3 ciclos de producaeaizadas nas
mesmas condicdes ambientais, procedimentos e emalis

Foi produzida biomassa de microal@zdmetoceros muelleri cepa
CCMP1316 Nannochloropsis oculata cepaCCMP525 , adquiridas do
National Center for Marine Algae and Microbiota (MB), e
Tetraselmis chuii adquirida do Laboratério de Ecologia de Fitoplancto
e de Microorganismos Marinhos pertencente a Uridads Federal de
Rio Grande (FURG). Os meios de cultura utilizadwarh f/2 Guillard
(Guillard, 1975), 100% &agua de reuso e 50% aguawso diluido em
agua marinha. Com objetivo de ndo agregar custoprdéucdo e
viabilizar a utilizacdo da agua de reuso em largaala néo foi
incorporado C@nas unidades e néo foi adicionado silicato deosads
meios de cultura provenientes dos tanques de baxflatilizados nas
unidades d€. muelleri.

Os tratamentos foram nomeados agrupando as inthiaisome
cientifico de cada espécie (TC, NO, CM) com o md® cultura
empregado (f/2, 50, 100).
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2.2 Coleta e desinfec¢do da agua de reuso e agudnena

A 4gua de reuso foi coletada com um recipientetiptasle 15 L
de um tanque circular de fibra de vidro de oitorowetle diametro, 50
m? de area de fundo e volume de trabalho de #8nde s&o cultivados
camardes marinhokitopenaeus vannamei em sistema intensivo de
bioflocos. Este ndo teve renovacdo parcial por tnéses antes do
experimento e estava povoado por camarfes de §j8ben densidade
média de 1,5 kg i Durante o periodo o volume de Sélidos Suspensos
Totais (SST) foi mantido entre 400 e 600 mg Utiizando um
decantador cilindro cbnico. Apés a coleta, a aguiastibmetida a
sedimentacdo dos solidos durante 15 min e dugtad@lo da porgéo
sobrenadante por meio de bombeamento e filtro daote 1 pm. Em
seguida, esta agua residuaria foi clorada com 02 NaCLO
durante 1,5 horas e desclorada com tiossulfatddie 8,025 ppm.

A &4gua marinha foi bombeada da praia do Mogambique,
Florianépolis - SC, Brasil. Passou por filtragdo boisa de tecido
geotéxtil de 125 um e foi submetida ao mesmo pioemtdo de
purificacdo e desinfeccdo da agua residuaria.

2.3 Producéo e divisao do In6culo

Os in6culos das microalgas foram cultivados em rdeicultura
f/2 autoclavado, com adicdo de 80 mq de silicato de sédio paf.
muelleri. Foi mantida temperatura de 22,5 °C e fotoperiodo de 24
horas luz, com irradiancia de 150 pmoF rs*. As culturas foram
iniciadas sem aeracdo e foram transferidas patanes maiores a cada
trés dias. Esta etapa foi realizada em Erlenmegers500 mL.
Posteriormente repicados para Erlenmeyers de lepol de mais trés
dias, foram inoculadas em Erlenmeyers de 2 L, cormemcao e
fertilizacéo de C®a 0,5 %.

Cada unidade foi preparada com 3 L de cada metoltiga. Em
seguida foi adicionada a porcéo de 1,5 L, contendolume de inéculo
de microalgas e agua marinha. A propor¢do in6ogl@amarinha
variou de acordo com a biomassa seca contida nosulos das
microalgas. A diluicdo foi realizada buscando semas unidades
experimentais com biomassa préxima a 100 mgRara o calculo da
biomassa seca dos indculos, foi utilizado uma cutgacalibracédo
previamente elaborada de turbidez (860 nm) x bisenésg L), com
R? = 0,976; 0,986 e 0,878 para as espétieshuii, N. oculata e C.
muelleri.
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2.4 Acompanhamento dos cultivos e analise de qaddidigua

Os tratamentos foram avaliados diariamente confamerva de
crescimento elaboradas a partir da densidade cetnéia diaria.
Foram acompanhadas até o segundo dia da faseoeétéi com
objetivo de encontrar o dia de Densidade Celulaxiiia (DCM).

Diariamente foi realizada medi¢do de pH utilizapd@agametro
digital. A cada dois dias realizou-se a andlisp&® seco por filtracdo
das amostras com filtre fibra de vidr&aom porosidade 1,6 um, lavada
com solucéo de 35 g'Lde formiato de aménio e seca em estufa a 50°C
até peso constante. Para os resultados do expésifftérconsiderado
como peso seco final o obtido no dia, ou dia segwirDCM da cultura.
Com os valores de peso seco foi possivel obteoradsisa seca inicial
(BI), biomassa seca final (BF) e calcular a biomaseca relativa (BR),
que corresponde a diferenca entre a BF e BI.

Com mesma frequéncia foram realizadas analisestidgénio
amoniacal, nitrito, nitrato e ortofosfato. Parsaestamostras de 50 mL
passaram por centrifugacdo a 2510 G durante 15tosinfiltracdo com
filtro de Acetato de Celulose e foram separada$rascos estéreis para
a aplicacdo das metodologias: Aménia (mg N-NH3 (Koroleff, 1969
apud Grasshoff et al., 1983 , Nitrito (mg N-NO2)L(Bendschneider
and Robison, 1952 in Baumgarten et al., 1996)aNitfmg N-NO3 [
(APHA, 1976) e Ortofosfato (mg P-POZ")(Aminot and Chaussepied,
1983 in Baumgarten et al.,, 1996). As coletas foreealizadas
desligando a aeracdo, homogeneizando e succionangdipeta da
aeracdo com uma seringa de 60 mL, limpa, exclugveada unidade.

Com objetivo de obter a concentragdo dos nutrigetgduais, as
analises também foram realizadas nos indculos dealijas, meios de
cultura e agua marinha, imediatamente antes douseu Medida
necessaria, pois cada unidade experimental de fobdomposta por 3
L de meio de cultura e 1,5 L da mistura do iné@éanicroalga e agua
marinha para diluigdo, modificando as concentrag@ssnutrientes que
compBem o meio de cultura. Com estes valores f@uleala a
concentracdo real de nutrientes existente em aasidade experimental
(M.C.) e considerada como ponto de inicial parpcsteriores analises.

Foi considerado dia O o resultado das analisesizadals
imediatamente apdés completar o volume das unidacas, tempo
maximo de 20 minutos apoés inéculo.
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2.5 Analise estatistica

Foi realizado teste de Levene para verificar homaskcidade e
teste Shapiro Wilk para normalidade. Os resultados nutrientes
dissolvidos obtidos durante o experimento forammstllos a analise
de variancia simples em blocos em cada dia deacdbxt demais foram
submetidos a analise de variancia fatorial em lslonweio de cultura x
microalga. Para as diferencas significativas \eifas foi utilizado o
teste de separacdo de médias de Tukey. Todosamluaisitilizado o
software Statistica 7.0 com P<0,05.

3 Resultados e discussao

3.1 Qualidade de agua

A média do pH entre os diferentes meios de cufnirde 8,4 +
01 ndo apresentando diferenca significativa (P30,B8rém, houve
diferenca significativa (P<0,05) entre as espédesmicroalgas com
médias de 8,5 + 0,6; 8,6 £ 0,5 e 8,2 + 0,5 pletmaselmis chuii,
Nannochloropsis oculata e Chaetoceros muelleri. Também houve
diferenca (P<0,05) entre as repeticbes no tempo, &7 + 0,3; 8,8
0,2 e 7,7 £ 0,2 para &,12% e 32 repeticdo. Mesmo com estas variagdes,
as médias mantiveram-se dentro da na faixa ideal pacultivo da
maioria das espécies de microalgas (Coutteau, TgGmond, 2004).
Porém as duas primeiras repetices ficaram proxamdsnite maximo
recomendado por Coutteau (1996), de pH igual aa%eeceira proximo
ao intervalo de 8,0 a 8,2 onde Goldman et al (19®#¢ve melhores
resultados em cultivos com espécies marinhas.

A intensa fotossintese durante o cultivo eleva odpHmeio de
cultura até cessar o crescimento das microalgasnelo em sua fase
estacionaria (Berge et al., 2012). O pH alto represa maior causa de
perdas de espécies e cepas cultivadas em cole¢céesine aspecto
importante na producdo comercial de biomassa ema lascala
(Goldman et al.,, 1982). Isso porque modifica a mafilidade da
membrana celular interferindo no transporte ibnitca e extracelular
(Vinatea, 2010) e no equilibrio de compostos quisiido meio de
cultura (Boyd, 1995; Vinatea, 2010).

Nos inéculos foram encontradas baixas concentragéestrito
(< 0,05 mg [*) e auséncia de ortofosfato. O nitrato residuabioi3,13
+ 0,25 mg L* nas culturas d&. chuii, 2,32 + 1,00 mg I emN. oculata
e 3,21 + 1,90 mg t emC. muelleri sem diferenca significativa entre as
espécies (P>0,05), porém com diferenca entre dgscite producéo
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(P<0,05). A concentracao de nitrogénio amoniacedsgmtou diferenca
significativa entre todas as microalgas e algumsoside producéo
(P<0,05). Foram encontradas concentraces maxienast mg [ em
T. chuii, 8,99 mg [* emN. oculata e 6,77 mg [* em C. muelleri no
primeiro ciclo. As elevadas concentracdes se mgpetemN. oculata
no segundo ciclo (8,92 mg*).e terceiro ciclo (1,98 mg1). Nas outras
culturas foram detectados valores entre 0,50 thg 10,66 mg [* sem
diferencas significativas entre microalgas no sdgumterceiro ciclo de
producdo (P<0,05). Na agua marinha utilizada pardildacdo dos
in6culos de microalgas, ndo foram encontrados tigentes testados.

O meio de cultura f/l2 e a agua de reuso, 100% e, 50%
apresentaram concentracdes de nitrogénio amoreata 0,19 e 0,30
mg L' e nitrito menor do que 0,10 mg'L(P> 0,05). A média da
concentracdo de nitrato foi maior no meio de caltti®0% &agua de
reuso, 19,31 + 4,37 mg']1_(P<0,05), do que em /2 com 14,48 + 1,63
mg L' e 10,98 + 1,97 mg 't em 50% &gua de reuso (P>0,05). A
concentracdo deste nutriente na agua residudrialdeada durante o
periodo dos 3 meses de experimento, apresentamderttacdo de 12
mg L% 15,75 mg [* e 24,18 mg L nas coletas das repeticbes. O
Ortofosfato foi encontrado em maior concentracdaneio de cultura
100% agua de reuso, com média de 2,53 + 0,15 'rhg(PL<0,05),
seguido com igualdade com 2,04 £ 0,11 rfilgem fl2 e 1,88 £ 0,04 mg
L™ em 50% (P>0,05). Diferente do nitrato, néo foiifieada variacdo
deste nutriente na agua residuaria no periodo piriexento.

Com estes resultados foi calculado a concentragduuttientes
(M.C.) das unidades (Figura 1, 2 e 3). As concefiga nos meios f/2,
50% e 100%, sofreram modificacbes devido aos miése residuais
provenientes do in6culo e a auséncia de nutrietideigua marinha
usada para diluicdo. Porém se mantiveram as dgasesignificativas
entre 0s nutrientes.

Os valores de nitrato e ortofosfato apresentamdgrarariacéo
nos cultivos heterotréficos. As concentracdes saodifinadas
principalmente pelas fontes de proteina da racag €Ral., 2010), ciclo
de luz (Baloi et al., 2013), densidade e tamanl®oadonardes (Neal et
al., 2010), fontes de carbono (Crab et al., 20dd})junidade microbiana
predominante (Ebeling et al., 2006), presenca tstsaios artificiais
(Schveitzer et al., 2013).

Concentracdes de nutrientes proximas a da aguauées
utilizada neste experimento foram encontradas Balo( et al., 2013),
33 mg L* de N-NO e maximo de 1,7 mgtde P-P& 26 mg L de
N-NO° por Ray et al. (2011) e 2,3 mg L-1 de P-PO4 pdw8&itzer et
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al. (2013). Estas podem ser consideradas baixasdgusomparadas a
valores de até 79,4 mg'Lde ortofosfato encontradas por Ray et al.
(2011), até 95,3 mgLde nitrato (Schveitzer et al., 2013) e entre 80 e
160 mg L* de N-NO e 54 a 107 mg Lde ortofosfato quando Ray et al.
(2010) variaram a fonte de proteina da racdo em@lde solidos
suspensos totais dos tanques.

Foi verificado consumo de 100% do ortofosfato ndgu de 2
dias em todos os tratamentos (Figura 1D, 2D e SBydo mais rapido
nas unidades coi@. muelleri, as quais consumiram 70%, 71% e 79%
em CMf/2, CM50 e CM 100 no periodo de 20 minutosgre=o tempo de
in6culo e a amostragem do dia zero (Figura 3D)bsgoecéo total em
apenas dois dias provavelmente foi reflexo da beaxeentracido de P-
PC' em todos os meios de cultura.

Da mesma forma, da Costa et al. (2004) utilizandbonde
cultura com 34,843 pumoles'lP-Pd (1,08 mg L[Y), formulado a partir
de 40% de efluente urbano diluido em &agua paraoaupéo de
biomassa dd. chuii observaram assimilacdo de 99,1% de ortofosfato
em 7 dias. Resultados semelhantes também forarficadds para
outras espécies de microalgas. Martinez et (2000) obtiveram
consumo de 97% de fdsforo pela espégienedesmus obliquus em
cultivo em batelada em fotobiorreatores de 1,51 4,8 mg * de P-
PC inicial. Em cultivos estacionarios, como nesteegikpento, as taxas
de consumo foram mais baixas quando fornecidas aea& mg [* P-
PO em algumas espécies. 79,4% de assimilacdo fodaohtbm
Tetraselmis suecica ap6s 8 dias de cultivo em meio com 10 riigde P-
=le) (Patel et al., 2012). Aslan e Kapdan (2006) emecamn remocao
de 78% do P em -culturas d€hlorella wulgaris variando as
concentracdes de N e P sob luz continua, a 20@heentracéo inicial
de P-PGde 7,7 mg L%,

A assimilagéo de nitrato foi maior nas unidadesulévo deT.
chuii TCf/2, TC100 com 84 + 05, 87 + 03% (P>0,05) segsijglar 70 *
02 % em TC50 (P<0,05). Nas unidaded\deculata a maior absorgao
foi verificada em NO100 (83 £ 02%) igualando os hoeés resultados
deT. chuii (P>0,05). NOf/2 resultou em 77 + 01% de absorgéguida
por NO50 com 68 + 03% (P<0,05) similar a TC50 (P5], Nas
unidades d&C. muelleri s6 foi verificada absor¢cdo no meio /2, com 61
* 13% (Figura 3C), sendo a menor taxa de absoreste dutriente.

Mesmo em concentracdes baixas de NENG taxas de absorcéo
ndo foram muito elevadas, provavelmente limitadata falta de
fésforo. O mesmo resultado foi verificado por dast@oet al.(2004)
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onde aT. chuii assimilou 86,40% de nitrato no tratamento com 30%
efluente doméstico diluido em dgua como meio delicul

A limitacdo de um nutriente modifica a taxa de at®o dos
outros (Oh and Rhee, 1991). Em ocasides que o osftaid foi
encontrado ou fornecido em elevadas concentraddes énd Lee,
2002) verificaram reducdo de 140 mg dle N-NG para menos de 2 mg
L™ em efluentes utilizados como meio de cultura ntarella kessler.
Wang e Lan (2011) utilizandbleochloris oleocabundans em efluente
artificial preparado com concentraces de 40 Maité 218 mg L de
N-NO? verificaram 100% de assimilacdo, variando somert@mpo de
48 horas para 0 menos concentrado, para 144 hanas @ mais
concentrado. A maior concentracdo retirada foistegila por An et al.
(2003) cultivanddotryococcus braunii, onde verificaram o consumo
completo de 510 e 620 mg'lde N-NC apds 10 dias de cultivo em
batelada utilizando agua residudria da suinocultura

As concentragfes de nitrogénio amoniacal e nitfiilcam
pequenas, ndo apresentando diferenca signifio@,@,05) (Figura 1A,
2A, 3A). Unica excecdo para o tratamento TCf/2,ual capresentou
elevagdo na concentracado de nitrogénio amoniagarér do dia 4,
sendo expressivo nos dias 8 e 10 (P<0,05) atingiodoentragbes de
6,55 + 3,61 e 5,10 + 1,70 md'lrespectivamente (Figura 1A).

A exsudacdo de matéria organica dissolvida (DOMijonaa de
amino acidos livres, mono e polipeptidios e aciolggnicos, durante a
fotossintese das microalgas (Muniz, 1998; Myklesi#i®5; Puddu et
al., 2003) pode ser o motivo da elevacédo da coraggd de nitrogénio
amoniacal nos dias finais de cultivo em TCf/2 ecilds produzidos em
meio f/2. Estes compostos sdo chamados de substi@io e sdo
rapidamente utilizaveis pelas bactérias, penetrando célula e
controlando o rendimento bacteriano (Rogers, 196d £hrést, 1991).
J& outros compostos como a matéria organica pdtiatker € compostos
humicos precisam passar por hidrolise enzimaticav@ de enzimas
livres excretadas por bactérias heterotréficas ¢&hr1991; Muniz,
1998). Os meios de cultura provenientes da &gua raieso,
possivelmente possuiam colénias de bactérias viddasanque de
cultivo e resistentes ao tratamento com hipoclodéo sédio. Estas
podem ter assimilado rapidamente os compostos adesd ndo
transformando-o em nitrogénio amoniacal, fazendo qoe ndo fossem
verificados pelas andlises executadas. A ndo eatio do aumento de
nitrogénio amoniacal em NOf/2 e CMf/2 pode estdadienada a
fatores fisiologicos inerentes a cada espécie adtu(Myklestad, 1995).
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Para que estas caracteristicas sejam comprovadasnenda-se
para os proximos trabalhos a coleta de amostragute do ponto inicial
e final das culturas e posteriormente analisadastquas bactérias
totais. O DOM é responséavel pelo aumento do nurderdactérias
(Hulatt and Thomas, 2010; Myklestad, 1995; Puddalet2003) e se
este crescimento for verificado, pode fundamentaipatese levantada
neste trabalho.

3.2 Ganho de biomassa

A biomassa final (BF), biomassa relativa (BR) e dia
densidade celular maxima (DCM) apresentaram diferesignificativa
entre as espécies testadas (Tabela 1). A espédauii teve melhor
desempenho em todos os parametros de producacdaegor N.
oculata e C. muelleri (P<0,05).

Os meios de cultura, mesmo apresentando conceesracd
distintas nos nutrientes, ndo influenciaram na b&sa produzida
durante o cultivo dd. chuii e N. oculata. Provavelmente o crescimento
foi limitado pela assimilagéo do fosforo em apethais dias em todas as
unidades. Ele é essencial na fotossintese e gamhbiodhassa das
microalgas, convertendo energia solar em energiquiinica (Patel et
al., 2012).

Foi encontrado diferenca significativa entre asetigbes no
tempo em BIl, BF e BR, onde foi verificado aument biomassa
relativa entre elas, sendo a 32 maior do que ddfe(a 1). O maior
ganho de biomassa pode ser resultado da menoc&ar@o pH no
ultimo ciclo de produgdo com média préxima a 8 camrecomendado
por (Coutteau, 1996) e verificado como 6timo paspéeies marinhas
por Goldman et al. (1982).
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Tabela 1. Média + desvio padrdo da biomassa in{@8l, biomassa
final (BF), biomassa relativa (BR) e dia de Dend@&elular Maxima
(DCM) no cultivo deT. chuii (TC), N. oculata (NO) eC. muelleri (CM)

nos meios de cultura f/2 (f/2), 50% (50) e 100%aade reuso (100) do
cultivo intensivo de_. vannamei em bioflocos.

Tratamento BI(mgt) BF(mgL') BR (mglL? ?gx
Esp. ?Nl\i.gc)ie Cult. (NS) *) *) *)
TCf/2 121 +£49 713+145a 592+149a 9,0+1,0a
TC50 108 + 58 653 + 42a 545+ 74a 8,3+1,5a
TC100 111 £ 69 702+120a 591+132a 8,7+1,2a
NOf/2 108 +33 587+126a 480+94a 8,7+0,6a
NO50 118 + 65 575+ 122a 457 +86a 8,3+1,5a
NO100 104 + 54 589 + 89a 485 +114a 9,0+£1,0a
CMf/2 124 + 24 284 + 39b 165+35b 5,0+0,0b
CM50 112 + 22 185 + 26¢ 73 +10c 43+1,5b
CM100 111 +16 170 = 30c 59 + 36¢ 4,0+1,0b
Espécie (N=9) (NS) *) *) *)
TC 114 + 52 690 £ 100a 576+109a 8,7+1,0a
NO 110 £ 46 584 + 99b 474 +87b 8,8+1,3a
CM 116 £ 19 213 +61c 99 + 56¢ 44+1,1b
M. de cultura (N=9) (NS) (NS) (NS) (NS)
fl2 118 + 33 528 + 215 412 £ 212 7619
50 113 +45 471 £ 227 358 £ 224 70+£25
100 109 + 44 487 + 255 378 + 260 73%+2,8
Blocos (N=9) * * * (NS)
1 154 +22a 466 +197b 311 +182b 6,9+2,7
2 68 £68c 445+200b 377 +223ab 7,9%3,0
3 123 +16b 576+273a 453+267a 7,1%+1,0

NS: nédo significativo (P>0,05). *: significativo €B,05). Letras distintas na
mesma coluna demonstram diferenca significativa{#>) verificados com

teste ANOVA fatorial em blocos e Tukey para sep@wade médias.
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Nas unidades d€. muelleri o meio f/2 com silica teve maior
biomassa final e biomassa relativa do que as uesgdadm &agua de
reuso sem adicdo deste mineral. (P<0,05) (Tabeld Xilica € um
nutriente essencial para o crescimento das diatasaflewin, 1955
apud Laing, 1985) e esta diretamente relacionadaade crescimento
e divisdo celular deste grupo (Holmes, 1966; Lali®§5).

Para o emprego de 4guas residuarias como meioltdeacpara
espécies de diatomaceas sdo necessarios maisseptrdoverificar o
custo da adicéo de silicato de sédio e se efetimsreumentam a taxa
de crescimento e produtividade deste meio de eultima alternativa a
adicdo de silicatos seria utilizar neste meio déurau espécies silico
facultativas, como aPhaeodactylum tricornutum, que possui bom
potencial biotecnol6gico e coprodutos de alto vatmegado.

Mesmo com desempenho sendo muito inferior ao amtehe
pelas outras espécies testadas, a média dos desutthtidos cont.
muelleri ndo influenciou na comparacdo entre 0 ganho dmdssa
(BR) e biomassa final (BF) proporcionado pelos réifites meios de
cultura. Excluindo os valores relativos a CM forantontradas médias
de 650 + 140; 614 + 92 e 646 + 113 mpara f/2, 50 e 100% em BF e
536 + 127; 501 + 86 e 538 + 125 mg lpara BR. Os valores sdo
superiores aos demonstrados na tabela 1, mas s&menda
significativa entre si (P>0,05).

4 Conclusao

A 4gua residuéria do cultivo intensivo ditopenaeus vannamei
em bioflocos pode ser uma boa alternativa paraugés de biomassa
de Tetraselmis chuii e Nannochloropsis oculata. Estas apresentaram
ganho de biomassa igual ao cultivo com meio f/2senglaram 100%
de ortofosfato e mais de 83% do nitrato melhoraasi@aracteristicas
guimicas para o posterior reuso ou descarte deraéu
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Resumo
Efluentes de sistemas intensivos de producdo dquisodem ser
utilizados em cultivos multitroficos integradosnde alternativa para o
emprego da agua residuéaria de producao intensivhi@iocos. Nesse
trabalho, Artemia franciscana foi alimentada com 10 mg L de
Tetraselmis chuii, Nannochloropsis oculata e Chaetoceros muelleri,
produzidas utilizando a agua residuaria de um wvaulthtensivo de
Litopenaeus vannamei em bioflocos, como meio de cultura. Teve
objetivo de verificar qual espécie proporciona roelldesempenho
zootécnico e melhor eficiéncia na producdo de bésaado
microcrustaceo. Apos 12 dias de cultivo foi prodazbiomassa Uimida
de 815,64 + 18,74, 650,81 + 83,98 e 40,76 + 4,08 Lifigcom C.
muelleri, T. chuii e N. oculata (P<0,05), as diferencas significativas se
mantiveram para biomassa seca (m. [T. chuii e C. muelleri foram
iguais nos demais parametros (P>0,05). No entamtouliuras deT.
chuii apresentaram maior ganho de biomassa seca(gquando
cultivada na éagua residuaria, sendo mais eficieraeproducédo de
biomassa das Artémias com 0,83 L contra 1,54 Lt hemC. muelleri.
Desta maneiraC. muelleri € recomendada para alimentacdo Ale
franciscana com finalidade de produc@o de biomassa. Mas, deaid
maior eficiéncia,T. chuii pode ser escolhida para fazer parte de um
sistema multitréfico, integrando a producdo He vannamei em
bioflocos, microalga é. franciscana.

Palavras-chave: Multitréfico, &gua de reuso, biaasiicroalgas
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1 Introducéao

O cultivo multitréfico Integrado incorpora espécis diferentes
niveis tréficos, permitindo a transformacé@o de iantes sdélidos ou
solluveis em biomassa (Soto, 2009). O efluente dtsnsas intensivos
de producdo aquicola apresentam bom potencial qEr&mpregados
em cultivos de outros organismos (Attasat et #1132 Borges et al.,
2005; Jones et al., 2002; Neori et al., 2004; Waildd., 2012).

Dentre estes sistemas se destaca o cultivo supesind de
camardes peneideos em bioflocos (Crab et al., ZDOBchryver et al.,
2008). A tecnologia é baseada na minima renovag&@myda, recebendo
grande aporte de matéria organica na forma de sraftoalimento,
fertilizantes e produtos de excrecédo, resultandaenefluente rico em
nutrientes com grande potencial de eutrofizacdo awpos d’agua.
(Alonso-Rodriguez and Paez-Osuna, 2003; Tacon amstdf, 2003;
Viadero et al., 2005).

A &gua residuéaria destes cultivos ja é utilizadm@aneio de
cultura alternativo para a producdo de biomassaid®alga (Attasat et
al., 2013; Borges et al., 2005; Chen et al., 20$2p biomassa possui
grande potencial biotecnoldgico (Krishna et al12Mata et al., 2010;
Noue and Pauw, 1988; Varfolomeev and Wassermari,)20ém de ser
fonte de alimento imprescindivel no cultivo de dsas organismos
aguaticos, principalmente em sistemas de larviaultde camardes
peneideos, de moluscos bivalves e de peixes mari(oerr et al.,
1998; Lavens and Sorgeloos, 1996).

A utilizacdo deArtemia sp. no tratamento de aguas residuarias
também deve ser considerada, devido a sua altaidaga de filtrac&o
(Basil et al., 1995). Sao filtradores ndo seletivesfagotroficos
obrigatérios (Sorgeloos et al., 1980) alimentanelgsncipalmente das
microalgas presentes nos ambientes naturais hipesade detritos
ricos em bactérias (Intriago and Jones, 1993) owo®ualimentos
microparticulados (Lavens and Sorgeloos, 1996;8oog et al., 1980).

Wang (2003) descreveu um cultivo multitréfico caandues de
producdo intensiva de camarfes marinhos, microalgasuscos ou
artémias. Porém a funcionalidade de sistemas adegré complexa,
devido as exigéncias dos organismos, influénciaguddidade da agua,
e estratégia de despesca (Neori et al., 2004).cRanantar a viabilidade
do sistema, a escolha das espécies cultivadasseéevfeita com muito
cuidado, visando a melhor produtividade e efici@noh producéo
(Barrington et al., 2009).
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Neste experimento artémias foram alimentadas com
Nannochloropsis oculata, Tetraselmis chuii e Chaetoceros muelleri,
produzidas utilizando agua residudria do cultiterisivo delitopenaeus
vannamei em bioflocos como meio de cultura. Teve objetigovdrificar
qgual alimentacdo proporciona melhor desempenhcéenicb e possuli
melhor eficiéncia na producdo de biomassa de atroom finalidade
de fazer parte de um sistema multitrofico integrado

2 Material e métodos

2.1 Desenho experimental

Foram utilizados 9 unidades de polietilentereftaldPET)
transparente com 3 L de volume util nos dias 02556 nos dias 6-12.
Fotoperiodo de 12 horas luz e 12 horas escuro, ROGQ gerada por
uma lampadas HQI 70 W e 14000 k posicionada a 2enaltlira.
Aeracdo feita por injecdo de ar via pedra porosamectada a um
compresso de ar de capacidade igual a 40. &s culturas foram
mantidas em banho de imersdo a 26 + 1 °C contrslpdo termostato
digital e aguecedor de 500W.

O experimento foi dividido em 3 tratamentos de dootom a
microalga fornecida como alimento para as artémi@sl - Tetraselmis
chuii, NOC —Nannochloropsis oculata e CMU —Chaetoceros muelleri.
10 mg L* de biomassa de microalgas foram fornecidas diari¢erpara
cada unidade experimental. Os cistof\demia franciscana, originadas
do Great Salt Lake, UT, EUA (INVE Agquaculture, Biék) foram
hidratados, decapsulados e coletados de acordwenda Sorgeloos
(1996). Posteriormente os nauplios foram trangderisghra as unidades
experimentais na densidade de 1,4 nauplios.mL

2.2 Coleta e desinfeccdo da agua de reuso e agirdena

A agua de reuso foi coletada com um recipientetiptasle 15 L
de um tanque circular de fibra de vidro de oitoro®tle diametro, 50
m? de &rea de fundo e volume de trabalho de #8nde séo cultivados
camardes marinhds vannamei em sistema intensivo de bioflocos. Este
nao teve renovacgao parcial por 3 meses antes doigento e estava
povoado por camardes de 18-19 g com densidade médizb kg .
Durante o periodo o volume de Soélidos SuspensosgisT¢EST) foi
mantido entre 400 e 600 mg'lpor meio de um decantador cilindro
cbnico. Apls a coleta a dgua foi submetida a sedanéo dos sdlidos
durante 15 min, dupla filtracdo da porcédo sobrema@daor meio de
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bombeamento e filtro de cartucho 1 um, depois lfmiada com 0,020
ppm NaCLO durante 1,5 horas e desclorada com tfatsude sédio
0,025 ppm.

A &4gua marinha foi bombeada da praia do Mocambique,
Florianépolis - SC, Brasil. Passou por filtragdo boisa de tecido
geotéxtil de 125 um e foi submetida ao mesmo piow®o de
purificacdo e desinfeccdo da agua residuaria.

2.3 Producéo e divisao do In6culo

Os ino6culos das microalgas foram cultivados em rdeicultura
f/2 (Guillard, 1975) autoclavado , com fotoperiat#24 horas luz, com
irradiancia de 150 pmol s geradas por duas lampadas fluorescentes
tubulares de 40 W e 5000 K. Foram mantidos a 22@&, tontrolando a
temperatura da sala com ar condicionado. As cudltforam iniciadas
sem aeracao e transferidas para volumes maioradaat@s dias. Esta
etapa foi realizada em Erlenmeyers de 500 mL, posteente
repicados para Erlenmeyers 1 L. Depois de mais dids, foram
inoculadas em Erlenmeyers de 2 L com aeracdo ¢ £0,5 %.
Posteriormente transferidas para recipientes citiosl de vidro
transparente com volume Util de 4,5 L. O meio deua nesta etapa foi
agua de reuso do tanque dos camardes produzidfusnda intensiva
em sistema de bioflocos. A agua residuéria utiizpdra os cultivos de
C. muelleri foi enriquecida com 80 mg’Lde silicato de sédio.

A cada 24 horas foram coletadas amostras das a&slljpara
verificacdo da turbidez (NTU) por meio de um tuflsidtro com
comprimento de onda de 860 nm. Estes valores farsatos para
calcular o volume a ser retirado para alimentaaré&mias com 10 mg
L™ de microalgas. Para o calculo utilizou-se umaa i calibracdo de
turbidez (NTU) x biomassa (mg™. previamente elaborada, con=R
0,982; 0,964 e 0,951 para as espéTiehuii, N. oculata e C. muelleri.

As culturas destinadas a alimentacao dos micr@mress foram
utilizadas em sua fase exponencial de crescimeotogspondente ao
dia 1-4. No dia 5 foram descartadas e substitypdasiovas linhas de
producéao.

2.4 Acompanhamento dos cultivos e analise de prodatle

Os tratamentos foram avaliados diariamente verifloa a
sobrevivéncia e estimativa da populacdo de cad#adei Para isso, 5
amostras de 10 mL de cada unidade foram contacilsidada a média.
As coletas e contagens foram realizadas desligaad@aeracéo,
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homogeneizando e succionando a agua com tubo de, vicdm
didmetro interno de 0,5 cm e marcacgéo de volunmed igd0 mL. O tubo
foi lavado com agua doce sempre que utilizado res@iecontaminacao
das unidades. A cada trés dias foram coletadoadt@iduos e fixados
em solucdo de lugol 5% para verificar o comprimemnbtal e
identificacdo do estagio instar (Schrehardt, 19%%i considerado
comprimento total a medida do topo da cabeca addirabddémen para
0s nauplios e adultos, medidos com uma escala caéagoplada a
ocular de uma lupa estereoscopica.

A cada seis dias foi realizada analise de pesoiadoadual (1g
art!) e biomassa seca (mg'Lpor filtracdo das amostras com filtie
fibra de vidrocom porosidade 1,6 um, seco em estufa a 50°C até pe
constante. Para esta analise, no dia O foi cole2@dmL de amostra
apos a despesca. No dia 6, 500 mL foram retiradosada unidade
experimental e no dia 12 filtrou-se o volume tata$ unidades (2,5 L).
Antes da filtracdo em filtro de poro 16n as artémias foram lavadas
com agua doce e filtradas com tela de 100 um ress@lie 6 e tela de
350 um no dia 12, com finalidade de lixiviar o eaélidos residuais.
Com estes resultados foi possivel calcular o galthpeso individual
(GPI) (ug art did).

No dia 12 os filtros foram umidificados, previanermgesados
usando balanca digital de 4 casas decimais. Pastemte foram
pesados com as artémias, obtendo a biomassa umida.

Diariamente as artémias foram concentradas e lavzata retirar
sélidos residuais, utilizado malha de 100 um ddelee tela de 350 um
do dia 6-12. Durante o procedimento 100% da agsgaudaades foi
substituida com agua marinha tratada para mariaixa concentracdo
de compostos nitrogenados e fosforo, retirar cglule microalgas
residuais e fezes.

2.5 Andlise estatistica

A Homocedasticidade foi verificada com teste dedmeve a
normalidade com Shapiro-Wilk. Os dados foram sulttosta analise
de variancia (ANOVA) e para as diferencas signifiees verificadas foi
utilizado o teste de Tukey, ambos com indice deifgigncia de
P<0,05. Os valores de sobrevivéncia foram previgengansformados
para arco-seno {y) mas apresentados em forma de porcentagem. Foi
utilizado o software Statistica 7.0 para a aplicadds testes.
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3 Resultados e discussao

A taxa de sobrevivéncia ndo apresentou difererigaffisativas
(P>0,05) até o 6° dia de cultivo entre os tratapenApds o 7° dia a
sobrevivéncia foi menor em NOC (P<0,05), diminuirgtadualmente,
atingindo valores minimos de 20 + 5,77% no 12°(Higura 1). Seixas
et al. (2009) avaliou por 8 dias o crescimento solbrevivéncia de
Artémias alimentadas conRhodomonas lens, Tetraselmis suecica,
Isochrysis galbana e Nannochloropsis gaditana e verificou resultados
semelhantes com 18 + 3% de sobrevivéncia Bogaditana e entre 69
a 88% para as outras espécies.
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Figura 4. Sobrevivéncia (%) d&. franciscana alimentadas coni.
oculata (NOC), T. chuii (TCH), C. muelleri (CMU) durante cultivo de
12 dias. * apontam diferenca significativa (P<0,88yificados com
ANOVA e Tukey.

As Artémias alimentadas cols oculata apresentaram resultados
inferiores em todos os parametros analisados (@ahglP<0,05). TCH
e CMU se diferenciaram em biomassa seca e umidargemo dia 12
(Tabela 1), onde os individuos alimentados cdin muelleri
apresentaram melhor desempenho (P<0,05).

Em TCH e CMU foram encontrados a maioria dos imltigé no
nivel L13 do estagio de desenvolvimento instar. &®rdo com
Schrehardt (1987) estes sdo denominados Pés lstagicel. Em NOC
a maioria dos individuos apresentavam nivel L7aatariza como Pés
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Metanduplio 2, com heterogeneidade e presenca digidnos em
estagio P6s Metanauplio 1 (L6) a P6s Metandupli@L10)(Figura2).

Tabela 2. Médias + desvio padrao do peso secoidhdiv(PSI), ganho
de peso individual diario (GPI) biomassa seca enhgsa Umida dA.
franciscana alimentadas coniN. oculata (NOC), T. chuii (TCH), C.
muelleri (CMU) nos dias 0, 6 e 12 de cultivo.

Dia NOC TCH CMU
0 269 269 269
(ugpi'r,[l) 6 | 538+05lb 25091+226a 2426 +236a
12 | 21,65+3,61b 37,86 +3,35a 44,85+ 4.41a
GPl 10,12]| 1,580,300 293+028a  3,51+0,37a
(ug dia)
_ 0 1131 11,31 1131
E(B;giﬁ;;a 6 |547+023b 31,13+095a 32,93 +2,39a
12 | 6,00+122c 40,69+363b 5581 +1,08a
B(';’r;gul_”.‘l';ja 12 | 40,76 + 4,08c650,81 + 83,98b815,64 + 18,74a

Médias na mesma linha seguidas de letras diferapi@stam diferenca
significativa (P<0,05) verificadas com teste ANO¥A ukey.

A diferenca entre os niveis de desenvolvimentouérftiam
diretamente no comprimento total. Desta forma, mprimento total
médio de NOC no dia 12 foi de 2,5 £ 0,3 mm (P<0@&Quanto em
TCH e CMU a média foi préxima a 4 mm (P>0,05) (F&gR). A Ultima
média é semelhante a encontrada por Naegel (198% 41 dias
fornecenddChaetoceros sp. como alimento. Seixas et al. (2009) também
encontrou comprimento total de 4,3 mm em arténliaseatadas por 8
dias com Tetraselmis suecica e de 1,5 mm comNannochloropsis
gaditana.
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Figura 5. Estagio de desenvolviment§CHREHARDT, 1987)e
comprimento total das artémias submetidas aosnesttos NOC ),

TCH () e CMU (@) durante cultivo de 12 dias. * aponta diferenca
significativa (P<0,05) verificado com ANOVA e Tukey

Nas observacdes (dia 3, 6, 9 e 12) as artémiasdies tos
tratamentos apresentavam trato digestério cheionieoalgas, mas
mesmo assim os individuos de NOC tiveram lento rdeteimento e
baixa sobrevivéncia.

Ja foi observado que microalgas de tamanho graraf@c@am
melhores resultados de crescimento nas ArtémidsaSet al., 2009).
Mesmo com capacidade de filtracdo de particulase ehte 50 pm
(D'Agostino, 1980) outros estudos demonstraramirgfeevalo entre 7 e
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28 um séao preferidos, com tamanho étimo de 16 [améndez, 2001).
A espécieT. chuii possui comprimento médio de 12 um e largura média
de 8 um, €. muelleri com comprimento médio de 5,33 e largura média
de 3,15 (Ohse et al., 2008), desta forma, o picempenho da\.
oculata pode estar ligado a sua menor digestibilidadeciehada ao
seu menor tamanho, com forma esférica de 2 pme(étal., 2008). O
mesmo foi verificado por Seixas (2009) utilizandannochoropsis
gaditana e descrito por Dhont e Lavens (1996) c@imlorella sp. e
Stichococcus sp..

Durante os 12 dias de cultivo foram fornecidos spradamente
1,49 L deT. chuii, 1,75 L deN. oculata e 3,5 L deC. muelleri para cada
unidade experimental. Estes dados séo equivalaoteslume de 0,83 £
0,11, 15,67 £ 1,65 e 1,54 + 0,03 L de cultura deroailgas para cada
grama de artémia produzida. Resultado demonstrd .quiiii foi duas
vezes mais eficiente na producéo de biomassa émiag do queC.
muelleri.

As culturas de microalgas utilizadas para alimeédac
apresentaram biomassa final de 271 + 32 thgaraT. chuii, 225 + 14
mg L* paraN. oculata e 111 + 17 mg I paraC. muelleri. A maior
biomassa final explica o pequeno volumeTdehuii necessario para o
fornecimento de 10 mg Lde microalgas por dia como alimentacéo
durante o experimento. A diferenca na producdoidedssa das trés
espécies de microalgas quando cultivadas em agiguagia do cultivo
em bioflocos também foi verificada por Magnottiaét (ndo publicado)
Estes autores as cultivaram por 10 dias, com a mesetiodologia e
agua residuaria e obtiveram biomassa final de£7020 mg L, 589 +
89 mg L' e 170 + 30 mg T deT. chuii, N. oculata e C. muelleri, sendo
a ultima sem adicéo de silicato de sodio. Devidpegueno ganho de
biomassa, Magnotti et al.. (hdo publicado) ndomentwlam a escolha de
C. muelleri para cultivos usando agua residuaria do bioflosem
adicao de silicatos como meio de cultura.

Durante este experimento a producdo de biomas€a rdeelleri
também foi pequeno, mesmo com a adi¢édo de silbateddio. Desta
forma, este resultado pode estar relacionado aoutaracteristicas
deste meio de cultura alternativo e ndo s6 a m@ivalg silicato como
discutido por Magnotti et al. (ndo publicado).

Para a escolha da espécie de microalga utilizadanemistema
multitréfico, deve-se levar em consideragédo todssparametros de
producédo (Barrington et al., 2009). Os melhoresltados nos indices
zootécnicos atingidos por artémias alimentadas Gnmmuelleri sdo
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minimizados quando verificados o grande volume ddtua de
microalgas inserido nos tanques e as dificuldagisteates durante seu
cultivo.

A eficiéncia do processo produtivo tem grande pesescolha da
espécie de microalga neste tipo de sistema. Corhomefficiéncia,
menos agua residudria serd necessaria, produziago bhiomassa de
artémias com menor custo de producéo. Estes cestés relacionados
com o volume dos tanques, estrutura fisica, maobda e gastos com
energia elétrica, e podem inviabilizar o processo.

A biomassa de Artémia produzida também pode séizaaa
como alimento para os camar6fes cultivados nos ¢snigunecedores da
agua residudria. Esta pratica teria como finalidadelementar a
alimentacdo, diminuindo a entrada de racdo indligaida e,
consequentemente, na conversao alimentar e cuatus, financeiros
guanto ambientais. Para elucidar esta hipotesena@essarios estudos
sobre a composicao centesimal das microalgas adéis/ nesta agua
residuaria e das Artémias alimentadas por elas.eB@mcom estes
resultados serd possivel fundamentar a escolhasgpésie introduzidas
no sistema multitréfico, integrando o cultivo irdero de Litopenaeus
vannamei em bioflocos, producdo de biomassa de microalgas e
producéo de biomassa Agemia franciscana.

4 Conclusao

As Artémias apresentaram maior ganho de biomassaesémida
quando alimentadas cof@. muelleri cultivada na agua de reuso do
cultivo intensivo de.. vannamei em bioflocos. PorénTetraselmis chuii
apresentou maior biomassa final quando cultivaga &gua residuéria
fazendo necessario somente 0,83 L para produzolel Artémia, contra
1,54 LdaC. muelleri.
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2 Conclusao geral

A agua residuaria do cultivo intensivo Hitgopenaeus vannamei
em bioflocos pode ser uma boa alternativa paraugém de biomassa
de Tetraselmis chuii e Nannochloropsis oculata. Estas apresentaram
ganho de biomassa igual ao cultivo com meio f/2snglaram 100%
de ortofosfato e mais de 83% do nitrato melhoraasl@aracteristicas
guimicas para o posterior reuso ou descarte deraéu

As artémias apresentaram maior ganho de biomasaa&semida
quando alimentadas cof@haetoceros muelleri cultivada na agua de
reuso do cultivo intensivo dé&. vannamei em bioflocos. Porém,
Tetraselmis chuii apresentou maior biomassa final quando cultivada
com agua residudria fazendo necesséario somentd (&6 produzir 1
g de Artemia, contra 1,54daC. muelleri.
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