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RESUMO

A presente tese trata sobre o desenvolvimento de uma aquicultura multitréfica integrada em
sistema superintensivo onde todos os produtos e rejeitos tem um valor de mercado. Foram
desenvolvidos quatro experimentos, o primeiro avaliou a integragdo de camarao e tainha em
sistema de bioflocos, o segundo avaliou o incremento da densidade de tainha quando
integrado ao cultivo de camarao em bioflocos, o terceiro comparou a integragdo da macroalga
(Ulva fasciata) ao sistema integrado de camardo e tainha em bioflocos com a melhor
densidade de peixes encontrada, finalmente no quarto experimento se avaliaram dietas com
diferentes inclusdes da macroalga produzida no sistema integrado em bioflocos, como aditivo
alimentar para o olhete (Seriola dorsalis). De acordo com os resultados destes experimentos,
foi observado que a integracdo de camardo e tainha incrementou a produtividade em 11,9%
assim como a retencdo de fosforo em 16,8% sem comprometer a saude dos peixes. Foi
encontrado que as altas densidades comprometem o desempenho das tainhas, assim como a
capacidade de carga para as tainhas nesse sistema ¢ de 3,7 kg m™. Da mesma maneira, se
encontrou que com até 43 peixes por tanque de 100 L ¢é possivel manter a mesma quantidade
de fosforo nos efluentes. Além disso se encontrou que com a interagdo de camarao e tainha,
podemos melhorar a eficiéncia do uso da 4gua em 17%. Observou-se que a integracdo da
Ulva melhorou em 5,5 ¢ 7,6% a retencao de nitrogénio e fosforo, respectivamente. Foi
demonstrado que ¢ possivel incrementar a proteina, fosforo, clorofila e carotenoides das
macroalgas no sistema integrado em bioflocos. Finalmente, observou-se que a Ulva pode
atuar como promotor de crescimento para S. dorsalis. Desta maneira, conclui-se que ¢
possivel aumentar a produtividade, melhorar o uso dos residuos do cultivo de camardao como
alimento para tainha e fertilizante para Ulva sp. em sistema de bioflocos. Além disso, o
residuo do cultivo pode se tornar um produto no mercado contribuindo com a sustentabilidade
da aquicultura e adotando o conceito de economia circular.

Palavras-chave: Aquicultura. Litopenaeus vannamei. Mugil sp.  Ulva fasciata. Seriola
dorsalis.



ABSTRACT

The following PhD thesis is about the development of an integrated multi-trophic aquaculture
in a super intensive system where all the products and tailings have a market value. Four
experiments were developed; the first evaluated the integration of shrimp and mullet into a
biofloc system, the second one evaluated the increase of mullet density when integrated with
shrimp cultivation in a biofloc system, the third one compared the integration of a seaweed
(Ulva fasciata) to the shrimp and mullet biofloc system containing the best fish density found
in second experiment. Finally, in the fourth experiment, diets with different seaweed
inclusions, that were produced in the integrated biofloc system, were evaluated as a food
additive for California yellowtail (Seriola dorsalis). According to the results of these
experiments, it was observed that the integration of shrimp and mullet increased productivity
by 11.9% as well as phosphorus recovery by 16.8% without compromising fish health. It was
found that the high densities compromise their performance, so the fish yield capacity in this
system is 3.7 kg m™. Also, it was found that up to 43 fish per a 100 L tank can keep the same
amount of phosphorus in the effluents, and that with the interaction between shrimp and
mullet, we can improve water use efficiency by 17%. It has also been discovered that it is
possible to increase the seaweed’s protein, phosphorus, chlorophyll and carotenoids in the
integrated biofloc system. Finally, it was observed that the Ulva fasciata may act as a growth
promoter for S. dorsalis. Therefore, it is concluded that it is possible to increase productivity,
improve the use of shrimp crop residues as mullet feed and fertilizer for Ulva fasciata. In a
biofloc system, crop residue can become a product offered in the market, contributing to the
sustainability of aquaculture and adopting the concept of circular economy.

Keywords: Aquaculture. Litopenaeus vannamei. Mugil sp. Ulva fasciata. Seriola dorsalis.
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1. INTRODUCAO

1.1 CULTIVO COM TECNOLOGIA DE BIOFLOCOS (BFT)

1.1.1 Historico

Os primeiros ensaios no sistema de cultivo superintensivo com tecnologia de
bioflocos foram nos anos 80’s na Polinésia Francesa pelo pesquisador Gerard Cuzon do
IFREMER que chamou os bioflocos de “moulinettes” e foram utilizados para manutencdo de
reprodutores de camardo. Depois disso, nos 90’s Yoram Avnimelech de Israel publicou o
primeiro reporte falando sobre a manipulagdo da relagdo carbono nitrogénio para formacao de
flocos bacterianos para o controle de nitrogénio inorganico dos cultivos aquicolas
(AVNIMELECH, 1999). Ainda na década de 90, o Waddell Mariculture Center, com grupo
de pesquisa liderado pelo Dr. Steve Hopkins, nos Estados Unidos publicou a possibilidade de
ter altas produtividades (600-8000 kg/ha/safra) com pouca ou nula renovacdo de agua
(SANDIFER e HOPKINS, 1996). A partir disso vem crescendo as publicagdes no assunto,
como exemplo, utilizando a palavra “biofloc” no Scopus de Elsevier em 2019 foram

publicados 139 trabalhos e com a sigla “BFT” foram publicados 231 trabalhos.

1.1.2 Caracteristicas

A tecnologia de cultivo em sistema de bioflocos consiste na manipulagdo da relagdao
carbono e nitrogénio para o controle dos compostos nitrogenados, principalmente da amodnia
que em altas concentragdes pode ser toxica para os animais de cultivo (AVNIMELECH,
1999). O aproveitamento da cadeia microbiana permite formar agregados microbianos
chamados também marine snow, marine flake, microbial floc, bacterial floc, moulinettes,
sistema ZEAH (pelas siglas do inglés zero exchange heterotrophic aerobic), tecnologia de
bioflocos, BFT (pelas siglas do inglés Biofloc Technology) ou bioflocos. Esses agregados sao
formados por algas, protozodrios, bactérias, detritos organicos e inorganicos, que além de
controlar os compostos nitrogenados servem de suplemento alimentar para os animais de
cultivo (AVNIMELECH et al., 2010).

Com relag@o aos compostos nitrogenados, dois grupos funcionais de bactérias sdo os
principais responsaveis pela manutencdo da qualidade da agua em sistemas de cultivo com

BFT: no primeiro grupo estdo as bactérias heterotroficas, que assimilam a amonia; € o
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segundo grupo sdo as bactérias quimioautotroficas, que realizam o processo de nitrificagdo
(EBELING, TIMMONS, BISOGNI, 2006; HARGREAVES, 2006). As bactérias
heterotroficas removem a amodnia da coluna de agua e a convertem em proteina celular, para
i1sso precisam de uma relagdo carbo-hidrato:amonia alta (15-20:1), que pode ser mantida pela
adicdo de uma fonte de carbono organico como melago, aglicar, dextrose ou outras. As
bactérias quimioautotroficas oxidam a amonia para nitrito € o nitrito para nitrato, que ¢ muito
menos toxico para os organismos de cultivo. Esse processo reduz a alcalinidade do cultivo,
por esse motivo € necessario adicionar uma fonte de carbono inorganico como hidroxido de
calcio (cal) ou bicarbonato de sddio. As bactérias heterotroficas sdo muito mais rapidas em se
estabelecer no sistema e controlar a amoénia (tempo de duplicacdo aproximado de uma hora)
em comparagao as quimioautotroficas (tempo de duplicagao de 24 horas). Adicionalmente, as
algas usam o nitrogénio amoniacal total téxico bem como os compostos fosfatados para
construir estruturas celulares como proteinas e acucares (RAY et al 2010). O zooplancton
consome algas e bactérias e pode desempenhar um papel importante na transferéncia de
nutrientes dos produtores primarios para os consumidores secundarios (RAY et al., 2010).

O principal problema no cultivo heterotrofico € a alta produgdo de solidos suspensos
totais (SST), que devem ser removidos por meio de decantagdo para nao afetar o crescimento
dos camardes, o ideal é manté-los abaixo de 600 mg L™ ou 15 ml L' (SCHVEITZER et al.,
2013b). Porém, os SST devem permanecer acima de 200 mg L' para que aconteca a
nitrificagdo (SCHVEITZER et al., 2013b). Mesmo no sistema quimioautotréfico, a retirada de
solidos se faz necessaria, neste caso os so6lidos sdo mais finos, assim como a frequéncia de
retirada ¢ menor, esses solidos tém maior teor de cinzas e por tanto menor porcentagem de
solidos suspensos volateis (SSV) (EBELING et al., 2006).

Quando se inicia um cultivo em sistema de bioflocos se deve considerar que para
estabilizar as bactérias quimioautotroficas ¢ necessario passar por dois picos: o primeiro € o
pico de amonia, que pode ser controlado com uma fonte de carbono organico; o segundo pico
¢ o pico de nitrito que ¢ o mais delicado, pois seu controle requer de mais tempo pois o nitrito
pode chegar a valores toxicos para o camardo, sendo necessario remové-lo por meio de
renovagdo de dgua, principalmente em cultivos com baixas salinidades, pois o nitrito aumenta
sua toxicidade (LIN, CHEN, 2001). Para evitar estes picos, estdo sendo desenvolvidas novas
estratégias como reuso entre 25 e 100% da 4gua madura para proximos ciclos
(KRUMMENAUER, et al., 2014) ou iniciar o ciclo com estimulo as bactérias nitrificantes,
para isso se inicia com fertilizacdo com sais de amdnio e nitrito (FERREIRA, et al., 2020) o

que pode se tornar uma estratégia pratica.
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1.1.3 Bioflocos como fonte de alimento para os organismos de cultivo

Os bioflocos além de controlar os compostos nitrogenados, podem se tornar um
alimento suplementar para os animais de cultivo (EMERENCIANO, et al., 2012; MARTINS
et al., 2020; LEGARDA et al., 2019). A composi¢ao dos bioflocos depende muito da fase
bacteriana predominante, da fonte de carbono, da ragdo, iluminagdo, entre outros fatores de
analise como analises em fresco ou seco (EMERENCIANO, GAIXOLA, CUZON, 2013;
AVNIMELECH et al., 2010). A proteina dos flocos pode variar de 12 até 51%, os lipideos de
0,5 até¢ 15%, as cinzas de 18,3 até¢ 51,8% (EMERENCIANO, GAIXOLA, CUZON, 2013;
AVNIMELECH et al., 2010).

Os bioflocos também podem atuar como probiodticos naturais (EMERENCIANO,
GAIXOLA, CUZON, 2013) podendo inibir o crescimento de Vibrio sp. (MARTINS et al.,
2020), assim como também podem evitar a proliferacdo de ectoparasitos (EMERENCIANO,
GAIXOLA, CUZON, 2013).

1.1.4 Infraestrutura necessaria

A estrutura minima para cultivo de organismos em sistema de bioflocos deve contar
com aeracao constante com microbolhas para que tanto os organismos de cultivo como os
flocos respirem. O sistema de aeracdo além de manter os niveis de oxigénio dissolvido ideal
para os organismos de cultivo deve ser eficiente para manter toda a matéria organica em
suspensao, evitando pontos andxicos dentro dos tanques. Para manter a aeragdo € necessario
ter um sistema de emergéncia preparado como um gerador de energia alternativo, ou como
alternativa extrema na falta de oxigénio pode se adicionar perdéxido de hidrogénio (4dgua
oxigenada) na relacdo de 7 ml para incrementar 1 mg em 1000 L, porém, deve se considerar
que em altas concentragdes pode ser toxico para os animais de cultivo (FURTADO et al.,
2014). Também ¢ necessario ter tanques revestidos com geomembrana, para evitar a entrada
de outros crustaceos que podem comprometer o cultivo por meio da entrada de patdgenos. De
maneira opcional se utilizam estufas agricolas que ajudam a manter a temperatura constante
evitar a presenca de aves predadoras, assim como manter o controle idnico evitado a
interferéncia da chuva. Os substratos artificiais, também sdo estruturas opcionais, € ajudam a
aumentar a area de superficie, o que permite incrementar as densidades de cultivo até 500
camardes m~ (SCHVEITZER et al., 2013a). Geralmente sdo cultivados camardes com boa

procedéncia e linhagens de crescimento e/ou livres de patdgenos especificos (SPF: Specific
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pathogen free). Adicionalmente ¢ necessario ter decantadores ou camaras de sedimentacgao

para retirar o excedente de s6lidos suspensos totais.

1.1.5 Tecnologia sustentavel

Os sistemas de cultivo com BFT tém sido amplamente utilizados na producao do
camarao-branco-do-pacifico a elevadas densidades de estocagem com minima ou nenhuma
renovacdo de agua, reduzindo consideravelmente o uso da area destinada ao cultivo de
recursos hidricos em comparagdo com sistemas tradicionais semi-intensivos (SAMOCHA et
al., 2012). Em sistemas intensivos se utiliza aproximadamente 10-50% do volume do viveiro
para renovagdo de dgua por dia para manter os parametros de qualidade da agua (SANDIFER,
HOOPKINS, 1996) e no sistema de bioflocos apenas se fazem reposi¢des do volume de dgua
perdida pela evaporacdo, tornando-o um sistema amigavel com o meio ambiente ao usar
melhor este valioso recurso. Por outro lado, o sistema de BFT permite através da
intensificacdo do cultivo utilizar menor area, aproveitando ao maximo o recurso natural solo.
Ao reusar a mesma agua para diferentes cultivos se reduz a descarga de efluentes
(KRUMMENAUER et al., 2014). Os flocos por serem uma fonte alternativa de alimento para
os organismos de cultivo podem diminuir as taxas de arragcoamento e aumentar a retengao de
nitrogénio (BURFORD et al., 2004; WASIELESKY et al., 2006). Finalmente, o sistema de
bioflocos ¢ um sistema fechado e por consequéncia biosseguro evitando surtos de doengas ou

fugas de animais (SAMOCHA et al., 2012).

1.1.6 Desafios do sistema

O sistema de cultivo em bioflocos ainda precisa ser aperfeicoado, existem trés
desafios que precisam ser trabalhados. Primeiro, o desafio técnico, principalmente para
manter os parametros de qualidade da agua 6timos para os organismos cultivados; o segundo
desafio ¢ ambiental, j& que € necessario tratar os efluentes gerados pelo cultivo para devolver
a agua para o corpo de captacdo nas mesmas ou melhores condi¢des do que foi captada; o
terceiro ¢ o econdmico, devido ao custo energético demandado devido principalmente a
aeracdo constante assim como ao custo por tratar esses efluentes. Da mesma maneira esses
trés desafios estdo diretamente relacionados.

Como citado nesta tese, os solidos suspensos totais devem ser mantidos em niveis

adequados para as espécies de cultivo para garantir o desempenho e saide dos animais, e esse
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excedente de solidos é rico em nutrientes e, no caso do cultivo de camardo, ¢ salino
dificultando a utilizacdo como fertilizante agricola. Os nutrientes que sdo ofertados para os
camardes ndo sdo 100% retidos pelos animais cultivados, apenas uma pequena porc¢dao do
nitrogénio e outra pequena de fosforo sdo retidas pelos camardes e o restante fica dissolvido
na agua ou suspendido.

Os nutrientes como o nitrogénio (N) e o fosforo (P) dentro dos sistemas de cultivo de
camarao provem da ragao. Nos sistemas tradicionais o controle destes componentes em niveis
adequados para os organismos de cultivo ¢ feito mediante renovacao de agua ou na despesca.
Nos sistemas fechados, como o sistema de bioflocos, onde ndo existe renovacao de agua a
reciclagem de nutrientes ¢ feita mediante os microorganismos, porém, o residuo final dos
processos bioldgicos se acumula durante o cultivo. Em sistemas tradicionais os camardes
retém 21% e em sistema de bioflocos de 18 a 30% do nitrogénio ofertado na racdo, assim
como de 10 a 20% do fosforo das dietas (AVNIMELECH et al., 2010). Assim, acredita-se que
o sistema de bioflocos pode aumentar a retengdo do nitrogénio no sistema (SILVA,
WASIELESKY, ABREU, 2013).

Os conceitos de aquicultura multitrofica integrada (AMTI) podem ajudar a melhorar
esse aspecto do sistema, sendo que alguns peixes t€ém potencial para aproveitar o excedente
dos bioflocos e os organismos autdtrofos podem absorver os nutrientes dissolvidos na agua
(PINHEIRO et al., 2017; POLI et al., 2019a; POLI et al., 2019b; MARTINS et al., 2020).
Adicionalmente, ¢ necessario aperfeicoar o sistema de bioflocos, principalmente nos quesitos
do uso dos solidos suspensos totais ou lodos retirados, assim como no controle dos compostos
inorganicos que se acumulam durante o cultivo, principalmente o nitrogénio em forma de
nitrato ¢ o fosforo na forma de ortofosfato. Da mesma maneira a AMTI pode ajudar a
melhorar a retencdo de nutrientes provenientes da dieta (PINHEIRO et al., 2017; POLI et al.,
2019a; POLI et al., 2019b; MARTINS et al., 2020), sabendo que as dietas sdo um dos
insumos com maiores custos na aquicultura, por meio da diversificacdo de espécies com valor

no mercado.

12  AQUICULTURA MULTITROFICA INTEGRADA

O conceito de Aquicultura Multitréfica Integrada (AMTI) vem das interagdes que
ocorrem no ambiente natural, consiste em um sistema onde os rejeitos do cultivo de uma
espécie sdo reciclados para converter-se em aportes (fertilizantes ou alimentos) para outras

espécies (CHOPIN et al., 2001). A alimentacao artificial ¢ combinada com a aquicultura
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vegetal (macroalgas, microalgas e plantas), ou combinada com outras espécies de peixes ou
moluscos para criar sistemas balanceados para a sustentabilidade ambiental (biomitigagdo)
assim como a estabilidade econdmica pela diversificacdo de produtos e redugdo de riscos
(CHOPIN et al., 2001).

O termo “Multitrofica” refere-se a incorporagdo de espécies de diferentes niveis
troficos ou nutricionais no mesmo sistema (CHOPIN, 2006). Diferencia-se do policultivo que
¢ o cultivo de espécies do mesmo nivel tréfico no mesmo ambiente, onde os organismos
compartem oS mesmos processos quimicos e biologicos. A palavra “integrada” em AMTI
significa o cultivo intensivo de diferentes espécies que estdo conectadas pelos nutrientes e
transferéncia energética através da dgua, mas nao necessariamente no mesmo lugar (CHOPIN
etal., 2001; CHOPIN, 2006; NEORI et al., 2004; TROEL et al., 2003).

O modelo conceitual base de AMTI ¢ o cultivo de salmdo em gaiolas flutuantes os
quais sdo alimentados e seus rejeitos na forma de sélidos suspensos totais sdo aproveitados
para o cultivo de mexilhdes, pela corrente marinha, ¢ os compostos inorganicos sao
assimilados por macroalgas, neste caso sdo kelps; também existem organismos que
consomem os detritos como o pepino do mar (Figura 1).

Também existem reportes de varias combinagdes de peixes, crustdceos, moluscos e
macroalgas (TROEL et al., 2003) ndo somente no mar aberto, sendo também indoor em
tanques (ABREU et al., 2009 e 2011). A maioria dos sistemas tém demonstrado que este
sistema pode ser uma alternativa para biorremediar os compostos inorganicos nos sistemas de
cultivo tradicionais (TROEL et al., 2003). Por exemplo, em sistemas de cultivo em dgua doce
os efluentes de um monocultivo podem ser utilizados como fertilizantes para cultivos de
hortalicas, (KONIG et al., 2018), mas em cultivos marinhos as altas salinidades limitam essa
pratica, e para isso tem sido estudados sistemas de aquaponia com plantas halofitas
(PINHEIRO et al., 2017; POLI et al., 2019), ou em efluentes de cultivos com baixas
salinidades podem ser aplicados como fertilizantes para tomates (MARISCAL-LAGARDA,
PAEZ-OSUNA, 2014).

Tem sido pouco estudada a AMTI em BFT, e ainda h4a muito para ser estudado antes
de se estabelecer um sistema comercial. Porém, existem alguns estudos preliminares em co-
cultivo de camardao e macroalgas como Ulva lactuca e Gracilaria birdiae (BRITO et al.,
2014a, 2014b). Outro trabalho integrou camarao, tilapia e uma planta halofita, Sarcocornia

ambigua (POLI et al., 2019).
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Figura 1. Modelo conceitual de Aquicultura Multitréfica Integrada (AMTTI).
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Fonte: FOC, S.A.

1.3 TAINHA

As tainhas sdo peixes que pertencem a familia Mugilidae que se encontram em todo
o mundo em aguas temperadas e tropicais costeiras, algumas espécies também se encontram
em agua doce (THOMSON 1984; NELSON 2006). Tem servido como uma importante fonte
de proteina para consumo humano em toda sua area de distribuicio (NASH, SHEHADEH
1980). No sul e sudeste brasileiro existe a tradicdo de consumo do peixe inteiro assim como
de suas gbénadas, no inverno (abril - junho) os peixes saem dos estudrios para a reproducao,
aproveitando as baixas temperaturas (LEMOS et al.,, 2014). Durante os ultimos anos, a
densidade encontrada no meio natural tem diminuido (MPA/MMA, 2015; SANT-ANA,
KINAS., 2015), principalmente devido a mudangas climaticas e em menor medida a sobre-

exploragdo (SANT-ANA, KINAS., 2015). Atualmente, estd em desenvolvimento o pacote
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tecnologico de produgdo de tainha comegando pela reproducdo em cativeiro de Mugil liza
(CARVALHO et al., 2019). Ainda s3o necessarios mais estudos de pesquisa e compilacao de
muita informagdo para fechar o ciclo produtivo em cativeiro, como a larvicultura, engorda,
nutri¢do, sistema de cultivo mais apropriado, entre outros.

As tainhas pertencem ao grupo dos consumidores primarios, se alimentam de
microalgas diatoméceas, Coscinodiscus spp., além de alguns microcrusticeos
(VASCONCELOS-FILHO et al., 2009). Oliveira e Soares (1996) reportaram o contetdo
estomacal em tainhas (Mugil platanus) em diferentes estacoes do ano em fase juvenil e adulta.
Eles encontraram detritos vegetais e animais, como cianobactérias, algas, globigerina,
rotiferos, larvas de poliquetas, gastropodes, bivalves, microcrustaceos, larvas, trematodos e
nematodos. Os mesmos autores encontraram que a variacdo durante o ano depende mais da
disponibilidade do que da preferéncia, assim essa espécie ¢ detritivora.

Os mugilideos sdo peixes eurihalinos e euritérmicos (VASCONCELOS-FILHO et
al., 2009), tendo o potencial de cultivo em diversos ambientes, inclusive em sistema de
bioflocos (MELO et al., 2016; VINATEA et al., 2018; HOANG, NGUYEN, BOSSIER,
2020), assim como também tem potencial para policultivo (MELO et al., 2016; HOANG et
al., 2016). Recentemente, tem se demonstrado que podem consumir bioflocos e aproveita-los
para crescer ajudando a diminuir o impacto causado pelos efluentes de um monocultivo de

camarao e incrementando a retencao de fosforo do sistema (LEGARDA et al., 2019).

1.4 MACROALGAS

A producdo de macroalgas tem incrementado 37% de 2010 a 2017 (FAO-FIGIS,
2019). Em 2017 se reportou uma producdo mundial de 32 milhdes de toneladas que
representaram quase 12 milhdes de dolares (FAO-FIGIS, 2019). O incremento da producao
das macroalgas se deve principalmente ao aumento da demanda pelas suas caracteristicas
anti-inflamatodrias, antioxidantes, antitumorais, antimicrobianas, entre outras que estdo
diretamente relacionadas com os polissacarideos que elas sintetizam (SAKTHIVEL, DEVI,
2019). Do mesmo modo estdo sendo utilizadas diretamente para consumo humano ou como
espessantes na industria alimenticia (carragenana), os residuos ou algas de baixa qualidade
sao utilizadas na agroindustria (FAO, 2016; 2018).

As macroalgas tém a capacidade de absorver os compostos diluidos na agua e
incorpora-los como biomassa (GRAHAM, 2009). Dentre os compostos essenciais para as

macroalgas encontramos o nitrogénio, fosforo, cloro, enxofre, calcio, magnésio e potassio.
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e Nitrogénio ¢ utilizado principalmente para formar os aminoacidos,
nucleotideos, clorofila e ficobilinas

e Fosforo que se utiliza na produgdo de ATP, ADN e fosfolipideos

e Cloro utilizado para a produgao de oxigénio no processo da fotossintese

e Enxofre para formar alguns aminoécidos, para a nitrogenase, lipideos dos
tilacoides, carragenana, agar, biotina (dependendo da macroalga)

e (Calcio para formar o alginato e carbonato de célcio

e Magnésio para clorofila

e Potassio para agar, carragenana e para a osmoregulacao

A limita¢do de algum desses nutrientes pode afetar o crescimento das macroalgas
(GRAHAM, 2009). Além disso, pesquisadores dos Estados Unidos estdo promovendo o
cultivo de macroalgas pela capacidade destas em atenuar mudancas climaticas, principalmente
pela capacidade das mesmas em captar carbono (FROEHLICH et al, 2019). Recentemente foi
descrito que as macroalgas e seus metabolitos derivados atuam como prebidticos ou alimentos
funcionais, melhorando a satde intestinal em humanos (CHAROENSIDDHI, 2019).

Dentre as macroalgas, destacamos a Ulva sp., uma alga verde que suporta variagdes
de salinidade e seu crescimento € oportunista (MSUYA; NEORI, 2008). A U. lactuca tem
uma alta taxa fotossintética e capacidade de absor¢do de nitrogénio dissolvido (NALDI;
WHEELER, 2002), ¢ uma espécie cosmopolita e que tem a capacidade de biorremediar
ambientes com altas concentragdes de nutrientes (TROEL et al., 2003). Pode ser co-alimento
para o camardo, podendo substituir em até 50% a racdo comercial (PALLAORO; VIEIRA;
HAYASHI, 2016).

No Brasil ainda ndo existe um mercado formado para a Ulva sp. Um dos potenciais
usos ¢ a utilizacdo da biomassa de algas produzidas como aditivos alimentares, devido aos
compostos bioativos que possuem as macroalgas (PESO-ECHARRI, 2012; SCHLEDER et
al., 2018).

1.4.1 Compostos fendlicos, carotenoides e clorofila na Ulva sp.

A Ulva sp., possui um polissacarideo (ulvana) (PESO-ECHARRI et al., 2012), a
ulvana ¢ um ingrediente funcional e tem mostrado potencial na melhora do sistema
imunolégico de organismos aquéticos (PESO-EHARRI et al., 2018). Nos Ultimos anos tem

sido o foco de pesquisas para utilizagdo como alternativa ao uso de antibioticos (PESO-



28

ECHARRI et al., 2012). Também Vizcaino et al., (2019), observaram que adicionar 5% da
macroalga Ulva ohnoi na dieta pode ajudar a melhorar o epitélio intestinal em linguado
branco (Solea senegalensis) quando administrado por um periodo de 45 dias, além da Ulva
estar relacionada com a modulagdo de genes que envolvem o metabolismo de proteina e

lipideos.

1.5 Seriola dorsalis

A Seriola dorsalis conhecida como california yellowtail, hiramasa, kingfish o
amberjack, jurel, medregal, olhete, entre outros, ¢ um peixe muito apreciado no mercado pela
qualidade do fil¢ (Figura 2), este peixe pode ser consumido fresco, congelado, salgado ou
seco (Instituto Nacional de Pesca do Governo do México, 2012).

Segundo a FAO-FIGIS (2019), o cultivo deste peixe estd em crescimento acelerado a
partir de 2014, crescendo de uma tonelada em 2014, para 50 toneladas em 2017 e neste ultimo
ano movimentou 507 mil ddlares. Existe o pacote tecnoldgico para sua producao em cativeiro,
a larvicultura e alevinagem se fazem em sistemas de recirculagdo e depois a engorda em
gaiolas flutuantes no mar aberto (Figura 2).

O cultivo comercial no Japao, antigamente, comecava com a captura de juvenis do
meio natural, que se encontravam associados as macroalgas (ANRAKU, AZETA, 1965;
KOLKOVSKI, SAKAKURA, 2004). Atualmente, o cultivo da Seriola ja esta estabelecido, se
maturam os individuos com dietas frescas ricas em proteina, acidos graxos e vitaminas, assim
como imuno-estimulantes; se realiza a reprodu¢do em cativeiro por dois métodos com desova
espontanea nos tanques (com controle de temperatura e fotoperiodo) ou também com uma
unica dose hormonal; tem se observado que a presenga de carotenoides como astaxantina nas
dietas dos reprodutores podem duplicar a producdo de ovos e também melhorar a qualidade
dos mesmos (KOLKOVSKI, SAKAKURA, 2004). Na fase larvaria estes peixes crescem
muito rapido quando comparados com outros peixes marinhos, consomem dietas ricas em
acidos graxos que sdo subministradas por meio de rotiferos e artémia (KOLKOVSKI,
SAKAKURA, 2004). Porém ainda existem dois picos de mortalidade, o primeiro na primeira
alimentacdo e o segundo causado pelo canibalismo nas fases iniciais (SAKAKURA,
TSUCAMOTO, 1999). O canibalismo nesta espécie ¢ observado em baixas densidades de
estocagem e em individuos do mesmo tamanho (KOLKOVSKI, SAKAKURA, 2004). Ja

existem dietas comerciais para esta espécie, porém, ainda existem alguns desafios a serem
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resolvidos; um deles ¢ a susceptibilidade a parasitas, assim como deformidades causadas pela

nutri¢do inadequada.

Figura 2. Esquema do ciclo de producédo do peixe olhete (Seriola dorsalis).
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1.6 ECONOMIA CIRCULAR NA AQUICULTURA

A economia circular ¢ um sistema que busca aproveitar os recursos para reduzir,
reciclar e reutilizar o que se descarta e da-lhe uma segunda vida e devolvendo-os ao mercado
com uma nova forma. Muitas empresas estdo desenvolvendo seus negocios em torno deste
modelo produtivo sustentdvel (HAAS et al., 2015). Esse inovador modelo advoga pelos
materiais biodegradaveis os quais na fabricagdo dos produtos seja a menos invasiva possivel,
evitando a contaminagdo. O objetivo final ¢ que quando houver descarte na impossibilidade
de se reutilizar os materiais, os mesmos possam ser reciclados de uma maneira amigavel com
0 meio ambiente.

O termo “economia circular” foi utilizado pela primeira vez para descrever um

sistema fechado nas interagdes economia e meio ambiente. Essa economia faz parte do estudo
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de retroalimenta¢do de sistemas ndo lineares, sistemas dindmicos (OECD, 2009), abrange
outros conceitos como a economia azul, ecologia industrial e biomimetica (ELLEN
MACARTHUR FOUNDATION, 2013). Japao e Alemanha se baseiam na gestao dos residuos
pelo 3R (reduzir, reciclar e reutilizar), a ideia ¢ transformar o fluxo econdmico linear onde o
recurso se converte num produto e gera residuos num modelo com fluxo circular, onde o
recurso se converte num produto e o residuo gerado ¢ transformado ou reciclado (ELLEN
MACARTHUR FOUNDATION, 2013).

Na aquicultura, segundo a FAO (2018), pode se aplicar o conceito de economia
circular na pesca e na aquicultura para evitar a geracao de desperdicios e eliminar o uso de
plésticos de Unico uso. Assim, também se pode aplicar este conceito para gerar sistemas

eficientes e resilientes.

1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Objetivo Geral

Gerar conhecimento sobre a aquicultura multitrofica integrada de camardo, peixe marinho
e Ulva fasciata em sistema de bioflocos aplicando conceitos da economia circular para

incrementar a sustentabilidade.

1.7.2 Objetivos Especificos

v' Avaliar o efeito da integragdo do camardo-branco-do-pacifico e a tainha (Mugil curema)
em sistema de bioflocos sobre a qualidade da 4gua, o crescimento dos animais, a
retencdo e balanco de massas de fosforo e nitrogénio, assim como os pardmetros
hematoldgicos e imunologicos dos peixes.

v' Comparar diferentes densidades de tainha (0, 22, 43 e 65 peixes por tanque de 100 L)
integradas ao cultivo de camardo-branco-do-pacifico em sistema de bioflocos sobre o
desempenho, qualidade da agua, retencao de nitrogénio e fosforo, balanco de massas de
nitrogénio e fosforo, assim como sobre o uso de agua.

v' Avaliar o efeito da integragdo de Ulva fasciata ao sistema de cultivo integrado de
camardo e tainha (Mugil liza) em sistema de bioflocos sobre a qualidade da agua,
desempenho animal e algal, retencdo de nitrogénio e fosforo, compostos bioativos da

macroalga e rendimento de ulvana.
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v' Auvaliar o efeito da adigdo de diferentes niveis da Ulva produzida no sistema integrado
em bioflocos na dieta para Seriola dorsalis sobre o crescimento, saude dos peixes e

qualidade do fil¢.

1.8 ESTRUTURA DO TRABALHO

A presente tese estd dividida em quatro capitulos referentes aos artigos cientificos. O
primeiro capitulo esta publicado na revista Aquaculture. O segundo capitulo foi submetido na
revista Aquaculture Research. O terceiro estd formatado nas normas da revista Journal of
Applied Phycology e o quarto capitulo esta formatado nas normas da revista Aquaculture

como comunicag¢ao curta.
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2.  ARTIGOS CIENTIFICOS

2.1 CAPITULO I: SISTEMA DE RECIRCULACAO AQUICOLA INTEGRADO DE
TAINHA E CAMARAO USANDO A TECNOLOGIA DE BIOFLOCOS

Artigo publicado na revista Aquaculture, Volume 512, 15 outubro 2019, 734308.
DOI: https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2019.734308

Highlights
v" Integration of mullet and shrimp increased biofloc system yield by 11.9%.
v' Integration of shrimp and mullet in a biofloc was ecologically more efficient and
increased phosphorus retention by 16.8%

v" Feed restriction in the biofloc system did not compromise fish health.
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Integrated recirculating aquaculture system for mullet and shrimp using biofloc technology

Esmeralda Chamorro Legarda®, Moisés Angel Poli®, Mateus Aranha Martins®,
Scheila Anelise Pereirab, Mauricio Laterca Martinsb, Claudia Machado®, Marco Antonio de
Lorenzo®, Felipe do Nascimento Vieira®

* Laborat6rio de Camardes Marinhos, Departamento de Aquicultura, Universidade
Federal de Santa Catarina, Rua dos Coroas 503, CEP 88061-600, Barra da Lagoa,
Floriandpolis, Santa Catarina, Brazil

® AQUOS — Laboratério de Sanidade de Organismos Aquaticos, Departamento de
Aquicultura, Universidade Federal de Santa Catarina, Rodovia Admar Gonzaga, 1346, 88040-
900 Florianopolis, SC, Brazil

) Corresponding author. E-mail address: felipe.vieira@ufsc.br
Abstract

We evaluated an integrated system for rearing Pacific white shrimp (Litopenaeus
vannamei) and white mullet (Mugil curema) in an experimental-scale biofloc system.
Performance of the animals, water quality, phosphorus and nitrogen retention and mass
balance, and fish hematology and immunology were compared among two treatments: 1)
shrimp with mullet integrated system (Shrimp+Mullet), and 11) shrimp without mullet system
(Shrimp). A tank with 800 L of useful volume was used to rear the shrimp with a density of
250 shrimp m™. Another tank with 90 L of useful volume was maintained for rearing fish (15
mullet tank™) in the Shrimp+Mullet treatment. The shrimp treatment also used the 90-L tanks,
but without the fish. Water was recirculated into the mullet tanks via a submerged pump and
returned by gravity to the shrimp tanks. The shrimp were fed four times a day. A feeding table
was used to adjust the amount of feed provided, and the fish were fed only once daily with a
ratio of 1% initial biomass to stimulate biofloc consumption (BFT). After 53 days, shrimp
growth (final weight 12.56 = 0.22 g) and survival (91.8% = 2.9%) were similar between
treatments. Fish had adequate survival (91.1% =+ 10.2%), and adequate growth for Mugil
species (0.71 + 0.05 g week') in the integrated system. In the Shrimp+Mullet treatment,
animal productivity was increased by 11.9% by combining Shrimp+Mullet biomass, when
compared to the Shrimp treatment. The Shrimp+Mullet treatment also demonstrated a 16.8%
increase in phosphorus retention compared to the Shrimp treatment. The hemato-
immunological parameters showed that fish kept in a biofloc system had adequate values
comparable to those reported for Mugil species. Thus, these experimental-scale results
demonstrate that the integration of shrimp and mullet in biofloc systems increases yield and
phosphorous retention without compromising fish health and shrimp growth. In addition, we
recommend reproducing this integrated system over a longer period and at commercial-scale,
supporting an economic analysis.

Keywords: Litopenaeus vannamei, Mugil curema, Integrated Multi-Trophic
Aquaculture, Biofloc, RAS, hemato-immunological parameters.
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Abbreviations

BFT: biofloc technology

IMTA: Integrated multi-trophic aquaculture
MCH: mean corpuscular hemoglobin
MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration
MCV: mean corpuscular volume

N: nitrogen

P: phosphorous

RAS: Recirculating aquaculture system
RBC: red blood cells

FSS: fixed suspended solids

TSS: total suspended solids

VSS: volatile suspended solids

WBC: white blood cells

2.1.1 Introduction

With the increase in world aquaculture production, new environmentally friendly
farming technologies have emerged, increasing sustainability and biosecurity (FAO, 2018a).
Among them, the biofloc system is an alternative to traditional systems in that it seeks to
significantly reduce the amount of water used during the rearing of a species (Otoshi et al.,
2007) and to increase yield (Samocha et al., 2012). However, the biofloc system has some
drawbacks, such as the accumulation of solids in the system, as a result of the portion of feeds
that the cultured species cannot eat or assimilate (Schveitzer et al., 2013). High concentrations
of total suspended solids (TSS) are known to negatively affect the animals (Schveitzer et al.,
2013); therefore, it is necessary to remove TSS, usually with settling chambers (Ray et al.,
2010). In addition, at the end of rearing, the system produces effluents rich in nitrogen and
phosphorous, such as nitrates and orthophosphates (Avnimelech, 2012). In freshwater system,
these solids and effluents can be reused as fertilizers for plant crops (Konig et al., 2018),
while in saline environments, effluents can be used in aquaponic systems with halophyte
plants (Pinheiro et al., 2017). In cultures with low salinity, the effluents can be reused as a
source of nutrients for growing such plants as tomatoes (Mariscal-Lagarda et al., 2014). In
this sense, the potential for the reuse of these nutrients as fertilizer or food for species of other

trophic levels, known as integrated multi-trophic aquaculture (IMTA), is sparking increased
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interest because of its attendant environmental, economic and social implications (Chopin et
al., 20006).

Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) are known to recover only 18 to 30%
of the nitrogen (N) and 10 to 20% of the phosphorus (P) supplied. The remainder is
accumulated in culture water during rearing. N is recovered in its reduced forms as nitrites
and nitrates, or even in microbial bioflocs (Avnimelech, 2012). Both, nitrogen and
phosphorous can be a source of food (Crab et al., 2007) for species at lower trophic levels,
such as omnivores, herbivores or detritivores (Chopin et al., 2006).

Mullets (Mugil sp.) are detritivorous (Oliveira and Soares, 1996; Vasconcelos-Filho
et al., 2009), euryhaline and eurythermic (Vasconcelos-Filho et al., 2009), making them
suitable species for rearing in biofloc systems (Melo et al., 2016; Vinatea et al., 2018).
Polyculture of Mugil curema and Litopenaeus schmitti in a biofloc system has been reported
(Melo et al., 2016). In addition, mullets are fish species of commercial interest, although some
natural stocks have been diminished as a result of overexploitation (MPA/MMA, 2015).

To assess whether rearing systems can be productive without harming the fish, we must
evaluate the physiological responses of animals kept in such systems. Hematological
parameters can be used to assess the physiological, pathological and nutritional state of fish
(Ranzani-Paiva et al., 2013). Immunological markers can identify the presence of pathogens
(Kakoolaki et al., 2016) and, hemato-immunological tests allow us to assess the presence of
anemia (Fazio, 2019) or threats by parasites, bacteria or viruses (Lieschke and Trede, 2009).
Few hematological or immunological data can be found for mullet, and the behavior of these
variables for mullets in IMTA systems in biofloc is unknown.

Thus, this study evaluated the effects of integrating Pacific white shrimp and white
mullet in a biofloc system on water quality, growth performance of animals, nitrogen and
phosphorus retention and mass balance in the system, and hematological and immunological

parameters of the fish.
2.1.2 Materials and methods
2.1.2.1 Location

The experiment was conducted at the Marine Shrimp Laboratory (LCM), which is
part of the Aquaculture Department of the Federal University of Santa Catarina in
Florianopolis, Brazil, and lasted 53 days, from December 19, 2017 to February 9, 2018.
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2.1.2.2 Biological material

SPEEDLINE HB16 shrimp nauplii were purchased from AQUATEC (State of Rio
Grande do Norte, Brazil), and after development, post-larvae were transferred to a 50,000-L
matrix tank where they were kept in bioflocs until reaching the initial weight of the
experiment (3.5 g).

During the month of November 2017, mullet specimens were collected at the Lagoa
da Conceigdo, Florianopolis, Brazil (IBAMA/ICMBio permit 34842143), acclimated in tanks
with constant water renewal and adapted to artificial feed (Guabitec J40, GUABI®, Sales
Oliveira, Sao Paulo, Brazil). After acclimation, 60 mullets were held in four 90-L tanks. This
work was approved by the Ethics Committee on Animal Use of the UFSC (Protocol n°
798130617).

2.1.2.3 Experimental units, experimental design and system management

Experimental units consisted of a 1000-L (800 L of useful volume) tank to rear
shrimp and another 100-L tank (90 L of useful volume) to rear mullets, both tanks round in
shape and located inside a greenhouse. Water circulated through a submerged pump (Sarlo-
Better, 650 L hour™) to the mullet tank and returned by gravity to the shrimp tank (Fig 3). The
shrimp rearing unit had an 800-W heater, a thermostat to maintain the temperature at 28 + 1
°C, and a microperforated hose and a blower aeration system to keep the bioflocs in
suspension and maintain oxygen above 5 mg L™'. Shrimp tanks also were equipped with four
artificial substrates (high-density 100% polyester, Needlona® (Renner Textil Ltda;
Cachoeirinha, Brazil), having a rectangular design (0.40%0.55 m) and vertically oriented (Fig
3), which corresponded to 80% of the surface area of the tank, as recommended for increasing
shrimp density in a biofloc system (Schveitzer et al., 2013). The mullet tank had a 100-W
heater, a thermostat to maintain the temperature at 28 = 1 °C, and four air stones attached to
the same blower that aerated the shrimp tank. No water exchange occurred during the
experiment. Fresh water was added only to replace water lost by evaporation. Alkalinity
control was performed by the addition of calcium hydroxide to maintain the alkalinity above

120mg L.



37

Fig 3. Flow diagram for experimental units of: (A) a biofloc system with shrimp without mullet (Shrimp), and
(B) a biofloc system integrated with Litopenaeus vannamei plus Mugil curema (Shrimp+Mullet). [llustration,
Vitor Fernandes Silva.

Shrimp were reared at a density of 250 shrimp m~ (200 shrimp tank™) in all
experimental units. For the treatment with mullets, the chosen density was 167 mullet m™ (15
mullet tank™). The Shrimp treatment was not stocked with fish; however, water circulation
was maintained for both tanks, as shown in Fig 3.

The experimental design consisted of two treatments: i) shrimp rearing integrated
with mullet in a biofloc system (Shrimp+Mullet), and ii) shrimp rearing without mullet in a
biofloc system (Shrimp). The experiment was performed with a completely randomized
design with four replicates for each treatment.

At the beginning of the experiment, shrimp and fish had average weights of 3.50 +
0.04 g and 15.92 £ 2.33 g, respectively. Shrimp were fed with a 35% crude protein
commercial feed (Guabitec 1.6 mm Guabi®, Sales Oliveira, Sdo Paulo, Brazil) four times a
day according to the Van-Wyk (1999) feeding table, and feed consumption was controlled
throughout the experiment with the aid of a feed tray (Poli et al., 2019). Mullets were fed with
a 40% crude protein feed (Guabitec J40 Guabi®, Sales Oliveira, Sdo Paulo, Brazil) only once
daily at 1% of initial biomass, stimulating the mullet to take advantage of the biofloc as food.

Each shrimp tank was inoculated with 800 L of water from the shrimp matrix tank with
salinity 33 g L', ammonia (TAN) 0.28 mg L™, nitrite (N-NO,) 0.00 mg L™, nitrate (N -NO3)
5.06 mg L™, alkalinity (CaCOs) 131 mg L™, pH 8.03 and total suspended solids (TSS) 453 mg
L. For the Shrimp+Mullet treatment, each 90-L tank started with seawater, and after the
shrimp and fish were stocked, submerged pumps in the shrimp tanks were activated to

circulate the water within the system.
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2.1.2.4 Water quality

The temperature and dissolved oxygen were measured twice a day with YSI Pro 20
meter. The alkalinity (Titration, APHA et al., 2005-2320 B), pH (Tecnal pH-meter) and
salinity (EcoSense® EC300A) were measured twice a week. Ammonia (TAN) was measured
by the indophenol with trione method, according to Grasshoff et al. (1983). Nitrite (N-NO,)
was measured by the Griess reaction method (Strickland and Parsons, 1972). TSS, volatile
suspended solids (VSS) and fixed suspended solids (FSS) were analyzed twice a week by the
gravimetric method (APHA et al., 2005-2540 E). Nitrate (Hach's NitraVer 5 nitrate reagent
powder pillows) and orthophosphate (4500-P C Colorimetric method, APHA et al., 2005) were
analyzed weekly, and chlorophyll a were analyzed every two weeks (APHA et al., 2005).

2.1.2.5 Sludge produced

TSS were maintained between 400 and 600 mg L™, levels considered suitable for L.
vannamei (Schveitzer et al., 2013), and excess solids were removed using conical settling
tanks. The removed solids were quantified considering the volume of sludge and the
concentration of TSS in the sludge. To quantify the volume of sludge removed, graded
buckets were used, and the concentration of TSS in the sludge was measured according to
APHA et al. (2005).

At the end of production, the total amounts of sludge produced in each experimental
unit were calculated by the following equation: Sludge produced (g tank™) = [((TSS final x
V)-(TSS initial x V;)/1000) + 3 (TSSsiuage X V2))], where V; corresponds to the volume of the
tank in liters, 7SS final is the concentration of TSS at the end of the experiment, 7SS initial is
the concentration of suspended solids at the beginning of the experiment, 7SSsqe. 1s the
concentration of total suspended solids in the sludge removed, and ¥ is the volume of sludge
removed (measured with volumetric buckets).

The Sludge:biomass ratio represents the sludge produced per total final biomass, and

it was calculated as Sludge biomass ratio = Sludge produced (kg)/ Total biomass (kg).
2.1.2.6 Shrimp and mullet performance

Shrimp performance was evaluated by weekly weighing a sampling of 20 shrimps.
At the end of the rearing period, survival (%), final mean weight (g), apparent feed conversion

ratio (FCR), yield (kg m™), and weekly growth (g week ™) were measured.



39

Sampling weight of the fish was measured at the beginning and end of the
experiment. Mullet performance was evaluated by measuring survival (%), final mean weight
(g), apparent feed conversion ratio (FCR), and yield (kg m™).

Final biomass and productivity of shrimp plus fish (combined) also were evaluated.
The total biomass produced (Shrimp+Mullet) was divided by the total volume of the system
(800 L of the shrimp tank + 90 L of the fish tank).

Following the formulas that were used: Survival = (final number of shrimps / initial
number of shrimps) * 100; FCR = feed offered (g) / biomass gain (g); yield = harvested
biomass (kg) / tank volume (m’); weekly growth = {(final average weight (g) - initial average

weight (g)) / (days of experiment / 7)}.
2.1.2.7 Nitrogen and phosphorus recovery

At both the beginning and end of the experiment, a 100 g sample of shrimp and a
100-g sample of mullet were collected. To determine the concentration of N, the Kjeldal
(NTK) method was used, while for P content, the colorimetric method was employed, using
the methodology described by AOAC (2005) for whole animals.

The recovery of nitrogen and phosphorus was calculated according to the respective
equations provided by NRC (2011): Recovery (%) = [(final weight X final nutrient (N or P)) —
(starting weight X initial nutrient (N or P) x 100]/nutrient input - feed (N or P).

2.1.2.8 Nitrogen and phosphorus mass balance

Initial biomass of shrimp and mullet, feed intake for shrimp and fish, as well as their
respective nitrogen and phosphorus contents, were considered as nutrient inputs. The outputs
were final nitrogen and phosphorus from shrimp and mullet biomass and effluent. Nitrogen
and phosphorus from effluent were calculated by difference considering the total nitrogen or
phosphorus of the input as 100% (Cerozi and Fitzsimmons, 2017) minus the nitrogen and
phosphorus from final shrimp and mullet biomass. For each item, the biomass was multiplied
by the nitrogen and phosphorus contents at the beginning and end of the experiment (Cerozi

and Fitzsimmons, 2017).
2.1.2.9 Hematological and immunological parameters

After 53 days of experimental cultivation, nine fish of the Shrimp+Mullet treatment,

anaesthetized with Eugenol (75 mg L), were collected for hemato-immunological analyses.
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For hematological parameters, blood was collected by puncture of the caudal vessel
with a 3-mL syringe containing EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid). A 5-mL sample of
blood was added in 1-mL of Dacie solution (sodium citrate, 37-40% formalin and toluidine
blue) according to Blaxhall and Daisley (1973) to quantify the total number of erythrocytes in
a Neubauer chamber. A total of 3 mL of blood was used to make duplicate slides of blood
stained with May-Grunwald-Giemsa-Wright for differential leukocyte count and total counts
of thrombocytes and leukocytes by the indirect method (Ranzani-Paiva et al., 2013). An
aliquot of the blood was used to determine hematocrit. Finally, 16 uL of blood were used to
quantify hemoglobin and to perform hematimetric calculations of mean corpuscular volume
(MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH) and mean corpuscular hemoglobin
concentration (MCHC) from the following equations (Ranzani-Paiva et al., 2013): MCV =
(Hematocrit x 10) / (Erythrocyte number); MCH = (Hemoglobin x 10) / (Erythrocyte
number); and MCHC = (Hemoglobin x 100) / (Hematocrit).

After an overnight incubation at 4°C, a pooled sample was obtained from three
animal samples. Plasma was obtained from centrifugation at 1400 g for 15 minutes at 4°C and
stored at -20°C for further immunological analyses.

Blood plasma protein was measured using a Total Protein kit (Biotécnica, Varginha,
MG, Brazil), using bovine serum albumin to make the standard protein curve. Total
immunoglobulin concentration was measured according to the method described by Amar et
al. (2000) whereby 100 pL of plasma was diluted in 100 pL of 12% polyethylene glycol
solution (PEG, Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) and the mixture was incubated at 25
°C for 2 h. The immunoglobulin precipitate was removed by centrifugation (5000 g at 6 °C
for 10 min), followed by removal of the supernatant to measure the amount of total protein.
The total immunoglobulin concentration was expressed in mg mL™, calculated as Total
immunoglobulin = (total plasma protein - total protein treated with PEG).

The binding activity of plasma was quantified in 96-well U-bottomed plates, where
plasma was diluted at the ratio 1:3 in phosphate-buffered saline solution (PBS) in the first
well (50 pL plasma: 150 uLL PBS solution), followed by serial dilutions using a factor of 1:2
in the other wells until the twelfth well. After that, 50 pL of inactivated Streptococcus
agalactiae bacteria (strain GRS 2035 isolated from Nile Tilapia) was added at a concentration
of 1x10® CFU mL™ to all wells. The microplate was incubated at 25°C for 18 hours in a
humid chamber. Agglutination was confirmed by the observation of the bottom of the well.
The binding titer was considered to be the reciprocal of the last dilution that showed

agglutination (Silva et al., 2012).
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2.1.2.10 Statistical analysis

All data were analyzed by the 7-test with p<0.05 indicating significance, assessing the
normality assumption by the Shapiro-Wilk test and homoscedasticity by the Bartlett test (Zar,
2010).

2.1.3 Results and Discussion

2.1.3.1 Water quality

Growth and animal health are directly related to water quality conditions in
aquaculture (Boyd, 2017). In a biofloc system, the most important parameters are dissolved
oxygen, ammonia, nitrite, alkalinity, pH and total suspended solids (TSS), essentially because
this cultivation system uses a reduced amount of water (Otoshi et al., 2007), and these
parameters are controlled with different strategies (Avnimelech, 2012). In the present study,
all water quality parameters remained optimal for shrimp (Van-Wyk and Scarpa, 1999) and
for mullet (Sampaio et al., 2002; Boyd, 1982) culture.

Table 1. Physical and chemical variables for water in a biofloc system integrated with Litopenaeus vannamei
plus Mugil curema (Shrimp+Mullet) and a biofloc system with shrimp without mullet (Shrimp) for 53 days.

Shrimp+Mullet Shrimp P
Dissolved oxygen (Shrimp) (mg L™") 5.69+0.10 5.73 £0.07 0.60
Temperature (Shrimp) (°C) 29.12+0.31 28.82 £0.32 0.41
Dissolved oxygen (Fish) (mg L") 5.54 £ 0.09% 5.74 £ 0.08%* 0.03
Temperature (Fish) (°C) 29.12+0.29 28.85+0.35 0.54
Salinity (g L™") 35.06+ 0.87 34.68 + 0.43 0.47
pH 8.00 + 0.06 8.07 £0.02 0.07
Alkalinity (mg L") 139.23 £6.55 147.53 £8.25 0.17
TAN-N* (mg L™ 0.17 £ 0.06 0.12+0.01 0.22
Nitrite N - NO, (mg L™") 0.19+0.01* 0.13+0.01* <0.05
Nitrate N - NO; > (mg L™) 9.13+1.39 8.66 = 0.39 0.54
Orthophosphate PO,*” (mg L) 2.54+0.34% 1.70 £ 0.10% <0.05
Chl-a" (ug L™ 66.05 + 6.15 60.23 + 23.93 0.12

Data presented as mean =+ standard deviation. * Indicate statistical differences by the T test (p <0.05). *
Total ammonia nitrogen. ° chlorophyll a.

The dissolved oxygen (in the fish tank), nitrite and orthophosphate were statistically
different between treatments (Table 1), but these differences were not large enough to affect
the growth performance of the animals. The difference between nitrite and orthophosphate
among treatments probably was because the Shrimp+Mullet treatment had greater input of

nutrients by the input shrimp feed and in addition fish feed.



42

2.1.3.2 Total suspended solids, sludge produced and sludge:biomass ratio

Biofloc rearing uses less water than traditional systems (Otoshi et al., 2007).
However, at the end of the rearing, sludge production is high and needs to be dealt with, for
example, harnessed for use in production of halophyte plants (Pinheiro et al., 2017).

In the present study, although the average sludge production in the Shrimp+Mullet
treatment was higher than in the Shrimp Treatment, the sludge:biomass ratio did not differ
statistically (Table 2); hence production of sludge depends on the amount of biomass

produced.

Table 2. Total sludge produced, sludge:biomass ratio, total suspended solids (TSS), volatile suspended solids
(VSS) and fixed suspended solids (FSS) in a biofloc system integrated with Litopenaeus vannamei plus Mugil
curema (Shrimp+Mullet) and a biofloc system with shrimp without mullet (Shrimp) for 53 days.

Parameter Shrimp+Mullet Shrimp p

g:ﬁll;l“dge production (kg 0.72 + 0.10% 0.54 4 0.04* 0.02
Sludge:biomass ratio 0.28 +£0.05 0.23+0.01 0.13
TSS (mg L™ 499.81 £11.65 477.17 £20.99 0.11
VSS (%) 40.59+£2.18 40.81 +£1.21 0.87
FSS (%) 59.41+2.18 59.19+1.21 0.87

Data presented as mean = standard deviation. * Indicate statistical differences by the 7 test (p < 0.05).

An excessive concentration of total suspended solids (TSS) can be lethal to shrimp
by clogging the gills, thereby causing the animals to suffocate (Schveitzer et al., 2013). In this
study, the TSS concentration remained suitable for shrimp (Schveitzer et al., 2013). For
mullets, the maximum limit of TSS remains unknown; however, the fish exhibited good
growth performance (Table 4).

The VSS in the present experiment was lower than FSS. This relationship and the
presence of nitrate indicate that the microbes composing biofloc were predominantly

chemoautotrophic (Ebeling et al., 2006), maintaining the characteristic of the initial inoculum.
2.1.3.3 Hematological and immunological parameters

Studies describing hematological parameters for fish of genus Mugil are limited.
However, the hematological parameters found in the present study were within the range of
variation found among the compiled works (Table 3, Ranzani-Paiva, 1997; Fazio et al., 2013;
Akbary and Jahanbakhshi, 2016; Akbary et al., 2018). The results of the present work
contribute some of the first data regarding the hematology and immunology of mullets in a

biofloc system. The Total protein concentration of plasma was 34.16 + 7.30 mg mL™. Total
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immunoglobulin concentration of plasma was 20.13 + 4.08 mg mL". Agglutination titer of
plasma was 2.25 £ 0.58 Log,. The ratio of protein:agglutination was 15:1.

Studies on mullet immunology are few, but fotal protein values of 30 - 50 mg mL™
(Kakoolaki et al., 2016) and 31 - 42 g dL" (Akbary and Jahanbakhshi, 2016) have been
found. Globulin values of 15 - 35 g dL™! were reported by Kakoolaki et al. (2016). The values
of protein and immunoglobulin found in the present study were within the ranges of those

reported.

Table 3. Hematological parameters of mullet (Mugil curema) cultivated in an integrated system with shrimp in
bioflocs (Shrimp+Mullet) for 53 days with reference values reported by authors. RBC: red blood cells, WBC:
white blood cells, MCV: mean corpuscular volume, MCH: mean corpuscular hemoglobin, MCHC: mean
corpuscular hemoglobin concentration.

Reference values for Mugil sp

Parameters Results A B C D
6 1-1 3.0-3.10 Lake: 2.21-4.47 5.2-6.2
RBC (10° uL™) 2.56+0.44 Sea: 2.03-4.37 3.30-3.40
. Lake: 21.0-50
Y - - -
Hematocrit (%) 24.0+2.50 32.2-35.30 Sea: 30.8-46.4 26.10-28.00  10.5-14.8
. 1 Lake: 5.7-13.3 7.60-8.20 10.5-14.8
Hemoglobin (g dL™) 7.07 £0.94 7.70-8.10 Sea: 8.9-12.7
Lake: 96.0-137.0  134.8-141.2  534.0-551.0
MCYV (fL) 95.89+£19.72  98.2-107.5 Sea: 103.2-128.0
6 Lake: 25.7-34.4 43.3-42.5 18.6-25.8
MCH (10 - pg) 28.30 + 6.41 26.4-28.0 Sea: 27.1-32.9
1 Lake: 21.2-31.8 29.0-30.9 39.5-43.0
MCHC (g dL™) 29.82 +4.46 22.6-25.0 Sea: 23.2-78.9
5 o Lake: 1.6-2.1 0.7-0.8
WBC (10° uL™) 1.28+2.20 - Sea: 133 1
Lymphocytes (10°) 1.26+0.22 4.5-52 - - -
Monocytes (10°) 1.73+1.16 3.7-5.1 - - -
Neutrophils (10?) 1.26 + 3.57 4.1-5.0 - -
Thrombocytes
(104 HL_I) 1.85+0.87 - - - -

Data presented as mean + standard deviation. Reference values presented as minimum-maximum value. A:
Ranzani-Paiva, 1997. B: Fazio et al., 2013. C: Akbary and Jahanbakhshi, 2016. D: Akbary et al., 2018.

2.1.3.4 Shrimp and mullet performance

After 53 days of rearing, the integration of shrimp with mullet did not influence
shrimp production parameters (Table 4), which were similar to results published by other
authors (Schveitzer et al., 2013; Ray and Lotz, 2017; Rodrigues et al., 2018; Poli et al., 2019).

In the present study, mullets grew, on average, 5.53 g during the experimental
period, even though they were fed with only 1% of initial biomass, suggesting that mullets
also consumed bioflocs. Mullets had >90% rate of survival in this integrated system, as had

been observed by Vinatea et al. (2018) in a biofloc system. Mullet survival in the integrated



44

culture of bioflocs in the present work was, however, above that observed by Melo et al.

(2016) in the polyculture of Mugil curema and shrimp (Litopenaeus schmitti).

Table 4. Zootechnical performance of shrimp and mullet grown in a biofloc system integrated with Litopenaeus
vannamei plus Mugil curema (Shrimp+Mullet) and a biofloc system with shrimp without mullet (Shrimp) for 53

days.

SHRIMP+MULLET SHRIMP P
Shrimp performance
Mean final weight (g) 12.54 +0.30 12.58 +£0.15 0.83
Survival (%) 92.13+2.50 91.50 +£3.70 0.79
Feed Conversion Ratio 1.76 £ 0.16 1.87£0.15 0.33
Specific Growth Rate (g 1.19+0.08 1.21 4 0.08 0.78
week )
Final biomass (kg) 2.314+0.06 2.30+0.12 0.91
Yield (kg m™) 2.60 £ 0.06 2.59 +£0.07 0.91
Mullet performance
Mean final weight (g) 21.45+3.20 - -
Survival (%) 91.11 £10.18 - -
Feed Conversion Ratio 1.34+£0.12 - -
Spemf};: Growth Rate (g 0.71 £ 0.05 i i
week )
Final biomass (kg) 0.29 +£0.06 - -
Yield (kg m™) 3.26 +0.65 - -
Total — combined
Total final biomass (kg) 2.59+0.03* 2.39+0.16* 0.01
Total yield (kg m™) 2.91 +0.03* 2.59 +0.13* 0.01

Data presented as mean + standard deviation. * Indicate statistical differences by the T test (p < 0.05).

The apparent feed conversion (FCR) of the mullets in this experiment was, on
average, 1.34, lower than in conventional rearing systems, where FCR values between 3.6 to
5.6 have been reported (FAO, 2018b). Therefore, as noted above, the mullets probably
consumed the bioflocs present in the water, prompting us to ask whether fish could grow
without any artificial feed, using only the bioflocs available in the culture water as food. We
note that commercial diets are not yet balanced with the requirements for mullet, and since the
fish in the present study were fed diets formulated for juvenile shrimp, it is possible that their
growth could have been greater had they been fed a diet formulated specifically for them. In
addition, a higher fish yield was obtained, 3.26 + 0.65 kg m™ (Table 4), than in another study
in polyculture that obtained a maximum fish biomass of 0.53 kg m™ (Hoang et al., 2018).
These increase in fish yield resulted from a higher stocking density that is possible through
the use of biofloc technology. The only study with BFT that resembles the present work used
polyculture of Litopenaeus schmitti and Mugil curema, and obtained only 875 kg ha™ (Melo
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et al., 2016); however, it used earlier stage in the life cycle (fish started at 0.9 g and finished at
15 g).

In the integrated shrimp and mullet system, it was possible to increase animal
productivity (Shrimp+Mullet) by 11.9% when compared to the shrimp treatment (Table 4).
Based on production performance, future work might assess whether it is possible to increase
fish density in the integrated system to further increase the system's efficiency.
2.1.3.5 Nitrogen and phosphorus recovery

Animals cultivated in aquaculture fix in their tissues approximately 27% of the
nitrogen of the feed offered (Crab et al., 2007), the rest being lost in effluents and also
representing economic losses. In the present study, we observed that nitrogen retention in the
system was the same in both treatments (Table 5), which means that the shrimp and mullet
together in the biofloc system fixed an average of 27.9% of nitrogen offered in the feed.
Therefore, increasing fish biomass in the integrated system with shrimp may improve nitrogen

utilization, as was observed in the integrated system with tilapia reported by Poli et al. (2019).

Table 5. Nitrogen and phosphorus recovery for shrimp and mullet grown in a biofloc system integrated with
Litopenaeus vannamei plus Mugil curema (Shrimp+Mullet) and a biofloc system with shrimp without mullet

(Shrimp) for 53 days.

Parameter Shrimp+Mullet Shrimp P
Nitrogen recovery (%) 28.1£0.37 27.7+2.19 0.75
Phosphorus recovery (%) 11.1+ 0.54* 9.5+£0.74* 0.03

Data presented as mean + standard deviation. * Indicate statistical differences by the T test (p < 0.05).

Another nutrient present in feed is phosphorus, a major cause of water
eutrophication. Shrimp fix 6 - 21% of phosphorus from feed (Avnimelech, 2012), and fish fix
another 27.3% (Crab et al., 2007; Avnimelech, 2012). Phosphorus retention found in the
present study was 16.8% higher in the Shrimp+Mullet treatment than in the Shrimp treatment
(Table 5), likely resulting from deposit of phosphorus in the bone structure of the fish, as
observed by Hoang et al. (2018) and Poli et al. (2019). Thus, species integration increases
phosphorus retention, may decrease environmental impact, and generates fish biomass that
can be harvested for human food or as an ingredient for animal feed.

Nitrogen and phosphorus mass balance

The nitrogen in the Shrimp+Mullet treatment was, on average, 5.2% higher, mainly
due to the extra input of fish biomass and feed intake by the fish (Table 6). At the end, 3% of
the total system nitrogen was represented by the mullet in the Shrimp+Mullet system (Fig.4,

A). Nitrogen in the effluents was statistically the same (Table 6), which means that it is
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possible to produce more biomass with the same volume of water without increasing the
contaminant load. If fish biomass is increased, nitrogen utilization may also be higher, as was
observed in integration of shrimp production with tilapia (Poli et al., 2019). If fish take
advantage of bioflocs, it might be possible to eliminate feed intake for the fish altogether, but
empirical studies are needed to assess this possibility.

Phosphorus causes eutrophication of environments, mainly from low retention by
reared organisms (Crab et al., 2007; Avnimelech, 2012). At the end of our experiment, we
observed that the total phosphorus was 6.7% higher in the Shrimp+Mullet treatment (Table
7), and that phosphorus was incorporated by the fish instead of being dissolved in water (Fig
4, B). The effluent phosphorus did not increase in the Shrimp+Mullet treatment (Table 7).
Thus, the integration of shrimp and mullet does not influence the phosphorus content in the

effluent, allowing productivity increase (Table 4).

Table 6. Nitrogen mass balance for shrimp and mullet grown in a biofloc system integrated with Litopenaeus
vannamei plus Mugil curema (Shrimp+Mullet) and a biofloc system with shrimp without mullet (Shrimp) for 53

days.
N input Shrimp f_?ed Shrimpl . Mullet fied Mulle_t1 Total ini_tlial
(gtank™) (g tank’™) (g tank’™) (g tank™) (g tank™)
Shrimp+Mullet 183.62 +0.91 18.34£0.17 6.16+0.73 520+0.76 21442+235*
Shrimp 183.75+1.21 18.24 +0.24 - - 203.43+1.20 *
P 0.88 0.42 - - <0.05
N output Shrimp1 ) Mulle_t1 Efﬂueplt
(g tank™) (g tank™) (gtank™)
Shrimp+Mullet - 6643+ 14 - 6.56+1.43 142.30+3.44
Shrimp - 67.72+4.7 - - 13427 £5.77
P - 0.77 - - 0.09

Table 7. Phosphorous mass balance for shrimp and mullet grown in a biofloc system integrated with Litopenaeus
vannamei plus Mugil curema (Shrimp+Mullet) and a biofloc system with shrimp without mullet (Shrimp) for 53
days.

Shrimp feed Shrimp Mullet feed (g =~ Mullet Total initial
P input (g tank™) (g tank™) tank™") (g tank™) (g tank™)
Shrimp+Mullet 46.87 £0.26 1.52+0.02 1.68 £0.20 1.93+0.28 51.87 £1.90 *
Shrimp 46.91 £0.31 1.51+£0.02 - - 48.42+0.31 *
P 0.88 0.42 - - <0.05

Shrimp Mullet Effluent

P output - (g tank™) (g tank™) (g tank™)
Shrimp+Mullet 5.07+0.23 2.58 +0.79 4531 +147
Shrimp 4.88 +0.19 - 43.53 +£0.49
P 0.17 - 0.12
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Fig 4. Total nitrogen (A) and phosphorus (B) in grams per experimental unit and percentage in each component
after 53 days of cultivation in a integrated biofloc system with Litopenaeus vannamei plus Mugil curema
(Shrimp+Mullet) and a biofloc system with shrimp without mullet (Shrimp).
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2.1.4 Conclusion

The experimental findings show that the integration of juvenile mullet with shrimp in
biofloc systems increased productivity by 11.9% and the retention by phosphorus of the
system by 16.8%, thus increasing the overall efficiency of the system. In addition, mullets can
be kept in biofloc systems with restricted feed without impairing their hematological and
immunological parameters. In addition, we recommend reproducing this integrated system

over a longer-period and at commercial-scale studies, supporting an economic analysis.
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2.2 CAPITULO II: CULTIVO DE CAMARAO EM BIOFLOCOS INTEGRADO COM
TAINHA EM DIFERENTES DENSIDADES DE ESTOCAGEM

Artigo Aceito na revista Aquaculture Research. Fator de impacto: 1.502.

Highlights
v' Integrated shrimp and mullet system increases the yield by 20%.

v Water use is improved by 17% by the integrated system.
v 3.7 kg m™ is the limit mullet biomass for integration with shrimp in biofloc
v Mullet stocking density affects fish performance.

Shrimp rearing in biofloc integrated with different mullet stocking densities
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Mullet densities in IMTA with shrimp in BFT
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Abstract

This work compared different densities of mullets (Mugil curema) integrated in the
rearing of Pacific white shrimp (Lifopenaeus vannamei) in a biofloc system. It was evaluated
the yield and ecological performance of the system. To accomplish this, we conducted an
experiment lasting 55 days, integrating different densities of mullet with shrimp. Fish biomass
was estimated in relation to the final shrimp biomass. Four groups were evaluated, as follows:
1) TO: shrimp reared without mullet, i1) T10: shrimp reared with 22 fish per tank, iii) T20:
shrimp reared with 43 fish per tank, and 1v) T30: shrimp reared with 65 fish per tank, each
treatment with four replicates. The experimental units consisted of a 1000 L (800 L of useful
volume) tank for shrimp rearing and another 100 L tank (90 L of useful volume) for mullet
rearing allocated inside a greenhouse. Water recirculated into the mullet tanks via a
submerged pump and returned by gravity to the shrimp tanks. Shrimp (initial weight 3.0 +0.1
g) were stocked at 200 shrimp m™ for all treatments. Mullets (initial weight 7.53 % 0.96 g)
were stocked according to the density calculated for each treatment. The integrated shrimp
and mullet system, despites the fish density, increased the yield in 20% when compared with
shrimp monoculture system. The sludge:biomass ratio was higher in the TO treatment, while
the T10 - T20 treatments were more efficient. The use of water was 17% more efficient in all
treatments with mullet. Shrimp performance was not affected by the increase of fish-stocking
density. Mullet survival was higher in the T10 and T20 treatments (mean 84 + 8%) than in the
T30 (61 £ 5%) treatment. Mullet final weight decreased as fish density increased. The final
biomass limit in this system was 0.37 kg and yield of 3.7 kg m™. Finally, we observed that
nitrogen outputs were not affected until the T10 treatment. In conclusion, it is possible to
integrate mullet up to 3.7 kg m™, increasing the yield in 20% and decreasing water use in
17%.

Keywords: Mugil curema, Litopenaeus vannamei, fish density, BFT, loading capacity,
sustainability
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2.2.1 Introduction

Biofloc technology (BFT) can increase productivity by up to 0.2% of the water
amount used per kilogram of shrimp produced in a traditional rearing system (Hopkins et al.,
2006; Otoshi ,Naguwa, Falesch & Moss, 2007). This system is based on the formation of
microbial aggregates composed of organic matter, phytoplankton, bacteria, rotifers, copepods,
and both ciliated and flagellated protozoa (Ray et al., 2010b). These bioflocs help to maintain
the nitrogen compounds at levels that would otherwise be toxic to the culture organisms
(Avnimelech, 2012). In addition, they can be a source of food for other reared species
(Emerenciano, Gaxiola & Cuzon, 2013).

Shrimp recover, on average, 28.5 + 7.9% of nitrogen (Avnimelech, 2012) and 13.2 +
4.9% of phosphorus provided by feed (Crab, Avnimelech, Defoirdt, Bossier & Verstraete,
2007; Avnimelech, 2012), and the remainder goes to the water as diluted inorganic
compounds or as organic matter. An integrated shrimp and mullet biofloc system can increase
phosphorus recovery by 6.7% (Legarda et al., 2019). Therefore, by increasing mullet density,
we could increase both nitrogen and phosphorus retention, as Poli, Legarda, Lorenzo, Martins
& Vieira (2019a) did when increasing tilapia density in an integrated biofloc shrimp culture.
They found that this resulted in an increase of nitrogen and phosphorus retention up to 27.9%
and 223%, respectively (Poli et al., 2019a).

The marine shrimp L. vannamei is currently cultivated in high-density biofloc
systems. Within this system, the total suspended solids (TSS) are removed by decantation
(Ray, Lewis, Browdy & Leftler, 2010a) to maintain optimal levels for this species (Schveitzer
et al., 2013). This excess of nutrients in the culture system of a species can be harnessed for
the cultivation of another species, e.g., tilapia (Poli et al., 2019a; Martins et al., 2020), owing
to their nutritional value (Emerenciano et al., 2013).

The integration of species in the same cultivation system called Integrated Multi-
trophic Aquaculture (IMTA) consists of recycling the residues from the rearing of one specie
and converting them to inputs in the form of food or fertilizers for another species. Thus, the
term multitrophic refers to the incorporation of species of different trophic levels in the same
system (Chopin, 2006).

This system cultured different combinations of fish, molluscs, crustaceans and
seaweeds. The composition of these combinations is reflective of the functions cohabiting
organism fulfills in the natural ecosystem, as well as their commercial or economic potential

and market acceptance (Chopin, 2006). In addition, it has recently been demonstrated that the
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integration of the biofloc system with IMTA improves the zootechnical indexes of shrimp and
reduces the concentration of ammonia and nitrite in the system (Liu, Hu, Dai & Avnimelech,
2014; Poli et al., 2019a; Poli et al., 2019b; Legarda et al., 2019).

Oliveira and Soares (1996) observed the intestinal tract of mullet from natural
environments and observed their eating habit. They found that mullets feed on cyanobacteria,
algae, rotifers, polychaete larvae, gastropods, bivalves, crustaceans, trematodes, nematodes
and detritus. Although the mullet diet depends on the availability of resources, another study
found that they exhibit a preference for benthic microalgae, seaweed, organic debris, vascular
plants and benthic invertebrates (Faye et al., 2011). Many of these organisms are found in the
microbial aggregates that compose the biofloc (Hargreaves, 2013). The mullet Mugil curema
is a fish with detritivorous eating habits (Faye et al., 2011). It has distinct market value (Nash
& Shehadeh, 1980) and the potential to take advantage of biofloc for growth (Legarda et al.,
2019). Additionally, Hoang, Nguyen, Le, Nguyen & Bossier (2018) observed that increasing
mullet density in a polyculture with shrimp in clear water improved not only nitrogen and
phosphorus recovery, but also water quality and final biomass with gains up to 10% in shrimp
biomass.

In this sense, the aim of this work was to evaluate the productivity and the ecological
performance of an integrated mullet/shrimp biofloc system by comparing different densities

of M. curema integrated with L. vannamei.

2.2.2 Material and methods

2.2.2.1 Location

The experiment was conducted at the Marine Shrimp Laboratory (LCM), which is
part of the Aquaculture Department of the Federal University of Santa Catarina in
Floriandpolis, Brazil, and lasted 55 days, from June 13, 2018 to August 6, 2018.

2.2.2.2 Biological material

SPEEDLINE HBI16 shrimp nauplii (AQUATEC, State of Rio Grande do Norte,
Brazil) were maintained in a biofloc system until reaching the initial weight of the experiment
(3.0£0.1 g).

From April to May 2018, mullet specimens were collected at the Lagoa da

Conceigdo, Floriandpolis, Brazil (IBAMA/ICMBio permit 34842143), acclimated in tanks
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with constant water renewal and adapted to artificial feed (STARTER 45, NUTRIPISCIS).
After acclimation, 520 mullets were stocked in twelve 90 L tanks. This work was approved by

the Ethics Committee on Animal Use of the UFSC (Protocol n® 798130617).
2.2.2.3 Experimental units, experimental design and system management

Experimental units consisted of a 1000 L (800 L of useful volume) tank for shrimp
rearing and a 100 L tank (90 L of useful volume) for mullet rearing, both round-shaped and
located inside a greenhouse.

Water circulated through a submerged pump (Sarlo-Better, 650 L hour™) to the
mullet tank and returned by gravity to the shrimp tank. The shrimp rearing unit had an 800 W
heater, a thermostat to maintain the temperature at 28 + 1 °C, a microperforated hose and a
blower aeration system to keep the biofloc in suspension and maintain oxygen above 5 mg
L', Shrimp tanks were also equipped with four artificial substrates (high-density 100%
polyester Needlona®, RENNER TEXTIL LTDA, Cachoeirinha, Brazil), having a vertically
oriented and rectangular design (0.40%0.55 m), which corresponded to 80% of the surface
area of the tank, as recommended for increasing shrimp density in a biofloc system
(Schveitzer et al., 2013). The mullet tanks had a 100 W heater, a thermostat to maintain the
temperature at 28 = 1°C, and four air stones. The mullet tanks had artificial substrate
(Needlona®™) vertically oriented and rectangular in design (0.38x0.43 m). No water exchange
occurred during the experiment. Fresh water was added only to replace water lost by
evaporation and seawater lost by the removal of sludge. Alkalinity control was performed by
the addition of calcium hydroxide at the rate of 20% of the feed inputs per day to keep
alkalinity above 120 mg L. Conical settling tanks (90 L) were used to remove excess sludge
and to maintain TSS concentration between 400 and 600 mg L™ (Schveitzer et al., 2013; Ray
etal., 2010a).

At start of the experiment was transferred 800 L of biofloc for each experimental unit
from matrix tank with the follow characteristics: ammonia 0.3+0.1 mg L™'; nitrite 0.2+0.0 mg
L"'; nitrate 6.5+0.8 mg L'; alkalinity 131,3+4.4 mg L'; pH 7.4; salinity 34.8 g L;
orthophosphate 1.0£0.0 mg L™'; total suspended solids 217.9+44.2 ; volatile 31.7+3.0% and
fixed 68.3+3.0%. Before to connect the integrated system mullets was stocked in seawater in
90 L tanks.

Shrimp were reared at a density of 200 shrimp m~ (160 shrimp tank) in all

experimental units.
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The experimental design consisted of four treatments corresponding to four levels of
mullet stocking density, one of which stocked no fish at all (zero point). The mullet densities
were determined based on the estimated shrimp and fish final biomass ratio. To make this
estimation, it was assumed that a survival of 90% of the 160 shrimp stocked per tank would
be obtained at the end of rearing and that the average final mean weight would be 12 g. Based
on these predictions, the shrimp estimated final biomass, calculated according to Poli et al.
(2019a), was 2160 g. Based on the calculated shrimp biomass and the assumption that mullet
would reach the estimated average final weight of 10 g, the following densities were
determined and evaluated:

TO — No mullet were stocked in the control tanks; however, recirculation with the
shrimp tank was maintained.

T10 — The final mullet biomass was assumed to correspond to 10% of shrimp
estimated final biomass (SEFB), resulting in an estimated 216 g of mullet per tank at the end
of the experiment. Thus, the initial density of mullet per tank was calculated as follows: initial
density = final mullet biomass (216 g)/mullet final weight (10 g). Therefore, the initial density
was 22 fish per tank.

T20 - The final biomass of mullet was assumed to correspond to 20% of the
estimated final biomass of shrimp. Using the equation above, the density in this treatment was
43 fish per tank.

T30 - The final biomass of mullet was assumed to correspond to 30% of the
estimated final biomass of shrimp, resulting in 65 fish per tank based on the equation used in

the T10 treatment.

2.2.2.4 Feed management

Shrimp were fed four times a day (8:30, 11:30, 14:30 and 17:00) with a commercial
feed containing 35% of crude protein (Guabi-Poti Mirim 1.6 mm). We used a feeding table to
calculate the feeding rate (Van Wyk, 1999). A feeding tray was used to check for leftovers.
Each week a sample of 20 shrimp from each tank was weighed to adjust the amount of feed.

Mullet were fed with 45% crude protein containing commercial feed (Nutripiscis
Starter 45) once a day at the rate of 1% of their initial biomass to stimulate biofloc
consumption. At the experimental midpoint all mullets from each tank were weighed and the

feed adjusted.
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2.2.2.5 Water quality

The temperature and dissolved oxygen were measured twice a day with an YSI Pro
20 meter in the shrimp and fish tanks. The alkalinity (Titration) (American Public Health
Association -APHA, American Water Works Association &Water Environment Federation,
2005-2320 B), pH (Tecnal pH-meter) and salinity (EcoSense® EC300A) were measured twice
a week. Ammonia (TAN) was measured using the indophenol with trione method, according
to Grasshoff, Ehrhardt & Kremling (1983). Nitrite (N-NO;) was measured by the Griess
reaction method (Strickland and Parsons, 1972). TSS, volatile suspended solids (VSS) and
fixed suspended solids (FSS) were analyzed twice a week by the gravimetric method (APHA
et al., 2005-2540 E). Nitrate (Hach's NitraVer 5 nitrate reagent powder pillows) and
orthophosphate (4500-P C colorimetric method) (APHA et al., 2005) were analyzed at the

beginning, middle and end of the experiment.

2.2.2.6 Sludge produced

We aimed to maintain TSS between 400 and 600 mg L™, a range considered suitable
for L. vannamei (Schveitzer et al. 2013), and excess solids were removed using a conical
settling chamber. The removed solids were quantified considering the volume of sludge
removed and the concentration of TSS in the sludge. To quantify the volume of sludge
removed, graded buckets were used, and the concentration of TSS in the sludge was measured
according to APHA et al. (2005).

At the end of the experiment, the total amount of sludge produced in each
experimental unit was measured by the following equation: Sludge produced (g tank™) =
[((TSS final x V)~(TSS initial x V;)/1000) + Q(TSS Sludge x V>))], where V; corresponds to
the volume of the tank in liters, 7SS final is the concentration of TSS at the end of the
experiment, 7SS initial is the concentration of suspended solids at the beginning of the
experiment, 7SS Sludge is the concentration of total suspended solids in the sludge removed,
and V) is the volume of sludge removed (measured with volumetric buckets).

Sludge:biomass ratio represents the sludge produced per total final biomass, and it

was measured as Sludge:biomass ratio = Sludge produced (kg)/ Total biomass (kg).
2.2.2.7 Water use and resources

At the beginning of the experiment, we used 800 L of biofloc inoculum from a

shrimp nursery tank and 90 L of seawater for all experimental units. The sum of these two
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volumes (890 L) was considered as the initial water. We replenished the evaporated water
twice a week with freshwater. All feed and calcium hydroxide inputs were also recorded for
each experimental unit. At the end of the experiment, were calculated the water used per total
biomass = (inoculum+seawater+freshwater (L)/total biomass (kg). Finally, the carbon:
nitrogen ratio was calculated considering 50% of carbon in fish and shrimp feed, and 16% of

nitrogen in each percentage of feed protein.
2.2.2.8 Shrimp and fish performance

Shrimp performance was evaluated by weighing samples of 20 shrimp on a weekly
basis. At the end of the rearing period, survival (%), final mean weight (g), apparent feed
conversion ratio (FCR), productivity (kg m™), and weekly growth (g week™) were assessed.

Fish were weighed at the beginning, middle and end of the experiment. Mullet
performance was evaluated by measuring survival (%), final mean weight (g), apparent feed
conversion ratio (FCR), and productivity (kg m™).

Final biomass and productivity of shrimp plus mullet were also evaluated. The total
biomass produced (shrimp + mullet) was divided by the total volume of the system (800 L of
the shrimp tank + 90 L of the fish tank).

2.2.2.9 Nitrogen and phosphorus recovery

At the beginning of the experiment, we collected three shrimp and mullet samples
(100 g each sample) from the original tanks (where the animals came from), and at the end of
the experiment 100 g of shrimp and mullet samples from each replicate were collected. To
determine the concentration of total nitrogen, the Kjeldahl (NTK) method was used, while for
total phosphorus content, the colorimetric method was employed, using the methodology
described by AOAC (2005) with whole animals.

The recovery of nitrogen and phosphorus was calculated according to the respective
equations provided by NRC (2011): Recovery (%) = [(final weight X final nutrient (N or P)) —
(starting weight X initial nutrient (N or P) x 100]/nutrient input - feed (N or P).

At the beginning and end of the experiment, water samples were collected to
quantify the concentration of N and P (APHA et al., 2005). Each time the settling chamber
was connected, a sample of the sludge removed was also collected for analysis of total

nitrogen (APHA et al., 2005- 4500 N C) and total phosphorus (APHA et al., 2005- 4500-P E).
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2.2.2.10 Nitrogen and Phosphorus mass balance

Initial biomass of shrimp and mullet, feed inputs for shrimp and fish, as well as their
respective nitrogen and phosphorus contents, were considered as nutrient inputs. The outputs
were final nitrogen and phosphorus contents of shrimp and mullet, their biomass and effluent.
Nitrogen and phosphorus of the effluent were calculated as the total nitrogen or phosphorus of
the input as 100% (Cerozi & Fitzsimmons, 2017) minus the nitrogen and phosphorus from
final shrimp and mullet biomass. For each item, the biomass was multiplied by the nitrogen and

phosphorus contents at the beginning and end of the experiment (Cerozi & Fitzsimmons, 2017).
2.2.2.11 Statistical analysis

One-way analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey's test (Zar, 2010) when
necessary, was applied, using a significance level of 0.05. Normality and homoscedasticity
were evaluated by the Shapiro-Wilk and Levene tests (Zar, 2010), respectively. Percentage

data analysis (survival, VSS and FSS) was subject to angular transformation.
2.2.3 Results and discussion
2.2.3.1 Water quality

Average temperature (27.4 + 0.3°C), dissolved oxygen (5.9 £ 0.1 mg L, salinity
(33.1 £ 0.5 g L"), and pH (8.02 + 0.03) were maintained at optimal production levels for
these species in all treatments.

Alkalinity was higher in the TO treatment (Table 8) compared to the other treatments.
Nitrification consumes alkalinity (as CaCO;) to oxidize the nitrogenous waste (Ebeling,
Timmons & Bisogni, 2006). Consequently, it is likely that less feed input in the TO treatment
(only for shrimp, compared to the other treatments with fish - T10, T20 and T30-) than others
treatments with fish (T10, T20 and T30) (Table 10) could be related to its high alkalinity by
the reduced nitrogen oxidation. Levels of ammonia nitrogen (NAT-N) and nitrite (NO;-N)
were similar among all treatments (Table 8), however, nitrate, the final product of oxidation
(Ebeling et al., 2006), was highest in the T30 treatment and lowest in the TO treatment(Table
1), corroborating the higher nitrifying activity in treatments with higher nitrogen intake (T10,
T20 and T30), as also observed with the alkalinity consumption. Additionally, orthophosphate
increased in proportion to fish-stocking density (Table 8), probably as a result of increased

feed input (Table 10).
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Table 8. Physical and chemical water quality variables for Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) reared
in a biofloc system integrated with different fish stocking densities of Mugil curema for 55 days.

TO T10 T20 T30 p ANOVA
A(ﬁzthjt)y 145.5042.79° 13681 +125° 13544+3.11° 1343142520 001
NAT-N 0.23 +0.03 0.20+0.01 0.22+0.07 0.20 < 0.03 NS
(mgl)
Nitrite NO, - N 0.21+0.10 0.21+0.01 0.29 4 0.07 0.46 + 0.32 NS
_ (mgL7)
N‘tra(t:;gfj) "N 503£058° 10734121 10.10£054% 11374137 ° 0.04
O“‘Z‘;’ghis_?)hate 1.55+0.05° 1.89+0.03° 2.06+0.08 2.13+0.09° <001

Data presented as mean + standard deviation. Different letters on the same line indicate statistical differences
by the Tukey test (p < 0.05). NS: not significant. TO: shrimp rearing without mullet. T10: shrimp rearing with
10% fish biomass (22 fish per tank). T20: shrimp rearing with 20% fish biomass (43 fish per tank). T30:
shrimp rearing with 30% fish biomass (65 fish per tank).

2.2.3.2 Sludge produced

Total sludge production for all treatments was, on average, 0.45 + 0.03 kg per
experimental unit. T10 and T20 were more efficient than TO, as these treatments produced
more final biomass without affecting sludge production (Table 9). In contrast, the T30
treatment was as efficient as the TO treatment (Table 9) since final biomass was affected by
mullet survival (Table 11). Therefore, it is possible to produce more biomass without
increasing sludge production up to T20. Poli et al. (2019a) tested the increase of tilapia
densities in an integrated culture with shrimp in a biofloc system and observed that increasing
tilapia density did not increase sludge production. Thus, unlike tilapia, the ratio of mullet to
shrimp has a limit, as indicated; and we can use the ratio of T20 fish without increasing the
production sludge.

Even with the increase of fish-density and resultant higher amount of feed, the
amount of TSS remained, on average, 384.86 = 15.16 mg L™ for all treatments. No significant
difference was observed among treatments for either VSS or FSS (Table 9). The mean values
for these two variables, considering all treatments, were 37.95 + 0.37% and 62.05 £+ 0.37%,
respectively. These percentages are used as a measure of bacterial biomass (Ebeling et al.,
2006) and as an indication of which ammonia conversion pathway is being favored,
considering that heterotrophic and autotrophic bacteria exhibit different VSS production rates
(Ebeling et al., 2006). In this study, the high percentage of fixed solids, when compared to

volatile solids, indicates that nitrification bacteria were owing to the chemoautotrophic route.
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Table 9. Total sludge produced, sludge:biomass ratio, total suspended solids (TSS), volatile suspended solids
(VSS) and fixed suspended solids (FSS) for Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamer) reared in a biofloc
system integrated with different fish stocking densities of Mugil curema for 55 days.

Parameter TO T10 T20 T30 p ANOVA
(Tk"gt%lilﬂ‘)ige production 49 4 0,04 0.43 +0.07 0.43 +0.09 0.47 +0.03 ns
Sludge:biomass ratio 0.26 + 0.02° 0.19 +0.02° 0.19+ 0.04° 0.20 £ 0.02% 0.01
TSS (mgL™) 381.59+39.75  364.77+18.90 39548 +41.69 397.59+22.39 ns
VSS (%) 37.53+ 1.41 37.73+0.91 3832+1.50 3820081 ns
FSS (%) 62.47 + 1.41 62.27+0.91 61.68+1.50  61.80+0.81 ns

Data presented as mean + standard deviation. Different letters on the same line indicate statistical differences by
the Tukey test (p < 0.05). EU: experimental unit. TO: shrimp rearing without mullet. T10: shrimp rearing with
10% fish biomass (22 fish per tank). T20: shrimp rearing with 20% fish biomass (43 fish per tank). T30: shrimp
rearing with 30% fish biomass (65 fish per tank).

The final fish biomass/shrimp biomass ratio was 0%, 13%, 19% and 17% for the
treatments TO, T10, T20 and T30 treatments, respectively. These percentages were close to
the initial estimates, except for T30, which had lower fish survival and lower fish final mean

weight (Table 11).

2.2.3.3Water use and resources

Shrimp feed input was, on average, 2450.82 g per experimental unit and similar for
all treatments; mullet feed increased with the increase of fish density (Table 10).Calcium
hydroxide input was higher in treatments with mullet. During the experiment, an average of
1491 liters of water (inoculum + seawater + freshwater) per experimental unit were used, and
the water:total biomass rate was higher in the shrimp plus fish treatments (T10, T20 and T30),
indicating the possibility of improving water use in an integrated system. Finally, when we
increased the fish density and feed inputs, we also reduce the C:N ratio (Table 10).

Table 10. Total inputs of shrimp and fish feed, calcium hydroxide, seawater, freshwater to total biomass ratio

and carbon to nitrogen for Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamer) reared in a biofloc system integrated
with different fish stocking densities of Mugil curema for 55 days.

p-value

TO T10 T20 T30 ANOVA
Shrimp feed (g) 2,399.77+36.97 2,452.74+6.70 2,503.17 + 126.48 2,447.59 0.27
Mullet feed (g) - 90.53+7.57° 164.88+8.92° 211.03+591* <0.01
Calcium hydroxide (g) 217.25+28.61°  301.00+£34.37* 289.75+19.97 288.75£8.92%  <0.01
Inoculum+Seawater (L EUT) 890 890 890 890 -
Freshwater (L EU™) 609.87+46.91 656.214+35.53  576.31+17.45 561.62+52.38 ns
Water:total biomass (L kg™")  792.75+29.65*  695.64+7.57 6374242294 ° 638.78+41.92° <0.01
C : N ratio 8.22+0.00 * 8.17+0.00° 8.13+0.01° 8.11+0.01¢ <0.01

Data presented as mean+tstandard deviation. Different letters on the same line indicate statistical difference by
the Tukey test (p<0.05). EU: experimental unit. TO: shrimp rearing without mullet. T10: shrimp rearing with
10% fish biomass (22 fish per tank). T20: shrimp rearing with 20% fish biomass (43 fish per tank). T30: shrimp
rearing with 30% fish biomass (65 fish per tank).
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2.2.3.4 Mullet and shrimp performance

Shrimp performance was not affected by the presence of mullets in the system (Table
11). Final shrimp mean weight was 12.95 £+ 0.01 g, mean survival was 93.94 £+ 1.46%, mean
apparent feed conversion ratio (FCR) was 1.70 + 0.04, mean growth was 1.22 + 0.01 g week
! final biomass per experimental unit was 1.94 + 0.03 kg, and mean yield was 2.42 + 0.04 kg
m”. These performance parameters were similar for this stage of shrimp rearing in a biofloc
system as reported by other authors (Baloi, Arantes, Schveitzer, Magnotti & Vinatea; Pinheiro
et al., 2017; Poli et al., 2019a; Poli et al., 2019b; Souza, Cardozo, Wasielesky & Abreu, 2019;
Legarda et al., 2019).

Mullet final weight was higher in the T10 treatment compared to the T30 treatment.
Final fish weight for the T20 treatment was neither higher nor lower than other treatments
(Table 11). Survival was higher in the T10 and T20 treatments than in the T30 treatment
(Table 11). Apparent feed conversion rate (FCR) was lower in the T10 treatment than the T20
treatment. Survival in the T30 treatment was lower than the other treatments, as an apparent
consequence of decreased biomass during the experiment. For this reason, it was not possible
to calculate the FCR for this treatment (Table 11). Weekly growth decreased, as density
increased (Table 11). Final biomass and yield were higher in the treatments with mullets than
in the control (Table 11), increasing the total biomass production in 20%.

Mullet density affects fish performance. The final weight and FCR were better for
the T10 treatment probably for two reasons. First of one the natural food (biofloc) was more
available in the T10 than in the T30 treatment. Second, the capacity of area was imitated in
the high-density treatment (T30). This indicates that the fish density limit in the integrated
biofloc system with shrimp was 20% of final shrimp biomass (43 fish per tank). Therefore, we
are the first to report such with mullet density. Heras, Martos-Sitcha, Yufera, Mancera &
Martinez-Rodriguez, (2015) observed that increasing the density in grey was correlated with
low growth and high cortisol levels. Therefore, these results showed that T20 is the limit of

the mullet density (3.7 kg m™) when integrated with shrimp in a biofloc system.
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Table 11. Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) and Mullet (Mugil curema) performance in an integrated
biofloc system with different fish stocking densities for 55 days.

T0% T10% T20% T30% p-value
Shrimp performance
Final Mean weight (g) 12.97+0.52 13.09 + 0.35 12.84 +£ 0.40 12.91 £ 0.51 0.88
Survival (%) 91.25+0.88  94.22 +3.67 94.06 £0.36  94.22+2.67 0.24
E}pcpﬁ;e“t feed conversionrate 71, 008  166+013  1.74£0.15  1.68£0.05  0.73
Weekly growth (g week™) 1.22 £0.06 1.23£0.05 1.20 £ 0.04 1.21 £0.06 0.84
Final biomass (kg) 1.89 £0.07 1.97 £0.10 1.93 £0.06 1.95+0.05 0.51
Yield (kg m™) 237+009  2.47+0.12 242+008  243+0.07 051
Mullet performance
Final mean weight (g) - 12.84+1.77* 10.94+1.09® 933+1.12°  0.03
Survival (%) - 89.77+4.35%  79.07+7.60° 61.03+540° <0.01
a:p(]j)ﬁ;ent feed conversion rate ) 126+037° 304+158" o <0.01
Weekly growth (g week™) - 0.59+0.15 0.42+0.16 0.28 £ 0.07 0.06
Final biomass (kg) - 0.25+0.04° 037+£0.01* 037£0.03* <0.01
Yield (kg m™) - 254+039° 3.69+0.11° 3.68+032% <0.01
Shrimp + Mullet
Total final biomass (kg) 1.89+0.07° 2.23+0.12° 2.30+0.07° 2.33+£0.05° <0.01
Total yield (kg m'3) 2.13+0.08° 2.50+0.13° 2.59+0.07° 2.62 £ 0.06" <0.01

Data presented as mean + standard deviation. Different letters on the same line indicate statistical differences
by the Tukey test (p < 0.05). * It was not possible to calculate because there was no increase in biomass. ns:
Not significant. TO: shrimp rearing without mullet. T10: shrimp rearing with 10% fish biomass (22 fish per

tank). T20: shrimp rearing with 20% fish biomass (43 fish per tank). T30: shrimp rearing with 30% fish
biomass (65 fish per tank).

2.2.3.5Nitrogen and phosphorus recovery

Nitrogen and phosphorus recovery in this study was affected by fish density in the
integrated shrimp and mullet biofloc system (Table 12). Nitrogen recovery was higher in the
TO and T10 treatments than the T30 treatment, and phosphorus recovery was less in the T30

treatment, than in the other treatments.

Table 12. Nitrogen and phosphorus recovery in a Litopenaeus vannamei and Mugil curema integrated biofloc
system with different fish stocking densities for 55 days.

Parameter TO T10 T20 T30 p-value
Nitrogen recovery (%) 27.8+13%  281+1.7% 252+1.6™ 235+1.6° 0.01
Phosphorus recovery (%) 7.4+04° 87+06° 74+02° 49+13° <0.01

Data presented as mean + standard deviation. Different letters on the same line indicate statistical differences by
the Tukey test (p < 0.05). TO: shrimp rearing without mullet. T10: shrimp rearing with 10% fish biomass (22 fish
per tank). T20: shrimp rearing with 20% fish biomass (43 fish per tank). T30: shrimp rearing with 30% fish
biomass (65 fish per tank).

Our shrimp nitrogen recovery (TO treatment) results were higher than those of Hoang
et al. (2018) who observed 22% of nitrogen recovery in clear water, probably because the
biofloc system was more efficient in recovering nitrogen (Liu et al., 2019). This system
recycles nitrogen by heterotrophic and nitrifying bacteria (Avnimelech, 2012; Ebeling et al.,

2006). However, our results were lower than those obtained in a tilapia and shrimp integrated



65

biofloc system (Poli et al., 2019a). Contrary to the latter study in which the recovery of
nutrients increased linearly as the fish-stocking density increased, we observed that the higher
mullet density (T30) significantly decreased nitrogen recovery.

It was also observed that increasing fish density did not affect phosphorus recovery
until T20. Hoang et al. (2018) evaluated the same proportion of shrimp/mullet in clear water
and found that increasing fish density also increased phosphorus recovery. As a result of both
low fish survival and greater amount of fish feed provided, compared to the other treatments,

a lower phosphorus recovery was observed in the T30 treatment (Table 11).
2.2.3.6 Nitrogen and phosphorus mass balance

Nitrogen

Total nitrogen input increased when fish biomass increased (Table 13). That is
explained by both the higher fish biomass and the greater amount of mullet feed. After the
experiment, results show that effluent nitrogen in the T10 treatment was the same as that in
the TO treatment (without mullet) (Fig 5 A, Table 13). Mullet density in this integrated shrimp
biofloc system was not directly proportional to mullet nitrogen outputs in the system at the
end of the experiment (Table 13). Therefore, we can increase ecological efficiency in this
integrated system up to T10 since we can increase animal biomass and yield without

increasing nitrogen effluents.

Table 13. Nitrogen mass balance for Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamer) reared in a biofloc system
integrated with different fish stocking densities of Mugil curema for 55 days.

Treatment Shrimp feed Shrimp Mullet feed Mullet Total initial
N input (g tank™) (g tank™) (g tank™) (g tank™) (g tank™)
TO 152.39 £2.35 11.50 £ 0.18 - - 163.88£2.40°
T10 155.75+£0.43 11.55+£0.30 6.45+0.54°¢ 485+0.86° 178.59 + 1.16°
T20 158.95 £8.03 11.62+£0.21 11.74 +0.64 ° 8.83+0.57°" 191.14£7.25%
T30 155.75+1.19 11.54 £ 0.09 15.03+042° 12.58+42° 194.90 £2.29 *
p-value 0.273 0.872 <0.01 <0.01 <0.01
N output i Shrimp1 ) Mulle_tl Efﬂuel?]t
(g tank™) (g tank™) (gtank’)
TO 52.71£2.09 - 58.47+4.22°
T10 55.95+2.79 7.85+1.19 50.99+6.21°
T20 56.19 +1.79 8.59+0.26 61.58+£10.30*°
T30 56.36 £ 1.23 7.38 +£0.64 67.42+4.12°
p-value 0.103 0.199 <0.01

Data presented as mean + standard deviation. Different letters on the same line indicate statistical difference by
the Tukey test (»<0.05). TO: shrimp rearing without mullet. T10: shrimp rearing with 10% fish biomass (22
fish per tank). T20: shrimp rearing with 20% fish biomass (43 fish per tank). T30: shrimp rearing with 30%

fish biomass (65 fish per tank).
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Fig 5. A) Nitrogen mass balance where different letters represent significant difference by
ANOVA and Tukey tests (p<0.05); B) Phosphorus mass balance where different letters
represent significant difference by ANOVA and Tukey tests (p<0.05) in a Litopenaeus

vannamei and Mugil curema integrated biofloc system with different fish stocking
densities for 55 days.
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Phosphorus input increased when fish biomass increased (Table 14). This increase in
phosphorus occurred as a result of the greater input of mullet biomass and fish feed. However,
at the end of the experiment the phosphorus output was higher in the T30 treatment than the

TO and T10 treatments (Figure 5, B). The amount of phosphorus effluent was also not
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influenced by mullet density (Table 14). Additionally, phosphorus output in shrimp form was
less in the TO and T10 treatments than in the T20 and T30 treatments (Table 14). This result
can be explained by the higher input of fish feed and for the lack of increase in fish final
biomass in the T20 and T30 treatments. These results indicate that it is possible to rear mullet
and shrimp in an integrated biofloc system without increasing the phosphorus effluent by just

using the T10 density.

Table 14. Phosphorous mass balance for Pacific white shrimp (Lifopenaeus vannamei) reared in a

biofloc system integrated with different fish stocking densities of Mugil curema for 55 days.

Treatment Shrimp feed Shrimp Mullet feed (g Mullet Total initial
P input (g tank™) (g tank™) tank™) (g tank™) (g tank™)
TO 41.76 £ 0.64 1.07 £0.02 - - 42.82+£0.65°¢
T10 42.68 £0.12 1.07£0.03 1.58+£0.13° 1.62+£029° 46.95+0.38°
T20 43.56+220  1.08+0.02  2.89+0.16° 295+0.19°  50.47+1.99°
T30 42.68 £0.33 1.07 £0.01 369+£0.10° 420+048° 51.64 £0.69°
p-value 0.273 0.872 <0.01 <0.01 <0.01

Shrimp Mullet Effluent
P output - (g tank ™) (g tank ™) (g tank™)
TO 4.05+0.16° - 34.71 £0.65
T10 4.00+£0.20° 2284035  34.40+0.63
T20 4.52+0.14° 343+0.10° 34.56 +£2.23
T30 4.55+0.10° 3.13+£0.27° 36.29+£0.71
p-value <0.01 <0.01 0.277

Data presented as mean + standard deviation. Different letters on the same line indicate statistical
difference by the Tukey test (p<0.05). TO: shrimp rearing without mullet. T10: shrimp rearing with
10% fish biomass (22 fish per tank). T20: shrimp rearing with 20% fish biomass (43 fish per tank).

T30: shrimp rearing with 30% fish biomass (65 fish per tank).

2.2.4 Conclusions

In conclusion, it is possible to integrate the mullet up to 10% of final shrimp biomass
without increasing nitrogen and phosphorus in biofloc effluents. Fish density limit in an
integrated biofloc system with shrimp was 20% of the final shrimp biomass (yield = 3.7 kg m”
*). In addition, the integration of mullet in shrimp biofloc rearing can reduce the water use
(17% less), which was, on average, 611 L kg of final biomass. Finally, increasing mullet

density in 30% of final shrimp biomass affects nitrogen and phosphorus recovery.
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2.3 CAPITULO III: DESEMPENHO DE Ulva fasciata EM UM SISTEMA INTEGRADO
DE CAMARAO E TAINHA EM SISTEMA DE BIOFLOCOS

Artigo formatado com as normas da revista Journal of Applied Phycology, fator de impacto
2.635

Destaques

v’ A retengdo de nitrogénio e fosforo no sistema IMTA-BFT foi 5,5% e 7,6% maior com
a integracdo da Ulva fasciata, respectivamente.

v’ A integragdo da Ulva fasciata no sistema de camario e tainha no sistema de bioflocos
aumenta a biomassa final total e o rendimento em 12,2%.

v A Ulva fasciata cultivada no sistema IMTA-BFT incrementa o teor de proteinas e
antioxidantes.
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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da integracdo de Ulva fasciata no cultivo
de camardo e tainha em sistema de bioflocos, considerando a qualidade da agua, o
desempenho animal e da macroalga, a retengdo de fosforo e nitrogénio, os compostos
bioativos da macroalga e a produgdo de ulvana. Dois grupos foram comparados: 1) o grupo
Ulva: cultivo integrado de camardo e tainha com macroalga, ii) grupo controle: o mesmo
sistema sem macroalga, ambos grupos usando BFT. Cada grupo teve quatro repeti¢des, a
biomassa inicial foi 618 g e 246 g para o camardo e para a tainha, respectivamente.
Adicionalmente, no grupo Ulva, foi trocada a biomassa cada duas semanas. Depois de 55 dias
o grupo Ulva ndo teve influéncia sobre o desempenho do camardo, os camardes cresceram em
média 1,22 g semana'l, com 90,6% de sobrevivéncia, produtividade de 2,91 kg m> e FCA
1,84. As tainhas cresceram, em média, 1,035 g semana’’, com 99,17% de sobrevivéncia, e
produtividade de 4,08 kg m™. No final do periodo de cultivo, 317,01+32,02 g de macroalga
por unidade experimental foram colhidos. A biomassa total e a produtividade, considerando o
sistema todo, foi 12,2% maior no grupo Ulva que no grupo controle. A retencao de nitrogénio
e fosforo foram respectivamente 5,5% e 7,6% maiores no grupo Ulva que no grupo controle.
A concentragdo de proteina, fosforo, clorofila e carotenoides incrementaram na Ulva apds o
cultivo em bioflocos. A produtividade do extrato de Ulva (ulvana) foi 2,74% no inicio e
2,24% no final do periodo experimental. Em conclusdo, a integracdo de Ulva fasciata
incrementa a produtividade e a reten¢do de fosforo e nitrogénio do sistema de bioflocos. Além
disso, a integragao de Ulva fasciata no sistema pode incrementar a concentragdo de clorofila e
carotenoides sem afetar a produtividade do extrato ulvana.

Palavras-chave: BFT, Aquicultura Multitrofica Integrada, Litopenaeus vannamei, Mugil liza,
macroalga.
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2.3.1 Introducio

A aquicultura ¢ o setor de produgdo animal que mais rapido cresce, de 2013 até 2017
cresceu em média 4% por ano (FAO-FIGIS, 2019). Em 2017 foram produzidos 5,5 milhdes
de toneladas de camarao que foram valorados em 34 milhdes de dolares, Litopenaeus
vannamei representou 81% desses valores (FAO-FIGIS, 2019). Para acompanhar esse
crescimento, a aquicultura precisa intensificar a produgdo de uma maneira sustentavel, mudar
da aquicultura extensiva para a intensiva e tornar a producdo cada vez mais eficiente em
termos energéticos (FAO, 2018). Portanto, a tecnologia de bioflocos (BFT) é uma alternativa
de producdo para o camardo-branco-do-pacifico em altas densidades de estocagem, com
menor uso de area que o sistema convencional (Otoshi et al., 2007; Samocha et al., 2012).

Durante os cultivos intensivos € necessario o uso de uma fonte de alimento externo
(racdo), do qual os camardes retém somente uma parte dos nutrientes e o restante ¢ excretado
e se mantem na agua e em altos niveis pode se tornar toxico para os animais de cultivo. A fim
de manter a qualidade da 4gua em cultivos tradicionais, sdo feitas renovagdes de dgua. No
entanto, em sistemas BFT, as bactérias s3o estimuladas a reciclar alguns compostos
inorganicos dissolvidos na dgua (Avnimelech, 2012). As bactérias heterotroficas incorporam
o nitrogénio e fosforo inorganico por assimilagdo, convertendo-o em biomassa celular
(MclIntosh et al., 2000; Avnimelech et al., 2012) Essas bactérias precisam de uma relagdo alta
de carbohidrato : nitrogénio amoniacal total (~20:1). As bactérias quimioautotréficas oxidam
a amoOnia para nitrito, € o nitrito para nitrato, consumindo CaCos da dgua (Ebeling et al., 2006),
sendo necessario manter niveis 6timos de alcalinidade, adicionando carbono inorganico.

Durante o cultivo em sistema BFT os sélidos suspensos totais (SST) se acumulam,
sendo necessario remové-los por meio de decantacdo (Ray et al., 2010; Schveitzer et al.,
2013). Uma abordagem alternativa ¢ recuperar os so6lidos como alimento para outros
organismos como tainha (Legarda et al., 2019) ou tildpia (Poli et al., 2019), e produzir mais
biomassa a partir dos rejeitos da producdo de uma espécie. Os compostos inorganicos
dissolvidos resultados dos processos biologicos das bactérias, como o nitrato ou o ortofosfato,
se acumulam na agua e podem ser removidos por meio de renovacao de dgua ou outra
alternativa € aproveita-los como fertilizantes para organismos autotrofos, aplicando os
conceitos de Aquicultura Multitréfica Integrada (AMTI).

IMTA ¢ um conceito o qual integra diferentes niveis troficos no mesmo sistema
ambiental, convertendo os residuos do cultivo de uma espécie em alimento ou fertilizante para

outras espécies (Chopin et al., 2001). Esse conceito pode melhorar a sustentabilidade da
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aquicultura, reduzindo o efluente e induzindo a diversidade econémica, por meio da producao
de outras espécies de valor agregado (Chopin et al., 2001).

A aplicagao do IMTA a criacdo de camardes no sistema bioflocos deve considerar
espécies marinhas que possam tirar proveito dos residuos da criagao de camardes. Legarda et
al. (2019) observaram que as tainhas podem aproveitar o excedente de bioflocos do cultivo de
camardo como alimento; a tainha no ambiente natural consome detritos, nematoides, algas e
larvas de poliquetas (Oliveira e Soares, 1996) e muitos desses microrganismos compdem 0s
bioflocos.

A Ulva sp. ¢ uma macroalga promissora para os sistemas IMTA, ela tem a
capacidade de absorber nitrogénio em diferentes formas (amoénia, nitrito, nitrato) da agua
(Troell et al., 2003), e utiliza-os para o crescimento. O cultivo de Ulva lactuca com camarao
pode melhorar a qualidade da 4gua no sistema BFT (Brito et al., 2014). Além disso, Ulva sp.
pode ser utilizada como co-alimento para o camardo (Pallaoro et al., 2017) gerando uma
economia circular. Ulva sp. tem compostos bioativos como carotenoides e polissacarideos
(ulvana) que t€ém potencial como prebioticos para os animais aquaticos (Peso-Echarri et al., 2012).

Assim, o presente estudo avaliou o efeito da integra¢do de Ulva fasciata no sistema
de cultivo de camardo e tainha em bioflocos sobre a qualidade da dgua, o desempenho animal
e algal, a reten¢do de nitrogénio e fosforo, os compostos bioativos da macroalga e o

desempenho da ulvana.

2.3.2 Material e métodos

2.3.2.1 Localizagao

O experimento foi realizado no Laboratorio de Camardes Marinhos (LCM), o qual
faz parte do Departamento de Aquicultura da Universidade Federal de Santa Catarina em
Florianopolis, Brasil. O experimento durou 55 dias, do dia 14 de margo até o dia 7 de maio de

2019.

2.3.2.2 Material biologico

Camardo
Foram utilizados camardes da linhagem SpeedLine Aqua, obtidos da empresa
Aquatech (estado de Rio Grande do Norte, Brasil), e cultivados em tanques de 50.000 L em

sistema de bioflocos até atingir o peso inicial de 3,11+£0,04 g.
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Tainha

Juvenis de tainhas (Mugil liza) com peso inicial de 16.37+2,26 g foram doadas pelo
Laboratorio de Peixes Marinhos (LAPMAR) da Universidade Federal de Santa Catarina,
Brasil, Florianopolis, Santa Catarina, Brasil.
Macroalga

As macroalgas (Ulva fasciata) foram coletadas da Prainha da Barra da Lagoa,
Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil (27°34°25°’S 48°25°15°°W), foram limpas manualmente
com agua de mar para retirar epifitas e animais aderidos, mantidas em aclimatagdo por uma
semana em tanques de 800 L dentro de estufa agricola. A cada duas semanas foram trocadas

as macroalgas seguindo o mesmo procedimento para manter a densidade algal em 2 g L™
2.3.2.3 Desenho experimental

Foram comparados dois grupos que consistem em i) grupo Ulva: um sistema de
camardo e tainha com macroalga, e ii) grupo controle: um sistema de camardo e tainha sem

macroalga; ambos grupos em sistema de bioflocos. Cada grupo teve quatro repetigdes.
2.3.2.4 Unidades Experimentais

As unidades experimentais consistiam em um tanque circular de 800 L destinado
para o cultivo de camardo, um tanque circular de 90 L para o cultivo de tainha, € um tanque
retangular com fundo em U de 60 L para o cultivo da macroalga, todos os tanques alocados
dentro de uma estufa agricola (Figura 6). A agua circulava por meio de uma bomba submersa
(Sarlo-Better, 650 L h™) desde o tanque de cultivo de camardo para o tanque de cultivo de
tainha, e retornava por meio de gravidade para o tanque de cultivo de camardo. Semanalmente
a bomba era desligada, toda a agua do tanque das macroalgas era transferida para o tanque de
camarao. Do tanque dos peixes se transferiam 15 L de 4gua de bioflocos filtrada (filtro Bag) e
era completado o volume do tanque das macroalgas com 45 L de 4gua do mar, para ter uma
dilui¢do de 25% de BFT. Finalmente, a bomba era ligada novamente, sendo que esse
procedimento era feito toda semana para os dois grupos. Os lodos filtrados voltavam para o
tanque dos camardes e se ligava o sistema novamente. Esse procedimento foi realizado com o
fim de repor os nutrientes para as macroalgas.

No inicio do experimento, foram transferidos 800 L de um tanque matriz contendo
bioflocos maduro, e as unidades experimentais completadas com 4dgua do mar com 33 g L' de

salidanidade. Depois da diluicdo do inoculo com a dgua de mar, a agua das unidades
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experimentais teve as seguintes caracteristicas: amonia 0,2+0,1 mg L, nitrito 0,34+0,02 mg
L', nitrato 8,4+14 mg L, pH 8,08+0,01, salinidade 30,48+0,07 g L', alcalinidade
131,50+0,71 mg L™, ortofosfato 1,77+0,02 mg L, SST 241+7 mg L, SSV 37,97+5,07%,
SSF 62,03+5,07%, 9,25 x 10* e 1,03 x 10* UFC ml"' de bactérias totais e Vibrio spp.,
respectivamente.

O tanque de camardo tinha um aquecedor de 800 W, um termostato para manter a
temperatura a 28+1°C, e uma mangueira microperfurada conectada a um sistema de aeracao
para manter os bioflocos em suspensdo e o oxigénio dissolvido acima de 5 mg L. O tanque
de camario também estava disposto com quatro substratos artificiais (Needlona®, Renner
Textil Ltda; Cachoerinha, Brasil), com forma retangular, orientados verticalmente (Figura 6),
esses substratos acrescentaram em 80% a area do tanque. O tanque de tainha estava equipado
com um aquecedor de 100 W, um termostato para manter a temperatura em 28+1°C, e quatro
pedras porosas conectadas ao mesmo sistema de aeragdo do tanque dos camarodes. O tanque de
macroalgas possuia duas pedras porosas.

Nao foram feitas renovagdes de agua durante o experimento. Agua doce foi
adicionada para repor as perdas por evaporacao e semanalmente foi completado o volume
com 45 L de dgua de mar. O controle de alcalinidade foi realizado adicionando hidréxido de

célcio para manter a alcalinidade acima de 120 mg L™

Figura 6. Desenho esquematico da unidade experimental de cultivo de Litopenaeus vannamei,
Mugil liza e Ulva fasciata em sistema de bioflocos por 55 dias. Circulagdo constante entre o
tanque de camar@o e tainha e semanalmente se diluia 25% da 4gua para o cultivo das macroalgas.

Fonte: desenho realizado por Juliana Chamorro Legarda
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2.3.2.5 Povoamento

Os tanques de camardo foram estocados com 200 camardes (250 camardes m™), 0
tanque das tainhas foi estocado com 15 tainhas (~167 tainhas m™, que correspondiam aos
10% da biomassa final de camardo estimado) e cada duas semanas o tanque das macroalgas
foi estocado com 120 g de Ulva fasciata (2 g L'"). Os tanques do grupo controle ndo foram

estocados com U. fasciata, porém, foi feito mesmo manejo da dgua para ambos grupos.
2.3.2.6 Alimentacao

Os camardes foram alimentados com ra¢do comercial com 35% de proteina bruta
(Guabitech 1,6 mm Guabi®, Sales Oliveira, Sao Paulo, Brasil) quatro vezes ao dia de acordo
com a tabela de alimentagcdo de Van-Wyk (1999), o consumo de racdo foi controlado durante
o experimento por meio de bandeja de alimentagdo. As tainhas foram alimentadas com ragao
comercial com 45% de proteina bruta (Starter 45, Nutripiscis) somente uma vez ao dia com
relacdo de 1% da biomassa inicial, estimulando que os peixes aproveitem os bioflocos como

alimento.
2.3.2.7 Qualidade da agua e s6lidos

A temperatura e o oxigénio dissolvido foram medidos duas vezes ao dia com
oximetro YSI Pro 20. A alcalinidade (titulacdo, APHA et al., 2005-2320B), pH (pH-metro,
Tecnal) e salinidade (EcoSense® EC300A) foram medidos duas vezes na semana. A amodnia
foi medida pelo método de indofenol com trione, de acordo com Grasshoff et al. (1983). O
nitrito (N-NO,) fo1 medido pelo método de Griess (Strickland and Pearsons, 1972). Os s6lidos
suspensos totais (SST) foram analisados duas vezes na semana pelo método gravimétrico
(APHA et al., 2005-2540E). O nitrato (Hach Nltraver 5) e ortofosfato (Metodo colorimétrico
4500-P C, APHA et al., 2005) foram medidos semanalmente. A luminosidade foi medida
diariamente em Lux (digital lux-meter Hikari HK-881%).

Os SST foram mantidos entre 400 e 600 mg L™, niveis considerados adequados para
L. vannamei (Schveitzer et al., 2013), ¢ o excesso de solidos foi removido usando
sedimentadores conicos. A remocdo de solidos foi quantificada considerando o volume de
lodos e a concentragdo de SST nos lodos removidos. Para quantificar o volume de lodos
removidos, foram usados baldes graduados, € a concentragdao e SST nos lodos que foi medida

de acordo com a metodologia da APHA et al. (2005).
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No final do experimento, a quantidade total de lodos produzida por cada unidade
experimental foi calculada por meio da formula que segue: lodos produzidos (g tanque™) —
[((SSTfmar x V1(/1000) + (Z(SSTiedo X V2))], onde V; corresponde ao volume da unidade
experimental em litros, SSTrn, € a concentragdo de SST no final do experimento, SSTipicial € a
concentragdo dos SST no inicio do experimento, SSTj.4s € a concentracdo de sélidos
suspensos totais nos lodos removidos, € V, € o volume dos lodos removidos (medido com
baldes graduados).

A relagdo lodo:biomassa representa os lodos produzidos por biomassa total final, e

foi calculado como lodo:biomassa = lodos produzidos (kg) / Biomassa total (kg).
2.3.2.8 Microbiologia

No inicio e no final do experimento foram coletadas amostras de 15 ml de 4gua de
cada unidade experimental para as andlises microbiologicas. As amostras foram
homogeneizadas e diluidas em série (1/10) em solucdo salina estéril (3%) e semeadas em
duplicada em meio de cultura agar marine (Difco) para contagem de bactérias totais.
Amostras diluidas foram também semeadas em duplicata em meio de cultura Tiosulfato bili
sacarose agar (TCBS, Difco) para contagem de bactérias do género Vibrio. As placas
semeadas foram incubadas em estufa microbioldgica a 30°C. Depois de 24 h foram contadas

as unidades formadoras de colonia (UFC).
2.3.2.9 Desempenho do camardo, tainha e macroalga

O desempenho do camardo foi avaliado por meio de pesagens semanais de 20
camardes por cada unidade experimental. Ao final do periodo de engorda, foi medida a
sobrevivéncia (%), o peso médio final (g), a conversdo alimentar aparente (FCA-A),
produtividade (kg m™), e o crescimento semanal (g semana™).

No inicio e no final do experimento os peixes foram pesados e medidos. O
desempenho das tainhas foi avaliado por meio da sobrevivéncia (%), peso médio final (g),
conversdo alimentar aparente (FCA-A), e a produtividade (kg m™).

As macroalgas foram pesadas no inicio, semanalmente e no final do experimento. A
cada duas semanas a biomassa foi substituida por nova massa algal. Todas as massas que
sairam do sistema foram somadas, chamadas de massa final por unidade experimental.

A biomassa final e a produtividade de camardao mais peixe mais macroalga

(combinada) também foram avaliadas. A produtividade total foi determinada dividindo o total
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de biomassa produzida (Camarao + tainha + macroalga), pelo volume total do sistema (800 L

do tanque de camarao + 90 L do tanque das tainhas + 60 L do tanque das macroalgas).
2.3.2.10 Retencao de fosforo e Nitrogénio

Foram coletadas amostras de 100 g de camarao e de tainha no inicio e no final do
experimento. Para determinar a concentragdo de nitrogénio (N) foi utilizado o método Kjeldal
(NTK), enquanto que o fosforo foi determinado utilizando o método colorimétrico, seguindo a
metodologia descrita pela AOAC (2005) para animais inteiros.

A retengdo de nitrogénio e fosforo foi calculada de acordo com a equagdo
providenciada pela NRC (2011): retengdo (%) = [(peso final x nutriente final (N ou P)) —

(peso inicial x nutriente inicial (N ou P) x100]/entrada de nutrientes — racao (N ou P).
2.3.2.11 Compostos fenoélicos, carotenoides e clorofila na Ulva fasciata

Foram coletadas amostras de macroalga no inicio (uma mescla da massa inicial de
cada duas semanas) e no final (um mescla da massa final de cada duas semanas), as amostras
foram congeladas, posteriormente liofilizadas a -50°C e 200 uHg (liofilizador L101,
LIOBRAS); 500 mg de cada amostra liofilizada foram macerados com 5 ml de metanol 80%
(v/v), depois foram incubadas por uma hora no escuro, centrifugadas (12.000 g x 10 minutos),
e finalmente o sobrenadante foi coletado para fazer a leitura. O contetido total de compostos
fendlicos foi determinado por meio do método colorimétrico de Folin-Ciocateu (A = 750 nm),
a metodologia esta descrita por Schiavon et al., (2012) com modifica¢des. Foi utilizada a
curva standard de &cido galico (Sigma-Aldrich, st. Louis, MO, USA — 100 — 1250 pg ml”, y=
0.0108X, r* = 0.999). Os resultados foram apresentados como pg de acido gélico equivalente
por g de massa.

Para determinar carotenoides e clorofila foram usados 100 pg de massa seca. A
macroalga foi macerada com 2 ml de metanol. Depois de 60 minutos incubadas a 4°C no
escuro, foram medidas as absorbancias a 665 e 652 nm para calcular a clorofila-a (Chla =
16,51 x A665 — 8,0962 x A652); também foi medida a absorbancia 450 nm para calcular B-
caroteno (=[A450/2,704 (ug)] volume /peso, r* =0,999), seguindo a metodologia descrita por
Porra et al. (1989) e Ritchie (2006).
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2.3.2.12 Extragao de ulvana

O extrato do polissacarideo ulvana da Ulva fasciata foi feito seguindo a metodologia
descrita por Paulert et al, (2009) com modificagcdes. As macroalgas frescas foram
autoclavadas seguindo a propor¢do de 5,1 g de massa fresca para 600 mL de agua destilada
por duas horas a 110°C. Em seguida o sobrenadante foi incubado com trés volumes de etanol
P. A., por 48 h a -20°C. Foi filtrado e liofilizado por 24 h a -54°C e 0,160 mBar. Finalmente
foi calculado o rendimento de ulvana usando a seguinte féormula: rendimento de ulvana =
[ulvana seca (g)/macroalga fresca (g)] x 100. Para esse calculo se considerou a ulvana seca

obtida da extragdo ¢ a massa fresca usada no processo.
2.3.2.13 Anadlise estatistica

Foi aplicado o teste-T de student com nivel de significancia de 0,05. Prévio a esse
teste foi comprovada a normalidade e homocedasticidade dos dados por meio dos testes de
Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os dados de microbiologia foram transformados por

logaritmo.
2.3.3 Resultados
2.3.3.1 Qualidade da agua, s6lidos e microbiologia

A temperatura foi mantida em 28,00+0,05°C, o oxigénio dissolvido acima de 5,0 mg
L' o pH em média foi 8,00+0,14, e a salinidade em média 31,6+1,15 g L para todas as
unidades experimentais. A luminosidade foi natural dento de estufa agricola com
sombreamento de 70%, se manteve em 627 lux. As variaveis de qualidade da 4gua, amdnia,
nitrito, nitrato, ortofosfato, alcalinidade, SST, lodos produzidos, a relacdo lodos:biomassa e os
resultados microbioldgicos ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos

(Tabela 15).
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Tabela 15. Variaveis fisicas, quimicas e microbiologicas da agua no cultivo integrado em sistema de
bioflocos de Litopenaeus vannamei, Mugil liza e Ulva fasciata por 55 dias.

Parametro Controle Ulva p-valor
Nitrogénio amoniacal total (mg L™) 0,16 £0,01 0,17+ 0,04 0,72
Nitrito N-NO, (mg L™) 0,30+ 0,03 0,33+ 0,06 0,43
Nitrato N-NO; (mg L™) 9,81+ 1,29 8,78 £0,97 0,25
Ortofosfato PO,” (mg L™) 2,29+0,18 2,27+0,12 0,88
Alcalinidade (mg L'l) 153,94 + 2,85 151,31 + 8,80 0,59
SST (mgL™) 385,70 + 7,04 383,52+£2290 0,86
Produgio total de lodos (kg UE™) 0,74 + 0,06 0,66 +0,12 0,28
Lodo:biomassa 0,28 £0,02* 0,22 +£0,04* 0,04
Bactérias totais (LOG;y UFC ml'l) 5,48 £ 1,02 4,62 +0,54 0,20
Vibrio (LOG,, UFC ml") 3,23+0,13 3,42 +0,39 0,46

Dados apresentados como média + desvio padrdo. * indicam diferengas pelo teste-t (p<0,05). UE:
unidade experimental. SST: s6lidos suspensos totais.

2.3.3.2 Desempenho animal e algal

Depois de 55 dias de cultivo integrado de camardo, tainha e macroalgas o
desempenho do camardo ndo foi afetado pela presenca da alga (Tabela 16). Os camardes
cresceram em média 1,22 g semana'l, tiveram uma sobrevivéncia de 90,6%, produtividade de
2,91 kg m™ e um FCA de 1,84.

No presente estudo as tainhas em média cresceram 1,035 g semana’, tiveram 99,17%
de sobrevivéncia, e uma produtividade de 4,08 kg m>. Mesmo sem detectar diferencas
significativas nas analises estatisticas, os peixes cresceram 24,6% mais no tratamento com
Ulva do que no tratamento controle e a produtividade dos peixes foi 4,6% maior no
tratamento Ulva do que no tratamento controle, demonstrando uma tendéncia da Ulva como
um potencial promotor de crescimento para peixes marinhos.

No final do experimento foram colhidos 317,01+32,02 g de macroalga por unidade
experimental, porém se iniciou com 481,69 + 0,36, sendo que a tendéncia da macroalga foi de

perder massa durante o cultivo (Tabela 16).
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Tabela 16. Desempenho animal e algal no sistema integrado de Litopenaeus vannamei, Mugil
liza ¢ Ulva fasciata em sistema de bioflocos por 55 dias.

Parametro Controle Ulva p-valor
Camardo
Peso médio final (g) 12,69 + 0,61 13,04 + 0,46 0,39
Sobrevivéncia (%) 91,25 +£5,63 90,00 £ 2,19 0,71
Fator de conversdo alimentar 1,86+ 0,05 1,83 £0,02 0,19
Crescimento (g semana'l) 1,20 + 0,06 1,24 + 0,08 0,44
Biomassa final (kg) 2,31+0,04 2,344+ 0,00 0,15
Produtividade (kg m™) 2,89 + 0,05 2,93 + 0,00 0,15
Tainha
Peso médio final (g) 23,87+2,71 25,45+ 1,86 0,37
Sobrevivéncia (%) 100,00 + 0,00 98,33 + 3,33 0,36
Fator de conversdo alimentar 1,33 + 0,24 1,05+0,21 0,12
Crescimento (g semana") 0,89+ 0,16 1,18 £ 0,23 0,08
Biomassa final (kg) 0,36 £ 0,04 0,38 £ 0,03 0,50
Produtividade (kg m'3) 3,98 £0,45 4,17+0,28 0,50
Macroalga
Massa inicial - 481,69 + 0,36 -
Massa final (g EU™) - 317,01 £32,02 -
Total
Biomassa final (kg) 2,67+0,02 b 3,04+0,02° <0,05
Produtividade (kg m™) 2,81+0,02° 3,20+0,03° <0,05
Valores apresentados como média +desvio padrdo. * Indica diferengas estatisticas pelo T-
test (»p<0,05).

2.3.3.3 Retengdo de fosforo e nitrogénio

A porcentagem de nitrogénio na ra¢do do camardo, ragdo dos peixes, os camaroes,
peixes e as macroalgas foi 6,09%, 7,07%, 2,88+0,21%, 2,62+0,13%, e 1,04+0,05 (macroalga
no inicio) ou 2,94+0,30% (macroalga no final), respectivamente. A porcentagem de fosforo
na racdo de camardo, na ra¢do dos peixes, nos camardes, nos peixes € nas macroalgas (no
inicio e no final do experimento) foram 1,46; 2,26; 0,22+0,01%; 0,8440,09%, e 0,08+0,01 (no
inicio) ou 0,10+0,00 (no final), respectivamente. No presente estudo, foi observado que a
retencao de nitrogénio e o fosforo do sistema foi 5,5% e 7,0"% maior no tratamento Ulva do

que o tratamento controle, respectivamente (Tabela 17).

Tabela 17. Retengdo de fosforo e nitrogénio em um cultivo integrado de Litopenaeus vannamei, Mugil
liza e Ulva fasciata em sistema de bioflocos por 55 dias.

Parametro Controle Ulva p-valor
Retencéo de nitrogénio (%) 27,6 0,8 29,2 +0,1%* 0,005
Retencéo de fosforo (%) 9,7+0,3 10,5+ 0,3* 0,019

Dados apresentados como média + desvio padrao. * Indica diferencgas estatisticas pelo T-teste (p<0,05).
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2.3.3.4 Compostos fendlicos, carotenoides e clorofila na Ulva fasciata

Foi observado que o nitrogénio, fosforo, clorofila e os carotenoides foram maiores no
final do cultivo de duas semanas (Tabela 18). Foi observado que os DPPH foram em média
0,001 mg L' e que ndo tiveram diferencas entre a amostra inicial e final. Também foi
observado que os compostos fenolicos diminuiram aproximadamente 40% nas macroalgas

que estavam no sistema multitrofico em bioflocos do que as macroalgas iniciais (Tabela 18).

Tabela 18. Concentragdo de nitrogénio, fosforo, clorofila, carotenoides e compostos fenolicos da
macroalga Ulva fasciata no inicio e no final do cultivo integrado com camaro e tainha em
sistema de bioflocos por 55 dias.

Composto Inicial Final p-valor
Nitrogénio (%do peso seco) 1,04 £ 0,05 2,94+ 0,30 <0,001
Fosforo (%do peso seco) 0,08 £0,01 0,10+ 0,00 <0,001
Clorofila (ug g do peso fresco) 72,15£12,07  294,66+£16,46 0,004
Carotenoides (ug g do peso fresco) 4,99+0,73 16,46+3,41 0,022
Compostos fenolicos (ug g do peso seco)  0,32+0,05 0,19+0,03 0,024

2.3.3.5 Produtividade de ulvana

A produtividade do extrato de ulvana foi 2,74% e 2,24% da Ulva inicial e final,

respectivamente.
2.3.4 Discussiao
2.3.4.1 Qualidade da 4gua, solidos e microbiologia

A eficiéncia da producdo aquicola depende de manter os parametros de qualidade da
agua em condi¢des adequadas para as unidades de cultivo (Boyd and Tuker, 2014). No
presente trabalho todos os parametros de qualidade da dgua se mantiveram nos intervalos
adequados para L. vannamei (Van-Wyk and Scarpa, 1999; Lin and Chen, 2001; Lin and Chen,
2003), Mugil liza (Boyd, 1982; Sampaio et al., 2002), e Ulva fasciata (Msuya and Neori,
2008).

A quantidade de lodos produzidos foi igual entre os tratamentos, mesmo com a maior
biomassa de macroalga produzida. Portanto, a relacdo entre quilograma de lodos produzidos
por quilograma de biomassa produzida, a relagdo lodos:biomassa, foi menor no tratamento
Ulva, isso representa um ganho ecologico significante.

As bactérias totais depois do cultivo incrementaram em média, de 9,25 x 10* UFC

ml” para 7,38 x 10° UFC ml”’, provavelmente pelo incremento de entradas durante o
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experimento (rag¢do, peixe, macroalga), porém, a populagdo de Vibrio sp diminuiu de 1,03 x
10* UFC mL", em média para ambos tratamentos, do inicio do experimento, para 2,65 x 10°
UFC mL"' no final do experimento, mostrando que provavelmente as tainhas dentro do
sistema possam melhorar o ambiente microbiano, ja que a dgua do inoculo era de monocultivo
de camardes. Nesse sentido, Sajali et al. (2019) observaram que os bioflocos ¢ a agua
condicionada com tildpia podiam oferecer alguma prote¢do antagonista contra a doenca
AHPND (por suas siglas do inglés acute hepatopancreatic necrosis disease) causada por
isolados de Vibrio parahaemolyticus (VpAHPND) que carregam um plasmideo que codifica
duas toxinas tipo Pir, uma doenca que causou perdas econdmicas devastadoras para a
industria do camardo. No entanto, essa condi¢do ainda precisa ser testada com tainha no

futuro.
2.3.4.2 Desempenho dos animais e das macroalgas

O desempenho do camardo foi similar aos resultados publicados por outros autores
(Legarda et al., 2019; Poli et al., 2019a; Martins et al., 2020). No presente estudo as tainhas
mostraram um bom crescimento e excelente sobrevivéncia do que os observados para Mugil
curema integrados com Litopenaeus vannamei em sistema de bioflocos (Legarda et al., 2019).
De modo geral, os peixes precisam crescer 400% ou mais para poder observar diferencas
fisiologicas (NRC, 2011), assim se recomenda que no futuro o sistema integrado seja avaliado
por mais tempo visando uma melhora no desempeno dos peixes. Os peixes no tratamento com
Ulva cresceram 25% mais do que o tratamento controle sem algas o que indica que € possivel
que a presenca da Ulva no sistema tenha potencial como promotor de crescimento para peixes
marinhos, provavelmente devido aos polissacarideos como ulvana como composto bioativo
(Peso-Echarri et al., 2012).

O FCA foi em média 1,19, confirmando que as tainhas podem aproveitar os
bioflocos como fonte de alimento como observado por Legarda et al. (2019). Os valores de
FCA do presente estudo foram menores aos encontrados por Silva et al., (2013), que variaram
entre 1,6 e 2,2; bem como os encontrados por Silva et al (2020) para Mugil liza, que variaram
entre 1.3 - 5,3. No presente estudo os peixes tinham disponibilidade de alimento natural
(bioflocos) as 24 horas do dia, e somente uma vez ao dia eram alimentados com dieta
artificial, demonstrando que ¢ possivel melhorar o desempenho deste peixe em sistemas

multitroficos em bioflocos.
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No presente trabalho se observou que as macroalgas entraram no estagio reprodutivo
o que se refletiu na diminui¢do da massa. Provavelmente as macroalgas tiveram algum fator
de estresse porque o potencial de crescimento ¢ maior do que observado no presente estudo.
Dois fatores podem estar influenciando este resultado, sendo o primeiro a disponibilidade de
amonia e o segundo o uso de algas provenientes do ambiente natural. Um dos fatores de
estresse pode ser a fonte de nitrogénio disponivel, ja que as macroalgas tem preferéncia por
amonia do que por outro composto nitrogenado (Graham et al., 2009). Ja foi relatado que a
macroalga Ulva lactuca cresce entre 7,6 a 16,8 % por dia, fertilizada com efluentes ricos em
amonia (Neori, Cohen and Gordin, 1991; Ramus and Venable 2007). Nosso sistema de
bioflocos estava maduro com bactérias nitrificantes que oxidam a amonia para nitrito e o
nitrito para nitrato, deste modo a disponibilidade de amdnia era limitada para ser consumida
pelas macroalgas, refletindo na baixa absor¢dao de nutrientes observada neste estudo. As
macroalgas utilizadas no presente experimento foram coletadas no meio natural, se
recomenda que sejam feitos futuros estudos que avaliem as macroalgas produzidas em
laboratorio, para verificar se apresentam esse mesmo comportamento ou se terdo um melhor
crescimento e absorcao de nutrientes.

Foi observado que a biomassa e a produtividade final total do tratamento controle
(Camarao + Tainha) foi similar ao que o reportado por Legarda et al., 2019, que avaliaram a
integracao de Mugil curema no cultivo de camardo em bioflocos. No final do experimento a
biomassa dos peixes foi 16% da biomassa de camardo. Hoang et al. (2018) recomendaram
10% em policultivo de camarao e tainha, portanto podemos aumentar essa relagdo em sistema
de bioflocos. Legarda et al., (dados ndo publicados — ver capitulo Il da presente tese)
observaram que para Mugil cephalus o limite de capacidade de carga era 3,7 kg m™, e neste

trabalho se obteve uma maior produtividade com Mugil liza produzida em cativeiro.
2.3.4.3 Retengao de fosforo e nitrogénio

Em sistemas de cultivo intensivos ¢ necessario oferecer altas quantidades de racao
para suprir as exigéncias nutricionais dos animais, este alimento representa ao redor de 50-
70% dos custos de produgdo (Rana e Hassan, 2009). O nitrogénio ¢ o ingrediente mais caro
nas dietas aquicolas e os residuos de fosforo nos alimentos sdo a principal causa de
eutrofizagdo da agua. Além disso, os animais de cultivo apresentam baixos niveis de fixagao
desses nutrientes (Crab et al., 2007; Avnimelech 2012). No presente estudo, observamos que

as retencdes de fosforo e o nitrogénio foram similares as reportadas para camardo e tainha em
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sistema de bioflocos (Legarda et al., 2019). Além disso, observamos que a integracdo da
macroalga no sistema melhorou a eficiéncia, devido principalmente ao teor de nitrogénio das
algas e também a massa colhida. Essa retencdo poderia ser incrementada se, por exemplo,
utilizarmos macroalgas produzidas em laboratério ou se incrementamos a densidade algal,
porém, essa hipotese precisa ser testada em estudos futuros.

Em base aos resultados do presente estudo, as macroalgas tiveram 182,7% mais
nitrogénio na sua composicao do que no inicio. Provavelmente os compostos inorganicos da
agua do cultivo de camardes e das tainhas em sistema de bioflocos proporcionaram os
nutrientes para aumento no teor proteico das algas. As macroalgas sdo capazes de captar a
amonia ou nitrito, mas tem preferéncia pela amonia porque esta pode ser usada mais
diretamente do que o nitrito na biossintese de aminoécidos (Graham et al., 2009). Nosso
sistema teve altas concentragdes de nitrato, baixa de nitrito e amoOnia. As macroalgas
provavelmente precisaram sintetizar a enzima nitrato reductase (NR) (Graham et al., 2009)
para absorver os nutrientes do nosso sistema. A enzima NR tem cofatores que incluem o ferro
e o molibdénio, as concentragdes de ferro podem ser baixas na dgua de bioflocos, pois o ferro
estd ligado em compostos com baixa solubilidade, principalmente Fe(OH3) (Graham et al.,
2009). Contudo, precisam ser feitos estudos que comprovem se a agua do sistema de

bioflocos tem teores baixos de ferro que possam impedir o crescimento de algas marinhas.
2.3.4.4 Compostos fendlicos, carotenoides e clorofila em Ulva fasciata

Os compostos antioxidantes das macroalgas estdo captando o interesse
principalmente  pelas propriedades anti-inflamatérias dos  polissacarideos, esses
polissacarideos podem ser usados, por exemplo, como antibidticos naturais alternativos (Peso-
Echarri et al., 2012). Nossos resultados mostraram que os compostos antioxidantes (clorofila e
carotenoides) podem ser incrementados no sistema integrado em bioflocos. Provavelmente o
estresse causado ao produzir a enzima NR para captar os compostos nitrogenados dissolvidos
na agua gera esse incremento nestes compostos (Graham, 2009).

Na bibliografia os valores de clorofila e carotenoides sao diversos e se expressam em
diferentes unidades. A clorofila-a reportada para macroalgas ulvaceas variaram entre 151,48 e
411,51 mg kg'1 (Raymundo et al., 2004), para Ulva lactuca entre 17.64 £ 1,65 e 28,16 £ 2,69
mg g (El-Baky, El-Baz & El-Baroty, 2009). Os valores de carotenoides totais reportados na
literatura para Ulva, variaram entre 72,27 e 129,04 mg kg™ (Raymundo et al., 2004). Neste

trabalho foram avaliados somente os betacarotenos, por isso os valores foram baixos quando
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comparados como os valores de Raymundo et al. (2004). Comparando os resultados do
presente trabalho com os reportes na literatura, observamos que os compostos antioxidantes
dependem do ambiente, assim as macroalgas cultivadas no sistema integrado em bioflocos
com camarao e tainha podem aumentar sua capacidade de retencdo de nitrogénio assim como

o teor de clorofila e carotenoides.

2.3.4.5 Produtividade da ulvana

A produgdo do polissacarideo ulvana nao foi afetada pelo sistema multitréfico em
bioflocos, o que significa que o estresse nas algas causado pela baixa concentragdo de amonia
(discutido acima) e a alta concentracdo de nitrato, diferente dos compostos fendlicos, ndo

afetou a produtividade de ulvana na Ulva fasciata.

2.3.5 Conclusao

Em base aos resultados do presente trabalho a integracdo de Ulva fasciata no cultivo
de camardo (Litopenaeus vannamei) e tainha (Mugil liza) em sistema de bioflocos ¢ possivel,
e essa integracdo melhora a retengdo de fosforo e nitrogénio. Também Ulva fasciata no
sistema AMTI-BFT tem maior teor de proteina, clorofila e carotenoides sem afetar a

produtividade de ulvana.
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2.4 CAPITULO 1V: EFEITO DA ADICAO DE DIFERENTES NiVEIS DE ULVA SP. NA
DIETA PARA A Seriola dorsalis SOBRE O CRESCIMENTO E HEMATOLOGIA

O presente trabalho estd formatado com as normas da revista Aquaculture, como tipo de

artigo: Short Communications
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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes niveis de adigdo de Ulva na
dieta de Seriola dorsalis sobre o crescimento, hematologia e perfil de dcido graxos no filé dos
peixes. Os peixes foram alimentados por 48 dias com dietas contendo diferentes niveis de
adicao de Ulva 0%, 0,5%, 1% e 2%, cada dieta com trés repeti¢des. Os peixes foram mantidos
em 12 tanques de 500 L, com sistema de aeragdo, aquecimento e sistema de recirculagdo de
agua. Foram povoados 10 peixes em cada tanque e alimentados com 5% da biomassa com sua
respectiva dieta. O desempenho dos peixes foi avaliado por meio do crescimento,
sobrevivéncia, fator de condicdo, assim como os indices hepatosomatico e viscerosomatico.
Foram avaliados os indices hematologicos e de quimica sanguinea. O crescimento dos peixes
foi semelhante entre os tratamentos, porém, foi observado que quanto maior a inclusdao de
Ulva na dieta era maior o comprimento e menor o fator de condi¢do dos peixes. Observou-se
que a adicao de Ulva na dieta para S. dorsalis ndo afetou a contagem de células brancas ou
vermelhas, porém, o hematdcrito teve uma tendéncia a incrementar. A adicdo de Ulva
incrementou em até 49% o teor de DHA no filé e diminuiu em aproximadamente 20% o acido
linoleico. Como resultado do presente trabalho se conclui que a Ulva pode ser adicionada nas
dietas da Sertiola dorsalis, tendo efeitos sobre o incremento de comprimento ¢ ao teor de
DHA no filé, sem afetar a satide dos peixes.

Palavras-chave: Olhete, Ulva sp., compostos bioativos, DHA.
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2.4.1 Introducao

A Seriola dorsalis conhecida como olhete, California yellowtail, kingfish ou
amberjack, entre outros, ¢ um peixe muito apreciado no mercado pela qualidade do filé. Pode
ser consumido fresco, congelado salgado ou seco (Instituto Nacional de Pesca do Governo do
Meéxico, 2012). Segundo a FAO-FIGIS (2019), o cultivo deste peixe estd em crescimento
acelerado a partir de 2014, crescendo de uma tonelada em 2014, para 50 toneladas em 2017 e
neste Ultimo ano movimentou 507 mil dolares.

O cultivo comercial no Japao antigamente comegava com a captura de juvenis do
meio natural, que se encontravam associados as macroalgas (Anraku, Azeta, 1965; Kolkovski,
Sakakura, 2004). Atualmente o cultivo da Seriola ja esta estabelecido no Japao (Kolkovski,
Sakakura, 2004), centro e norte América. Na fase larvaria estes peixes crescem muito rapido
quando comparados com outros peixes marinhos, consomem dietas ricas em acidos graxos
que sdo ofertadas por meio de rotiferos e artemia (Kolkovski, Sakakura, 2004). Porém, ainda
existem dois fatores de mortalidade, o primeiro na primeira alimentagdo e o segundo causado
pelo canibalismo (Sakakura, Tsucamoto, 1999). O canibalismo nesta espécie ¢ observado
mesmo em baixas densidades de estocagem e em individuos do mesmo tamanho (Kolkovski,
Sakakura, 2004). Existem dietas comerciais para esta espécie, porém ainda existem alguns
desafios a serem resolvidos; um deles ¢ a susceptibilidade a parasitas, assim como
deformidades causadas pela nutricao inadequada (Kolkovski, Sakakura, 2004).

Devido a qualidade do seu filé a demanda no mercado vem crescendo, deste modo
existe um interesse em melhorar o cultivo comercial deste peixe. Pesquisas fisiologicas e
nutricionais vém sendo desenvolvidas com esta espécie (Rombenso et al 2016; Viana et al.,
2019; Garcia-Organisra et al., 2019) a fim de desenvolver dietas sustentdveis que permitam o
melhor desempenho do peixe. Mesmo que o cultivo desta espécie esteja estabelecido, ¢
necessario melhorar técnicas que garantam um cultivo viavel e a0 mesmo tempo sustentavel.

Os prebidticos sdo ingredientes nao digestiveis que podem prover efeitos benéficos
na microbiota intestinal, podendo também estimular o crescimento e a atividade de bactérias
probioticas que podem melhorar a saude e desempenho dos animais aquaticos (Gibson e
Roberfroid, 1995; Song et al., 2014). A Ulva possui um polissacarideo chamado ulvana, esse
polissacarideo tem potencial prebidtico, sendo responsdvel por melhorar a satde dos
organismos aquaticos e atuar como promotor de crescimento (Peso-Echarri et al., 2012) assim
como compostos antioxidantes. A Ulva ¢ produzida em escala comercial para alimentagdo

humana, na induastria farmacé€utica ou como fertilizante na agricultura (FAO, 2018). Também
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estdo sendo desenvolvidos estudos para produzi-la com o efluente do cultivo de camardo
(Brito et al., 2014) ou em cultivos multitroficos integrados em bioflocos (Legarda et al., dados
nao publicados). O objetivo do uso de aditivos alimenticios ¢ melhorar o desempenho dos
animais de cultivo, alguns estudos demonstram que, mesmo ndo sendo significativa a
diferenga no crescimento com a aplicacdo de prebidticos, por exemplo, eles trazem beneficios
a satde dos animais de cultivo (Ringo et al., 2010; Song et al., 2014; Rodrigues et al., 2018).

Nos ultimos anos as macroalgas tém ganhado a atencdo, principalmente pela
capacidade de absorver nutrientes que sao potenciais poluentes em corpos de agua, assim
como a capacidade de absorver o carbono da atmosfera e contrariar o aquecimento global
(Froehlich et al, 2019). Podem ser usadas como aditivos alimenticios em dietas aquicolas,
para camardo, por exemplo, as algas pardas em pequenas quantidades 0.5% de Sargassum e
1% de ou 2% Undaria melhoram a resisténcia contra o virus da mancha branca e modificam
positivamente o microbioma em camarao-branco-do-pacifico (Schleder et al., 2019). Undaria
pinnitifida pode melhorar a atividade da amilase e da lipase incluindo-a em apenas 4% da
dieta, Sargassum filipendula pode melhorar a atividade da amilase, além disso, as duas
macroalgas podem aumentar a superficie intestinal no camardo-branco-do-pacifico (Schleder
et al., 2018). A macroalga Sargasum filipendula (0,5%) também ajudou a melhorar a
resisténcia ao choque térmico em camardes atribuido principalmente a resisténcia ao perfil
lipidico MALDI-TOF MS com fluidez da membrana, sinalizacio da morte celular e
metabolismo lipidico, assim como ao perfil de proteinas MALDI-TOF MS com defesa
antimicrobiana, regulacdo do DNA e metabolismo energético (Schleder et al., 2017). Em
peixes existem poucos estudos, Nakagawa (1997) descreve que as macroalgas aceleram a
assimilagdo do acido ascorbico nos peixes € melhoram as condigdes fisiologicas relacionadas
a nutricao da vitamina C, consequentemente, o metabolismo lipidico, especialmente a lipolise.
O mesmo autor disse que os efeitos das macroalgas na melhoria do metabolismo lipidico
podem ser parcialmente explicados pelo efeito sinérgico da vitamina C. Valente et al. (2016)
observaram que a inclusdo da Ulva nas dietas de tilapia-do-nilo podia melhorar a resposta
imunoldgica inata nos peixes. Wassef et al. (2013) viram que ¢ possivel melhorar o
desempenho do peixe marinho Dicentrarchus labrax, a composi¢do dos nutrientes e
resisténcia ao estresse, adicionando 5% de farinha de Ulva lactuca e Pterocladia nas dietas
para este peixe.

Por outra parte, nos ultimos anos aumentaram os estudos encaminhados a
incrementar os acidos graxos nos organismos aquicolas cultivados, a utilizagdo de microalgas

tem sido um candidato promissor (Guimaraes et al., 2019), assim como a utilizagdo de 0,8%
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de Ulva em dietas para reprodutores de camarao-branco-do-pacifico demonstrou aumentar os
niveis de 4cidos graxos como ARA e DHA nas gonadas de fémeas maduras (Corral-Rosales
etal., 2019).

Contudo, ainda se desconhece o efeito da adicdo da adi¢ao de Ulva na dieta de
Seriola dorsalis. Deste modo o presente trabalho avaliou o efeito da adigdo de diferentes
niveis de Ulva fasciata na dieta da Seriola dorsalis sobre o crescimento, saude animal e

qualidade do fil¢.
2.4.2 Material e métodos
2.4.2.1 Material biologico

Foram utilizados 120 juvenis de Seriola dorsalis doados pela empresa Ocean Baja

Labs Baja Seas, S. A. (Ejido Eréndira, Baja California).
2.4.2.2 Localizagao

O experimento foi realizado no Laboratorio de Nutricion y Fisiologia do Instituto de
Investigaciones Oceanologicas (II0) da Universidad Auténoma de Baja Califérnia (UABC),

em Ensenada, México.
2.4.2.3 Macroalga

A macroalga (Ulva fasciata) incluida nas dietas para Seriola dorsalis foram
produzidas em um sistema multitrofico integrado com camardo e tainha em sistema
superintensivo de bioflocos. As macroalgas foram congeladas e liofilizadas, essas macroalgas
possuiam 2,94 mg L™ de nitrogénio total, 0,10 mg L™ de fosforo total, 294,66+16,46 ug g de
peso fresco de clorofila, 16,46+3,41 pug g do peso fresco de carotenoides ¢ 0,19 pg g do
peso seco de compostos fenolicos (Legarda, dados ndo publicados — ver capitulo III da
presente tese), sendo que estas macroalgas possuiam maiores concentracdes do que as
macroalgas coletadas no meio natural. As macroalgas possuiam 20,8% de proteina, 32,4% de

cinzas e 6% de lipideos.
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2.4.2.4 Dietas experimentais

Foi adicionada Ulva fasciata liofilizada produzida em sistema multitréfico integrado
com camarao e tainha em bioflocos a dieta da Seriola dorsalis em 0, 0.5, 1 ¢ 2%. Foram
formuladas quatro dietas isoproteicas (450 g de proteina bruta kg™ de dieta) e isolipidicas
(125 g de lipideos kg de dieta), os ingredientes utilizados e a composi¢io proximal se
apresentam na Tabela 19 e a composigao de acidos graxos se encontra na Tabela 20. As dietas
experimentais foram preparadas no Instituto de Investigaciones Oceanologicas (UABC,
Ensenada, México) de acordo com protocolos internos. Os ingredientes foram moidos em 0,8
mm (Pulvex 2000, México), peneirados (Kemutek-Gardner K300, USA) e homogeneizados
utilizando um misturador (Robot Coupe, EUA). Os microingredientes (lisina, taurina,
metionina, stay C, benzoato de so6dio, BHT, cloreto de colina, nature DHA, premix de
vitaminas e minerais ¢ a Ulva) foram misturados por 1 minuto (Robot Coupe R-60, USA),
seguidamente foram incorporados os macronutrientes (farinha de pescado, farinha de ave,
farinha branca de trigo, gliten de milho) e misturados por 1,2 minutos. Posteriormente se
adicionaram os ingredientes liquidos na sua ordem: o amido diluido em relagdo 1:1 de agua e
finalmente a gelatina diluida em relacdo 2:1 de agua (o total de agua utilizada foi 40% do peso
total final), 6leo de peixe e sebo, se misturou cada vez que se adicionava um ingrediente 1,2
minutos. Depois disso, a mescla foi imediatamente peletizada com moedor de alimentos

comercial e seca a 50°C até que a umidade fosse menor de 90% (entre 24 — 48 horas).



Tabela 19. Ingredientes da formulagdo (g kg ™) e composigdo proximal das dietas usadas para alimentar
juvenis de S. dorsalis contendo diferentes niveis de Ulva sp. Os valores estdo apresentados em g kg ' em
base a material seca.

0% 0.5% 1% 2%
Ingrediente
Farinha de peixe 200 200 200 200
Farinha de ave " 350 350 350 350
Farinha branca de trigo ° 62 57 52 42
Gelatina * 60 60 60 60
Gluten de milho ° 20 20 20 20
Sebo ' 20 20 20 20
Amido & 200 200 200 200
Lisina 10 10 10 10
Taurina 10 10 10 10
Rovimix para peixes carnivoros " 20 20 20 20
Stay-C " 1 1 1 1
Nature-DHA' 20 20 20 20
Oleo de peixe 20 20 20 20
Benzoato de sodio 2 2 2 2
Cloreto de colina
BHT 0.1 0.1 0.1 0.1
Metionina 4 4 4 4
Ulva’ 0 5 10 20
Composi¢iio proximal g kg™, em base da matéria seca

Proteina 455 448 445 443
Lipideos 120 126 129 131
Cinzas 61 63 62 60
ELN* 330 330 330 328

* Grau alimenticio pet da farinha de peixe 65% proteina. Proteinas Marinas y agropecuarias S. A. de C. V.

® Grau alimenticio pet da farinha de ave 68% proteina, Scoular de México S. de R.L. de C.V.
¢ Molinera del Valle S. A. De C. V.

€ Progel Mexicana S.A. de C.V., México.

¢ Ingredion México S.A. de C.V., México.

"Industrial de Grasas y Derivados Tijuana, Baja California, México.

" Rovimix; Stay-C DSM, Guadalajara, México.

" ADM, México contém 240 y 70- g kg-1 DHA e EPA.

€ Scoular de México, S. de R.L. de C.V.

J Ulva liofilizada produzida no sistema IMTA em BFT (Camargo + Tainha + Ulva)

*Extrato livre de nitrogénio ELN (%)=100—(% proteina bruta + % lipideos + % cinzas).
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Tabela 20. Perfil dos principais acidos graxos e dietas com diferentes niveis de
inclusdo de farinha de Ulva fasciata para o peixe olhete (Seriola dorsalis).

Acido graxo 0% Ulva  0,5% 1% Ulva 2% Ulva
Ulva

14:0 4,07 4,20 2,35 2,71
16:0 19,03 17,92 16,67 16,54
18:0 7,41 7,42 6,16 7,47
16:1 3,55 3,40 3,07 3,05
18:1n-9 19,92 18,29 16,23 15,18
18:1n-7 1,58 1,51 1,15 1,02
20:1n-9 0,42 0,41 0,39 0,36
18:2n-6 9,29 9,30 7,40 6,90
20:2 0,26 0,22 0,27 0,17
18:3n-6 0,86 0,81 0,64 0,49
18:3n-3 0,22 0,20 0,20 0,24
20:4n-6 1,09 1,03 0,83 0,61
20:5n-3 1,75 1,63 1,40 1,10
22:6n-3 3,58 3,74 3,23 3,05
X Saturados 30,51 29,54 25,18 26,72
IMUFA 25,47 23,61 20,84 19,61
XPUFA 7,50 7,41 6,30 5,49
LC-PUFA n-3 5,55 5,57 4,83 4,39
LC-PUFA n-6 11,24 11,14 8,87 8,00
n-3/n-6 0,49 0,50 0,54 0,55
DHA:EPA 2,05 2,29 2,31 2,77
Outros 26,97 29,92 40,01 41,11

Valores apresentados em mg g do total de lipideos. Dados apresentados como
média + desvio padrdo, n=3.

2.4.2.5 Desenho experimental

Foram comparados quatro tratamentos equivalentes as porcentagens de adi¢do da
Ulva fasciata nas dietas: 0%, 0,5%, 1% e 2%. Cada grupo experimental possuia trés

repetigdes distribuidas aleatoriamente.

2.4.2.6 Manejo e alimentacdo

Foram povoados 10 peixes com peso médio inicial 7,93 + 0,24 g e comprimento
médio inicial 8,21 £ 0,08 cm em cada um dos 12 tanques de 500 L. A agua dos tanques
permanecia em recirculagdo constante, passava por um filtro bioldgico (com beats grau
alimenticio como substratos), por um fraccionador de espuma (skimmer) e luz ultravioleta.
Cada tanque possuia um decantador que era limpo a cada dois dias. Duas vezes por semana
era feita a retro lavagem do sistema de recirculagdo fechando a entrada de 4gua aos tanques de
cultivo e ligando um soprador de ar para limpar os substratos (beats). O sistema de
recirculacdo possuia um reservatério de dgua que continha um aquecedor com termostato,

para manter a temperatura em 20°C. Cada tanque possuia uma pedra porosa ligada a um
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sistema de aeragdo para manter o oxigénio dissolvido acima de 5 mg L. Diariamente era
mensurada a temperatura, oxigénio dissolvido e salinidade utilizando uma sonda
multiparametro YSI-55 (YSI Inc., Yellow Springs, OH, USA). Duas vezes por semana se
verificou a amoénia e o nitrito utilizando os kits API test (Mars Fishcare Inc., Chalfont, PA,
USA) e o pH foi mensurado semanalmente com pHmetro (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA).

Os peixes foram alimentados durante 48 dias, trés vezes ao dia (8:00; 12:00 e
17:00h) com relacdo de 5% da biomassa, a quantidade de ra¢do foi ajustada na metade do

experimento, quando foi realizada uma biometria parcial.

2.4.2.7 Parametros zootécnicos

Depois de 48 dias alimentando os peixes com as dietas elaboradas, todos os peixes
foram contados, pesados ¢ medidos individualmente. Durante o experimento foi pesada a
quantidade de alimento oferecida por tanque. Posteriormente foi calculado o peso médio, o
comprimento médio, o fator de conversiao alimentar, FCA= (racdo total
consumida/incremento de peso), fator de condigdo FC= (peso final/comprimento®) x 100,

sobrevivéncia (%) = (nimero de animais no final / nimero de animais no inicio) x 100.

2.4.2.8 Coletas

Dois peixes por unidade experimental foram eutanasiados de acordo com o protocolo
da UABC com solugdo 2-phenoxyl-ethanol (100 ppm), imediatamente foram coletadas
amostras de sangue com seringas de 3 mL e o sangue foi dividido em dois tubos, um tubo
com K2EDTA (BD Microtainer™; Franklin Lakes, NJ, USA) para as andlises hematoldgicas e
outro tubo, sem anticoagulante, que foi centrifugado a 6000 rpm por 10 minutos. Todas as
amostras de soro foram armazenadas a -20°C. Seguido disso, cada peixe foi dissecado para
calcular os seguintes parametros morfometricos: indice hepatosomatico (IHs) = (peso do
figado/peso do peixe inteiro) x 100; indice viscerosomatico (IVS) = (peso das visceras/peso
do peixe inteiro) x 100.

Foram coletadas amostras de figado e cérebro e colocadas em RNA later (Ambion)
por 24 h, e despois congeladas a -80°C para posteriores analises. Foram coletados filés dos

peixes e congelados a -80°C para analises bromatologicas.
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2.4.2.9 Parametros hematoldgicos dos peixes

Da amostra de sangue tomada foi medido o hematdcrito em tubo capilar com 2/3 de
heparinizagdo (LEEX Equipment, Mexico). Os tubos foram selados e centrifugados por 10
minutos a 7000 rpm (centrifuga micro-hematdcrito, Premiere® XC-3012, México), a leitura
foi medida utilizando um leitor de hematdcrito e expressa em porcentagem (Del Rio-Zaragoza
et al., 2008). Foram contados todos os globulos vermelhos, (eritrocitos), globulos brancos e
tromboticos utilizando o método de Natt e Herricks (1952), para isso as amostras de sangue
foram diluidas 200 vezes, colocadas em camara de Neubauer (Marienfels-SuperRior, Lauda-
Konigshofen, Alemanha), seguidamente foram contadas usando um microscépio 6Otico (Karl
Zeiss, Primo Star, México). O volume corpuscular médio (VCM) foi calculado utilizando

formulas standard (Rio-Zaragoza et al., 2008).
2.4.2.10 Analises bromatologicas das dietas e do musculo dos peixes

Foram realizadas as anélises de umidade, cinzas, proteina (Kjeldal, VELP macro) e
lipideos (método Soxlet) para todas as dietas e para os musculos. Adicionalmente foi
analisado o contetdo de acidos graxos dos musculos dos peixes (método de Folch et al.
(1957)) e cromatografia de gases, Agilent Technologies 6850, Network GC system) e
integradas com o programa Enhanced Data Analysis, Auto integration, se integraram somente

0s picos com maior propor¢do. Todas as analises foram feitas em triplicata.
2.4.2.11 Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos a testes de Bartlet e Levene para comprovar os
pré-requisitos de homogeneidade de variancias e normalidade, respectivamente. Foi feita
regressao linear para os valores de desempenho e indices somaticos e avaliada a significancia
dos coeficientes da regressdo. Os dados hematoldgicos foram comparados com ANOVA
unifatorial seguida do teste de separacdo de médias de Tukey. Todos os testes com
significancia de 0,05. Os valores de porcentagem foram transformados por meio de arcoseno

da raiz (Zar, 2010).
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2.4.3 Resultados

2.4.3.1 Desempenho zootécnico e indices somaticos dos peixes

O peso e comprimento inicial foram estatisticamente iguais para todos os niveis de
adi¢ao de Ulva (Tabela 21). No final do experimento o comprimento final teve uma tendéncia
a incrementar com a adicao de Ulva na dieta, que foi refletido também no fator de condig¢ao o
qual teve uma tendéncia a diminuir quanto maior era a adicdo de Ulva na dieta (Tabela 21). O
ganho de peso, o fator de conversdo alimentar, a produtividade, a sobrevivéncia, o indice
hepatossomatico e gonadossomatico ndo apresentaram diferencas significativas entre os

tratamentos.

Tabela 21. Desempenho zootécnico da Seriola dorsalis alimentada por 48 dias com dietas com adi¢éo de
diferentes niveis de Ulva sp.

-valor .
0% ulva  0,5% ulva 1% ulva 2% ulva iNOV A p-valor regressao
Peso inicial (g) 778+0,15 822+020 7.82+0,15 7904022 0,694 -
(Cc‘l’n“)‘p“me““’ inicial ¢ 15,008 8244005 8204017 8224009 0959 -
Peso final (g) 43,56+0,35 4438+0,96 44,82+3.46 4636£1,65 0367 0,076

0,038
Comprimento final (cm) 13,90+0,10 14,02+0,03 14,3740,59 14,4240,16 0218  r2=0,3627
y= 13,94 + 0,274*x

Ganho de peso (%) 460£10 440+4 473434 487+14 0,398 0,055
FCA 1,30+£0,07 1,52+0,34  1,26+0,06 1,31+1,19 0,696 0,697
Produtividade (kg m™®)  0,84£0,04 0,77+0,12  0,86x0,04  0,83£0,09 0,778 0,778
Sobrevivéncia (%) 96,67+5,77 95,00£7,07 96,67+7,07 90+14,14 0,742 0,742
FC 1,62+0,03 1,61+0,04 1,51+0,07 1,53+0,03 0,034 0,034
IHS 1,04+0,08 1,10+£0,08  1,09+0,05 1,06+£0,02 0,928 0,928
1VS 8,46+0,25 8,14+042 886+0,17  8,84+034 0,084 0,084

Os valores estdo apresentados como média + desvio padréo.

2.4.3.2 Hematologia e quimica sanguinea

A contagem de células vermelhas, células brancas, assim como o volume corpuscular
médio foram estatisticamente iguais para todos os tratamentos (Tabela 22). O hematdcrito teve

uma tendéncia a aumentar quando se incrementou a adicdo de Ulva (Tabela 22, Figura 7).
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Tabela 22. Parametros hematologicos e da quimica sanguinea de juvenis de olhete (Seriola dorsalis) alimentada
por 48 dias com dietas com adi¢@o de diferentes niveis de Ulva sp.

o o o o p-valor ~
0% Ulva 0,5% Ulva 1% Ulva 2% Ulva ANOVA P valor regressio

0,002

Hematocrito (%) 39,50+3,77 41,5042,00  44,174225  46,8340,76 0,034  y=369,52x + 39,767
R2=10,6424

Eritrocitos 5 ¢5,0 13 3,00£0,37 3,05+0,18 3,19+0,34 0316 0,141

(x10° cel mm”)

Leucocitos ) 50,010 1522023 1,77+0,48 1,4240,15 0,424 0,649

(x10” cel mm”)

Xf)M 137,9248.06 139.52+12,07 146,07+13.98 150,59+17.32 0.550  0.1810

Os valores estdo apresentados como média + desvio padrdo. VCM: Volume Corpuscular Médio.

Figura 7. Hematocrito do olhete alimentodos por 48 dias com dietas com diferentes niveis
de adigdo de Ulva na dieta.
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2.4.3.3 Bromatologia do musculo

Os musculos de Seriola dorsalis apresentaram um teor de proteina em média de
83,02+1,97%, lipideos de 13,02+1,50%, umidade 75,53+0,67% e cinzas de 23,16+1,01%. Os
acidos graxos 14:0 (miristico), C18:1n-9 (oleico), 20:1 (eicosadienoico) e 18:2n-6 (linoleico)
tiveram uma tendéncia a diminuir, conforme aumentava a adicdo da Ulva na dieta,
consequentemente os MUFA diminuiram. O acido graxo C22:6n-3 (docosaexaenoico DHA)
teve uma tendéncia a incrementar quanto maior a adi¢do de Ulva na dieta, consequentemente
os PUFA tiveram o mesmo comportamento (Tabela 23). A relagdo n-3/n-6 no musculo do
olhe-te teve uma tendéncia a aumentar com conforme se adicionava mais Ulva na dieta

(Figura 8), devido os n-6 serem iguais para todos os niveis de Ulva e os n-3 aumentarem de
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18,2240,30 mg g no tratamento sem adi¢io de Ulva (0%), para 26,55+1,46 mg g lipideos

no tratamento com 2% de adi¢ao de Ulva na dieta (Tabela 23).

Figura 8. Regressao linear da relagdo n-3/n-6 dos acidos graxos do filé dorsal dos peixes alimentados

por 48 dias com dietas com diferentes niveis de adicdo de Ulva na dieta.
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2.4.4Discussao

Nos cultivos comerciais pequenas melhoras no ganho de peso podem resultar em
ganhos significativos, desta maneira se recomenda fazer testes avaliando se a adicdo da Ulva
na dieta pode tornar o cultivo do olhete mais produtivo em termos econdmicos. Mesmo nao
tendo diferencas significativas, o peso final teve uma tendéncia a incrementar quando se
incrementou a adi¢ao da Ulva, foi 6% maior no tratamento com 2% de adi¢ao de Ulva do que
0 que ndo tinha adigao.

O indice de condicdo relaciona o peso e comprimento dos peixes e aporta informagao
sobre o estado nutricional e estratégias de crescimento (Froese, 2006), para a maioria das
espécies de peixes o crescimento ¢ isométrico (Froese, 2006) sendo que quanto maior o
comprimento na maioria dos peixes ¢ indicativo de melhor condi¢do. No presente trabalho
observou-se que quanto maior era a adicdo de Ulva na dieta, os peixes tinham um
comprimento maior ¢ um fator de condi¢ao menor, demonstrado que os peixes tinham melhor
condicdo do que os que ndo tinham adi¢do de Ulva na dieta. Os valores de IC reportados neste
trabalho foram maiores aos encontrados em Seriola dorsalis alimentados com substitui¢ao de
farinha de peixe por farinha de soja nas dietas (Viana et al., 2019) e também menores aos
encontrados por Wegner et al. (2018) em peixes de aquicultura e de captura. O presente
trabalho ¢ o primeiro reporte de adi¢do de ulva na dieta para Seriola dorsalis como promotor
de crescimento, mesmo tendo 6% mais peso médio final o tratamento com 2% de adi¢do de
Ulva comparado com o controle sem adi¢do, ndo se observou diferenga significativa,
provavelmente seja necessario maior tempo de avaliagdo para observar essa diferenca ou
maior nimero de réplicas.

No presente estudo se observou que a adicao de Ulva ndo afeta a contagem de células
vermelhas e brancas, nem o volume corpuscular médio dos peixes, ja o hematdcrito
incrementou com o aumento da adi¢do da macroalga na dieta, contudo os valores estavam
dentro dos valores considerados normais para esta espécie (Viana et al., 2019), esse aumento
pode indicar que existe um limite na adi¢cdo de Ulva nas dietas que pode causar desidratacdo e
que nado foi atingido no presente trabalho. Seria necessario realizar novas pesquisas com
maiores porcentagens de adigdo de Ulva na dieta para esta espécie para conhecer se existe
limite de adi¢do de Ulva na dieta, considerando o hematocrito como parametro.

Por outro lado, a composi¢do de proteina, lipideos e cinzas esteve de acordo a

reportada para o filé¢ do peixe olhete na literatura (Saito, 2012). Os lipideos encontrados para o
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filé neste trabalho (~13%) foram maiores aos encontrados por outros autores com peixes
graxos (Saito, 2012; Canepa et al., 2016).

Os juvenis do olhete ndo sdao capazes de produzir alguns &cidos graxos e precisam
que sejam administrados na dieta, como os 4acidos graxos n-3 e n-6 LC-PUFAs,
principalmente o DHA (Rombenso et al., 2016). A principal fonte destes acidos graxos ¢ o
0leo de peixe e muitos estudos estdo sendo encaminhados para utilizar 6leos que substituam
essa fonte, como o oleo de soja (Rombenso et al., 2016), 6leo de canola ou 6leo de aves
(Rombenso et al., 2016). Os mesmos autores sugerem que o DHA e o ARA sdo os principais
impulsionadores do LC-PUFA nos juvenis de olhete. Os resultados do presente trabalho
sugerem que quanto maior foi a adi¢do de farinha de Ulva fasciata na dieta, maior foi o DHA
no filé, mesmo a Ulva tendo na sua composicdo DHA (Ortiz et al., 2006; McCauley et al.,
2016) as porcentagens de inclusdo de Ulva nas dietas foi muito baixa para ter acrescentado o
DHA no filé do peixe. Os carotenos de modo geral sdo lipossoluveis . Provavelmente existe
um efeito sinérgico entre os antioxidantes presentes na alga e a sintese lipidica, como
observado por Nakagawa (1997) com o acido ascorbico.

Os acidos graxos MUFA conforme maior a inclusdo da Ulva na dieta diminuiram,
provavelmente estd relacionado com o consumo energético (Nakagawa, 1997), pois esses
acidos graxos sdo mais utilizados metabolicamente pelos peixes (NRC, 2011). No presente
trabalho os peixes com mais adi¢do de Ulva na dieta cresceram mais, portanto precisavam de
mais gasto energético do que os peixes sem Ulva. O 18:3n-6 € encontrado em peixes
produzidos em aquicultura (Saito, 2012) ja que provém de dietas artificiais, ¢ um acido graxo
¢ pouco desejado pelo consumidor. Neste trabalho observamos que a adicdo de Ulva ajuda a
diminuir esse acido graxo, melhorando assim a qualidade do filé.

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, observamos uma tendéncia a
aumentar os PUFA no filé da S. dorsalis quanto maior a adi¢cdo da Ulva na dieta o que
significa que provavelmente a presenca desta macroalga nas dietas pode ajudar no
metabolismo lipidico de acidos graxos de cadeia longa, o que pode estar relacionado com o
efeito sinérgico com antioxidantes como, por exemplo, o efeito da sinergia da vitamina C com
o metabolismo lipidico relatado por Nakagawa (1997). Ainda sdo necessarios estudos

metabolicos € moleculares para desvendar esse aspecto.
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2.4.5 Conclusao

Como resultado do presente trabalho se conclui que a Ulva pode ser adicionada nas
dietas de Seriola dorsalis, tendo efeitos sobre o incremento de comprimento e teor de DHA
no filé (49% de incremento) a partir de 1% de adicdo na dieta, sem afetar os parametros

hematoldgicos dos peixes.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho ¢ o primeiro reporte que as tainhas podem se alimentar dos
bioflocos excedentes do cultivo de camarao. Recomenda-se avaliar o sistema sem a adi¢ao de
dietas para as tainhas para descobrir se os bioflocos cumprem as exigéncias nutricionais dos
peixes. Descobrimos que as tainhas tem um limite de carga no sistema integrado com camarao
em bioflocos, futuras pesquisas poderiam avaliar se utilizando substratos artificiais, por
exemplo, € possivel incrementar essa capacidade suporte.

As tainhas utilizadas nos dois primeiros experimentos foram selvagens (Mugil
curema) ¢ antes de comegar o experimento tiveram surtos de parasitas ¢ problemas de
adaptac¢ao ao alimento, inclusive se observou um possivel comportamento de canibalismo
durante esse periodo. Assim estudos futuros poderiam avaliar qual ¢ a melhor maneira de
aclimatar os peixes e evitar surtos de parasitas. O terceiro experimento ja foi realizado com
tainhas de gera¢do F1 (Mugil liza) provenientes do Laboratorio de Piscicultura Marinha da
Universidade Federal de Santa Catarina, as quais tiveram uma aclimatacao curta ao sistema de
BFT, um dia, e se obtiveram otima sobrevivéncia. Espera-se que a domesticagdo da espécie
provavelmente melhore os indices zootécnicos.

A procedéncia das macroalgas (Ulva fasciata) utilizadas no sistema integrado com
camardo e tainha em bioflocos foi da coleta na praia, recomenda-se desenvolver um sistema
de producdo constante em laboratério para disponibilizar talos de ulvas durante o ano todo
futuramente para uma produgdo em sistema de bioflocos. Também estudos futuros poderiam
avaliar se € possivel aumentar a densidade algal para obter absor¢ado significativa de nutrientes
da 4gua e assim ajudar na biorremediagdo do sistema.

A utilizagdo da Ulva fasciata como aditivo alimentar nas dietas para peixes marinhos
tem potencial como promotor de crescimento e como descobrimento inovador ¢ que essa
macroalga pode incrementar o conteido de DHA e de ARA no musculo, assim estudos
futuros poderiam avaliar a adicdo de Ulva em peixes marinhos de interesse comercial e se a
adi¢do de Ulva ajuda a melhorar a qualidade do filé. Da mesma maneira estudos futuros
podem avaliar o efeito do polissacarideo ulvana como prebidtico ou simbidtico com outros
organismos.

Além dos resultados mostrados na presente tese se realizou um experimentos piloto
com outra macroalga que também tem potencial no sistema multitréfico, a Kappaphycus, se

obtiveram bons resultados e se recomenda avaliar especificamente se esta macroalga poderia
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absorver nutrientes e se a agua do sistema de bioflocos ¢ um meio de cultura que pode
melhorar as caracteristicas da qualidade da alga, como por exemplo a carragenana.

Baseado nos resultados da tese se recomenda continuar com pesquisas que avaliem
outras espécies potenciais no sistema multitrofico e que tenham valor comercial. Recomenda-
se também avaliar dietas econdmicas sustentaveis para sistemas multitrofcos que
potencializem a sustentabilidade do sistema, considerando que aumenta a reten¢do de fosforo
e nitrogénio.

Também se sugere que trabalhos futuros avaliem fisiologicamente de que maneira a
adi¢do da farinha da macroalga Ulva fasciata pode incrementar o acido graxo DHA no filé.
Sugere-se pesquisar a adi¢ao da Ulva em dietas para camardo com o intuito de avaliar esse
potencial de incrementar os 4acidos graxos de interesse comercial.

Finalmente, se sugere avaliar todo o sistema em larga escala e que seja aplicado de
maneira comercial mudando a visdo da aquicultura para uma aquicultura mais sustentavel que
aproveitem 0s recursos naturais responsavelmente, assim como que reutilize os insumos,

gerando um equilibrio técnico, ambiental e econdomico nos cultivos.
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4. CONCLUSAO

A partir dos resultados da presente tese podemos concluir que ¢ possivel melhorar
ainda mais o cultivo de camardo em bioflocos em termos de produtividade e de eficiéncia
ecoldgica aplicando os conceitos de aquicultura multitréfica integrada com tainha e a
macroalga Ulva fasciata. A integracdo com tainha melhora a produtividade e aumenta a
retencdo de fosforo, também se encontrou a capacidade suporte da tainha dentro do sistema
integrado em bioflocos. A Ulva fasciata dentro do sistema integrado além de incrementar a
produtividade, reten¢do de fosforo e nitrogénio, aumentou o teor de compostos antioxidantes
sem afetar o rendimento de ulvana.

Além disso, a macroalga produzida no sistema integrado em bioflocos tem potencial
como aditivo alimentar para o olhe-te (Seriola dorsalis), tendo potencial como promotor de
crescimento e podendo incrementar o teor de acidos graxos PUFA como o DHA no filé.

Assim, a presente tese desenvolveu um sistema de produ¢do sustentavel que utiliza
os rejeitos do cultivo de camardo como alimento e fertilizante para outras espécies e o produto
dessa producdo com rejeitos pode gerar um novo produto que pode ser aplicado na propria

atividade aquicola, gerando uma economia circular.
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