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RESUMO

O presente estudo avaliou trés diferentes preparos de agua salobra para estimulo de bactérias
quimioautotréficas em salinidade de 15 mg L!: tratamento de combinacio de sais; tratamento
de 4gua do mar diluida em 4gua doce e; tratamento com sal comercial para d4gua marinha,
durante 67 dias. O tratamento de combinacao de sais foi elaborado com os sais cloreto de sddio
(NaCl) sem adi¢ao de iodo e antiumectante, cloreto de magnésio (MgCl), sulfato de magnésio
heptahidratado (MgS0Os4), cloreto de calcio di-hidratado (CaCly), cloreto de potéssio (KCI) e
bicarbonato de s6dio (NaHCO:s). O tratamento com sal comercial foi elaborado com o sal da
marca Nutratec®, feito para salinizagdo artificial da dgua. Os tratamentos foram estimulados,
inicialmente, com os sais cloreto de amoénio (NH4Cl) e nitrito de sddio (NaNO.) para acelerar
o processo de nitrificacdo. Durante o estudo, analises fisico-quimicos da agua foram feitas para
verificar a qual momento o sistema estaria estdvel para receber camardes adultos da espécie
Litopenaeus vannamei. Durante o periodo de estimulagdo das bactérias quimioautotroficas, os
niveis de nitrogénio amoniacal N-NH3 do tratamento de combinagdo de sais foram
estatisticamente mais altos (5,02 mg L) em relagdo aos tratamentos de 4gua do mar diluida e
com sal comercial 1,37 mg L' e 1,84 mg L'!, respectivamente. O tratamento de combinagio de
sais apresentou niveis seguros de amonia a partir da 5% semana, j& os tratamentos de agua do
mar diluida e com sal comercial, a partir da 3* semana. Em relagdo ao nitrito, o tratamento de
combinagio de sais obteve niveis mais baixos quando comparados aos outros — 10,81 mg L
no tratamento de combinagio de sais contra 17,57 mg L! no tratamento de 4gua do mar diluida
e 20,60 mg L' no tratamento com sal comercial, mas os niveis seguros foram observados a
partir da 8* semana no tratamento de combinagao de sais, na 6* semana no tratamento de agua
do mar diluida e na 7* semana no tratamento com sal comercial. Apos 53 dias, todos os
tratamentos apresentaram niveis seguros e estaveis dos compostos nitrogenados, sucedendo,
assim, o povoamento dos tanques com densidade de 1,2 kg de camardes por m®, com peso
inicial de 13,5 + 0,4 g. Apds 13 dias com tanques povoados, o peso médio final dos camardes
nao apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos. A sobrevivéncia final no tratamento
de 4gua do mar diluida (72,6 + 14,55%) foi estatisticamente maior em relagcdo ao tratamento de
combinagdo de sais (38,7 = 19,89%). Ja o tratamento com sal comercial ndo apresentou
diferenca significativa aos demais (53,2 = 14,31%). Os resultados indicam que em todos os
tratamentos se obteve estimulacdo de bactérias quimioautotroficas e controle dos compostos
nitrogenados, mas em momentos diferentes, contudo, todos permaneceram estaveis e
controlados a partir do 51° dia. Entretanto, a sobrevivéncia dos animais ndo foi a esperada no
tratamento de combinacdo de sais, podendo estar relacionado aos sais utilizados para
preparagdo da agua, refor¢ando a necessidade de mais estudos para viabilidade deste processo
para diminui¢@o de custos para o preparo de dgua salinizada artificialmente.

Palavras-chave: Aquicultura. Bactérias quimioautotroficas. Nitrificagdo. Salinidade artificial.



ABSTRACT

The present study evaluated three different preparations of brackish water to stimulate
chemoautotrophic bacteria in salinity of 15 mg L™': salt combination treatment; treatment of sea
water diluted in fresh water and; treatment with commercial salt for marine water, for 67 days.
The salt combination treatment was carried out with sodium chloride salts (NaCl) without
addition of iodine and anti-wetting agent, magnesium chloride (MgClz), magnesium sulfate
heptahydrate (MgSQOs4), calcium chloride dihydrate (CaClz), potassium (KCIl) and sodium
bicarbonate (NaHCOs). The commercial salt treatment was made with Nutratec® brand salt,
made for artificial salinization of water. The treatments were initially stimulated with
ammonium chloride (NH4Cl) and sodium nitrite (NaNO,) salts to accelerate the nitrification
process. During the study, physical-chemical analyzes of the water were carried out to verify at
what moment the system would be stable to receive adult shrimp of the species Litopenaeus
vannamei. During the period of stimulation of the chemoautotrophic bacteria, the levels of
ammoniacal nitrogen N-NH3 from the salt combination treatment were statistically higher (5.02
mg L") compared to the diluted seawater and commercial salt treatments 1.37 mg L' and 1.84
mg L, respectively. The salt combination treatment showed safe levels of ammonia from the
5th week, while the diluted seawater and commercial salt treatments from the 3rd week
onwards. Regarding nitrite, the salt combination treatment obtained lower levels when
compared to the others - 10.81 mg L! in the salt combination treatment versus 17.57 mg L'! in
the diluted seawater treatment and 20 .60 mg L' in the commercial salt treatment, but safe
levels were observed from the 8th week in the combination salt treatment, in the 6th week in
the diluted seawater treatment and in the 7th week in the commercial salt treatment. After 53
days, all treatments showed safe and stable levels of nitrogen compounds, thus succeeding the
stocking of the tanks with a density of 1.2 kg of shrimp per m®, with an initial weight of 13.5 +
0.4 g. After 13 days with populated tanks, the final average weight of shrimp showed no
statistical difference between treatments. The final survival in the diluted seawater treatment
(72.6 = 14.55%) was statistically higher compared to the combination salt treatment (38.7 +
19.89%). The treatment with commercial salt showed no significant difference to the others
(53.2 £ 14.31%). The results indicate that in all treatments, stimulation of chemoautotrophic
bacteria and control of nitrogen compounds were obtained, but at different times, however, all
remained stable and controlled from the 51st day onwards. However, the survival of the animals
was not what was expected in the treatment of combination of salts, which may be related to
the salts used to prepare the water, reinforcing the need for further studies on the feasibility of
this process to reduce costs for the preparation of artificially salinized water.

Palavras-chave: Aquaculture. Chemoautotrophic bacteria. Nitrification. Artificial salinity.
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1 INTRODUCAO
1.1 Carcinicultura e produgdes em salinidades baixas

Dentre as espécies mais produzidas na aquicultura, o camarao-branco-do-pacifico
(Litopenaeus vannamei) se destaca com cerca de 5,4 milhdes de toneladas em 2019,
representando cerca de 52% de toda producao de crustaceos em cativeiro. A Organizacdo afirma
que o Brasil ¢ o 10° pais maior produtor de crusticeos, com cerca de 62 mil toneladas em 2018,
sendo basicamente produgdo do camardo-branco-do-pacifico, onde a regido nordeste do pais
lidera a producdo em tanques escavados tradicionais e com grandes volumes de agua (IBGE,
2019; FAO, 2021). Por outro lado, produg¢des de camario marinho no interior do pais, em
salinidades baixas, ja ¢ realidade, e profissionais buscam gradualmente técnicas para aprimorar
este tipo de producao.

Os sistemas de produgdo que utilizam salinidades baixas tendem a expandir em areas
interiores, pois ¢ uma alternativa para investidores que almejam atender um mercado consumidor
em ascensdo. Este tipo de produgdo se deu inicio em paises como a Tailandia, Australia, China,
india, Estados Unidos e México (BOYD; THUNJAI 2003) e se desenvolveu mesmo com
desvantagens inerentes, como varidveis da qualidade da dgua e diminui¢do da tolerdncia do
camardo a compostos toxicos, principalmente o nitrito (CHEN; LIN 1992; SCHULER;
BOARDMAN:; FLICK 2010; RAMIREZ-ROCHIN et al., 2016). Fatores, sobretudo as doengas
enfrentadas pela carcinicultura e o alto custo de imdveis costeiros, igualmente sdo condigdes
para contribuirem para expansdo de produgdes alternativas em regides distantes do litoral
(JORY; DIXON, 1999; WASIELESKY et al., 2013). Entretanto o dificil acesso a 4gua marinha
limita a produgdo, para isto existe, no mercado, sal marinho especifico para salinizacao artificial
da agua, mas acaba se tornando uma pratica de alto custo para os produtores (SOWERS et al.
2006), ndo sendo a realidade de muitas produgdes atuais no Brasil.

Hoje, j& existem producdes interioranas no pais que produzem o camardo em
salinidades baixas com 4gua artificial, mas muitos problemas sdo enfrentados. Uma das maiores
dificuldades ¢ a baixa sobrevivéncia dos animais, que pode ser causada por dificuldade em
controlar os compostos toxicos, especialmente o nitrito, devido as salinidades mais baixas, bem
como a forma de preparar a agua salgada artificial, visto que a quantidade de informagdes nao
concretas em relacdo ao correto balango i6nico da agua faz com que o produtor ndo tenha

certeza da melhor forma de preparagio da 4gua, causando grandes problemas na produgio!.

! Comunicagdo pessoal do autor, em 11 de abril de 2021, por vivéncia em fazenda de produgio.
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A vista disso, a combinagio de alguns sais e minerais que sdo principalmente utilizados
na agricultura pode trazer condi¢gdes favoraveis de balango i6nico para producdo do camarao
Litopenaeus vannamei. Parmenter (2007) afirma que para se conseguir sucesso na salinizagao
artificial da 4gua, ¢ necessario determinar as concentragcdes minimas de ions e cations ideais
para que o camardo possa desempenhar todas suas func¢des fisioldgicas. Parmenter et al. (2009)
alegam que para ser economicamente viavel a salinizagao artificial da 4gua, o uso de produtos
quimicos de baixo custo e facilmente disponiveis seria de grande importancia para os
produtores. Além disso, estudos indicam que a combinagdo de cloretos (cloretos de sédio,
potassio, calcio e magnésio) preparados nas mesmas propor¢des idnicas encontradas na agua
do mar, pode trazer resultados satisfatérios de crescimento e sobrevivéncia dos animais
(ATWOOD et al. 2003; SOWERS et al. 2006), no qual Parmenter et al. (2009) obtiveram
sobrevivéncias maiores de 80 % em tratamentos que utilizaram salinidade de 15 g L™! com
combinagdo de sais e minerais, mas também afirmam que o desenvolvimento de novas

tecnologias de cultivo ¢ essencial para o crescimento da carcinicultura.

1.2 Tecnologia de bioflocos (BFT)

A busca por métodos de producdo que visam maior produtividade e biosseguranca
parece ser uma resposta para a producao sustentavel a custos mais baixos (DE MOURA, 2020;
TAW, 2010), uma vez que o progresso da industria da aquicultura tradicional ¢ desafiado pela
disponibilidade limitada de recursos naturais e pelo impacto da producdo no meio ambiente
(COSTA-PIERCE et al., 2012). O desenvolvimento da aquicultura mais responsavel deve se
concentrar no conceito de sistemas que, apesar de sua alta produtividade e lucratividade,
utilizem menos recursos, incluindo dgua e espago fisico, € a0 mesmo tempo tenham menor
impacto possivel sobre o meio ambiente (ASCHE et al. 2008).

Desta forma, a tecnologia de producdo em bioflocos (BFT) foi desenvolvida baseada
no principio da reciclagem e fixacdo de nutrientes residuais, em sua maioria o nitrogénio, em
biomassa microbiana que possui diversas funcdes vantajosas no sistema de produgdo
(AVNIMELECH, 2009). Esse tipo de tecnologia, normalmente, ¢ um sistema fechado, com
pouca ou nenhuma renovagao de dgua e que permite altas densidades de estocagem de animais
nos tanques de produgao (BURFORD et al., 2003), diferente de sistemas tradicionais. “Biofloco
ou simplesmente “floco” ¢ um termo geral para um conjunto de componentes vivos (bactérias,
cianobactérias, algas, fungos, protozoarios) e ndo vivos (detritos, alimentos ndo consumidos,
produtos residuais) que formam agregados suspensos em muitos ecossistemas aquaticos,

incluindo sistemas de producao aquicola” (SAMOCHA et al., 2017, p. 21). Os bioflocos, além
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de controlar os compostos nitrogenados da agua, servem como alimento — ou suplemento
alimentar para os animais de cultivo (AVNIMELECH et al., 2010).

Para o desenvolvimento dos bioflocos no sistema, € necessaria uma fonte de matéria
organica — como racao nao consumida, residuos de camardes ou um composto organico
adicionado artificialmente e, ap6s cerca de trés semanas, os agregados comegam a ficar
suficientemente densos para colorir a 4gua e ocupar o sistema (MONROY-DOSTA et al.,
2013). Ademais, o desenvolvimento dos flocos ¢ afetado por uma série de outros fatores, como:
temperatura, oxigénio dissolvido, pH, carga organica, luz ¢ movimentacdo da agua (DE
SCHRYVER et al., 2008; OGELLO et al., 2014).

As principais bactérias que compdem o biofloco, em termos gerais, sao heterotroficas
e quimioautotroficas, essas que controlam os compostos nitrogenados toxicos da agua
(SAMOCHA et al., 2017; SOUZA et al., 2019). As bactérias heterotroficas apresentam taxas
de crescimento e producio de biomassa de dez a quarenta vezes maiores — o que pode se tornar
um problema pelo excesso de s6lidos suspensos na agua, e também promover o maior consumo
de oxigénio do sistema. Além disso, as bactérias heterotroficas utilizam fonte de carbono
organico para producdo de energia, este que pode ser incorporado por meio de produtos como
o0 agucar, melaco de cana, farelo de arroz, dextrose, entre outros itens que apresentam carbono
em sua composicao (SERRA et al., 2015), sendo a relagdo carbono: nitrogé€nio para progressao
dessas bactérias cerca de 15:1 (AVNIMELECH, 1999; SAMOCHA et al., 2017).

Em relacdo as bactérias quimioautotroficas, essas realizam a nitrificagdo oxidando
amoOnia em nitrito e, posteriormente, a nitrato (FURTADO; POERSCH; WASIELESKY,
2015). O nitrato € muito menos toxico do que os outros compostos, mas em altas concentragoes,
pode reduzir o crescimento e a sobrevivéncia dos camardes (KUHN, 2010). O procedimento da
nitrificagdo ¢ bastante confiavel, uma vez j& estabelecido no sistema, mas esse processo pode
ser inconsistente, especialmente no que diz respeito a biomassa necessaria de bactérias
quimioautotréficas (RAY et al., 2011; FERREIRA et al., 2020). Devido ao crescimento lento
dessas bactérias, o nitrito tende a se acumular em concentracdes significativas em ambientes de
producdo sem renovacao de dgua (HARGREAVES, 2006), tornando-se ainda mais téxico em

sistemas de salinidade baixa.

1.3 Nitrito e nitrifica¢ao
O nitrito ¢ uma consequéncia da nitrificagdo da amdnia, e existe um efeito contrario
entre a concentracao do ion cloreto e a absor¢ao do nitrito na hemolinfa dos camardes, no qual

Jensen (2003) e Tomasso (2012) acreditam que o ion nitrito compete pelo mesmo local de
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transporte que os ions de cloreto localizado nas células branquiais, assim, a absor¢ao de nitrito
aumenta em ambientes hiposmoticos devido as baixas concentra¢des de ions de cloreto na agua.
O acumulo do nitrito em produgdes deteriora a qualidade da 4gua, reduz o crescimento, aumenta
o consumo de oxigénio e até mesmo pode causar alta mortalidade dos camardes (CHEN;
CHEN, 1992; VINATEA et al., 2010).

Por conta disso, os meios de estimulagdo das bactérias nitrificantes se tornam uma
opg¢ao para controle dos compostos toxicos da agua, e foi constatado por FERREIRA et. al
(2020) que uso de sais de cloreto de amonio (NH4Cl) e nitrito de sddio (NaNO») aceleram o
processo de nitrificacdo pelas bactérias quimioautotréficas sem a necessidade de adicao de
carbono organico, mantendo, assim, a qualidade da 4gua em niveis constantes e adequados para
0s camaroes.

Assim sendo, a necessidade de métodos eficazes de manutengao dos parametros de
agua ¢ essencial para auxiliar o desenvolvimento da carcinicultura interiorana, no qual
produtores, muitas vezes, tém dificuldades em controlar os compostos toxicos da dgua, em
especial o nitrito, que se torna ainda mais toxico em salinidade baixa. A estimulagdo das
bactérias nitrificantes pode ser uma alternativa para contribuir para o crescimento da aquicultura

superintensiva.

1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo Geral

Aprimorar técnicas de produgdo superintensiva do camardo-branco-do-pacifico em
agua salobra, oferecendo a nitrificagdo para o controle de compostos nitrogenados pela

estimulag¢do quimioautotrofica.

1.4.2 Objetivos Especificos
e Comparar efeitos da nitrificagdo no sistema quimioautotréfico de biofloco em agua
salobra com diferentes preparagdes de agua: salinizacdo com combinagdo de sais;
salinizagdo com sal comercial; 4gua do mar diluida.
e Comparar a composicao do balancgo i6nico dos modos de preparo da agua.

e Avaliar a nitrificagdo do sistema apds o povoamento com camardes.

1.5 ESTRUTURA DO TRABALHO
O desenvolvimento deste trabalho est4 apresentado na forma de artigo cientifico que

sera submetido a publicacdo na revista do Boletim do Instituto de Pesca.
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2 ARTIGO CIENTIFICO
Estimulacio da nitrificacio em sistema de biofloco quimioautotréfico em agua salobra

Resumo

O presente estudo avaliou trés diferentes preparos de dgua salobra para estimulo de bactérias
quimioautotréficas em salinidade de 15 mg L!: tratamento de combinacio de sais; tratamento
de agua do mar diluida em agua doce e; tratamento com sal comercial para 4gua marinha,
durante 67 dias. Durante o periodo de estimulacio das bactérias quimioautotroficas, os niveis
de nitrogénio amoniacal N-NH3 do tratamento de combinacao de sais foram estatisticamente
mais altos (5,02 mg L™!) em relagdo os tratamentos de 4gua do mar diluida e com sal comercial
1,37 mg L' e 1,84 mg L', respectivamente. O tratamento de combinacio de sais apresentou
niveis seguros de amoénia a partir da 5* semana, ja os tratamentos de agua do mar diluida com
sal comercial, a partir da 3* semana. Em relacao ao nitrito, o tratamento de combinagao de sais
obteve niveis mais baixos quando comparados ao outros — 10,81 mg L no tratamento de
combinagio de sais contra 17,57 mg L' no tratamento de 4dgua diluida e 20,60 mg L' no
tratamento com sal comercial, mas os niveis seguros foram observados a partir da §* semana no
tratamento de combinagdo de sais, na 6* semana no tratamento de 4gua do mar diluida e na 7°
semana no tratamento com sal comercial. Apos 51 dias, todos os tratamentos apresentaram
niveis seguros e estdveis dos compostos nitrogenados, sucedendo, assim, ao povoamento dos
tanques com densidade de 1,2 kg por m® de camardes adultos da espécie Litopenaeus vannamei,
com peso inicial de 13,5+ 0,4 g. Ap6s 13 dias de povoamento, o peso médio final dos camardes
ndo apresentou diferenga estatistica entre os tratamentos. A sobrevivéncia final no tratamento
de dgua do mar diluida (72,6 + 14,55%) foi estatisticamente maior em relagdo ao tratamento de
combinagdo de sais (38,7 = 19,89%). Ja o tratamento com sal comercial ndo apresentou
diferenca significativa aos demais (53,2 = 14,31%). Os resultados indicam que em todos os
tratamentos se obteve estimulacdo de bactérias quimioautotréficas e controle dos compostos
nitrogenados, mas em momentos diferentes, contudo, todos permaneceram estaveis e
controlados a partir do 51° dia. Entretanto, a sobrevivéncia dos animais ndo foi a esperada no
tratamento de combinacdo de sais, podendo estar relacionado aos sais utilizados para
preparagdo da agua, reforgando a necessidade de mais estudos para viabilidade deste processo
para diminui¢do de custos para o preparo de dgua salinizada artificialmente.

Palavras-chave: Aquicultura. Bactérias quimioautotréficas. Nitrificagdo. Salinidade artificial
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Abstract

The present study evaluated three different preparations of brackish water to stimulate
chemoautotrophic bacteria in salinity of 15 mg L!: salt combination treatment; treatment of sea
water diluted in fresh water and; treatment with commercial salt for marine water, for 67 days.
During the period of stimulation of the chemoautotrophic bacteria, the levels of ammoniacal
nitrogen N-NH3 from the salt combination treatment were statistically higher (5.02 mg L)
compared to the diluted seawater and commercial salt treatments 1.37 mg L' and 1.84 mg L™,
respectively. The salt combination treatment showed safe levels of ammonia from the 5th week,
while the seawater treatments diluted with commercial salt, from the 3rd week. Regarding
nitrite, the salt combination treatment obtained lower levels when compared to the others -
10.81 mg L in the salt combination treatment against 17.57 mg L in the diluted water
treatment and 20.60 mg L! in the commercial salt treatment, but safe levels were observed from
the 8th week in the combination salt treatment, in the 6th week in the diluted seawater treatment
and in the 7th week in the commercial salt treatment. After 51 days, all treatments showed safe
and stable levels of nitrogen compounds, thus succeeding the stocking of the tanks with a
density of 1.2 kg per m3 of adult shrimp of the species Lifopenaeus vannamei, with an initial
weight of 13.5 + 0 .4 g. After 13 days of stocking, the final average weight of shrimp showed
no statistical difference between treatments. The final survival in the diluted seawater treatment
(72.6 = 14.55%) was statistically higher compared to the combination salt treatment (38.7 +
19.89%). The treatment with commercial salt showed no significant difference to the others
(53.2 £ 14.31%). The results indicate that in all treatments, stimulation of chemoautotrophic
bacteria and control of nitrogen compounds were obtained, but at different times, however, all
remained stable and controlled from the 51st day onwards. However, the survival of the animals
was not what was expected in the treatment of combination of salts, which may be related to
the salts used to prepare the water, reinforcing the need for further studies on the feasibility of
this process to reduce costs for the preparation of artificially salinized water.

Palavras-chave: Aquaculture. Chemoautotrophic bacteria. Nitrification. Artificial salinity.
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2.1 INTRODUCAO

Os sistemas de producgdo que utilizam salinidades baixas tendem a expandir em areas
interiores, pois € uma alternativa para investidores que almejam atender um mercado
consumidor em ascensao. Fatores, sobretudo as doencgas enfrentadas pela carcinicultura e o alto
custo de imoveis costeiros, igualmente sdo condi¢des para contribuirem para expansdo de
producdes em 4areas alternativas em regides distantes do litoral (JORY; DIXON, 1999;
WASIELESKY et al., 2013). Por outro lado, um grande problema que as producdes interiores
enfrentam ¢ que as instalagdes podem nao ter acesso facil a agua do mar, sendo que, neste caso,
¢ necessario prepara-la de forma artificial, adicionando sais e minerais na d4gua doce para atingir
o balango i6nico ideal para os camardes. Existe, no mercado, sal marinho especifico para
salinizacdo artificial da 4gua, mas acaba se tornando uma pratica de alto custo para os
produtores (SOWERS et al. 2006), ndo sendo a realidade de muitas produgdes atuais no Brasil.

Hoje, ja& existem producdes interioranas no pais que produzem o camardo em
salinidades baixas com 4gua artificial, mas muitos problemas sao enfrentados. Uma das maiores
dificuldade ¢ a baixa sobrevivéncia dos animais, que pode ser causada por dificuldade em
controlar os compostos toxicos, especialmente o nitrito, devido as salinidades mais baixas, bem
como a forma de preparar a dgua salgada artificial, visto que a quantidade de informagdes ndo
concretas em relacdo ao correto balango i16nico da agua faz com que o produtor ndo tenha
certeza da melhor forma de preparagio da 4gua, causando grandes problemas na produgio.

A tecnologia de producdo em bioflocos (BFT) foi desenvolvida baseada no principio
da reciclagem e fixacdo de nutrientes residuais, em sua maioria o nitrogénio, em biomassa
microbiana que possui diversas fun¢des vantajosas no sistema de producao (AVNIMELECH,
2009). As principais bactérias que compdem o biofloco, em termos gerais, sao heterotroficas e
quimioautotrdoficas, essas que controlam os compostos nitrogenados téxicos da agua
(SAMOCHA et al., 2017; SOUZA et al., 2019). As bactérias heterotroficas apresentam taxas
de crescimento e producao de biomassa de dez a quarenta vezes maiores — o que pode se tornar
um problema pelo excesso de sélidos suspensos na agua, € também promover 0 maior consumo
de oxigénio do sistema.

Em relagdo as bactérias quimioautotroficas, essas realizam a nitrificagdo oxidando
amonia em nitrito e, posteriormente, a nitrato (FURTADO; POERSCH; WASIELESKY,

2015). O nitrato € menos toéxico do que os outros compostos, mas em altas concentragdes, pode

! Comunicagdo pessoal do autor, em 11 de abril de 2021, por vivéncia em fazenda de produgio.
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reduzir o crescimento e a sobrevivéncia dos camardes (KUHN, 2010). O procedimento da
nitrificagdo € bastante confiavel, uma vez ja estabelecido no sistema, mas esse processo pode
ser inconsistente, especialmente no que diz respeito a biomassa necessaria de bactérias
quimioautotréficas (RAY et al., 2011; FERREIRA et al., 2020). Devido ao crescimento lento
dessas bactérias, o nitrito tende a se acumular em concentragdes significativas em ambientes de
producdo sem renovagao de agua (HARGREAVES, 2006), tornando-se ainda mais téxico em
sistemas de salinidade baixa.

O nitrito ¢ uma consequéncia da nitrificagdo da amonia, e existe um efeito contrario
entre a concentracao do ion cloreto e a absor¢ao do nitrito na hemolinfa dos camardes, no qual
Jensen (2003) e Tomasso (2012) acreditam que o ion nitrito compete pelo mesmo local de
transporte que os ions de cloreto localizado nas células branquiais, assim, a absor¢ao de nitrito
aumenta em ambientes hiposmoticos devido as baixas concentragdes de ions de cloreto na dgua.
O actimulo do nitrito em produgdes deteriora a qualidade da 4gua, reduz o crescimento, aumenta
o consumo de oxigénio e até mesmo pode causar alta mortalidade dos camardes (CHEN;
CHEN, 1992; VINATEA et al., 2010).

Por conta disso, os meios de estimulacdo das bactérias nitrificantes se tornam uma
opgdo para controle dos compostos toxicos da agua, e foi constatado por FERREIRA et. al
(2020) que uso de sais de cloreto de amonio (NH4Cl) e nitrito de sodio (NaNO) aceleram o
processo de nitrificagdo pelas bactérias quimioautotréficas sem a necessidade de adi¢ao de
carbono organico, mantendo, assim, a qualidade da 4gua em niveis constantes e adequados para

0s camaroes.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Localizagdo e periodo do experimento

O estudo foi realizado no Laboratorio de Camardes Marinhos (LCM), localizado na
Estacdo de Maricultura Elpidio Beltrame, Barra da Lagoa, Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil.
O experimento teve um periodo total de 66 dias, no qual 53 dias foram de estimulagdo do
sistema quimioautotréfico e 13 dias foram do sistema povoado com camardes.
2.2.2 Delineamento experimental

O experimento foi realizado em trés tratamentos (Tabela 1) em quadruplicata

distribuidos aleatoriamente.
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Tabela 1 — Defini¢do de cada tratamento e quantidade de macroelementos utilizados para preparagdo
da 4dgua do mar artificial com combinacao de sais e composicdo do sal comercial da marca Nutratec®.

Tratamento Composicao

Cloreto de Sodio (NaCl): 13,15 g L'!; cloreto de potassio (KCl): 0,32 g L!;
cloreto de calcio (CaCl2 . 2H20): 0,72 g L''; sulfato de magnésio (MgSO4 . 7
H20): 4,21 g L'!; cloreto de magnésio (MgCI2 . 6H20): 2,59 g L'!;
bicarbonato de sédio (NaHCO3): 0,13 g L.

Agua do mar diluida — 53% de 4gua marinha (33 mg L' de salinidade) e 47%
de agua doce.

Combinagao de sais

Agua do mar diluida

Sodio: 9 g L'; célcio: 420 mg L!; magnésio: 1250 mg L!; potassio: 400 mg
Sal comercial L!; estroncio: 6 mg L!; boro: 5 mg L!; cloretos: 16 g L!; brometos: 60 mg
L!; sulfatos: 2,5 g L!; carbonatos: 110 mg L' e elementos-trago.

O tratamento de combinacao de sais foi feito com agua salinizada por combinacao de
sais adaptada de Bidwell e Spotte (1985) — cloreto de sddio (NaCl) sem adicdo de iodo e
antiumectante, cloreto de magnésio (MgCl), sulfato de magnésio heptahidratado (MgSOs),
cloreto de calcio di-hidratado (CaCl), cloreto de potassio (KCI) e bicarbonato de sodio
(NaHCO:).

O tratamento de 4gua do mar diluida foi preparado com dgua do mar proveniente da
captagdo pelo LCM e foi diluida em dgua doce sem cloro.

Ja a agua com salinizagdo correspondente ao tratamento com sal comercial foi
preparada com o sal da marca Nutratec®, que fornece os principais minerais encontrados na
dgua oceanica (cloro, sodio, célcio, potassio, magnésio e sulfato) e foi, do mesmo modo, diluido
em agua doce sem cloro nas proporg¢des indicadas pelo fabricante para atingir a salinidade de
15gL".

Em todos os tratamentos foi utilizado agua doce de uso doméstico proveniente da
Companhia Catarinense de Agua e Saneamento (CASAN), sendo preparados com salinidade
de 15 g L'! e mantidos com variagdo de + 0,5 g L!. A diluigdo tanto dos sais como da dgua do
mar foi monitorada com o multiparametro (YSI 30 Digital Salinity Meter) até atingir a
salinidade desejada.

Os principais cations da dgua (Na*, K¥, Mg?* e Ca®") foram analisados em todos os
tratamentos para verificar a concentracdo de cada um (Tabela 2). Amostras da agua foram
coletadas e congeladas no inicio do experimento. Antes da analise, as amostras foram
centrifugadas a 14000 RPM (modelo MiniSpin Plus, Eppendorf, Alemanha) e entdo diluidas
com agua deionizada (sistema Milli-Q, Millipore, EUA). Conforme a metodologia proposta por

RIZELIO et al. (2012), os ensaios foram conduzidos em sistema de eletroforese capilar (modelo
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7100, Agilent Technologies, EUA). As concentracdes dos cations da dgua do mar em salinidade

de 32 mg L sdo de acordo com PINHEIRO et al. (2020).

Tabela 2 — Concentragcdes média e proporc¢des dos principais cations da dgua dos tratamentos em
salinidade de 15 mg L"!. Também os valores da dgua do mar captada do LCM em 32 mg L.

Combinaciio de sais  Agua do mar diluida  Sal comercial Agua do mar

Cations (15mgL™h (15mg LM (15mg LM (32mgL"
Na" (mg L) 9585,9 10052,7 9180,9 18644
K* (mg L) 503,2 556,7 466,6 674
Mg (mg L) 1126,2 1087,8 1056,7 2166,4
Ca> (mg L) 734,4 783,6 812,2 1164,4
Na:K 19,1:1 18,1:1 19,7:1 27,7:1
Ca:K 1,5:1 1,4:1 1,7:1 1,7:1
Mg:Ca 1,5:1 1,4:1 1,3:1 1,9:1
Mg:K 2,2:1 2,0:1 2,3:1 3,2:1

2.2.3 Preparacao dos tanques

Os tanques eram circulares (Figura 1) com volume de 500 L, total e 350 L de dgua de
volume util cada, foram equipados com termostatos e aquecedores de 500 W, onde a
temperatura foi mantida em 28+1°C. Aeragio (02> 5+1 mg L) foi mantida por mangueiras
microperfuradas (Aero-Tube®) em forma de anel no centro dos tanques, conectadas a um
soprador de ar. Quatro substratos artificiais (Needlona®) de 0,80 m por 0,80 m cada foram
distribuidos em cada tanque para que aumentasse a area de superficie em 100%. Apos o
povoamento, bandejas de alimentagdo foram utilizadas para controle de sobras de racdo. Além

disso, o fotoperiodo de 12:12 horas foi mantido durante todo o experimento.
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Figura 1 — Unidades experimentais de 350 L de volume 1til, composta por quatro

substratos artificiais, cano central para drenagem de agua, mangueira de aeragdo e

termostato regulado a 28 °C.
i | 4

\ i
| |

2.2.4 Preparacao do sistema quimioautotrofico

Todos os tratamentos foram iniciados com a adicdo de 1 mg L' de nitrogénio
amoniacal (N-NH3) e 1 mg L' nitrogénio de nitrito (N-NO,) pelos sais cloreto de aménio
(NH4Cl) e nitrito de sodio (NaNQO), e foram estimulados até o 51° dia para vir ocorrer a
estabilizacao do sistema quimioautotréfico.

A aplicacao do nitrito de sodio foi realizada até o 8° dia, pois a partir de entdo, o nitrito

apresentou niveis altos, tirando a necessidade de aumentar os niveis deste composto no sistema.

2.2.5 Manejo da qualidade de agua

O oxigénio dissolvido (OD) foi monitorado uma vez ao dia (medidor de oxigénio
dissolvido YSI 550A). Os compostos nitrogenados, como nitrogénio amoniacal (N-NH3) —
método de indofenol com trione (GRASSHOFF et al. 1983), nitrogénio de nitrito (N-NO2) —
método de Griess (STRICKLAND & PEARSONS, 1972), alcalinidade (APHA, 2005 - 2320B),
salinidade (YSI 30 Digital Salinity Meter) e pH (Tecnal Tec-5, Piracicaba, SP) até o 22° dia
foram monitorados diariamente, seguido de trés vezes na semana a partir de entdo. Nitrato
(APHA, 2005 - 2540D) foi avaliado a cada 15 dias.

Para controlar a alcalinidade acima de 120 mg L', de acordo com Samocha et al.

(2017), foi utilizado hidroxido de calcio Ca(OH): (cal hidratada) e bicarbonato de sddio
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Para manter a salinidade estdvel, sempre que se elevava 0,5 g L', era adicionado 4gua

doce até atingir 15 g L' novamente.

2.2.6 Aclimatacao e povoamento

Antes dos camardes serem distribuidos nas unidades experimentais, cerca de 450
animais foram retirados de um dos tanques de cultivos do LCM — esse que apresentava
salinidade de 33 g L', e foram distribuidos igualmente em trés tanques de 1000 L cada, onde a
salinidade de 33 g L' foi reduzida para 15 g L'! em um periodo de 8 horas, no qual foi
adicionada 4dgua doce sem cloro até que a salinidade experimental fosse alcangada. Apos esse
periodo, os camardes permaneceram por mais cerca de 15 horas nos tanques de 1000 L — para
verificar se ocorreriam mortalidades e, em seguida, foram devidamente distribuidos nos tanques
experimentais.

Um total de 372 camardes da espécie L. vannamei com peso médio de 13,5 £ 0,11 g
foram distribuidos nos 12 tanques, totalizando 31 camardes por unidade experimental,

mantendo a densidade de 1,2 kg de camardes por m°.

2.2.7 Alimentacao

Os camardes foram alimentados quatro vezes ao dia de acordo com a tabela de
alimentacdo de Van Wyk e Scarpa (1999). Ra¢do comercial de 35% de proteina bruta (Guabi
Potimar 1,6 mm) foi utilizada. O consumo de racdo foi controlado através das bandejas de

alimentagdo dispostas nos tanques.

2.2.8 Monitoramento dos camardes

Diariamente era observado possiveis mortalidades. Os animais mortos eram retirados
e contabilizados, sendo diminuida a quantidade de racdo ofertada de acordo com as sobras de
alimentos nas bandejas.

Foi realizada biometria uma semana apds o povoamento para estimar o crescimento
através de 10 % da populacdo de cada tanque. Os animais pesados foram devolvidos a mesma
unidade experimental. Em seguida do calculo de peso médio, foi possivel ajustar a quantidade
de ragdo ofertada. Ao final do experimento, foi realizada uma despesca e a ultima biometria
para quantificar a biomassa final, peso médio e a sobrevivéncia total (%), com a contagem de

todos 0s animais.
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¢ Biomassa final (g) = soma total dos pesos dos animais

biomassa (g)

¢ Peso médio final =
d (g) nimero final de animais

numero final de camardes
*100

¢ Sobrevivéncia (%) = — — -
numero inicial de camardes

2.2.9 Analise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de um fator para verificar
as diferencas entre tratamentos. Quando houve diferencas significativas, foi aplicado o teste de

Tukey. Todos os testes foram realizados com nivel de significancia de 0,05.

2.3 RESULTADOS
2.3.1 Parametros fisico-quimicos da dgua durante nitrificacao

Durante o periodo de estimulagdo quimioautotréfica do sistema (entre o dia 1 e o dia
53), o tratamento de combinagao de sais apresentou niveis mais altos de amdnia em relag¢ao os
outros dois tratamentos, mas em relacdo ao nitrito, o tratamento de combinagao de sais obteve
niveis mais baixos (Tabela 3). No que se refere ao nitrato, os niveis ndo apresentaram diferengas
significativas entre os tratamentos, assim como em relacdo a alcalinidade, pH, oxigénio
dissolvido e salinidade. O tratamento de 4gua do mar diluida apresentou valores de temperatura
significativamente maiores aos outros tratamentos, mas ainda permanecendo dentro do ideal

para a eficécia do sistema.

Tabela 3 — Parametros fisico-quimicos da agua do sistema durante a nitrifica¢do por 53 dias.

Parametro Combinagcio de sais Agua do mar diluida Sal comercial
Nitrogénio amoniacal N-NH3 (mg L) 5,02 +£2,41° 1,37 + 1,06° 1,84 + 1,00°
Nitrogénio de nitrito N-NO, (mg L) 10,81, +5,11° 17,57 + 8,93° 20,60 + 13,15°
Nitrato N-NO; (mg L) 33,10 + 50,46 76,70 + 85,72 88,20+ 99,16
Alcalinidade (mg CaCO; L) 137,05 £30,27 140,70 £+ 36,06 138,60 + 37,16
pH 8,42+0,14 844+0,15 8,43 +0,30
Oxigénio dissolvido (mg L) 6,76 £ 0,27 6,75 £0,27 6,73 £0,24
Salinidade g L™! 15,14 £ 0,27 15,15+ 0,24 15,13 £0,27
Temperatura (°C) 28,52 +£0,47* 28,32 +0,26° 28,50 £0,29°

Dados apresentados como média + desvio padrdo.
As diferentes letras indicam diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos na mesma linha pelo teste de
Tukey.
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2.3.2 Parametros fisico-quimicos apos povoamento

Os parametros da dgua também foram analisados apos o povoamento do sistema, no
qual o tratamento com sal comercial apresentou niveis mais altos de amonia em relagdo aos
demais, mas ainda em niveis adequados para a espécie L. vannamei. O tratamento de dgua do
mar diluida mostrou diferenga significativa na temperatura em relagao aos outros tratamentos,
mas, da mesma forma, dentro dos padrdes adequados a espécie (Tabela 4).

Ja os parametros de nitrito, nitrato, alcalinidade, pH, oxigénio dissolvido e salinidade,

nao mostraram diferencas significativas entre os tratamentos.

Tabela 4 — Parametros fisico-quimicos da agua apds o povoamento do sistema em densidade de 1,2 kg
por m® de camaro-branco-do-pacifico (Litopenaeus vannamei) por 13 dias.

Parametro Combinacio de sais Agua do mar diluida Sal comercial
Nitrogénio amoniacal N-NH; (mg L) 0,02 + 0,022 0,02 + 0,02 0,07 £ 0,07°
Nitrogénio de nitrito NO> (mg L) 0,42 +0,15 0,32+0,18 0,33 +0,22
Nitrato NO3-N (mg L) 25,73 £5,99 28,45 +5,14 27,10 £ 7,57
Alcalinidade (mg CaCO; L) 202,20 + 31,48 195,70 £ 31,20 200,90 + 34,92
pH 8,39+ 0,04 8,44 £ 0,20 8,37 £ 0,05
Oxigénio dissolvido (mg L) 6,76 £0,27 6,75+0,27 6,72 £0,25
Salinidade g L'! 15,18 £ 0,16 15,16 £ 0,25 15,14 0,24
Temperatura (°C) 28,51+ 0,47* 28,24 +0,26° 28,50 £ 0,29°

Dados apresentados como média + desvio padrdo.
As diferentes letras indicam diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos na mesma linha pelo teste de
Tukey.

2.3.3 Parametros fisico-quimicos gerais

Ao longo de todo o experimento, os niveis de nitrogénio amoniacal N-NH3 comegaram
a apresentar baixas a partir do 8° dia (Figura 3a), e os tratamentos de 4gua do mar diluida e o
com sal comercial mostraram niveis proximos de zero por volta do 13° dia. Em relacdo ao
tratamento de combinacao de sais, isso foi observado a partir do 27° dia.

Os niveis de nitrito NO,-N permaneceram altos na maior parte do experimento em
todos os tratamentos (Figura 3b), no entanto, por volta do 35° dia, os niveis comegaram a
apresentar quedas, mas apenas a partir do 50° dia os niveis foram se tornando favoraveis nos
tratamentos de agua do mar diluida e com sal comercial. Ja no tratamento de combinagado de
sais, a partir do 58° dia os niveis se tornaram mais adequados para proceder ao povoamento

com camaroes.
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2.3.4 Desempenho zootécnico

Foi observado diferenca significativa na sobrevivéncia dos camardes no tratamento de
agua do mar diluida, apresentando sobrevivéncia superior ao de combinagdo de sais. J& o
tratamento com sal comercial ndo apresentou diferenca significativa aos demais.

Em relagdo a biomassa final, também houve diferenca significativa entre os
tratamentos de combinacdo de sais ¢ o tratamento de 4gua do mar diluida (Tabela 5), e no
tratamento com sal comercial ndo se observou diferenca estatistica aos demais. Nao houve

diferenca significativa em relagdo ao peso médio final dos camardes entre os tratamentos.

Tabela 5 — Pardmetros zootécnicos apos 13 dias de cultivo.

Tratamento Combinacio de sais Agua do mar diluida Sal comercial
Peso final 14,0+ 1,36 13,9+ 0,71 14,5+ 0,91
Biomassa final 168,92 + 85,42° 311,16 + 54,57° 237,15 + 54,78
Sobrevivéncia 38,7 +19,89* 72,6 = 14,55° 53,2+ 14,31

Dados apresentados como média + desvio padrao.
As diferentes letras indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos na mesma linha pelo teste de
Tukey.

2.4 DISCUSSAO

O pico da concentracdo de nitrogénio amoniacal N-NH3 nos tratamentos se deu por
volta do 7° dia, isso por conta do estimulo pelo sal cloreto de amdnio, mas observou-se que, a
partir da segunda semana, os niveis comec¢aram a baixar, o que indicou o inicio da nitrificacdo
pelas bactérias. Diferente dos tratamentos de dgua diluida e do sal comercial, o tratamento de
combinacdo de sais foi o Gltimo a apresentar niveis de amdnia proéximos de zero, o que pode
estar relacionado com os sais utilizados, o que atrasou o periodo da eficicia das bactérias
oxidantes de amonia.

E comum um pico de nitrito em sistemas de aquicultura que dependem da nitrificacio
para fazer o ciclo do nitrogénio (CHENG & CHEN, 2002). Neste estudo, os altos niveis do
nitrito ocorreram entre a 4* ¢ 5* semana nos tratamentos, indicando oxida¢ao da amodnia para
nitrito pelas bactérias. O tratamento de combinacao de sais apresentou niveis seguros de nitrito
posteriormente aos demais, o que preconiza maiores cuidados antes de suceder um povoamento
com animais.

As baixas concentracdes de amoénia a partir da segunda semana e os altos niveis de
nitrito demonstraram a alta produtividade das bactérias oxidantes de amodnia e baixa
concentracdo das bactérias oxidantes de nitrito, o que também foi constatado por Sharma e

Ahler (1977); Smith et al. (1997). O cloreto de amodnio que era aplicado no sistema
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imediatamente era convertido a nitrito, o que elevou ainda mais os niveis deste composto toxico
(SESUK et al., 2009).

O actimulo dos altos niveis de nitrito indicou que as oxidagdes de amonia e nitrito ndo
ocorreram nas mesmas propor¢des durante o experimento, ainda que a disponibilidade de
oxigeénio dissolvido, temperatura, pH e alcalinidade foram mantidos em limites 6timos. Desta
maneira, a entrada do sal de cloreto de amonio e a baixa concentracdo de bactérias oxidantes
de nitrito, talvez tenha sido a possivel explicacao para o alto acimulo de nitrito nos tratamentos.

Observou-se que o nitrato atingiu seu maior pico por volta do 30° dia em todos os
tratamentos e, a0 mesmo tempo, o nitrito comegou a apresentar quedas, indicando, assim, um
melhor resultado de nitrificagdo dos compostos nitrogenados.

Houve um decréscimo nos ultimos resultados das analises de nitrato, o que pode ter
sido resultado do processo de desnitrificagdo, em que as bactérias convertem o nitrato a
nitrogénio gasoso (VAN WYK & SCARPA, 1999; SCHMIDELL & SPILLER, 2005).

De acordo com Chen et al. (2006), para cada grama de amoénia oxidada para nitrito,
sdo consumidos aproximadamente 4,18 g de oxigénio e 7,07 g de alcalinidade, o que também
reduz o pH. No estudo em questdo, notou-se um alto consumo de alcalinidade pelas bactérias
nitrificantes, principalmente a partir da terceira semana. A utilizagdo do bicarbonato de sodio
(NaHCOs) demonstrou melhor efeito sobre a elevagdo da alcalinidade da agua e sem
interferéncia no aumento do pH em relagdo ao uso da cal hidratada.

Apds o povoamento com os camardes L. vannamei, os pardmetros fisico-quimicos da
agua se mantiveram adequados para a espécie. O nitrito NO2-N se manteve em média de 0,35
mg L nos tratamentos, o que é bem abaixo do nivel seguro (6,1 mgL'a 15 mg L de salinidade
e um pH de 8,0) recomendado por Lin e Chen (2003), indicando a efic4cia da nitrificagdao nos
tratamentos.

Um dos maiores desafios para a aquicultura em salinidades baixas ¢ a toxicidade do
nitrito. Os camardes L. vannamei tornam-se mais suscetiveis a este composto na condi¢do hipo-
osmotica (PONCE-PALAFOX et al., 1997). Neste estudo, a nitrificacdo foi bem-sucedida e se
manteve estavel mesmo com animais nos tanques e com o aporte de racdo. Da mesma forma
em relagdo a amoénia e nitrato, que manteve uma média considerada 6tima para animais de
cultivo (SAMOCHA et al., 2017; VAN WYK, 1999).

Os tratamentos com 4gua salinizada artificialmente apresentaram 6timos resultados
em relagdo aos compostos nitrogenados, mostrando que € possivel produzir camardes marinhos
com sal sintético, corroborando com estudos de Sowers et al. (2006), Parmenter (2007) e Pinto

(2019). Estes mesmos autores também tiveram bons resultados de desempenho zootécnico e
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sobrevivéncia com a espécie L. vannamei quando foi utilizado combinacao de sais comerciais
prontos com sais de baixo custo, a exemplo dos utilizados no tratamento de combinagdo de sais,
fazendo com que os custos de produgdo sejam mais baixos, sendo uma alternativa para o
sucesso da produgao.

O tratamento de combinagdo de sais pode ter tido alguma deficiéncia em
micronutrientes essenciais encontrados na dgua oceanica e no sal comercial, de modo que a
sobrevivéncia tenha sido afetada por isso, demonstrando resultados parecidos com os de
Atwood et al. (2003), este que, do mesmo modo, avaliou a sobrevivéncia de L. vannamei com
agua salinizada por combinacao de sais de cloreto de calcio, cloreto de sodio, cloreto de potassio

e cloreto de magnésio.

2.5 CONCLUSAO

Os diferentes modos de preparo da agua ndo interferem no controle dos compostos
nitrogenados, mostrando que as bactérias nitrificantes sdo, também, eficientes em agua salobra
tanto em dgua do mar diluida como em agua salinizada artificialmente. Entretanto, o preparo
da 4gua utilizando apenas 4dgua do mar diluida demonstrou melhores resultados na

sobrevivéncia dos camardes.
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