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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar diferentes estratégias de preparo de agua: heterotrofica,
quimioautotrofica e madura no sistema de bioflocos na fase de bergério e na fase de engorda do
camarao-branco-do-Pacifico (Litopenaeus vannamei). Os experimentos tiveram duragao de 35
dias cada. Foram utilizadas pds-larvas de camardes com 0,08+0,02 g, estocados em doze
tanques de 300 L a uma densidade de 2000 camardes m™ no experimento de bercario. Para o
experimento de engorda foram utilizados camardes juvenis com 3,46+0,02 g, estocados em
doze tanques de 300 L a uma densidade de 350 camardes m™. Os pardmetros analisados foram
desempenho zootécnico, parametros fisico-quimicos da agua, volume de so6lidos produzido,
analise microbioldgica da dgua, andlise centesimal do floco (proteina, carboidrato, fibra e
cinzas), andlise metagendmica e microscopia eletronica de varredura. As estratégias de
preparagdo de dgua para a criacdo de camarao avaliadas neste estudo incluiram: 1) Tratamento
heterotréfico, onde a agua recebeu adicdo de carboidrato (agticar e melago) como fonte de
carbono; ii) tratamento quimioutotréfico, onde sais de amonio e nitrito foram adicionados a
agua; e iii) Tratamento maduro, realizado através da adi¢do de uma quantidade significativa de
agua (30%) contendo bioflocos maduro de outro sistema BFT ja estabelecido. Nos dois
experimentos os tratamentos maduros e quimioautotroficos conseguiram manter 0os compostos
nitrogenado tdxicos como a amonia e o nitrito em baixos niveis, sem a necessidade de adicao
de carboidratos. Por outro lado, o sistema heterotroéfico apresentou picos de amoénia e nitrito
durante o periodo experimental que foram controlados com adi¢do de carboidrato. O sistema
quimiorautotrofico exibiu uma menor abundancia de bactérias da familia Vibrionaceae no
inicio do experimento de ber¢ario, em comparacdo com os tratamentos heterotroficos e
maduros. A combina¢do de baixa abundancia de Vibrionaceae € boa qualidade da agua
comparada ao sistema heterotrofico resultou em melhor desempenho do crescimento do
camardo nesse tratamento na fase de bergario. A producdo de lodo no sistema heterotréfico foi
maior no experimento de bercario e também o maior volume de SS e TSS no experimento de
engorda em comparagdo aos demais sistemas. Porém, o tratamento heterotrofico apresentou
maior contetido proteico na analise centesimal do floco nos dois experimentos, conferindo um
desempenho zootécnico do camardo melhor do que os outros tratamentos. Os resultados da
analise metagenOmica mostraram que a comunidade microbiana associada ao sistema foi
representada por 10 filos, sendo as Proteobacteria e as Bacteroidetes os filos mais abundantes
no inicio e no final do experimento. Nossos estudos sugerem que diferentes estratégias para a
preparacdo da dgua afetaram a diversidade e variedade de microrganismos presentes no sistema
bioflocos, resultando em uma comunidade bacteriana rica que pode ajudar a controlar a
qualidade da 4gua e servir como fonte de proteina microbiana.

Palavras-chave: Aquicultura. Litopenaeus vannamei. Nitrificagdo. Compostos nitrogenados.

Sais de amonia e nitrito.



ABSTRACT

The objective of this work was to assess different water preparation strategies: heterotrophic,
chemoautotrophic and mature in nursery and rearing phases in BFT system of Pacific white
shrimp (Litopenaeus vannamei). Both experiments lasted for 35 days. Post-larvae shrimp
(0.08+0.02 g) stocked in twelve 300 L tanks at a stocking density of 2000 shrimp m™ in nursery
phase and in rearing phase with juvenile 3.46+0.02 g shrimps stocked in twelve 300 L tanks at
a stocking density of 350 shrimp m™. The parameters analyzed were shrimp performance, water
quality, amount of sludge, microbiological parameters of the water, floc analysis (crude protein,
carbohydrate, crude fiber and ash), metagenomic analysis and scanning electron microscopy.
The water preparation strategies for shrimp rearing that were evaluated in this study included:
1) Heterotrophic treatment, where the water received sugar or molasses as a carbon source; ii)
Chemoautotroph treatment, where ammonium and nitrite salts were added to the water; and iii)
Mature treatment, which was created by the addition of a significant amount (30%) of water
containing mature biofloc from another established BFT system. In both experiments mature
and chemoautotrophic treatments, the nitrification process was able to keep toxic nitrogen
compounds (ammonia and nitrite) at low levels without the addition of carbohydrates. In
contrast, heterotrophic system showed peaks of ammonia and nitrite during the rearing cycle.
The chemoautotrophic system exhibited a lower abundance of bacteria from the family
Vibrionaceae in the beginning of the experiment compared to the heterotrophic and mature
treatments. The combination of low Vibrionaceae abundance and better water quality than
heterotrophic treatment resulted in improved growth performance in this treatment. The sludge
production in the heterotrophic system was higher in nursery phase and also the higher SS and
TSS volume in rearing phase compared to the other systems. However, the heterotrophic
treatment presented higher protein content in floc analysis in both experiments, giving a better
shrimp performance than the other treatments. The metagenomic analysis results showed that
microbial community associated to Biofloc system is represented by 10 phyla. Proteobacteria
and Bacteroidetes were also abundant phyla at the beginning and end of the experiment. Our
study suggests that different strategy for water preparation affected the diversity and variety of
microorganisms present in the biofloc system results in a rich bacterial community that can help
control water quality and serve as a source of microbial protein.

Keywords: Aquaculture. Litopenaeus vannamei. Nitrification. Nitrogen compounds.
Ammonium and nitrite salts.
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1. INTRODUCAO

Carcinicultura marinha

Segundo dados da Organizagdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO) a aquicultura ¢ o segmento da produgdo de origem animal com o crescimento mais
rapido, tendo alcangado uma producdo mundial de 110,2 milhdes de toneladas em 2016. A
aquicultura engloba a criagdo de peixes, crustaceos, moluscos e plantas aquaticas (FAO, 2018).
Atualmente, mais de 598 espécies aquaticas sdo cultivadas em mais de 194 paises (FAO, 2018).
A expansio da atividade se deve em parte, ao aumento da populacao mundial e ao consequente
crescimento do consumo mundial per capita de pescado.

Seguindo o panorama mundial, a carcinicultura marinha ¢ uma das maiores industrias
dentro da aquicultura, com um volume comercializado de 7,9 milhdes de toneladas
representando um montante de USD 57,1 bilhdes. Dentre as espécies de crustaceos cultivadas,
o camarao-branco-do-pacifico Litopenaeus vannamei ganha destaque, sendo responsavel por
53% da produgao mundial de crustaceos em 2016. Embora a maior parte do consumo ocorra
nos paises desenvolvidos, os paises da América Latina e do leste e sudeste da Asia sdo de longe
a maior parcela da producao (FAO, 2019).

A representacdo do Brasil no mercado mundial desta espécie foi de 41 mil toneladas
em 2017, sendo 40,5 mil toneladas provenientes da regido nordeste do pais, com uma
representacao de 98,8%. Os principais estados produtores foram Rio Grande do Norte e Ceara
que corresponderam com 37,7% e 28,9% do total, respectivamente (IBGE, 2017). A
carcinicultura brasileira enfrenta grandes desafios como: a crise hidrica nas regides sudeste e
nordeste do pais, a ocorréncia de enfermidades e a possibilidade de abertura das importagdes
de camardes de outros paises, os quais limitam sua expansdo (KUBITZA, 2015).

As enfermidades virais como virus da sindrome da mancha branca (WSSV), o virus
da mionecrose infecciosa (IMN) e mais recentemente a enfermidade da necrose
hepatopancredtica aguda (AHPND) ou sindrome da mortalidade precoce (EMS) dificultam o
crescimento da carcinicultura. A AHPND ou EMS ¢ uma doenca de origem bacteriana causada
pelo Vibrio parahaemolyticus. Os Vibrio spp. fazem parte da flora autoctone de organismos
aquaticos e do meio ambiente marinho, representando assim uma fonte constante de possiveis
infecgdes (COSTA et al., 2009).

Fatores ambientais, como temperatura, salinidade, pH, diéxido de carbono e

compostos nitrogenados, podem ter um efeito significativo no desencadeamento da infecgao
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(BROCK; MAIN, 1994). O principio basico da gestdo da saude dos animais aquaticos continua
sendo uma consideracdo minuciosa das interagcdes entre hospedeiro, patdogeno e o meio
ambiente (MEYER, WARREN; CAREY, 1983). As espécies aquaticas estao em contato direto
com o ambiente aquatico ¢ mudangas neste meio. Variagcdes nos fatores de qualidade de agua
podem levar a um desequilibrio da interagdo entre os camardes € 0 meio aquatico, tornando-os

mais suscetiveis as doengas (SNIESZKO, 1973, apud APOLINARIO, 2009).

Qualidade de agua

A 4agua ¢ um recurso natural e essencial a vida, a qualidade da agua afeta diretamente
0s organismos aquaticos que estdo em constante contato com esse recurso. Suas propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas interagem individualmente ou coletivamente influenciando os
parametros de qualidade de 4gua utilizados na aquicultura. O oxigénio dissolvido ¢ sem duvida
o pardmetro mais importante no sistema de produgio aquicola. E a principal molécula utilizada
pelos seres vivos para extrair energia quimica dos nutrientes (SA, 2012). No sistema de cultivo
podem ocorrer quatro situagdes distintas quanto a disponibilidade de oxigénio:

1) Independéncia de oxigénio: onde o organismo aquatico tem oxigénio suficiente

para desempenhar todas suas atividades metabolicas;

2) Dependéncia alimentar: onde o organismo aquatico ndo dispoe de oxigénio

suficiente para metabolizar os alimentos ingeridos;

3) Dependéncia fisiologica: onde o organismo aquaitico fica estressado e doente e

por fim;

4) Mortalidade: onde o organismo aquatico morre por asfixia (PETIT, 1990, apud

VINATEA, 2010). As situacoes estao ilustradas na Figura 1.



19

Figura 1. Resposta do camarao as diferentes concentracdes de oxigénio dissolvido.

Oxigénio
dissolvido (mg/L)
Camardo (28 <C)
Independéncia de
oxigénio
8.0-9.0
Dependéncia
alimentar
5.0-5.5
Dependéncia
fisioldgica
2.5~3.0
Mortalidade
0.0-1.0

Fonte: Adaptado de Vinatea (2010).

A quantidade maxima de oxigénio que pode se difundir do ar para dgua depende
principalmente da temperatura e da salinidade da d4gua (SA, 2012). Portanto, a solubilidade dos
gases na dgua diminui com o incremento da salinidade e da temperatura, existindo uma relagao
inversa entre esses parametros (VINATEA, 2010).

Outro parametro muito especial € o potencial hidrogenionico (pH) medido através da
quantidade de protons (H') na 4gua. Esse pardmetro possui profundo efeito sobre o
metabolismo e processos fisiologicos nos camardes. Além do mais, o pH exerce uma forte
influéncia sobre a toxidade de certos parametros quimicos, tais como: a amonia ndo ionizada
(NH3), que se torna mais abundante em pH alcalino, e o acido sulfidrico (H2S) que aumenta
proporcionalmente em pH acido (VINATEA, 2010). A faixa do pH ¢ representada por uma
escala que vai de 0 a 14, no qual o pH 7 indica neutralidade, abaixo de 7 ¢ considerado pH acido
e acima de 7 o pH ¢ basico (Figura 2). A faixa do pH ideal para a maioria dos organismos

aquaticos ¢ de 7 a 8, acima ou abaixo disso temos diminui¢do no crescimento e reproducao.
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Figura 2. Representacdo esquematica do pH e sua relagdo com os organismos aquaticos.

Ideal para a maioria dos
organismos aquaticos

Diminuicao do Diminuigao do
crescimento e crescimento e
reproducdo reprodugao

Fonte: Adaptado de Vinatea (2010).

O pH influencia a disponibilidade de alguns nutrientes na a4gua como por exemplo: o
fosforo. Uma diminui¢do no pH (<7) da agua libera o fosforo e esse junta-se com o ferro e o
aluminio. Em contrapartida, o aumento do pH (>7) da 4gua o fosforo ¢ adsorvido pelo célcio
no ambiente de cultivo e, por fim, no pH de 6,5 o fosforo fica livre na agua (VINATEA, 2010).
Segundo a teoria da Entropia as reagdes quimicas tendem ao equilibrio, e a dissociagdo das
moléculas dependera do pH do meio.

Os sistemas de aquicultura, em geral, baixam o pH da agua, o que torna necessario a
sua corre¢do. A correcdo do pH da agua ¢ feito através da adi¢do de soda caustica (hidroxido
de sddio), ou com a cal hidratada (hidréxido de calcio) ou ainda utilizando a barrilha (carbonato
e bicarbonato de so6dio). A intencdo ¢ manter o equilibrio da agua de cultivo com certa
quantidade de sais de 4acido carbonico como os carbonatos, bicarbonatos, além dos hidroxidos.
A andlise feita no laboratorio para medir esses sais € a alcalinidade da dgua, representada em
equivalentes de miligrama por litro de carbonato de calcio (CaCos). Segundo Van Wyk e Scarpa
(1999) a alcalinidade ideal para o bom desenvolvimento do L. vannamei ¢ alcalinidade acima
de 100 mg L' de CaCOs. Nos sistemas aquicolas ocorre a interagdo dos pardmetros fisico-
quimico da 4dgua e os aspectos bioldgicos da espécie. Contudo, o controle da qualidade da dgua

fica condicionado ao sistema de cultivo empregado.
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Sistemas de cultivo

Os sistemas de cultivo de camarao podem ser divididos em: sistema extensivo, semi-
intensivo, intensivo e superintensivo. A diferenga entre eles esta caracterizada de acordo com
o aporte de nutrientes, densidade de estocagem e controle de qualidade de dagua
(MAGALHAES, 2004). O sistema de cultivo semi-intensivo esta baseado na produgo primaria
através do fitoplancton para desenvolver a cadeia trofica e servir de alimento ao camardo. A
densidade de estocagem é baixa nesse sistema de 20 a 30 camardes/m?. Esse sistema utiliza
grandes volumes de agua, cerca de 65.000 L/kg de camardo produzido para renovar os tanques
e retirar os compostos nitrogenados toxicos (Tabela 1). Por outro lado, o sistema superintensivo,
como o sistema de bioflocos, utiliza uma alta densidade de estocagem de camardo, acima de
120 camardes/m?, sendo necessario o uso de racdo artificial para complementar a dieta. A
ciclagem dos nutrientes ¢ realizada no proprio tanque de cultivo através das bactérias, sendo

necessario o uso de somente 1.380 L/kg de camarao produzido (POERSCH et al., 2012).

Tabela 1. Comparacao das caracteristicas principais dos sistemas de cultivo semi-intensivo com o
sistema superintensivo.

SEMI-INTENSIVO SUPERINTENSIVO

CONTROLE DA QUALIDADE DE AGUA Fitoplancton Bactéria
DENSIDADE (CAMAROES/M?) 10-20 120
LITROS DE AGUA POR KG DE CAMARAO 65.000 1.380
RENOVACAO Diaria Sem renovacgao

Fonte: Adaptado de Poersch et al. (2012).

Além disso, para cada fase de desenvolvimento do camarao marinho, seja na maturagao,
larvicultura, pré-bergario, bergario ou engorda, pode ser empregado um tipo sistema de criagao.
A fase de bergario recebeu grande atencdo nos ultimos anos devido a possibilidade de reduzir
o tempo de engorda e aumentar o numero de ciclos produtivos.

A fase de bergario ¢ definida como a fase intermediéria entre a larvicultura e a fase de
engorda (ARNOLD et al., 2009). Estudos prévios ja relataram varios efeitos benéficos da
incorporagao da fase de bergario no ciclo de produ¢ao, que incluem: aumento da sobrevivéncia,
eficiéncia na alimentacdo e aumento do potencial de crescimento do camardo (MISHRA et al.,
2008; EMERENCIANO et al., 2012; WASIELESKY et al., 2013). E nessa fase larval de

desenvolvimento que o camardo marinho ¢ mais susceptivel as doencas, tanto virais quanto
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bacterianas, sendo as de origem virais as que causam os maiores impactos econdmicos
(FLEGEL, 2001).

A fim de minimizar os impactos com perdas econdmicas no setor de carcinicultura, os
sistemas de cultivo foram se aprimorando passando de sistemas extensivos a sistemas
superintensivos (FOES, GAONA; POERSCH, 2012). A mudanga nos sistemas de cultivo
trouxe grandes transformagdes no setor produtivo e o uso de novas tecnologias permitiu a
biosseguridade e a sustentabilidade da cadeia produtiva. Um exemplo de avango tecnologico

que vem sendo estudado nos ultimos anos € o sistema de Bioflocos.

Sistema de bioflocos

O sistema superintensivo de cultivo de camardo também conhecido como sistema de
bioflocos (“Biofloc Technology” -BFT) tem ganhado bastante atengdo. Nao obstante, essa
tecnologia tem surgido como alternativa para aumentar a produtividade e garantir a
biosseguridade dos cultivos. O BFT ¢ um sistema fechado, com pouca ou nenhuma renovagao
de 4gua, a qual permite uma elevada densidade de estocagem de camardes por metro quadrado
de tanque (BURFORD et al., 2003). Tem como principio basico a manipulagcdo da comunidade
microbiana (Figura 3), através da adi¢do de uma fonte de carbono orgéanico, tais como: melaco
de cana, dextrose, acucar, glicose, tapioca, farelo de arroz, dentre outras, para incrementar a

relacdo carbono e nitrogénio (>15:1) do sistema (AVNIMELECH, 1999; HARI et al., 2006).
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Figura 3. Diagrama esquematico do ciclo dos principais compostos nitrogenados no sistema de BFT.
Legenda: NAT (nitrogénio na forma de amdnia total); NOs™ (nitrato), NO,™ (nitrito), N (nitrogénio).

ATMOSFERA
RACAD LUZ  FONTE DE CARBONO
}.-f i
oy
NAT A g
RACAO NAD : _ NG,
CONSUIMIDA FEZES
NO, N,
BIOFLOCOS
SEDIMENTO SEDIMENTO

Fonte: Adaptado de Crab et al. (2007).

O calculo da relagao C:N ¢ realizado de acordo com a porcentagem de carbono do
carboidrato adicionado (AVNIMELECH, 1999). As diferentes fontes de carboidrato
adicionadas ao cultivo diferem na quantidade de carbono (EKASARI; CRAB; VERSTRAETE,
2010). O melago, por exemplo, possui 20% de carbono e o agucar possui 40% de carbono. Essa
diferenca faz com que a quantidade de melago adicionada no tanque de cultivo seja maior do
que a quantidade de agucar. Além disso, diferentes fontes de carbono podem influenciar a
composi¢ao nutricional do floco (AVNIMELECH; KOCHBA, 2009; KHATOON et al., 2016).
Diversos estudos relatam diferentes valores de proteina, carboidrato e lipideo conforme a fonte

de carboidrato adicionada ao cultivo de camardes (Tabela 2).
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Tabela 2. Analise da composi¢ao nutricional (proteina, carboidrato e lipideo) do biofloco em
diferentes estudos.

Fonte de carbono  Proteina % Carboidrato % Lipideo % Autores
Acucar 49,0 36,4 1,13 Kuhn et al., 2009
Glicerol 43,0 34,0 2.9 Crab et al., 2010
Acetato 42,0 29,0 23 Crab et al., 2010
Glicose 28,0 50,0 54 Crab et al., 2010
Glicose 28,6 6 Ekasari et al., 2010
Glicerol 31 9 Ekasari et al., 2010

Melaco e farelo de trigo 28,76 2,11 Maica et al., 2012
Farelo de trigo 354 44 1,1 Mabhanand et al., 2013
Melaco (90%) e farelo .
de trigo (10%) 24,7 26,3 0,6 Emerenciano et al., 2013
Acgucar 26,64 21,77 0,11 Presente estudo
Melaco 30,03 22,06 0,85 Presente estudo

Fonte: Adaptado de Avnimelech (2009).

Contudo, além da fonte de carboidrato influenciar a composic¢ao nutricional do biofloco
outros fatores como: o volume de solidos totais, a densidade de estocagem dos organismos
cultivados, a idade do floco, a salinidade da 4gua e a comunidade bacteriana e do fitoplancton
contribuem para diferentes porcentagens de nutrientes (SAMOCHA et al., 2017; KHATOON
et al.,, 2016; WEIL, LIAO, WANG, 2016; EMERENCIANO; GAXIOLA; CUZO, 2013; DE
SCHRYVER; VERSTRAETE, 2009). Conforme relatado por Schveitzer et al. (2013), a maior
porcentagem de proteinas e menor porcentagem de cinzas no sistema de bioflocos estd
relacionada a maior producdo de biomassa bacteriana. Esses autores concluem que a entrada
continua de carbono orgéanico no sistema resulta em um floco mais nutritivo para o camarao.
Porém, o baixo teor de cinzas aumenta a digestibilidade de outros ingredientes na dieta,
resultando em excelente desempenho zootécnico do organismo cultivado (WEI, LIAO, WANG,
2016).

De acordo com o protocolo adotado no Laboratério de Camardes Marinhos (LCM) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), o sistema de bioflocos tem trés fases distintas.
A primeira fase ¢ feita com a adi¢cdo do fertilizante orgéanico e ragdo moida trés dias antes do
povoamento dos camardes. A intencdo ¢ estimular, primeiramente, o crescimento de bactérias
heterotroficas e estas irdo assimilar os compostos nitrogenados formando biomassa bacteriana

(AVNIMELECH, 2012). A segunda fase ¢ marcada por picos de composto nitrogenados,
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principalmente a amonia, sendo necessaria a corre¢do através da adi¢do de carbono organico
no sistema, além da adi¢do didria pela entrada de ragdo. Na terceira e Ultima fase, ocorre a
nitrificagdo do sistema, com a presenca de bactérias quimioautotréficas que utilizam compostos
inorganicos, transformando a amonia em nitrito € o nitrito em nitrato. Neste momento também
¢ possivel observar um actimulo de nitrito no sistema sendo necessaria a adi¢do de hidroxido
de calcio para corrigir o pH e manter a alcalinidade acima de 150 mg/L para as bactérias
quimioautotréficas. Ao final do cultivo nota-se o acumulo de nitrato no sistema de bioflocos

revelando o processo de nitrificagdo (Figura 4).

Figura 4. Esquema do desenvolvimento temporal do manejo de fertilizacdo orgéanica adotada
no Laboratorio de Camardes Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina para o
Litopenaeus vannamei em sistema de bioflocos.

1-Fase da 2°Fase da fertilizagao
fertilizagdo organica organica

Relagdo Adicdo de hidréxido de calcio na
Carbono: Nitrogénio Ad{gao _de carbono dgua para manteropH 7ea
(15:1) amdnia acima de 1 mg/L alcalinidade acima de 150 mg/L
Adicdo de racdo e carbono Adicgo de carbono
organico (ex: aglicar ou organico (ex: agdcar ou
melaco). melaco) pela entrada de
TSS: 200 mg/L ragdo.
C:N=15:1

LR —— dias de cultivo............. 1555 165 179518519205,

Fonte: Adaptado de Espirito Santo (2014).

A nitrificacdo em agua salgada leva cerca de 20 dias para se estabelecer em um sistema
biofloco, periodo durante o qual ¢ comum ter picos de compostos nitrogenados (OTOSHI;
MOSS, 2011). Isso devido ao longo tempo de geracdo dessas bactérias, que € na ordem de 12
hs versus cerca de 30 min para bactérias heterotroficas (AVNIMELECH, 2009). Porém, ao
compararmos o desempenho das bactérias quimioautotréficas e das heterotroficas, para fixar 1
g de amdnia no sistema de bioflocos verificamos que as quimioautotroficas consomem 7,05 g
de carbonatos (medido através da alcalinidade) e produzem muito menos biomassa bacteriana
(0,2 g), enquanto as bactérias heterotréficas consomem cerca da metade dos carbonatos 3,57 g
e produzem uma biomassa bacteriana maior (8,07 g) com aproximadamente o mesmo nivel de

oxigénio dissolvido consumido (Tabela 3).
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Tabela 3. Comparagdo do consumo de amoénia por bactérias heterotroficas e quimioautotrofica através
do uso de carbono organico, carbonatos e oxigénio dissolvido (O,) e produgdo de biomassa bacteriana
e dioxido de carbono (CO:) no sistema de bioflocos.

Por grama de amoénia fixada Heterotrofico Quimioautotroficas
CONSOME
Carbono organico 15,17 g -
Carbonatos 3,57 ¢ 7,05¢g
0)) 4,71 g 585¢g
PRODUZ

Biomassa bacteriana 8,07 ¢g 02¢g
CO2 9,65 ¢ 5.85¢

Fonte: Adaptado de Ebeling, Timmons, Bisogni (2006).

Essa biomassa bacteriana quando ndo aproveitada no sistema acaba gerando a
formagao de lodo rico em matéria organica (RAY et al., 2010). Alguns autores relatam efeitos
negativos sobre a satide e o desempenho dos organismos cultivados quando o sistema apresenta
altas concentragdes de solidos (GAONA et al., 2012; SCHVEITZER et al., 2013). Além disso,
as bactérias heterotroficas liberam muito didoxido de carbono (9,65 g) comparado as
quimioautotréficas (5,85 g) que em sistemas sem renovagao de dgua acumulam, € podem causar
danos aos organismos cultivados, bem como a reducdo dos niveis de pH que interferem no
processo de nitrificacdo e demais ciclos como os do carbono (EBELING; TIMMONS;
BISOGNI, 2006).

A maior parte do carbono (C) em meio aquatico marinho encontra-se sob a forma de
carbonatos dissolvidos na agua (MADIGAN et al., 2016). Ha também consideraveis
quantidades de carbono organico e particulado na agua do cultivo em bioflocos. As bactérias
heterotréficas interferem sobre o pH do meio, em geral, abaixando-o (EBELING; TIMMONS;
BISOGNI, 2006). Esta situagcdo ocorre devido aos intensos processos de decomposi¢do e
respiracdo, através dos quais ha liberagdo de gas carbonico, que por hidrolise origina acido

carbonico e ions de hidrogénio (Equagao 1) (VINATEA, 2010).

CO, + H,0 = H,CO3; =H'"+ HCO5" (1)
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Compostos nitrogenados

Todos os ciclos de nutrientes vinculam de alguma maneira para o ciclo de carbono,
porém o ciclo do nitrogénio (N) apresenta ligacdes especialmente importantes. O carbono e o
nitrogénio, com exce¢do da dgua, compdem a maior parte dos organismos vivos (MADIGAN
et al., 2016). A atmosfera terrestre ¢ composta por 78% de nitrogénio, 21% de oxigénio e 1%
de outros gases. O nitrogénio atmosférico encontra-se no estado gasoso e por isso muito estavel,
possuindo pouca tendéncia a reagir com outros elementos. O ciclo biogeoquimico deste
elemento pode ser dividido em algumas etapas: fixacdo, amonificacdo, nitrificagdo e
desnitrificacdo. A fixagdo do nitrogénio ocorre pela acdo de bactérias que retiram o nitrogénio
do ar e faz com que reaja com o hidrogénio formando a amoénia. A amonificacdo pode ser
resultado da degradagdo da matéria organica ou pelo processo de fixacdo no solo, realizado
pelas bactérias e fungos. A nitrificagdo realizada por bactérias ¢ capaz de transformar a amonia
em nitratos. A desnitrificagdo ¢ realizada por bactérias que sdo capazes de transformar os
nitratos em nitrogénio molecular que voltara para a atmosfera e fechara o ciclo.

A amdnia ¢ o principal produto do catabolismo das proteinas provenientes da ragao
ofertada aos camardes (TIMMONS et al., 2002), sendo também o resultado da excrecao dos
animais cultivados e da mineralizacdao de detritos organicos como a ra¢ao ndo consumida e as
fezes dos animais cultivados (Figura 5). O aumento da concentracdo de amonia pode afetar o
desempenho zootécnico através da altera¢ao de proteinas na hemolinfa do camardo assim como
nos niveis de aminodcidos livres, trazendo consequéncias como o aumento do consumo de
oxigénio e mortalidade (LIN; CHEN, 2001).

O nitrito ¢ um produto intermediario do processo de nitrificagdo, no qual a amonia €
oxidada a nitrito e o nitrito em nitrato. As bactérias que convertem amonia em nitrito t€ém uma
taxa de crescimento mais rapido do que aquelas que convertem nitrito em nitrato, especialmente
em agua salgada (MADIGAN et al., 2016). O acumulo de amonia na agua pode deteriorar a
qualidade da 4gua, reduzir o crescimento, aumentar o consumo de oxigénio e a excre¢do de
amonia-N, alterar as concentragdes de proteina na hemolinfa e os niveis de aminoécidos livres

¢ até causar mortalidade no cultivo.
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Figura 5. Processos metabodlicos de degradacao das proteinas que acabam formando amonia.

/ NH,

CH,— CH S —
\ COOH esaminagao

Aminoacidos

/

CH,— CH
" COOH

NH,

Amonificacdo i

Fonte: Adaptado de Vinatea (2010).

Os picos de compostos nitrogenados podem causar estresse aos animais, além de
prejudicar o crescimento (COHEN et al., 2005). A nitrificacdo ¢ afetada por fatores ambientais
como: temperatura, pH, concentracdes de substrato e oxigénio dissolvido (CERVANTES,
2009). A adig¢do de carbono organico diminui o oxigénio dissolvido na agua de cultivo (DE
SCHRYVER; VERSTRAETE, 2009), o que pode interferir no processo de nitrificagdo do
sistema (EBELING; TIMMONS; BISOGNI, 2006). Alguns autores relataram problemas com
o acumulo de nitrito em sistemas de bioflocos que afetaram o desempenho zootécnico do L.
vannamei (COHEN et al., 2005; VINATEA et al., 2010). Altas concentragdes de nitrito podem
causar a oxidacdo de 4tomos de cobre (Cu™' a Cu*?), de modo que a molécula funcional da
hemocianina ¢ convertida em meta-hemocianina, incapaz de transportar o oxigénio para os
tecidos (CHEN; CHIN, 1988). Além disso, pode influenciar o processo de muda, pois durante
esse processo, o consumo de oxigénio dissolvido ¢ maior nesse periodo (ARMSTRONG;
STEPHENSON; KNIGHT, 1976). Segundo Jayasankar e Mathu (1983), os estagios larvais sdo
mais sensiveis ao nitrito, o que estd relacionado ao desenvolvimento ontogenético dos
mecanismos de regulacao de ions.

Portanto, uma das principais questdes sobre o BFT ¢ como obter um sistema estavel
mais rapidamente, com o objetivo de evitar picos de compostos nitrogenados, em especial de
amonia e nitrito e ter bons resultados zootécnicos no cultivo de camardo. Uma alternativa eficaz
¢ reaproveitar a agua por diversos ciclos e utilizar a comunidade microbiana formada nos

tanques para a manuten¢do da qualidade de &agua, conhecido como sistema maduro
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(KRUMMENAEUER et al., 2014). Porém o acimulo de nitrato ao final do cultivo, pode ser
um fator limitante na reutilizacdo de agua durante varios ciclos de cultivo (LARA, 2012).
Prangnell et al. (2016) avaliaram a composi¢ao i6nica da dgua e observaram que o estroncio
(Sr") precisa ser suplementado na 4gua usada para sucessivos ciclos de cultivo do camario
marinho em bioflocos. O estroncio desempenha um papel importante na mineralizacdo de
exoesqueletos dos crustaceos, que estd diretamente relacionada ao crescimento do camarao.
Pesquisas futuras sdao necessarias para investigar esse ponto e determinar se outros
microelementos podem contribuir para essa diferenga no desempenho do camardo. Além disso,
¢ dificil ter um total controle sobre as comunidades microbianas que irdo se formar ao longo do
cultivo, devido a complexidade das interagdes que ocorrem dentro dos tanques ou viveiros.

Outra opcdo para evitar os picos de compostos nitrogenados ¢ fertilizar o tanque,
previamente, com sais de cloreto de amdnio (NH4Cl) e nitrito de sddio (NaNO,) acelerando o
processo de nitrificagdo do tanque. Os sais fornecem substratos para bactérias
quimioautotréficas imediatamente, em vez de esperar que amonia e nitrito se acumulem
naturalmente no tanque de cultivo (OTOSHI; MOSS, 2011). Alguns autores j4 testaram esses
sais no cultivo de camardo e de tilapia e observaram um rapido processo de nitrificagdo nos
tanques de cultivo (SESUK; POWTONGSOOK; NOOTONG, 2009; OTOSHI; MOSS, 2011;
LARA et al., 2016).

Metagenomica

Para o avango da aquicultura informagdes relacionadas a diversidade e dindmica
microbiana no sistema de bioflocos torna-se indispensavel. A andlise metagendmica pode
fornecer informacdes relacionadas a diversidade dos microrganismos que prosperam em
determinada area e pode revelar inclusive informagdes relacionadas as suas funcdes e papéis
biologicos.

A comunidade bacteriana desempenha um importante papel no sistema de cultivo em
bioflocos, sdo responsaveis pela ciclagem dos nutrientes auxiliando na qualidade de agua,
nutri¢do, saide e desempenho zootécnico dos organismos aquaticos (BURFORD et al., 2003;
MARTINEZ-CORDOVA et al., 2017; AGUILERA-RIVERA et al., 2014; EMERENCIANO
et al., 2017). O uso de métodos tradicionais para cultivar as bactérias e realizar um estudo da
comunidade bacteriana tem limitacdes, pois cerca de 99% das bactérias ndo podem ser
cultivadas (STREIT; SCHMITZ, 2004). Na ultima década, a tecnologia de metagenomica foi

desenvolvida para superar essas dificuldades. Essa técnica usa a abordagem de sequenciamento
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de 16S rRNA de alto rendimento. O gene 16S rRNA ¢ o marcador mais abrangente disponivel,
uma vez que possui boa resolucdo filogenética entre as bactérias e um dos maiores bancos de
dados de sequéncias de DNA (HUGENHOLTZ; SKARSHEWSKI; PARKS, 2016; YANG;
WANG; QIAN, 2016). Portanto, essa metodologia permite elucidar as interagdes que ocorrem
no tanque de cultivo com os pardmetros fisico-quimicos da d4gua e comunidade bacteriana.

Cardona et al. (2016) forneceram as primeiras informagdes que descrevem a complexa
comunidade microbiana no sistema de bioflocos usando melaco de cana-de-aguicar como fonte
de carbono orgéanico. Wei, Liao, Wang (2016) demonstraram que diferentes fontes de carbono
(glicose, amido e glicerol) interferem na composi¢ao nutricional e na comunidade microbiana.
Deng et al. (2017) investigaram que diferentes fontes de carbono organico (farinha de tapioca,
celulose de planta e combinagdo das duas fontes) afetaram a diversidade microbiana no cultivo
de Pelteobagrus vachelli. Muitas pesquisas mostraram que 0S microrganismos presentes nos
sistemas de BFT desempenham um papel importante no fornecimento de nutrientes essenciais,
e com isso a comunidade microbiana pode ser moldada pela fonte de carbono adicionada
(DENG et al., 2017).

As Proteobactérias e Bacteroidetes sdo as bactérias dominantes na aquicultura e
encontradas na maioria dos estudos em sistemas de bioflocos (WEI, LIAO, WANG, 2016; LUO
et al., 2017; MARTINEZ-CORDOVA et al., 2018; CIENFUEGOS et al., 2018; DENG et al.,
2017; MARTINS et al., 2020). Sdo responsaveis por compor a maioria da diversidade
bacteriana no oceano (MADIGAN et al., 2016), sendo as Proteobactérias responsaveis por um
dos maiores filos. Sdo bactérias Gram-negativas e algumas delas sdo responsaveis pela fixagao
do nitrogénio (FALKIEWICZ-DULIK et al., 2005). Estao divididas em cinco classes: alfa, beta,
gama, delta e epsilon (MADIGAN et al., 2016). Os Bacteroidetes sao bactérias Gram-positivas
e sdo conhecidas por sua significativa diversidade metabdlica, além de serem importantes na
degradagdo de varios biopolimeros e compostos himicos (MADIGAN et al., 2016). Sao

divididos em trés classes: Bacteroides, Flavobacteria e Sphingobacteria.

JUSTIFICATIVA

O cultivo em sistema de bioflocos ¢ uma tecnologia recente que necessita de adaptagdes
e um maior conhecimento. Diversas pesquisas visando a otimizagdo do sistema estao sendo
desenvolvidas como: densidade de estocagem Otima, diferentes fontes de fertilizagdo orgéanica,
controle de sélidos, uso de substratos verticais, manejo alimentar, reuso da adgua entre outras.

Porém, ha alguns obstaculos para prosseguir o desenvolvimento sustentavel do sistema de
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bioflocos. Uma questao que muito se discute sdo os picos de nitrito, que quando mal manejados,
podem ultrapassar os niveis de seguranga para os camardes tendo consequéncia no desempenho
zootécnico. Além disso, o aumento de sélidos em excesso devido a fertilizacao constante com
carbono organico para as bactérias heterotroficas torna o sistema insustentavel. Portanto, este
estudo justifica-se por aprimorar as técnicas que contribuam para a manuten¢do das
concentragdes de amonia e nitrito abaixo dos niveis toxicos aos animais cultivados através da
estimulagdo, prévia, de bactéria quimioautotroficas no sistema, resultando em menor volume

de so6lido formado em comparacao ao sistema heterotréfico convencional.

1.1. OBJETIVOS DO TRABALHO

1.1.1. Objetivo Geral

Contribuir para o desenvolvimento do sistema superintensivo de cultivo de camardes

marinhos, através da manipulag¢do da comunidade microbiana do bioflocos.

1.1.2. Objetivos Especificos

*Avaliar o uso de sais de cloreto de sddio e nitrito de sodio para estimular o
crescimento de bactérias quimioautotroficas e comparar com sistema de bioflocos com
fertilizacdo inicial (heterotrofico) e com indculo de biofloco maduro na qualidade de agua, na
comunidade bacteriana, no efluente gerado, na composi¢do nutricional do floco e no
desempenho zootécnico do camarao-branco-do-pacifico na fase de bergario (PL 20 a 1-2 g).

*Avaliar o uso de sais de cloreto de sddio e nitrito de sodio para estimular o
crescimento de bactérias quimioautotréficas e comparar ao sistema de bioflocos com
fertilizagdo inicial (heterotréfico) e com indculo de biofloco maduro na qualidade de dgua, na
comunidade bacteriana, no efluente gerado, na composicao nutricional do flocos e no

desempenho zootécnico do camardo-branco-do-pacifico na fase de engorda (2 ga 12 g).

1.2. ESTRUTURA DO TRABALHO

A tese esta dividida em dois capitulos: o primeiro referente ao artigo cientifico original

(primeiro artigo) sobre o primeiro objetivo especifico publicado no periédico Aquacultural
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Enginnering e o segundo capitulo refere-se ao artigo cientifico original sobre o segundo

objetivo especifico que sera enviado ao periddico Aquaculture.
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ABSTRACT

In biofloc technology (BFT) rearing systems, nitrogen compounds, especially ammonia and
nitrite, have to be controlled by microbial pathways, mainly through the activity of
heterotrophic and chemoautotrophic bacteria. The objective of this work was to assess different
water preparation strategies (heterotrophic, chemoautotrophic and mature) in BFT system for
nursery of Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei). A 35-day study was conducted with
post-larvae shrimp (0.08 g) stocked in twelve 300 L tanks at a stocking density of 2000 shrimp
m>. The water preparation strategies for shrimp rearing that were evaluated in this study
included: 1) Heterotrophic treatment, where the water received sugar as a carbon source; 1)
Chemoautotroph treatment, where ammonium and nitrite salts were added to the water; and iii)
Mature treatment, which was created by the addition of a significant amount (30%) of water
containing mature biofloc from another established BFT system. In both mature and
chemoautotrophic treatments, the nitrification process was able to keep toxic nitrogen
compounds (ammonia and nitrite) at low levels without the addition of carbohydrates. In
contrast, heterotrophic system showed peaks of ammonia and nitrite during the rearing cycle,
and the level of these compounds were found to be higher in this treatment. The
chemoautotrophic system exhibited a lower abundance of bacteria from the family
Vibrionaceae in the beginning of the experiment compared to the heterotrophic and mature
treatments. The combination of low Vibrionaceae abundance and good water quality resulted
in improved growth performance in this treatment. These findings demonstrate the importance
of manipulating the environment of BFT systems to induce an enrichment of nitrifying bacteria
before stocking shrimp. We have also found that the addition of a carbon source to BFT systems
is necessary only in emergency situations, when ammonia spikes need to be controlled.

Keywords: Litopenaeus vannamei, microbiology, nitrification, Vibrionaceae, ammonium
chloride, sodium nitrite.
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2.1.1 Introduction

The total global production of farmed shrimp reached more than 7.9 million tons in
2016, representing a value of nearly 57.1 million U.S. dollars. Countries in Latin America and
East and Southeast Asia account for the major share of shrimp production (FAO, 2018).
Nevertheless, shrimp aquaculture production has been suffering serious disease outbreaks
(Subasinghe, 2017). Outbreaks of Acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND), white
spot syndrome virus (WSSV) and infectious myonecrosis virus (IMN) have recently expanded
in these regions, causing substantial impacts to the industry (FAO, 2018).

Vibrio spp. are autochthonous to marine environments and are part of the microbiota
of marine organisms, thus representing a widespread source of potential infections.
Environmental factors, such as temperature, salinity, pH, carbon dioxide and nitrogen
compounds, may have a significant effect on triggering infection by Vibrio (Brock and Main,
1994). The basic principle of aquatic animal health management relies on the interplay between
host, pathogen and environmental conditions. Biofloc Technology (BFT) represents a novel
approach designed to enhance production while maintaining the balance between host,
pathogen and the environment (Meyer et al., 1983).

BFT has advantages over semi-intensive shrimp farming systems, such as improved
space utilization, reduced water usage and reduced effluent discharge (Bossier and Ekasari,
2017). In addition, it is considered a sustainable and environmentally friendly technology
because it employs low/no water exchange, reducing the risk of disease outbreaks (Burford et
al., 2004; Otoshi and Moss, 2011). According to Poersch et al. (2012), semi-intensive farming
systems employ a stocking density of 20 to 30 shrimp m™, consume 65,000 L of water kg™' and
yield 6,000 kg ha! with feed conversion ratio of 1.5 and survival rate of 60 - 70%. On the other
hand, biofloc systems employ a stocking density of 120 shrimp m, consume only 1,000 L of
water kg! and yield 1.5 kg ha™! with feed conversion ratio of 1.3 and survival rate of 80 - 90%.
The improved performance of BFT systems demands a high investment in labor, facilities and
equipment (e.g. aerators, pumps, heaters, greenhouses and liners) (Hargreaves, 2013).
Nonetheless, some producers, mainly from Latin America, have opted for this technology for
rearing early life stages of marine shrimp. For instance the rearing of shrimp post-larvae (PL)
to juveniles (~2 g), which is called nursery phase, has been successfully performed in indoor
BFT facilities (Coelho et al., 2007; Foes et al., 2011; Wasielesky et al., 2013; Silva et al., 2015).

In classic nursery systems, daily water exchange is required to remove toxic nitrogen

compounds produced by the animals, and, in subtropical regions, such as southern Brazil, it is
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necessary to heat and pump the rearing water, which results in additional energy cost. The
super-intensive BFT nursery system, in contrast, enables a more efficient use of the water as
well of the food resources. The low/no water exchange contributes to system biosecurity as it
minimizes the risk of pathogen entry, and substantially reduces effluent discharge into the
environment. The suspended microbial flocs present in the system act as a supplementary food
source, allowing the reduction of the crude protein content required in the feed (Wasielesky et
al., 2006; Esparza-Leal et al., 2015).

The BFT nursery system has become a valuable asset for the sustainable production of
marine shrimp, since it provides the conditions to maximize yield and profit, while limiting the
risks of disease outbreaks (Crab et al., 2012). The increase in efficiency of BFT nursery system
is associated with good management strategies at the initial stages of rearing, when shrimp are
more susceptible to environmental variations and infectious diseases (Wasielesky et al., 2006).
Thus, by enhancing survival and growth rates at early life stages, the overall production (yield)
can be considerably improved (Moss and Moss, 2004; Wasielesky et al., 2013). In this context,
the shorter length of the final grow-out phase enables the execution of a higher number of
rearing cycles per year, which, in turn, reflect in greater economic benefits to the producer
(Mishra et al., 2008). However, one of the main challenges regarding BFT, particularly during
shrimp early developmental stages, is to be able to achieve the ideal environmental conditions
rapidly, to maintain them at constant levels during the operation cycle, preventing the
accumulation of nitrogen compounds such as ammonia and nitrite.

In aquaculture systems, nitrogen compounds can be recycled basically by three
pathways: heterotrophic bacteria, chemoautotrophic bacteria and microalgae (Ebeling et al.,
2006). The use of carbon sources in intensive systems promotes the succession and dominance
of bacteria over microalgae (Baloi et al., 2013; Gonzalez-F¢lix et al., 2007; Ju et al., 2008).
Therefore, the removal of nitrogenous compounds in BFT-based systems is performed mainly
by heterotrophic and chemoautotrophic bacteria, and the process depends on the C:N ratio
present in the system (Avnimelech, 1999). Heterotrophic bacteria require organic carbon such
as sugar, dextrose or molasses as source of energy, in addition to requiring a C:N ratio higher
than 10:1. Chemoautotrophic bacteria have slower growth rates and use inorganic carbon
instead. As a result, the C:N ratio is lower in chemoautotrophic systems (6:1) (Ebeling et al.,
2006).

When comparing the performance of chemoautotrophic and heterotrophic bacteria
while fixing 1 g of ammonia in a BFT system, chemoautotrophic bacteria consume 7.05 g of

carbonates and produce a very low bacterial biomass (0.2 g), whereas heterotrophic bacteria
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consume less carbonates (3.57 g) but produce a much larger bacterial biomass (8.07 g). This
represents a 40-fold production increase with approximately the same level of dissolved oxygen
utilization (Ebeling et al., 2006). When this bacterial biomass is not consumed in the system, it
ends up accumulating in the form of sludge. Given that the sludge produced in BFT systems is
rich in organic matter (which is quantified through total suspended solids), it needs to be
periodically removed from the system, and this increases the cost of production (Ray et al.
2010). In addition, heterotrophic bacteria release a higher carbon dioxide load (9.65 g)
compared to chemoautotrophic bacteria (5.85 g). This is of particular concern because carbon
dioxide tends to accumulate in systems with no/low water exchange, inducing the decrease of
water pH levels and having the potential to cause damages to the shrimp (Ebeling et al. al.,
2006).

Therefore, BFT operates over two different phases, an initial heterotrophic phase that
requires the addition of organic carbon and a subsequent chemoautotrophic phase without
additional organic carbon in the system. The bacterial community takes several weeks to
stabilize in BFT, due to the complexity of the interactions that occur in the system. To overcome
this, some initiatives have tested the reuse of the water over multiple production cycles, which
have been shown to be effective in avoiding spikes of nitrogen compounds. The fundamental
principal of this practice, known as mature system, is to make use of the already established
microbial community to inoculate the new tank (Krummenauer et al., 2014). However, the lack
of information on the microbial community composition and the accumulation of compounds
in the system can be limiting factors for the reuse of water, as poor conditions could induce
diseases outbreaks and production losses (Furtado et al., 2015; Xu et al., 2016).

The use of chemoautotrophic bacteria at the initial phase of BFT systems has the
potential to prevent the formation of excess sludge and spikes of nitrogen compounds, which
are often observed when inoculation of mature water is not performed (Krummenaeur et al.,
2014). Furthermore, the process of nitrification has been found to be accelerated by the addition
of either ammonium chloride or sodium nitrite for tilapia and shrimp rearing in BFT (Sesuk et
al., 2009; Otoshi and Moss, 2011; Lara et al., 2016). Therefore, the use of inorganic salts in
BFT systems could accelerate the establishment and activity of nitrifying bacteria, thus
avoiding spikes of ammonia and nitrite in the system. In this work, we assessed different
strategies for water preparation (heterotrophic, chemoautotrophic and mature) for nursery of

Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) in BFT system.
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2.1.2 Material and methods

This study was carried out at the Laboratério de Camardes Marinhos (LCM), Estacao
de Maricultura Elpidio Beltrame, Barra da Lagoa, Florianopolis, Santa Catarina, Brazil. Post-
larvae (PL20) of Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei were obtained in August 2017
from a commercial hatchery (Aquatec LTDA, Rio Grande do Norte, Canguaretama, Brazil).
This breeding line (HB12) was free of any shrimp disease listed by the World Animal Health
Organization (OIE). PL20 were reared in a 50 m* circular tank at a stocking density of 625 PLs
m™ and salinity of 35 g L. The rearing tank operated in a BFT system with no water exchange.

Once PL40 stage was reached, shrimp were transferred to the experimental units.

2.1.2.1 Experimental units and maintenance

The experiment was performed in a randomized way and included three treatments
with four replicates each. A total of 600 shrimp weighing 0.08 g (+ 0.02 g; SD) were split into
12 fiberglass tanks, each containing 300 L of water (0.58 m? bottom area). Water temperature
was controlled by a Full Gauge thermostat coupled with 500 W titanium heaters (MT512 RI,
Porto Alegre, RS) set to maintain the temperature at 28 + 1°C. Aeration was kept constant by
diffusion hoses (Aero Tube®) connected to a 7.5 HP air blower (Ibram Industria Brasileira de
Maquinas e Equipamentos, Sdo Paulo, SP). Four artificial substrates (needlona®) were
distributed uniformly in each tank, resulting in an increase of 100% of tank surface area
(additional area of 0.58 m?). The tanks were kept in an isolated room and were subjected to a
photoperiod of 12:12 light/dark cycles, by using a 15 W compact fluorescent lamp (Digital
Hikari HK-881A, Sao Paulo, SP), which provided light intensity of 25833.3 + 533.9 Ix at the
water’s surface. To maintain total alkalinity at the target level (>120 mg L!), calcium hydroxide
was added at 20% of the amount of feed provided. Water was not exchanged during the
experiment; water loss due to evaporation was replaced with freshwater. Shrimp feed (Guabi
Potimar 40PL — containing 40% of crude protein) was added to the tanks four times a day
according to Van Wyk and Scarpa’s (1999) feeding table. After 1 h, feed consumption was
verified by using a fishing net, and feeding adjustments were calculated according to

consumption rate. The experiment was carried out for 35 days.
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2.1.2.2 Description of the biofloc systems

The experiment evaluated the rearing of shrimp post-larvae in three different biofloc

systems: heterotrophic, chemoautotrophic and mature biofloc.

2.1.2.2.1 Heterotrophic system

Three days before stocking, water was fertilized with feed and white sugar at
carbon/nitrogen ratio (C:N) of 15:1 in order to reach 200 mg L™! of total suspended solids (TSS)
at the beginning of the rearing period. During the experiment, when total ammonia nitrogen
(TAN) surpassed 1 mg-L!, extra sugar was added to the system at a ratio of 20 g of sugar per
each gram of TAN.

2.1.2.2.2 Chemoautotrophic system

During 25 days before stocking, filtered seawater (400 L) was fertilized with 1 mg L
' of NaNO> (Neon Comercial, Sdo Paulo, SP) and 1 mg L' of NH4C1 (Neon Comercial, Sio
Paulo, SP) per day in a bioreactor tank (Otoshi and Moss, 2011). The bioreactor tank was
equipped with 16 artificial substrates (needlona®) and distributed in each tank (n=4), heaters
and aeration system, without light exposure. After 25 days, the four experimental tanks of the
chemoautotrophic treatment were prepared by mixing 100 L of water from the bioreactor tank
(33 gL") and 200 L of seawater. Water quality parameters in the bioreactor tank at day 25 were
as follows: salinity 34.5 g L', TAN 0.002 mg L, alkalinity (CaCOs) 272 mg L, pH 8.5,
temperature 28.5°C, DO 6.83 mg L, nitrite (NO2-N) 0.02 mg L' and nitrate (NO3-N) 47.64

mg L', indicating that the process of nitrification had started.

2.1.2.2.3  Mature biofloc system

The experimental tanks of the mature biofloc treatment (n = 4) were by mixing 90 L
(Ferreira et al., 2020) of water from a biofloc tank stocked with shrimp (30%; matrix tank) and
210 L of seawater. The matrix tank was a 9 m> circular tank stocked with 300 adult shrimp m™
(weight = 21.3 £ 0.52 g). Water quality parameters of matrix tank were as follows: salinity 37
g L', TAN 0.21 mg L', alkalinity 136 mg L'!, pH 8.01, TSS 450 mg L"!, orthophosphate 1.2 +
0.08 mg L', nitrite 0.12 mg L' and nitrate 41.7 mg L!, indicating that the process of

nitrification had occurred.
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2.1.2.3 Shrimp performance

Weekly measurements of shrimp weight under each of the three treatments were taken
throughout the study (n = 30 shrimp per tank; 4 tanks per treatment), using a digital scale with
two decimal places (BEL Equipamentos Analiticos, Piracicaba, SP). Following 35 days of
experiment, the following performance parameters were evaluated: mean final weight, growth

rate per week, final biomass, survival rate, feed conversion ratio and yield.

2.1.2.4 Water quality variables

Dissolved oxygen (DO) and temperature (YSI 550A Dissolved Oxygen Meter) were
monitored twice a day. TAN, nitrite, alkalinity (APHA, 2005 —2320B), salinity (Y SI 30 Digital
Salinity Meter) and pH (Tecnal Tec-5, Piracicaba, SP) were monitored three times per week.
Nitrate, orthophosphate, total suspended solids (TSS) (APHA, 2005 — 2540D), volatile and
fixed solids (APHA, 2005 — 2540E), and settleable solids volume (Imhoff cones) were analyzed
once a week. TAN, nitrite, nitrate and orthophosphate were measured using the colorimetric

method according to the procedure described by Strickland and Parsons (1972).

2.1.2.5 Amount of sludge

To maintain the required total suspended solids (TSS) levels for shrimp rearing, a 90
L settling chamber (adapted from Ray et al., 2010) was attached to each tank and was operated
at a flow rate of 650 L h™! when the TSS reached a concentration of 600 mg L' (Schveitzer et
al., 2013). The amount of sludge was evaluated each time the solid was removed from each
tank. A sample was collected in a 50 mL decanter, filtered with 47 pm microfilter fiberglass
(Mancherey Nagel, German), and dried at 105°C during 24 h (APHA, 2005 — 2540 D). At the
end of the experiment, the amount of sludge was quantified using the following formula:

Amount of sludge = (TSS final x V) — (TSS initial x V)/100 + SR

TSS final = final concentration of total suspended solids of experiment in mg L'

V = volume of the tank in L.

TSS initial = initial concentration of suspended solids of experiment in mg L.

SR = amount of solids withdrawn from the system in g.
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2.1.2.6 System fertilization

In order to fertilize the BFT rearing systems, the different inputs were used, as follows:
feed, sugar and calcium hydroxide were added to the heterotrophic system; feed, calcium
hydroxide and salt (sodium nitrite and ammonium chloride) were added to the

chemoautotrophic system; and feed and calcium hydroxide were added to the mature system.

2.1.2.7 Microbiological parameters of the water

Water samples (10 mL) were collected from each tank at the beginning and at the end
(day 35) of the experiment, using 15 mL sterile test tubes. Aliquots of 1 mL were inoculated in
serial dilutions (seven-fold) in tubes containing saline solution (3% NaCl). The assessment of
viable heterotrophic bacteria and Vibrionaceae present in the water was performed by seeding
about 100 pL of the water samples on Petri plates containing bacteriological culture medium
Marine Agar or Thiosulphate Citrate Bile Sucrose (TCBS), respectively. Seeded media were
incubated in a microbiological oven at 30°C. After 24 h incubation, the colony forming units

per milliliter (CFU mL™") were counted.

2.1.2.8 Floc analysis

At the end of the experiment, solid samples were collected (as described in section
2.5), freeze-dried (Freeze drier L101 Liotop, Liobras), and sent to the physicochemical analysis
laboratory (CBO, Campinas, SP). Floc samples were analyzed for proximate composition
according to the methodology reported by Compéndio Brasileiro de Alimentacdo Animal
(2013). Carbohydrate content was calculated according to the following formula: nitrogen-free
extract (% DW) = 100 - ((crude protein [% DW] + ethereal extract [% DW] + ash [% DW]))
(Manush et al., 2005).

2.1.2.9 Statistical analysis

The data were subjected to Shapiro-Wilk and Bartett tests to verify normality and
homoscedasticity, respectively (significant at 5% level). Data from mean final weight, growth
rate, feed conversion ratio assessments were transformed by square root, microbiological data

were logio transformed, while angular transformation was used for survival rate. Unifactorial



41

ANOVA was applied, and when statistically significant differences were detected (p<0.05),
Tukey’s multiple comparison test was performed. Two-way ANOVA with repeated
measurements was used for the analysis of TAN and nitrite. Treatments were considered the
main factors, and the rearing weeks the additional factor. Statistically significant differences

among treatments and rearing weeks were analyzed using the Tukey’s test.

2.1.3 Results

2.1.3.1 Water quality variables

The rearing system had an effect on the DO concentration (p=0.04), which was found
to be lower in the heterotrophic treatment compared to the mature and chemoautotrophic
treatments (Table 1). The mature treatment showed lower alkalinity (p<0.0001) in comparison
to the heterotrophic and chemoautotrophic treatments (Table 1). To correct alkalinity, calcium
hydroxide was added to the experimental tanks at different levels: (i) 55.41+4.25 g was added
to the heterotrophic tanks, (ii) 95.21+£12.45 g was added to chemoautotrophic tanks, and (iii)
102.214£5.63 g was added to mature tanks.

TAN (p<0.0001) and nitrite (p<0.0001) were higher in the heterotrophic treatment
compared to the mature and chemoautotrophic treatments (Figure 6A, 6B). The heterotrophic
system had five peaks of ammonia (>1 mg L) and one spike of nitrite (>4 mg L") throughout
the experiment. TSS was higher (p=0.04) in the heterotrophic treatment relative to the mature
treatment. VSS, FSS and SS were higher (p=0.04) in the heterotrophic treatment compared to

both mature and chemoautotrophic treatments.
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Figure 6. Total ammonia nitrogen (TAN) (A) and nitrite (B) in Pacific white shrimp (Litopenaeus
vannamei) nursery. Tanks were stocked with 2,000 shrimp m™ in biofloc using different systems
(heterotrophic, chemoautotrophic and mature) for 35 days.
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Orthophosphate was found at higher levels (p<0.0001) in the mature treatment,
followed by the chemoautotrophic and heterotrophic treatments. No statistically significant
differences (p>0.05) were observed in temperature, salinity, pH, or nitrate concentration in

response to the treatments (Table 4).
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Table 4. Water quality variables of Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) nursery stocked with
2000 shrimp m™ in biofloc using different systems (heterotrophic, chemoautotrophic and mature) for

35 days.
Treatments
Water quality variables Heterotrophic Mature Chemoautotrophic
Temperature (°C) 28.7+0.58 28.4+0.58 28.6+0.46
DO (mg L) 5.84+0.32° 6.07+0.28* 5.98+0.29*
Salinity g L'! 34.23+0.76 34.32+1.02 34.16+0.60
pH 8.18+0.14 8.22+0.12 8.24+0.19
Alkalinity (mg CaCO; L) 186.78+34.08* 157.30+£22.77°  189.21+21.72°
Total Ammonia N-NH3 (mg L) 1.06:+1.83° 0.24+0.13% 0.37+0.23%
Nitrite NO>-N (mg L) 1.93£2.30° 0.68+0.92? 1.13+1.04°
Nitrate NO3-N (mg L) 9.29+8.94 14.58+12.7 12.36+10.18
Orthophosphate P-PO4> (mg L) 0.06+0.07% 1.44+0.36° 0.71+0.52°¢
Settleable Solids SS (mL L) 6.5+4.82° 3.56+3.31° 3.45+3.96°
Total Suspended Solids TSS (mg L")  491.60+177.64*  337.60+£175.10° 400.60+217.15%®
Volatile Suspended Solids VSS (%) 48.30+9.37° 34.86+9.79% 36.78+8.35%
Fixed Suspended Solids FSS (%) 51.70+9.37° 65.14+9.79* 63.224+8.35%

Means + SD. The different letters indicate significant difference (p<0.05) among treatments in
the same row as the Tukey test.

2.1.3.2 Amount of sludge and inputs used in the system

The amount of sludge produced by the end of the experiment was higher (p=0.002) in
the heterotrophic treatment compared to the chemoautotrophic and mature treatments (Table
5). The highest feed intake was observed in the chemoautotrophic treatment, followed by the
heterotrophic and mature treatments. Mature and chemoautotrophic treatments received a
higher amount of calcium hydroxide than the heterotrophic treatment in order to correct their

alkalinity levels.

Table 5. Inputs of the systems: salt, sugar, feed intake, calcium hydroxide and sludge produced by the
Pacific white shrimp L. vannamei in nursery using biofloc with heterotrophic, chemoautotrophic and
mature biofloc systems for 35 days stocked at a density of 2000 shrimp m™.

Treatment Heterotrophic Mature Chemoautotrophic
Salt (g) 0.80+0.01*

Sugar (g) 153.5+38.6

Feed (g) 1002.7+68.9° 839.5+48.8° 1181.2+50.6°
Calcium hydroxide (g) 57.9+5.92 102.2+5.6° 95.2+12.4°
Sludge (g) 318.6+61.6° 131.1+38.4° 203.4+58 .4*

*Salt was added before stocking of shrimp. Means + SD. Different letters indicate significant
difference (p<0.05) among treatments in the same row as the Tukey test.
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2.1.3.3 Microbiological parameters of the culture water

At the beginning of the experiment, viable heterotrophic bacteria counts were higher
(p=0.04) in the heterotrophic system compared to the mature and chemoautotrophic treatments
(Figure 7A). Similarly, bacteria from the family Vibrionaceae were more abundant in the
heterotrophic system relative to the mature and chemoautotrophic treatments at the same time
point (Figure 7B). No significant differences (p>0.05) in the abundance of viable heterotrophic
bacteria and Vibrionaceae were observed among treatments at the end of the experiment (Figure
7A and 7B). We found an increase in the abundance of total heterotrophic and Vibrionaceae
bacteria in the chemoautotrophic and mature treatments throughout the experiment (comparing

day 0 and day 35) (Figure 7B).
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Figure 7. Total viable heterotrophic and Vibrionaceae bacteria count in the water at
the beginning (A) and end (B) of the nursery phase of Litopenaeus vannamei under
different systems (heterotrophic, chemoautotrophic and mature).
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2.1.3.4 Characteristics of the biofloc

Crude protein and carbohydrate contents were higher (p=0.04) in the flocs from the
heterotrophic treatment compared to those of the mature and chemoautotrophic treatments.
Conversely, ash was lower (p=0.04) in the heterotrophic treatment compared to the mature and
chemoautotrophic treatments. No significant differences (p>0.05) in crude lipid, crude fiber and

moisture were observed among the treatments (Table 6).



46

Table 6. Characteristics of biofloc (centesimal composition) of Pacific white shrimp (Litopenaeus
vannamei) nursery stocked with 2000 shrimp m in biofloc using different systems

(heterotrophic, chemoautotrophic and mature) for 35 days.

Characteristics of Biofloc Heterotrophic Mature Chemoautotrophic
Crude Protein (% DW p:p) 26.64+1.15* 16.9+1.14° 18.29+1.63°
Nitrogen-Free Extract (% DW p:p)  21.77+1.17*  17.85+1.12° 18.37+1.64°
Ethereal Extract (% DW p:p) 0.11+0.02 0.11+0.02 0.12+0.03
Crude Fiber (% DW p:p) 3.44+0.40 3.29+0.74 2.46+1.70
Moisture (% DW p:p) 94.38+0.97 93.98+1.43 94.27+1.50
Ash (% DW p:p) 51.70£9.37*  65.14+9.79° 63.22+8.35°

Means + SD. Different letters indicate significant difference (p<0.05) among treatments in the
same row by Tukey test. DW, dry weight.

2.1.3.5 Shrimp performance

Average body weight (p=0.01) and growth rate (p=0.01) were higher in shrimp reared

in the chemoautotrophic treatment compared to the mature treatment, However, no difference

(p=0.05) was observed between the heterotrophic treatment and the other treatments. Final

biomass (p=0.01) and yield (p=0.04) were higher in both chemoautotrophic and heterotrophic

treatments compared to the mature treatment. No significant differences (p=>0.05) were

observed in survival rate and feed conversion ratio among treatments (Table 7).

Table 7. Pacific white shrimp L. vannamei performance in the nursery using biofloc with
heterotrophic, chemoautotrophic and mature biofloc systems for 35 days stocked at a density of 2000

shrimp m=.

Parameters Heterotrophic Mature Chemoautotrophic
Mean final weight (g) 1.46+0.21%° 1.16+0.03% 1.64+0.15°
Growth rate (g week™) 0.29+0.04%° 0.23+0.007? 0.32+0.03°

Final biomass (Kg) 0.77+0.12° 0.51+0.07 0.91+0.03°
Survival (%) 85.1+£13.55 73.5+8.94 92.8+6.96
Feed conversion ratio 1.48+0.34 1.64+0.24 1.29+0.04
Yield (Kg m™) 2.58+0.42° 1.724+0.25% 3.04+0.11°

Means + SD. Different letters indicate significant difference (p<0.05) among treatments in the same
row by Tukey test.
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2.1.4 Discussion

This study demonstrated that different water preparation strategies have substantial
impact on the biofloc composition, water quality and shrimp performance. During the course
of the experiment, both chemoautotrophic and mature systems were able to control the levels
of nitrogen compounds within acceptable limits for Litopenaeus vannamei, mainly due to the
presence of autotrophic nitrifying bacteria from the beginning of the experiment in these
systems. Although chemoautotrophic and mature systems showed a similar capacity to prevent
the accumulation of nitrogen compounds, shrimp performance was different in these two
systems. Specifically, shrimp growth was 41% higher in the chemoautotrophic treatment than
that seen in the mature system, and floc compositional analysis could not explain this difference.
Floc from mature and chemoautotrophic treatments had equivalent protein and carbohydrate
content. Prangnell et al. (2016) evaluated the ionic composition of shrimp rearing water and
observed that strontium (Sr") may need to be supplemented into the water used in successive
no/low-exchange culturing cycles. Strontium plays a role in crustacean exoskeleton
mineralization which is directly related to shrimp growth. Further research should investigate
this point and determine if other microelements could also contribute to this difference in
shrimp performance between rearing conditions.

Over the course of this experiment, the heterotrophic treatment displayed a higher
number of spikes of nitrogen compounds, which were controlled by the addition of sugar as a
carbon source. Although ammonia and nitrite can be lethal to shrimp, short-term exposure to
ammonia and nitrite at the concentrations observed in this study (7.5 mg L™ and 4.9 mg L,
respectively) should be considered of secondary importance given their limited (or lack thereof)
impact on the health and survival of shrimp. In general, the nitrifying bacterial community takes
about 20 days to establish itself in a biofloc system without inoculation of mature water, during
which it is common to find spikes of nitrogen compounds in the water (Otoshi and Moss, 2011).
Such conditions have been shown to be stressful to the animals, hindering their growth (Cohen
et al., 2005). The accumulation of nitrite at the midpoint of the experiment in the heterotrophic
system indicates that the nitrification process is occurring in the tanks. Bacteria that convert
ammonia into nitrite have faster growth rate than those that convert nitrite to nitrate, especially
in saltwater (Madigan et al., 2016). Nitrifying bacterial and, as consequences, the nitrification
process, are affected by environmental factors, such as temperature, pH, substrate

concentrations, inhibiting factors and dissolved oxygen (Cervantes, 2009).



48

Previous studies have reported that nitrite accumulation in biofloc systems affects L.
vannamei growth performance, through its effects on multiple physiological processes (Cohen
et al., 2005; Vinatea et al., 2010). For instance, high concentrations of nitrite can cause the
oxidation of copper atoms (Cu*' to Cu') such that the functional hemocyanin molecule is
converted into meta-hemocyanin which cannot reversibly bind molecular oxygen to tissues
(Chen and Chin, 1988). This change can also influence the molting process because during this
process oxygen consumption is higher (Armstrong et al., 1976). In addition, according to
Jayasankar and Mathu (1983), the larval stages are more sensitive to nitrite due to the
ontogenetic development of ion regulation mechanisms.

In the present study, the centesimal composition of floc from the heterotrophic
treatment (crude protein 26.64% and carbohydrate 21.77%) may have compensated for the
physiological stress derived from the spikes of nitrogen compounds. The microbial community
might have contributed to the higher protein level than that observed in the mature or
chemoautotrophic systems. The floc protein level was comparable to 24.7% and 28%, as
detected by Emerenciano et al. (2013) and Crab et al. (2010), respectively, and less than 35.4%
reported by Mahanand et al. (2013).

The nutritional composition of the floc is dependent on the carbohydrate source, total
suspended solids, stocking density, age of the floc as well as the bacterial and microalgal
communities present in the system (De Schryver and Verstraete, 2009; Emerenciano et al.,
2013; Wei et al., 2016; Khatoon et al., 2016; Samocha et al., 2017). The low levels of protein
and carbohydrate in the mature (16.9% and 17.85%) and chemoautotrophic (18.29% and
18.37%) systems are related to the nitrifying bacteria community dominant in these 1systems.
As reported by Schveitzer et al. (2013), the highest percentage of protein and lowest percentage
of ash in the heterotrophic treatment was associated with higher bacterial biomass production
by the continuous entry of organic carbon into the system, which resulted in a more nutritious
floc for the shrimp. Low ash content increases the digestibility of other ingredients in the diet,
resulting in improved shrimp growth (Wei et al., 2016).

Fertilization with sugar in the heterotrophic system resulted in increased sludge
production in this treatment. The amount of sludge removed from the heterotrophic tanks was
143% higher than the other treatments. According to Ebeling et al. (2006), in order to consume
1 g of ammonia, heterotrophic bacteria must produce 8.07 g of VSS, whereas chemoautotrophic
bacteria consume 1 g of ammonia and produce only 0.20 g of VSS, a 40-fold difference.
Furthermore, nitrification can be affected by high concentration of organic material, which

contributes to the growth of heterotrophic bacteria (Silva et al., 2013; Souza et al., 2019). The
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results from this study allow us to conclude that the addition of a carbon source (sugar) is not
necessary to control nitrogen compounds in a system with an active nitrifying community.
Therefore, the addition of carbon sources, such as sugar or molasses, can be used only as an
emergency tool to control occasional spikes of ammonia (Souza et al., 2019; Lara et al., 2016).

The supply of feed and organic fertilizers in tanks increase organic matter content,
favoring the growth of Vibrio spp. (Ferreira et al., 2011). This hypothesis was confirmed in the
heterotrophic system at the beginning and end of the experiment. Vibrio spp. are opportunistic,
Gram-negative saprophyte bacteria autochthonous to aquatic organisms in marine and estuarine
waters (Madigan et al., 2016). Under certain circumstances, they are harmful to shrimp,
causing, for example, mortality, necrosis, and growth reduction (Aguirre-Guzman et al., 2004).
The bacterial load of Vibrionaceae in the chemoautotrophic system at the beginning of the
experiment came from the water supply used in the tanks with a concentration of 10% to 10
UFC mL. In the mature system, the bacterial load of Vibrionaceae came from the inoculum
used to fertilize the water of this treatment. The increase in heterotrophic bacteria at the end of
the experiment could have resulted from the supply of feed in the mature and chemoautotrophic
systems. The increase in C:N ratio during the experiment provided favorable conditions for the
development of heterotrophic bacteria in the mature and chemoautotrophic treatments (Ebeling
et al., 2006). Throughout the experiment, feed intake increased the organic matter content in
the chemoautotrophic and mature systems, and this allowed the growth of Vibrionaceae. In
addition, there is a direct relationship between the number of total bacteria and the amount of
Vibrionaceae in biofloc systems (Kumar et al., 2018). In this context, the chemoautotrophic
system can be advantageous among biofloc strategies by starting with a lower bacterial load of
Vibrionaceae compared to the heterotrophic and mature systems. It is worth mentioning that it
is difficult to have complete control over the microbial communities that form during rearing
due to the complexity of interactions occurring in the system. Basic microbiology techniques
cannot tell which nitrifying bacteria are acting on each system. Further studies should be carried
out with more precise microbiology techniques, such as metagenomics, in order to identify the

species that are at play in the systems.
2.1.5 Conclusion
The assessment of shrimp performance revealed that both chemoautotrophic and

heterotrophic systems are good approaches for managing shrimp nursery using BFT. The

chemoautotrophic treatment stood out for its capacity to keep water quality at constant levels
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and for harboring a lower population of bacteria from the family Vibrionaceae at the beginning
of the rearing cycle. Despite the improved composition of the flocs from the heterotrophic
treatment, this variable was not enough to enhance shrimp performance when compared to the
other treatments. Moreover, tanks from this treatment exhibited a higher production of sludge.
Although the reuse of water rich in microorganisms can be an interesting approach to control
ammonia and nitrite levels (mature treatment) at the beginning of the rearing cycle, shrimp

overall performance did not benefit from this strategy.
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RESUMO

A conversao de nitrogénio pelas bactérias quimioautotroficas e heterotroficas tem implicagdes
nos parametros de qualidade da agua e na composi¢ao do bioflocos. O objetivo deste trabalho
foi avaliar os efeitos na qualidade da 4gua, na comunidade bacteriana da 4gua, na composi¢ao
do bioflocos e no rendimento de trés estratégias diferentes para o preparo da agua: sistema
heterotrofico, quimioautotréfico e maduro do L. vannamei em sistemas de bioflocos. Foi
realizado um estudo de 35 dias com camardes juvenis (3,46+0,02 g) estocados em doze
tanques de 300 L a uma densidade de 350 camardes m™. As estratégias de preparacio de agua
para a criagdo de camarao avaliadas neste estudo incluiram: i) Tratamento heterotréfico, onde
a agua recebeu melaco como fonte de carbono (15:1) de carbono e nitrogénio; ii) tratamento
quimioutotrofico, onde sais de cloreto de amonio e nitrito de soédio foram adicionados a dgua
previamente; e iii) Tratamento maduro, realizado através da adi¢do de uma quantidade
significativa de dgua contendo biofloco maduro (30% de 4gua) de outro sistema BFT com
nitrificacdo j& estabelecida. Nos tratamentos maduro e quimioautotréfico o processo de
nitrificacdo foi capaz de manter os compostos toxicos de nitrogénio (amoénia € nitrito) em
baixos niveis sem a adi¢do de carboidratos. Por outro lado, o sistema heterotrofico apresentou
picos de amonia e nitrito durante o ciclo produtivo. O sistema heterotréfico apresentou volume
significativamente maior de solidos sedimentaveis e solidos suspensos totais do que os demais
tratamentos. A andlise nutricional do bioflocos revelou uma proporg¢ao relativamente alta de
proteinas, sendo o sistema heterotrofico o de maior contetido proteico (p<0,05). Os resultados
da analise metagendmica mostraram que a comunidade microbiana associada ao sistema
Bioflocos ¢ representada por 10 filos, as Proteobactérias e as Bacteriodetes representam 0s
dois maiores filos encontrados tanto no inicio quanto no final do experimento. O desempenho
do camardo revelou que sistemas heterotroficos, maduros e quimioautotréficos sdo boas
abordagens para o gerenciamento de camardes usando o BFT. Nosso estudo sugere que
diferentes estratégias para a preparagdo da agua afetaram a diversidade e variedade de
microrganismos presentes no sistema bioflocos, resultando em uma comunidade bacteriana
rica que pode ajudar a controlar a qualidade da agua e servir como fonte de proteina
microbiana para o camarao marinho.

Palavras-chave: Litoppenaeus vannamei, proteina, amonia, nitrito, agua.
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Introducao

Os camardes marinhos dominam a producao de crustaceos tipicamente cultivados na
aquicultura costeira (FAO, 2018). O cultivo de camardo marinho tem crescido nos ultimos
anos a uma taxa média anual de 4,2% (FAO, 2017; GOAL, 2017). Esse crescimento deve-se
em parte a alta demanda pelo produto no mercado internacional e ao uso de novas tecnologias
(Tahim, 2019). A tecnologia Bioflocos (BFT) ¢ um exemplo de inovagao tecnologica no
campo da aquicultura. Essa tecnologia se tornou uma alternativa promissora para promover a
sustentabilidade e a biosseguranca dos animais aquaticos (Avnimelech, 1999; Naylor et al.,
2000).

O BFT tem sido estudado extensivamente na tltima década (Avnimelech, 2012). O
BFT ¢ uma tecnologia de cultivo baseada no estimulo e no estabelecimento de uma
comunidade microbiana que sera responsavel por reciclar os nutrientes, principalmente os
residuos de nitrogénio como amonia e nitrito, o intuito ¢ manter a qualidade de 4gua nos niveis
ideais para o cultivo do L. vannamei (Avnimelech e Kochba, 2009; Kuhn et al., 2010). As
vantagens dessa tecnologia incluem: o menor consumo de dgua, além de descarga reduzida de
efluentes e de matéria orgadnica para o meio ambientes resultando em um menor impacto
ambiental (Wasielesky et al, 2006). A remog¢do do nitrogénio inorganico dissolvido na agua
pode ocorrer de duas maneiras: oxidagdo por bactérias quimioautotroficas e assimilagao
bacteriana heterotrofica (Ebeling et al., 2006).

As bactérias quimioautotroficas realizam nitrificagdo durante a qual a amodnia ¢
oxidada em nitrito, que ¢ entdo oxidado para formar nitrato, sendo este considerado o
composto menos téxico ao camardao marinho. As bactérias quimioautotroficas tém um longo
tempo de geracdo e, assim, desenvolvem-se lentamente durante semanas (Otoshi e Moss,
2011). Elas tém um periodo de geracao na ordem de 12 h versus cerca de 30 min para bactérias
heterotroficas (Avnimelech e Kochba, 2009). As vantagens dos sistemas quimioautotréficos
sd0 que esse processo consome e libera menos oxigénio e CO, do que os processos
heterotroficos e geram uma biomassa bacteriana menor que a heterotrofica, com praticamente
a mesma taxa de nitrificacdo (Ebeling et al., 2006; Browdy et al., 2012).

As bactérias heterotroficas utilizam o carbono organico como fonte de energia e
assimilam o nitrogénio da amdnia para construir proteinas celulares (Ray, 2012). Ao adicionar
carboidratos a agua, a assimila¢do heterotréfica pode remover rapidamente a amoénia (De
Schryver et al., 2008). A assimilagdo bacteriana heterotrofica consome uma taxa maior de

oxigénio dissolvido (DO) do que a comunidade bacteriana quimioautotrofica (Ebeling et al.,
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2006). Além disso, a populagdo bacteriana deve se expandir para assimilar continuamente a
amonia, levando a um acumulo de sélidos na coluna d'dgua (Ray e Lotz, 2014). No entanto,
esse sistema pode ser usado como alimento alternativo para o camardo devido a sua alta
nutri¢ao (Samocha et al., 2004; Ballester et al., 2010). Burford et al. (2004) relatam que cerca
de 30% da biota natural do bioflocos pode contribuir substancialmente para a nutrigdo de L.
vannamei.

Outra possibilidade para o controle de compostos nitrogenados ¢ reutilizar a 4gua por
varios ciclos, também conhecido como sistema maduro, usando a comunidade microbiana
(bactérias heterotroficas e quimioautotroficas) para manter a boa qualidade da agua e
contribuir como alimento adicional para os animais cultivados (Silva et al, 2013;
Krummenaeur et al., 2014). Por outro lado, a falta de informagdes sobre a composi¢ao da
comunidade microbiana e o acumulo de compostos no sistema pode ser um fator limitante
para a reutilizacdo da agua, pois condi¢des precarias podem induzir a surtos de doengas ¢
perdas na produgdo (Furtado et al., 2015; Lara et al., 2016; Xu et al., 2016).

Os sistemas de bioflocos sdo geralmente dificeis de controlar a qualidade da 4gua e
podem ter um longo periodo de estabelecimento antes que bactérias adequadas estejam
presentes para processar os metabolitos animais (Prangnell et al., 2016). Os sistemas de
bioflocos sdo biologicamente complexos e oscilam nas concentracdes toxicas de amdnia e
nitrito (Ray et al., 2017). A conversao de nitrogénio por bactérias quimioautotroficas e
heterotroficas tem implicagdes nos parametros de qualidade da 4gua e na composig¢do do
biofloco (Ebeling et al., 2006; Martinez-Cérdova et al., 2015). Entretanto, o uso de sais
inorganicos nos sistemas de BFT pode acelerar o estabelecimento e a atividade de bactérias
nitrificantes, evitando picos de amdnia e nitrito no sistema (Sesuk et al., 2009; Otoshi e Moss,
2011; Lara et al., 2016).

Nosso estudo anterior demonstrou que a aplicagdo de diferentes estratégias de
preparagao de agua nos sistemas de bioflocos afeta a composicao do biofloco e a produgdo de
camarao (Ferreira et al., 2019). A ecologia microbiana do sistema de bioflocos deve ser
investigada para o desenvolvimento de estratégias com intuito de aumentar a produgdo de
camardo. A metagenomica pode fornecer informagdes relacionadas a diversidade dos
microrganismos que prosperam em determinada area e pode revelar inclusive informagdes
relacionadas as suas fungdes e papéis biologicos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos na qualidade da 4gua, na comunidade
bacteriana da dgua, na composi¢do nutricional do biofloco, na microscopia eletronica e no

desempenho zootécnico do camardo das trés estratégias diferentes para o preparo da agua:
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sistema heterotrofico, quimioautotrofico e maduro no cultivo de L. vannamei em sistema de

bioflocos.

Material e métodos

Este estudo foi realizado no Laboratério de Camardes Marinhos (LCM), Estagdo de
Maricultura Elpidio Beltrame, Barra da Lagoa, Florianopolis, Santa Catarina, Brasil. As pds-
larvas (PL2o) do camardo-branco-do-pacifico L. vannamei foram obtidas em agosto de 2018
de uma larvicultura comercial (Aquatec LTDA, Rio Grande do Norte, Canguaretama, Brasil).
A linhagem (HB16) estava livre de qualquer doenca do camardo listada pela Organizagao
Mundial de Satde Animal (OIE). Uma vez atingido o estagio juvenil (3 g), os camardes foram

transferidos para as unidades experimentais.

Design Experimental

O experimento foi realizado de forma aleatdria e incluiu trés tratamentos com quatro
repeticoes cada. Um total de 105 camardes pesando 3,45 g (= 0,02 g; DP) foram divididos em
12 tanques de fibra de vidro, cada um contendo 300 L de 4gua (0,58 m? de 4rea inferior). A
temperatura da dgua foi controlada através de um aquecedor de titdnio de 500 W, acoplado ao
termostato Full Gauge (MT512 RI, Porto Alegre, RS), ajustado para manter a temperatura em
28+1°C. A aeracdo foi mantida constante por mangueiras de difusdo (Aero-Tube®) conectadas
a um soprador de ar de 7,5 HP (Ibram Industria Brasileira de Maquinas e Equipamentos, Sao
Paulo, SP). Quatro substratos artificiais (needlona®) foram distribuidos uniformemente em
cada tanque, resultando em um aumento de 100% da area de superficie do tanque (area
adicional de 0,58 m?). Os tanques foram mantidos em uma sala isolada e submetidos a um
fotoperiodo de 12:12 ciclos claro/escuro, usando uma lampada fluorescente compacta de 15
W (Digital Hikari HK-881A, Sao Paulo, SP) que forneceu intensidade de luz de 26543,11 +
425,35 1x na superficie da 4gua. Para manter a alcalinidade (> 120 mg L), foi adicionado
hidréxido de célcio a 15% da quantidade de alimento fornecida ao dia. A 4gua ndo foi trocada
durante o experimento; somente houve a reposicao de agua doce devido a perda de dgua por
evaporacao. A alimentacdo do camarao com ragdo foi ofertada quatro vezes ao dia (Guabi
Potimar 1,6 mm - contendo 35% de proteina bruta) de acordo com a tabela de alimentacao de

Van Wyk e Scarpa (1999). Apos 1 h, o consumo de ragdo foi verificado nas bandejas e os
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ajustes de alimentagdo foram calculados de acordo com a taxa de consumo. O experimento
foi realizado por 35 dias.

Descricao dos Tratamentos

O experimento avaliou a criacdo de juvenis de camardo em trés diferentes sistemas

biofloc: heterotréfico, quimioautotrofico e biofloco maduro.

Sistema heterotrofico

Trés dias antes da estocagem dos camardes nos tanques, a agua foi fertilizada com
ragdo e melaco na propor¢do carbono/nitrogénio (C: N) de 15:1, a fim de atingir 200 mg L!
de solidos suspensos totais (SST) no inicio do experimento. Durante o experimento, quando
a amonia total (NAT) ultrapassou 1 mg L', foi adicionado melago extra ao sistema na
proporgdo de 20g de melago por cada grama de NAT. Quatro substratos artificiais (needlona®)
foram distribuidos uniformemente em cada tanque, representando um aumento de 100% da
area do tanque. Os parametros de qualidade da 4gua do primeiro dia foram os seguintes: nivel
de salinidade 34,07+0,35 g L'!, NAT 0,19+0,15 mg L', nitrito (NO2-N) 0,015+0,05 mg L"!,
nitrato (NO3-N) 0 mg L', alcalinidade (CaCOs) 282+2,30 mg L!, pH 8,28+0,04, temperatura
28,99+0,76°C, DO 5,59+0,44 mg L', solidos suspensos totais (SST) 645,5+39,91 mg L' e
ortofosfato 1,21+0,16 mg L.

Sistema quimioautotroéfico

Durante 30 dias antes da estocagem dos camardes nos tanques, a agua do mar filtrada
(400 L) foi fertilizada com 1 mg L' de nitrito de sodio NaNO> (Neon Comercial, Sdo Paulo,
SP) e 1 mg L' de cloreto de amonio NH4Cl (Neon Comercial, Sio Paulo, SP). SP) diariamente
em um tanque (Otoshi e Moss, 2011). Este tanque foi equipado com 16 substratos artificiais
(needlona®), aquecedor e sistema de aeragdo, sem exposi¢do a luz. Apos 30 dias, os quatro
tanques experimentais do tratamento quimioautotrofico foram preparados misturando 100 L
de 4gua do tanque de biorreator e 200 L de 4gua do mar (salinidade de 33 g L") e os substratos
foram distribuidos nos tanques, 4 por tanque. Os parametros de qualidade da dgua no tanque
de biorreator no dia 30 foram os seguintes: salinidade 34,2+0,32 g L', NAT 0,27+0,06 mg L
! alcalinidade (CaCOs) 146+2,30 mg L', pH 8,18+0,01, temperatura 28,15+0,55°C, DO
6,07+0,43 mg L', sélidos suspensos totais (SST) 245,5+55,83 mg L!, ortofosfato 0,88+0,46
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mg L1, nitrito (NO2-N) 1,04+0,5 mg L! e nitrato (NO3-N) 8,26+2,03 mg L™}, indicando que

o processo de nitrificagdo ja estava estabelecido.

Sistema biofloco maduro

Os tanques experimentais do tratamento de biofloco maduro (n = 4) foram misturados
com 90L de dgua de um tanque de biofloco (30% do tanque matriz) e 210L de agua do mar
filtrada. O tanque matriz era um tanque circular de 50 m?, abastecido com 300 camardes
juvenis m? (peso = 7,3 £ 0,32 g). Os parametros de qualidade da 4gua do tanque matriz foram
os seguintes: salinidade 33,97+0,46 g L', NAT 0,28+0,06 mg L-!, alcalinidade (CaCO3)
134+1,63 mg L, pH 8,10+0,015, temperatura 27,73+0,73 mg L', DO 6,13+0,44 mg L',
solidos suspensos totais (SST) 243,75+11,47 mg L', ortofosfato 1,18+0,39 mg L', nitrito
(NO2-N) 0,68+0,26 mg L! e nitrato (NO3-N) 4,89+1,32 mg L"!, indicando que o processo de

nitrificagdo ja estava estabelecido.

Desempenho do camario

Foram realizadas biometrias semanais ao longo do experimento (n = 30 camardes por
tanque; 4 tanques por tratamento), utilizando uma balanga digital com duas casas decimais
(BEL Equipamentos Analiticos, Piracicaba, SP). Apo6s 35 dias de experimento, foram
avaliados os seguintes pardmetros de desempenho zootécnico: peso médio final, taxa de
crescimento semanal, biomassa final, taxa de sobrevivéncia, taxa de conversdo alimentar e

rendimento.

Variaveis de qualidade da agua

O oxigénio dissolvido (DO) e a temperatura (medidor de oxigénio dissolvido YSI
550A) foram monitorados duas vezes por dia. NAT, nitrito, alcalinidade (APHA, 2005 -
2320B), salinidade (Y'SI 30 Digital Salinity Meter) e pH (Tecnal Tec-5, Piracicaba, SP) foram
monitorados trés vezes por semana. Nitrato, ortofosfato, solidos suspensos toatis (TSS)
(APHA, 2005 - 2540D), solidos volateis e fixos (APHA, 2005 - 2540E) e volume de sélidos
sedimentaveis (cones de Imhoff) foram analisados uma vez por semana. A concentracdo NAT,
nitrito, nitrato ¢ ortofosfato foram medidos usando o método colorimétrico de acordo com o

procedimento descrito por Strickland e Parsons (1972).
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Quantidade de lodo

Para manter os niveis de SST necessarios para o cultivo de camardes, os SST foram
retirados quando a concentracdo chegou a 600 mg L. Para isso, um tanque de decantagdo de
90 L (adaptado de Ray et al., 2010) foi conectado a cada tanque e foi operado a uma vazao de
650 L h'! (Schveitzer et al., 2013). A quantidade de lodo foi avaliada cada vez que o sélido
foi removido dos tanques. As amostras de solido coletadas do decantador foram filtradas com
microfiltro de 47 um de fibra de vidro (Mancherey Nagel, Alemanha) e secas a 105 © C durante
24 h (APHA, 2005 - 2540 D). Ao final do experimento, a quantidade de lodo foi quantificada
usando a seguinte formula:

Quantidade de lodo = (SST final x V) - (SST inicial x V) / 100 + SR

SST final = concentragdo final dos solidos suspensos totais do experimento em mg L.

V = volume do tanque em L.

SST inicial = concentracio inicial dos slidos suspensos totais do experimento em mg L.

SR = quantidade de s6lidos retirados do sistema em g.

Fertilizacao do sistema

Para fertilizar os sistemas de cultivo em BFT, foram utilizados diferentes insumos
como segue: ragao e melago foram adicionados ao sistema heterotrofico; ra¢do, hidroxido de
calcio e sais (nitrito de soédio e cloreto de amodnio) foram adicionados ao sistema

quimioautotrofico; e ragdo e hidroxido de célcio foram adicionados ao sistema maduro.

Analise do floco

Conteudo de cinzas

O teor de cinzas foi determinado queimando a amostra dentro da mufla por 8 h a
550°C. Para isso, 1 g de cada amostra foi pesada em um cadinho com uma balanga de precisao
Sartorius (max. 220000 mg; d = 0,1 mg). O cadinho foi incendiado e tarado. As amostras
foram secas em estufa por 24 h a 100°C. Posteriormente, as amostras foram colocadas na
mufla e a temperatura foi aumentada gradualmente para 550°C. As amostras foram resfriadas

e pesadas. Todas as substancias organicas foram queimadas e permaneceram as substancias
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inorganicas no crisol. Antes, era necessario pesar o cadinho vazio com a balanga analitica
(precisdo + 0,1 mg), para que o teor de cinzas pudesse ser calculado com a seguinte formula:
Mcinzas: Massa das cinzas da amostra apos a queima (g)

Mamostra: Massa da amostra antes da queima (g)

Analise C/N

O teor de proteina foi determinado usando a andlise C/N (Euro EA Element Analyzer,
EuroVector). Com este método, a amostra foi queimada com oxigénio adicionado
externamente a 1800°C. Os 6xidos de nitrogé€nio resultantes e outros compostos sdo entao
misturados com hélio por uma coluna de cobre, onde os 6xidos de nitrogénio sdo reduzidos a
nitrogénio elementar. Os gases sdo entdo passados para uma coluna de dessor¢ao regulada por
temperatura, onde todos os gases, exceto o nitrogénio, se ligam a coluna. Posteriormente, as
substancias sdo alteradas sucessivamente por uma mudanca de temperatura da coluna e por
um sensor de condutividade térmica. O sinal elétrico ¢ proporcional a concentragdo de
nitrogénio ou carbono. Para a preparacdo da amostra, mediram-se 1 mg das amostras em
cartuchos de estanho (5x9 mm por Hekatech GmbH # HE 24056400) com um Ultra Micro
Balance Mettler Toledo XP6U (max 6,1 mg; d = 0,0001 mg). Depois disso, os cartuchos de

estanho foram armazenados em um dessecador até a analise.

Extrato Etéreo

Para a determinacgdo do extrato etéreo, as amostras de bioflocos foram liofilizadas e
homogeneizadas. Utilizou-se 0,1 g de cada amostra e foram colocadas no recipiente Duran. 2
mL de diclorometano/metanol (V 2:1) foram entdo adicionados para precipitar os lipidios e
acido nucleico. Esse processo foi conduzido sob um exaustor. Para auxiliar nessa precipitacao,
as amostras foram homogeneizadas usando ultra-som (Hielscher, Ultrasonic Prozessor
UTR200) e depois centrifugadas (Eppendorf Centrifuge 5810 R). A fase liquida foi removida
e coletada em um segundo recipiente Duran. O passo de precipitagdo foi repetido duas vezes.
A fase solida pode ser descartada apos precipitagdo. Posteriormente, 2 mL de cloreto de
potassio (0,88%) foram adicionados ao vidro Duran para extracdo de gordura. A mistura foi
agitada e centrifugada para melhor dissolver o extrato etéreo. A fase liquida inferior foi entdo
adicionada a outro recipiente Duran, que foi pesado anteriormente. Em seguida, foi adicionado

diclorometano ao primeiro recipiente Duran para extrair todos os extratos etéreos do tecido
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biolégico. Novamente, o vidro foi agitado, centrifugado e depois a fase liquida inferior foi
transferida para o segundo recipiente Duran. Este passo foi repetido novamente. No ultimo
passo, a fase liquida teve que ser evaporada com nitrogénio. Como resultado, o extrato etéreo
puro permaneceu dentro do vidro e foi pesado com uma balanga analitica (precisdo + 0,1 mg)

(Wildf6rster, 2016), em duplicata.

Extrato nao nitrogenado

O carboidrato foi calculado de acordo com a seguinte formula: extrato ndo nitrogenado
(% DW) =100 - ((proteina bruta [% DW] + extrato etéreo [% DW] + cinza [% DW])) (Manush
et al., 2005).

Parametros microbiologicos da agua

Amostras de dgua (10 mL) foram coletadas de cada tanque no inicio (dia 1) e no final
(dia 35) do experimento, usando tubos de ensaio estéreis de 15 mL. Aliquotas de 1 mL foram
inoculadas em dilui¢des seriadas (sete vezes) em tubos contendo solugdo salina (NaCl a 3%).
A avaliacdo de bactérias heterotroficas viaveis e de Vibrionaceae presentes na dgua foi
realizada semeando cerca de 100 pL das amostras de 4gua em placas de Petri contendo meio
de cultura bacteriolégico Marine Agar e Tiossulfato de Citrato Biliar de Sacarose (TCBS),
respectivamente. Os meios semeados foram incubados em estufa microbioldgica a 30°C. Apds
24 h de incubagdo, as unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC mL™) foram

contadas.

Analise metagenomica

As amostras foram coletadas no inicio (dia 1) e no final (dia 35) do experimento, foram
coletados 4 mL (pool de 1 mL de cada réplica por tratamento) em um Eppendorf livre de
DNA/RNA/DNase/RNase. As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 5 min a 4°C
(Eppendorf 5804 R), o sobrenadante foi removido e o sedimentado foi armazenado em um
freezer a -80°C para analise posterior. O DNA foi extraido usando fenol/cloroférmio seguindo
as instrugdes do protocolo de extracdo de esferas estabelecido pela Neoprospectra
Microbiome Technologies, Brasil. Para o sequenciamento NGS bacteriano os primers V3-V4

com as seguintes condig¢des: os primeiros primers de PCR contém as sequéncias de Illumina
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baseadas no adaptador de estrutura TruSeq (Illumina, San Diego, CA), permitindo a segunda
PCR com sequéncias de indexagdo. As reagdes de PCR sempre foram realizadas em triplicatas
usando Platinum Taq (Invitrogen, EUA) com as condi¢des: 95°C por 5 min, 25 ciclos de 95°C
por 45s, 55°C por 30s e 72°C por 45s e um extensao final de 72°C por 2 min para PCR 1. Na
PCR 2, as condig¢des eram 95°C por 5 min, 10 ciclos de 95°C por 45s, 66°C por 30s e 72°C
por 45s e uma extensao final de 72°C por 2 min. Para comparag¢ao, o protocolo Illumina 16S
foi usado como descrito (Nota técnica [llumina 15044223 Rev. B). A reacao final de PCR foi
limpa usando esferas AMPureXP (Beckman Coulter, Brea, CA) e as amostras foram reunidas
nas bibliotecas de sequenciamento para quantificagdo. As estimativas de amplificagdo de pool
foram realizadas com ensaios Picogreen dsDNA (Invitrogen, EUA) e, em seguida, as
bibliotecas agrupadas foram diluidas para quantificacdo precisa de qPCR usando o KAPA
Library Quantification Kit para plataformas [llumina (KAPA Biosystems, Woburn, MA).

As bibliotecas foram sequenciadas em um sistema MiSeq, usando os primers Illumina
padrdo fornecidos no kit. As leituras brutas foram processadas para remover bases e
adaptadores de baixa qualidade e cortadas para um comprimento fixo de 280 pb
(Trimmomatic, versao 0.36). A remoc¢ao de quimera e o agrupamento de leituras em Unidades
Taxondmicas Operacionais (UTOs) foram realizados usando USEARCH/UPARSE (com
97% de similaridade) (versao 10.0.240). A atribuicao taxondmica das sequéncias bacterianas

foi realizada usando o banco de dados SILVA com 90% de similaridade (versao 132).

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para microscopia eletronica de varredura, 40 mL (pool de 10 mL de cada réplica por
tratamento) foram coletados no inicio (dia 1) e no final (dia 35) do experimento, usando tubos
de ensaio estéreis de 50 mL. As amostras foram centrifugadas a 4.000 g por 10 min a 10°C
(Eppendorf 5804 R), o sobrenadante foi removido e as analises foram utilizadas com o
precipitado de bioflocos. As amostras de bioflocos (inicial e final) foram fixadas em
glutaraldeido a 2,5% em cacodilato 0,1 M (pH 7,2) contendo sacarose 0,2 M (Schmidt et al.,
2010). Apds 24 h, essa solucdo foi substituida pela solugdo tampao em cacodilato 0,1 M (pH
7,2) até o dia da andlise da amostra. O estagio de desidratacao foi realizado com solugao serial
etanolica (50%, 70%, 80%, 90% e 100%) por 10 min e secas no ponto critico EM-CPD-030
(Leica, Heidelberg, Alemanha). Posteriormente, as amostras foram aderidas a suportes de
metal e revestidas com spray de ouro (Bal-Tec Sputter Coater, CED 030). As fotomicrografias

foram feitas em um microscopio SEM JSM 6390 LV (JEOL Ltd., Toquio, Japao) a 20 kV.
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Analise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes Shapiro-Wilk e Bartett para verificar a
normalidade e a homocedasticidade, respectivamente (nivel de significancia de 5%). Os dados
do rendimento e da taxa de conversdo alimentar foram transformados em raiz quadrada, os
dados microbiolégicos foram transformados logio, enquanto a transformacdo angular foi
usada para sobrevivéncia. ANOVA unifatorial foi aplicada e, quando foram detectadas
diferengas estatisticas significativas (p<0,05), foi realizado o teste de separacdo média de
Tukey. Os dados de metagendmica foram analisados utilizando o R estatistico do meio
ambiente (versdao 3.5.1). As curvas de rarefacdo, os indices de riqueza e diversidade foram
calculados usando o pacote R vegan. Os resultados foram plotados através de graficos com o

programa ggplot.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Variaveis de qualidade da agua

O tratamento heterotrofico apresentou valores de pH significativamente maiores
(p<0,05) do que os demais tratamentos (Tabela 8). O uso de melaco como fonte de carbono
no tratamento heterotréfico contribuiu para o aumento do pH nos tanques. O melago possui
bicarbonato de calcio em sua composic¢ao, o que impediu a queda do pH (Espirito Santo et al.,
2016). A respiragdo pela comunidade bacteriana e a alcalinidade consumida durante a
nitrificagdo aumentam a concentragao de didxido de carbono, que consequentemente diminui
o valor do pH na agua (Wasielesky et al., 2006; Ebeling et al., 2006). Nos tratamentos maduros

e quimioautotréficos, adicionamos hidroxido de célcio para corrigir o pH, evitando a queda.
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Tabela 8. Variaveis de qualidade da agua do camarao-branco-do-pacifico (Litopenaeus vannamer)
estocados a uma densidade de 350 camardes m™ em sistema de bioflocos, utilizando diferentes
sistemas (heterotrofico, quimioautotréfico e maduro) por 35 dias.

Variaveis de Qualidade de Tratamentos
agua Heterotrofico Maduro Quimioautotrofico
Temperatura (°C) 28,4+0,95% 28,3+0,70° 28,5+1,04°
OD (mg L) 5,77+0,34° 5,88+0,28% 5,83+0,322
Salinidade g L 33,96+0,37 34,2140,77 34,09+0,57
pH 8,37+0,06 8,19+0,05° 8,21+0,04°
Alcalinidade (mg CaCO3 L")  373,86+58,32%  171,40+26,51° 174,25+17,78°
Amonia Total N-NH3 (mg L) 1,34+3,45° 0,30+0,19° 0,46+0,33%
Nitrito NO2-N (mg L) 4,23+5,11° 0,54+0,41° 0,91+0,69"
Nitrato NO3-N (mg L) 1,33+4,33 8,1243,32 8,94+3,00
Ortofosfato P-PO43 (mg L") 1,21+0,16° 1,18+0,39° 0,88+0,46°
SS (mL L) 20,89+10,922 3,57+3.41° 4,33+5,59P
TSS (mg L) 617,28+154,4* 359,67+139,16°  374,10£165,15°
VSS (%) 49,00+7,91 39,2+6,30 37,20+8,22
FSS (%) 52,80+27,24 76,80+39,53 72,30+31,49

Média = DP. As diferentes letras indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos na
mesma linha pelo teste de Tukey.

O tratamento heterotrofico apresentou concentragdo significativamente maior de
alcalinidade total (p<0,05) do que os tanques dos tratamentos maduros e quimioautotroficos
(Tabela 8). A adicao de melago como fonte de carbono no tratamento heterotr6fico manteve
a alcalinidade em niveis aceitaveis para o cultivo de L. vannamei, € por isso nao foi necessario
adicionar hidroxido de calcio a este tratamento. Ebeling et al. (2006) recomendam uma
alcalinidade de 150 mg L' de CaCO3 no sistema bioflocos.

O tratamento heterotrofico apresentou concentragdo significativamente maior de
amonia total (p<0,05) do que o tratamento maduro (Figura 8A). Nao foi observada diferenca
(p>0,05) entre os tanques do tratamento quimioutotrofico € os demais tratamentos. A
fertilizacdo didria com carbono orgéanico estimulou o crescimento constante de bactérias
heterotréficas que competem com bactérias quimioautotroficas por espago, nutrientes
(amonia), oxigénio dissolvido e outros micronutrientes (Ebeling et al., 2006). O primeiro pico
da concentracdo de amoénia total ocorreu ao 11° dia de experimento no tratamento
heterotréfico (Figura 8A). No 13° dia, a concentracdo de amonia total diminui e a
concentragdo de nitrito apareceu indicando a transformacdo dos compostos nitrogenados.

O tratamento heterotrofico apresentou concentracdao significativamente maior de

nitrito (p<0,05) do que os tanques dos tratamentos maduros e quimioautotroficos (Tabela 8).
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O primeiro pico da concentragdo de nitrito ocorreu no dia 15°dia de experimento no
tratamento heterotrofico (Figura 8B). A concentragdo de nitrito diminui apenas no 28° dia de
experimento, a reacao de nitrificagdo ¢ realizada completamente, conforme indicado. Luo et
al. (2017) observaram que o processo de nitrificagdo nos tanques de bioflocos ocorre somente
apos o décimo quinto dia de cultivo. Nos tratamentos maduros € quimioautotroficos, as
bactérias nitrificantes presentes desde o inicio do experimento mantiveram a concentragdo de

nitrito baixo.

Figura 8. Nitrogénio de amonia total NAT (A) e nitrito (B) do camarao-branco-do-pacifico
(Litopenaeus vannamei) estocados na densidade de 350 camardes m em bioflocos, utilizando
diferentes sistemas (heterotroéfico, quimioautotroéfico e maduro) por 35 dias.
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O tratamento quimiorautotrofico apresentou uma concentracao significativamente
menor de ortofosfato (p<0,05) do que os tratamentos heterotréficos e maduros. O aumento da

relacdo C:N no tratamento heterotréfico permitiu maior conversdo de ortofosfato em biomassa
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bacteriana heterotrofica. No tratamento maduro, a dgua de reuso de outro ciclo acumulou o
ortofosfato no sistema. As concentracdes de fosfato ao longo do experimento provavelmente
se devem a ingestdo constante de nutrientes, que normalmente ocorre nos sistemas de cultivo,
principalmente devido a alimentagdo nao consumida e fezes de animais em tanques (Barak et
al., 2003).

O tratamento heterotréfico apresentou volume significativamente maior de SS e TSS
(p<0,05) que os demais tratamentos. Essa diferenca no tratamento heterotrofico deve-se ao
uso do melago como fonte de carbono, o que estimula a produgdo heterotrofica (Avnimelech
e Kochba, 2009), aumentando a concentracdo de sélidos (Ebeling et al., 2006). Avnimelech
(2012) recomenda o assentamento de sélidos de 2 a 20 ml L' de volume de flocos para o
cultivo de camardes. As bactérias heterotroficas produziram grande quantidade de biomassa
bacteriana em comparacdo com as bactérias quimioautotroficas (Ebeling et al., 2006).
Avnimelech (2012) sugere que o TSS deve ser limitado a cerca de 200 mg L' no cultivo de
camardo. Schveitzer et al. (2013) recomendam que a concentragdo de TSS entre 400 ¢ 600 mg
L! parega ser mais adequada para o cultivo de camario no sistema bioflocos. Foi necessério
ligar os tanques de decantagdo, operando por aproximadamente 1,5 h, durante as trés semanas
para reduzir a concentragdo de solidos no tratamento heterotrofico. Nos tratamentos maduros
e quimioautotréficos nao foi necessario ligar os tanques de decantacao de so6lidos, indicando
uma economia de energia e equipamentos neste tipo de sistemas em bioflocos. Nao foram
observadas diferencas significativas (p>0,05) nas concentracdes de salinidade, nitrato, VSS e

FSS entre os tratamentos (Tabela 8).

Quantidade de lodo e insumos utilizados no sistema

Os sais (nitrito de sddio e cloreto de amonio) foram adicionados apenas no tratamento
quimioautotréfico, com valor médio de 0,52 g L!. O melago foi utilizado apenas no tratamento
heterotrofico, com valor médio de 388,1 g. A ingestdo de racdo foi significativamente menor
no tratamento heterotrofico (p<0,05) em comparagdo aos tratamentos quimioautotrofico e
maduro (Tabela 9). O bioflocos serve como alimento natural rico em macronutrientes e
micronutrientes e esta disponivel 24 h por dia ao camarao. Os flocos podem ser usados como
uma fonte complementar na alimenta¢ao do camarao marinho como reportado por Wasielesky
(2006) e Xu e Pan (2014). Nao foram observadas diferencas significativas (p=>0,05) na
producdo de lodo entre os tratamentos. Os tratamentos maduros e quimioautotréficos

receberam hidréxido de célcio para manter a nitrificagdo. Nao foi necessario remover o lodo
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dos tratamentos maduros e quimioautotréficos durante as cinco semanas de experimento; isso
pode ser considerado como uma vantagem desses sistemas. O produtor pode economizar

energia e equipamentos no ciclo de produ¢ao sem prejudicar o desenvolvimento do camarao.

Tabela 9. Entradas dos sistemas: sais, melago, consumo de ragao, hidroxido de calcio ¢ lodo
produzido no sistema de bioflocos com o camardo-branco-do-pacifico L. vannamei estocados a uma
densidade de 350 m~ usando diferentes sistemas: heterotréfico, quimioautotrofico e bioflocos
maduro por 35 dias.

Tratamentos Heterotrofico Maduro Quimioautotroéfico
Sal (g) 0,52+0,18!

Melaco (g) 388,1+48,73

Racgao(g) 797,20+76,48°  924,58+16,95* 920,77+30,80?
Hidrodxido de calcio (g) 112,91£2,99*  103,99+5,39

Lodo (g) 228,4+134,7 85,42+24,3 100,8+28,4

*Indica diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos na mesma linha pelo teste T de
Student. 'O sal foi adicionado antes de estocar camardo. Média + DP. As diferentes letras indicam
diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos na mesma linha pelo teste de Tukey.

Analises quimicas do floco

O sistema heterotrofico apresentou proteina bruta significativamente maior (p<0,05)
do que os demais tratamentos (Tabela 10). Resultados semelhantes foram relatados por
Emerenciano et al. (2012) e niveis mais baixos de proteina bruta foram relatados por Wei et
al. (2016). O tratamento heterotrofico teve um bom valor nutricional devido a composi¢do do
melaco que contém niveis de proteina, minerais, vitaminas e energia (Curtin, 2003). O tipo de
carbono adicionado pode afetar ndo apenas a producao de bioflocos, mas também o conteudo
de proteina bruta presente nas amostras como também a estrutura taxonémica da comunidade

bacteriana presente no cultivo (Martinez-Cordova et al., 2018).
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Tabela 10. Caracteristicas do bioflocos (composi¢do nutricional) do cultivo do camardo-branco-do-
pacifico (Litopenaeus vannamei) estocado na densidade de 350 camardes m™ em sistema de
bioflocos, utilizando diferentes sistemas (heterotréfico, maduro e quimioautotrofico) por 35 dias.

Parametros Heterotrofico = Maduro Quimioautotroéfico
Proteina (% PS p:p) 30,03+ 0,54*  23,12+2,17° 22,62+ 1,62°
Extrato ndo nitrogenado (% PS p:p) 22,06+4,13 21,75+4,21 19,95+6,09
Cinzas (% DW p:p) 47,04+ 3,83 53,89+2,93%® 56,65+ 4,73%

Média = DP. Letras diferentes indicam diferencga significativa (p<0,05) entre os tratamentos na
mesma linha pelo teste de Tukey. PS, peso seco.

O tratamento quimioautotrofico apresentou o teor de cinzas significativamente maior
(p<0,05) do que o tratamento heterotréfico, ndo houve diferenga significativa entre os
tratamentos maduro e os demais tratamentos. A adi¢do de sal contribuiu para o maior nivel de
cinzas no tratamento quimioautotrofico. Como sugerido por Schveitzer et al. (2013) o menor
nivel de cinzas no tratamento heterotrofico esta relacionado a maior produgao de biomassa
bacteriana pela adicao de fonte de carbono ao sistema. Nao foram observadas diferencas
significativas (p=0,05) nos extratos ndo nitrogenados entre os tratamentos (Tabela 10). Com
base em nossos resultados, podemos afirmar que além da composicao nutricional pode ser
influenciada pela estratégia de fertilizagdo, a comunidade bacteriana que se desenvolve no

sistema durante o periodo experimental também difere entre os tratamentos.

Parametros microbiologicos da agua

A contagem de bactérias heterotroficas vidveis foi significativamente maior (p<0,05)
nos tanques do sistema heterotréfico em comparacao com os tanques do sistema maduros no
inicio do experimento (Figura 9A). Esses resultados foram semelhantes aos relatados por Kim
et al. (2014), Pierri et al. (2015) e Espirito Santo et al. (2016) para o cultivo de camarao
marinho no sistema bioflocos. No entanto, ndo foi observada diferenca significariva (p=>0,05)
entre os tanques do tratamento quimioautotrofico e os demais tratamentos. Nao houve
diferengas significativas (p>0,05) na contagem de bactérias heterotroficas viaveis ao final do
experimento entre os tratamentos (Figura 9). Nao houve diferencas significativas (p>0,05) na
contagem de Vibrio spp. na agua nem no inicio e nem no final do experimento entre os
tratamentos (Figura 9B). Esses resultados foram semelhantes ao observados por Espirito Santo
et al. (2016) usando melago como fonte de carbono no sistema bioflocos para L. vannamei.

Como nos sistemas maduros e quimioautotréficos ndo foi necessario remover os solidos
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durante as cinco semanas do experimento; essa condicdo pode ter ajudado a aumentar a

concentragdo de Vibrio spp. nesses tratamentos.

Figura 9. Contagem de bactérias heterotroficas totais e Vibrio spp. na 4gua no inicio (A)
e no final (B) do cultivo em sistema de bioflocos com o camardo-branco-do-pacifico
(Litopenaeus vannamei) estocado na densidade de 350 camardes m™ utilizando
diferentes sistemas (heterotrofico, quimioautotrofico € maduro) por 35 dias.
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Meédia + DP. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os
tratamentos na mesma linha pelo teste de Tukey.

Analise metagenomica

O sequenciamento gerou um grande numero de dados brutos, totalizando 23.625

sequéncias, das quais 15.012 (média de 5.004 sequéncias por amostra) estavam no inicio do
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experimento e 8.613 no final do experimento (média de 2.871 sequéncias por amostra). As
curvas de rarefacdo dos tratamentos em diferentes estagios do experimento (inicial e final) sdo
mostradas na Figura 3. Foi observado que o nimero de Unidades Taxondmicas Operacionais
(UTOs) variou entre 350 e 600. Um bom indice de cobertura (min = 99,78 e max = 100,00)
indicou amostragem quase completa das comunidades bacterianas (Figura 10). A UTO foi
maior na fase inicial do experimento no sistema maduro e na fase final do experimento em

todos os tratamentos.

Figura 10. As curvas de rarefagdo mostram o numero de UTOs nos sistemas quimioautotrofico (Q),
heterotréfico (H) e maduro (M) nas fases inicial e final do cultivo do camar@o-branco-do-pacifico
(Litopenaeus vannamei) estocado na densidade de 350 camardes m™, utilizando diferentes sistemas
(A). As unidades taxonémicas operacionais (UTOs) foram baseadas em 97% de similaridade de
sequéncia (B). O numero de sequéncias amostradas indica o numero de leituras de sequenciamento.
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Os resultados da analise metagendmica mostraram que a comunidade microbiana
associada ao sistema bioflocos ¢ representada por 10 filos (Figura 11). Proteobactérias e
Bacteroidetes sao as bactérias dominantes na aquicultura e ocupam uma propor¢dao muito
grande em todos os tratamentos (Wei et al., 2016; Luo et al., 2017; Martinez-Cordova et al.,

2018; Cienfuegos et al., 2018; Deng et al., 2018; Martins et al., 2020).
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Figura 11. Composigdo bacteriana a nivel de filo dos sistemas quimioautotrofico (Q), heterotrofico
(H) e maduro (M) das fases inicial e final do cultivo do camarao-branco-do-pacifico (Litopenaeus
vannamei) estocado na densidade de 350 camardes m™ utilizando diferentes sistemas fertilizagdo da

agua.
100% N ———— D
I
Filo filtrado

TE:“-“ - _ Acidobac-tﬂ"a
- [ . Actinobacteria
E I Bacteroidetes
<
Ts;) . Chiloroflexi
S Cyanobacteria
QO  50%
<§ . Gemmatimonadetes
E Patescibacteria
=]
23 Planctomycetes

Proteobacteria
250 . Verrucomicrobia
bu
0% - . : . : -
Q H M Q_fina H_final M_final

Tratamentos

Proteobactérias e Bacteroidetes sao responsaveis por compor a maioria da diversidade
no oceano (Madigan et al., 2014). As Proteobactérias formam um dos maiores filos, sdo
bactérias Gram-negativas e algumas bactérias desse filo sdo responsaveis pela fixa¢do do
nitrogénio (Falkiewicz-Dulik et al., 2005). Sao divididas em cinco classes; alfa, beta, gama,
delta e epsilon (Madigan et al., 2014). As Bacteroidetes sdo bactérias Gram-positivas e sao
conhecidas por sua significativa diversidade metabodlica, sdo responsaveis pela degradagao de
varios biopolimeros e compostos humicos (Madigan et al., 2014). S3o divididas em trés
classes: Bacteroides, Flavobacteria e Sphingobacteria.

No inicio do experimento, ambos os filos representaram 98% de abundancia relativa
no tratamento heterotrofico, 95% no tratamento maduro e 99% no tratamento
quimioautotrofico. No final do experimento, essa abundéncia relativa mudou para 89% no
tratamento heterotréfico, 91% no tratamento maduro e 90% no tratamento quimioautotrofico.
A abundancia relativa de Proteobacteria diminuiu do inicio ao fim do experimento em todos
os tratamentos. No tratamento heterotrofico, a abundancia relativa foi de 90% para 67%, no

tratamento maduro, de 68% para 60% e no tratamento quimioautotréfico, de 77% para 72%.
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As Bacteroidetes aumentaram sua abundancia relativa nos tratamentos heterotrofico de 8%
para 22% e no maduro de 27% para 31%.

A mudancga na concentragdo de Proteobacteria para Bacteroidetes pode ser devido ao
acimulo de matéria organica no sistema, onde muitas espécies de Bacteroidetes sao
responsaveis pela mineralizagdo da matéria organica, além da entrada de carbono nesses dois
tratamentos (Zhang et al., 2019). No tratamento quimioautotréfico, este Filo diminuiu do
inicio para o final do experimento (22% a 18%). A quantidade de ortofosfato disponivel no
sistema quimioautotrofico pode ter alterado a abundancia dessas bactérias. As Bacteroidetes
desempenham um papel importante na ciclagem de compostos que apresentam fosforos
inorganicos e organicos com baixo peso molecular (Rofner et al., 2016).

Trés outros filos estavam presentes em menor abundancia relativa como
Actinobacteria, Clhoroflexi e Gemmatimonadetes (Figura 12). Clhoroflexi (2-5%) estava
presente apenas no final do experimento em todos os tratamentos. As Actinobacteria (1-3%)
estavam presentes apenas no inicio do experimento no tratamento maduro ¢ em todos os
tratamentos ao final do experimento. As Gemmatimonadetes (1-2%) estavam presentes no
inicio do experimento apenas no tratamento heterotréfico e no final do experimento nos
tratamentos heterotrofico e quimioautotrofico. As bactérias menos abundantes (<0%) foram

Acidobacteria, Cyanobacteria, Patescibacteria, Planctomycetes e Verrucomicrobia.
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Figura 12. Abundancia relativa (%) dos cinco principais filos dos sistemas quimioutotrofico
(Q), heterotrofico (H) e maduro (M) das fases inicial e final do cultivo do camarao-branco-do-
pacifico (Litopenaeus vannamei) estocados na densidade de 350 camardes m™ utilizando
diferentes sistemas de fertilizacdo da agua.
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Actinobactérias sao bactérias Gram-positivas e apresentam filamentos ramificados,
sdo bactérias quimiorganotréficas (saprofitas) que nos lagos sdo responsaveis por degradar
acidos nucleicos e proteinas (Madigan et al., 2014). Além disso, podem desempenhar um
importante papel bioldgico, como a reciclagem de biomateriais. Algumas espécies estdo
relacionadas a comportamentos mutualistico ou parasitario com plantas e animais
(Goodfellow e Williams, 1983). Este grupo de bactérias possui potenciais cepas probidticas
para a aquicultura e esta associado a microbiota intestinal do camardo L. vannamei (Schleder
et al., 2019). Elas sdo responsaveis pela produ¢do de muitas enzimas hidroliticas (quitinase,
quitinolitica, acidos graxos, celulolitica, hidrolisante de nitrila, amilolitica, proteolitica e
liolitica), podendo fornecer beneficios nutricionais para o cultivo do camarao marinho (Das

et al., 2008). Essas bactérias apresentam crescimento lento (Aratijo, 1998) e, por esse motivo,
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estavam presentes apenas ao final do experimento nos tratamentos heterotroficos e
quimioautotroficos. No tratamento maduro por ser uma agua reutilizada, essas bactérias
aparecem no inicio, demonstrando seu potencial na ciclagem de nutrientes.

As Chloroflexi produzem energia a partir da luz, tém uma forma filamentosa alongada
e sdo encontradas no tratamento de dguas residuais (Falkiewicz-Dulik et al., 2005). Essas
bactérias crescem e consomem compostos produzidos por outros microrganismos e utilizam
também o mesmo tipo de substrato das Bacteroidetes, e, portanto, ¢ provavel a competi¢ao
entre essas espécies (Kragelund et al., 2006). Em nosso estudo, o tratamento quimioutotrdofico
apresentou uma diminui¢ao na quantidade de bactérias do filo Bacteroidetes do inicio para o
final do experimento, dando espaco para as bactérias do filo Chloroflexi.

As Gemmatimonadetes representam um filo bacteriano pouco compreendido com
apenas poucas espécies cultivadas. O primeiro membro desse filo foi descoberto em 2003 em
um lodo ativado do sistema de tratamento de esgoto (Zhang et al., 2003). Essas bactérias sao
encontradas em ambientes marinhos, sedimentos, solos e lodo industrial (Zeng et al., 2006).
Esse filo provavelmente precisa de uma carga de matéria orginica alta para se desenvolver
nos sistemas de aquicultura, e por esse motivo apareceu apenas no final do experimento. Luo
et al. (2017) e Deng et al. (2018) relatam esse filo no sistema de aquicultura usando diferentes
fontes de carbono no sistema de bioflocos.

Nossos resultados demonstram que as diferentes estratégias de fertilizacao da agua no
sistema bioflocos induziram mudancas na composi¢do da microbiota da 4dgua durante o
experimento e, além disso, o tempo do experimento pode alterar a abundancia relativa das
comunidades bacterianas. Cardona et al. (2016) mostraram que as comunidades bacterianas
eram diferentes entre o sistema bioflocos (BF) e o sistema de agua limpa (CW) devido a
alteracOes nos fatores ambientais biodticos e abidticos.

A riqueza e a diversidade aumentaram do inicio para o final do experimento em todos
os tratamentos, sendo mais expressivas nos tratamentos heterotréficos e quimioautotréficos
(Figura 13). Em geral, o indice de diversidade e riqueza apresentou valores crescentes entre

as fases inicial e final.
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Figura 13. Indices de riqueza e diversidade dos sistemas quimioautotrofico (Q), heterotréfico
(H) e maduro (M) nas fases inicial e final do cultivo em bioflocos do camarao-branco-do-
pacifico (Litopenaeus vannamei) estocados na densidade de 350 camardes m™ utilizando
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Os resultados da andlise do sequenciamento metagendmico rarefeito (MDS)

mostraram que a composicao das comunidades bacterianas na agua do sistema heterotréfico,

maduro e quimioautotrofico eram relativamente diferentes e ao decorrer do experimento as

comunidades bacterianas foram alteradas pela entrada de matéria organica no sistema (Figura

14).
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Figura 14. Sequenciamento profundo metagenomico rarefeito (MDS) da dgua dos sistemas
quimioautotrofico (Q), heterotrofico (H) e maduro (M) das fases inicial e final do cultivo do
camarao-branco-do-pacifico (Litopenaeus vannamei) estocadas na densidade de 350 camardes
m™ usando diferentes sistemas de fertilizagdo da agua.
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A Figura 15 mostra as 20 espécies mais abundantes de bactérias dos tratamentos
heterotrofico, maduro e quimioautotrofico. Rhodobacteraceae foi mais abundante em todos
os tratamentos nos dois tempos de amostragem. Esses achados corroboram com estudos
anteriores realizados no sistema de bioflocos, como Martins et al. (2020). Alguns
pesquisadores relataram efeitos probidticos com essas bactérias, onde diminuiram a
mortalidade contra o Vibrio spp. (Balcazar et al., 2007).

Flavobacteriacea foi mais abundante nos tratamentos quimioautotréfico e maduro
para o tempo de amostragem inicial e no tempo de amostragem final em todos os tratamentos.

Essas bactérias representam um dos microrganismos mais abundantes em ambientes aquaticos
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(Kirchman, 2002). Pilotto et al. (2018) relataram que esta bactéria era a principal familia de
Bacteroidetes presente no intestino médio de L. vannamei cultivado em bioflocos e em sistema
de agua clara. Saprospiraceae foi mais abundante nos tratamentos quimiorautotrofico e
maduro para o tempo inicial de amostragem e no tratamento maduro para o tempo final de
amostragem. Martins et al. (2020) encontraram essas bactérias apenas em tratamento maduro
e se relacionaram ao aparecimento de nitrato no sistema. Halieaceae foi mais abundante nos
tratamentos quimioautotréfico € maduro para o tempo inicial de amostragem e em todos os
tratamentos para o tempo final de amostragem. Schveitzer et al. (2020) encontraram essa
familia apenas no tratamento com 1030 mg L' de soélidos suspensos totais no sistema de
bioflocos. Kiloniellaceae foi mais abundante nos tratamentos quimioautotréfico e maduro
para o tempo inicial de amostragem e no tratamento maduro para o tempo final de
amostragem. S@o bactérias mesofilicas, quimio-heterotroficas, com resposta tipica do
crescimento marinho e moderadamente halotolerante. O metabolismo ¢ aerdbico e
facultativamente anaerdbico, com nitrato como aceitador de elétrons (Wiese et al., 2009). Esta

caracteristica explica sua abundancia nos tratamentos quimioautotréfico e maduro.
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Figura 15. O mapa de calor da analise microbiana do nicleo que mostra a distribui¢ao da
familia dos trés tratamentos: quimioautotréfico (Q), heterotrofico (H) e maduro (M).
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O mapa de calor indica a densidade relativa para cada filo de bactéria em cada amostra.
A coloracdo branca representa os menores valores e a coloragdo vermelha representa os
valores mais elevados. As siglas Q, H, M, Qfinal, Hfinal, Mfinal indicam os tratamentos
quimiautotréfico inicial, heterotrofico inicial, maduro inicial, quimioautotréfico final,

heterotrofico final e maduro final, respectivamente.

Vibrionaceae foi mais abundante no final do experimento nos tratamentos maduro e
quimioautotrofico. Essa relagdo pode estar relacionada ao acumulo de matéria organica nesses
sistemas ¢ também a auséncia de remoc¢ao de solidos nesses sistemas. O tratamento

heterotrofico teve os soélidos removidos em trés momentos, a fim de reduzir o risco de
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entupimento branquial e exigir niveis adequados de oxigénio dissolvido. Portanto, podemos
concluir que a remogao de sdlidos ¢ importante ndo apenas para o entupimento de branquias,
mas também como controle de bactérias oportunistas como o género Vibrio (Hargreaves

2013).

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Uma imagem do biofloco ¢ mostrada na Figura 16. Os flocos sdo semelhantes em
forma, mas variam em tamanho variando de 20 a 500 um. A microestrutura dos bioflocos
examinada por MEV nao mostrou diferenga significativa entre os tratamentos. Arias-Moscoso
et al. (2016) encontraram tamanhos semelhantes variando de 3 a 800 um no sistema bioflocos
para camarao L. vannamei. O tamanho do biofloco pode desempenhar um papel importante
na qualidade em termos de composi¢do nutricional e retencdo de nitrogénio pelos animais
(Ekasari et al., 2014). Os individuos (bactérias, algas, protozoarios, nematdides) em um
biofloco se agregam pela secre¢ao de lodo bacteriano (Thong, 2014). A estrutura dos bioflocos
pode ser favoravel ou ndo ao desenvolvimento de alguns grupos de microrganismos, € no caso
do grupo nitrificante, torna-se necessarias condi¢cdes ideais para o estabelecimento de
microcolOnias para garantir a eficacia no processo de nitrificagdo (Souza et al., 2019). O

processo de nitrificagdo ocorreu em todos os tratamentos.
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Figura 16. Observacdes de microscopia eletronica de varredura de (A) superficie de tratamento
heterotréfico (dia 1), (B) superficie de tratamento heterotrofico (dia 35), (C) superficie de
tratamento maduro (dia 1), (D) superficie de maduro tratamento (dia 35), (E) superficie do
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Desempenho do camarao

Nao foi observada diferenca significativa (p>0,05) no desempenho zootécnico do
camarao marinho entre os tratamentos (Tabela 11). O peso médio final dos camardes nos
tratamentos chegou a 9,6 g em 35 dias de experimento. O L. vannamei possui uma boa
adaptacdo e rusticidade as condigdes ambientais que ndo interferem no seu crescimento. Os

picos de compostos nitrogenados no tratamento heterotréfico ndo interferiram no crescimento



&3

do camardo. O peso final e ganho de peso dos camardes cultivados em sistema de bioflocos
aumenta devido aos beneficios nutricionais gerados pela alta produtividade natural presente
nos sistemas (Wasielesky et al. 2006). A taxa de crescimento foi semelhante a obtida por
Jatoba et al. (2014) no sistema bioflocos. Os FCRs para os trés tratamentos foram <1,7 e taxa
de sobrevivéncia ficou acima de 90%. A sobrevivéncia e as FCRs encontradas estavam de
acordo com o esperado em sistemas de bioflocos (Scopel et al., 2011; Pierri et al., 2015;

Espirito Santo et al., 2016).

Tabela 11. Desempenho zootécnico do camarao-branco-do-pacifico L. vannamei cultivado em
sistema de bioflocos em diferentes sistemas de fertilizacdo de dgua: heterotrofico, quimioautotrofico
e maduro por 35 dias, estocados a uma densidade de 350 camardes m=.

Parametros Heterotrofico Maduro Quimioautotroéfico
Peso médio final (g) 9,85+0,87 9,81+0,47 9,42+0,83
Crescimento semanal (g semana™) 1,28+0,70 1,27+0,44 1,19+0,41
Biomassa final (Kg) 942,87£120,21 961,70+51,98 938,87+54,08
Sobrevivéncia (%) 90.9+6.24 93,3+2.57 91,6+3,59
Taxa de conversao alimentar 1,37+0,36 1,48+0,13 1,62+0,19
Produtividade (Kg m) 3,14+0,40 3,20+0,17 3,12+0,18

Meédia = DP. As diferentes letras indicam diferenca significativa (p <0,05) entre os tratamentos na
mesma linha pelo teste de Tukey.

Conclusao

Em resumo, os tratamentos quimioautotrofico e maduro destacaram-se por sua
capacidade de manter a qualidade da 4gua em niveis constantes. O desempenho do camarao
revelou que sistemas heterotrofico, maduro e quimioautotréfico sao boas abordagens para o
gerenciamento do camarao usando o BFT. Nosso estudo sugere que diferentes estratégias para
a prepara¢do da agua afetaram a diversidade e variedade de microrganismos presentes no
sistema bioflocos, resultando em uma comunidade bacteriana rica que pode ajudar a controlar

a qualidade da agua e servir como fonte de proteina microbiana.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Foi possivel contribuir para o desenvolvimento do sistema superintensivo de cultivo
de camardes marinhos, através da manipula¢ao da comunidade microbiana do bioflocos. As
estratégias de fertilizacdo do tanque demonstraram resultados satisfatorios para os parametros
zootécnicos, composicao centesimal do floco, controle da qualidade de 4guam e alteragdo na
riqueza ¢ diversidade de bactérias no sistema. A presenca das bactérias nitrificantes desde o
inicio do experimento mantém os pardmetros de qualidade de agua, em especial a amonia e o
nitrito em niveis ideais para o cultivo de L. vannamei sem a necessidade de adicionar carbono
organico no tanque, o que confere uma menor producao de lodo no sistema contribuindo para

a sustentabilidade da carcinicultura.
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