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RESUMO

O objetivo da tese foi determinar a viabilidade do uso da macroalga Ulva ohnoi em
sistema integrado com peixes e camardes cultivados em sistema BFT utilizando a
tilapia (Oreochromis niloticus) como consumidores organicos e a macroalga (Ulva
ohnoi) como consumidor inorganico. Foram realizados dois experimentos onde o
primeiro teve como objetivo determinar os limites suportados de salinidade da
macroalga Ulva ohnoi em um sistema de bioflocos. O experimento constituiu de cinco
tratamentos e trés repeticbes cada, totalizando 15 unidades experimentais
denominados: 1) salinidade 10 %o, 2) salinidade 15 %o, 3) salinidade 20 %o, 4)
salinidade 25 %o e 5) salinidade 30 %.: salinidade 30 %o.. As unidades experimentais
tinham 40 litros volume util, aeragdo, aquecedores e as macroalgas foram estocadas
a uma densidade de 2 g L' e o estudo teve a duragdo de 30 dias. Anterior ao inicio
do experimento foi realizado a aclimatagdo das macroalgas para atingir a salinidade
referente a cada tratamento. Semanalmente a agua dos tanques das algas era
renovada. Foram analisados ambénia, nitrito, nitrato, ortofosfato, alcalinidade, pH,
clorofila e carotenoides e compostos fendlicos. Através desse trabalho conclui-se que
na salinidade 15 %o diminuiu o crescimento e que € possivel produzir macroalgas sem
afetar seu crescimento e absorgcao de nutrientes nas salinidades 20 %o, 25 %o € 30 %o.
Assim, levando em consideragéo o objetivo de integrar essa espécie, recomendamos
a utilizacéo da salinidade entre 20 %o € 30 %0. Os demais parametros de qualidade de
agua nao foram alterados em decorréncia da salinidade, entretanto, toda biomassa de
macroalga do tratamento 10 %o, morreu nos primeiros dias experimentais. O segundo
trabalho teve como objetivo avaliar o sistema de aquicultura do IMTA em diferentes
densidades de macroalgas (U. ohnoi). O camarao (P. vannamei) foi utilizando como
espécie principal e a tilapia (O. niloticus) como consumidor organico. As densidades
testadas foram de sem macroalga, macroalga 1 g L' e macroalga 2 g L' de
macroalgas em sistema de bioflocos. O delineamento experimental construiu de trés
tratamentos e quatro repeticdes denominados: sem macroalgas, macroalgas 1 gL' e
macroalgas 2 g L-'. Cada unidade experimental constituia de um tanque de 800 L para
os camardes, um tanque de 90 L para os peixes e um tanque de 50 L para as
macroalgas onde apresentava uma bomba que fazia a troca de agua entre o tanque
dos camardes e peixes e uma vez por semana realizava a troca de agua das
macroalgas. A salinidade foi mantida em 20 %o, para as macroalgas e 18 %o para
camarodes e peixes. Os resultados obtidos no presente estudo comprovam que a
presencga de U. ohnoi no sistema IMTA com P. vannamei e O. niloticus beneficiou o
desempenho de todas as espécies através da recuperagao de nitrogénio e fosforo e
aumento da produtividade total, gerando um ganho ecolégico. Considerando que a
biomassa final de U. ohnoi foi semelhante, recomenda-se a utilizacdo de densidade
de 2 g L' em sistema multitréfico com camaréo e tilapia, uma vez que a recuperagao
de nutrientes por peixes foi maior nesta densidade e para os camardes uma maior
recuperacao para fosforo.

Palavras-chave: Aquicultura; Biomassa; Clorofila a; Retencao de nutrientes.



ABSTRACT

This thesis aimed to determine the viability of using seaweed Ulva ohnoi in an
integrated system with fish and shrimp cultured in a biofloc system, adopting tilapia
(Oreochromis niloticus) as an organic consumer and seaweed (Ulva ohnoi) as an
inorganic consumer. The study consisted of two experiments. The first aimed to
determine the salinity tolerance seaweed U. ohnoi can support in a biofloc system. The
experiment was carried out for 30 days and consisted of five treatments and three
replicates each, a total of 15 experimental units: 1) Salinity 10 %o; 2) Salinity 15 %o; 3)
Salinity 20 %o; 4) Salinity 25 %o; and 5) Salinity 30 %.. The experimental units had 40
liters, aeration, heaters, and seaweed were stocked at a density of 2 g L-'. Before the
beginning of the experiment, U. ohnoi was acclimatized to reach the salinity
corresponding to each treatment. The water in seaweed tanks was renewed weekly.
Ammonia, nitrite, nitrate, orthophosphate, alkalinity, pH, chlorophyll, carotenoids, and
phenolic compounds were analyzed. Through this work, it was concluded at salinity 15
%o U. ohnoi decreased its growth, and it is possible to cultivate this seaweed without
affecting its growth and nutrient absorption at salinities 20 %o, 25 %o, and 30 %o.
Therefore, for integration of this species, it is recommended to use salinity from 20 %o
to 30 %.. The salinities did not change the other water quality parameters, however, at
the salinity 10 %o, all seaweed biomass died in the first experimental days. The second
experiment evaluated the IMTA system in different densities of seaweed (U. ohnoi).
Shrimp (P. vannamei) was the main species, and tilapia (O. niloticus) was an organic
consumer. The densities tested were 0, 1, and 2 g L' of seaweed in a biofloc system.
The experimental design consisted of three groups with four replicates each: 1) No
seaweed; 2) Seaweed 1 g L"; and 3) Seaweed 2 g L'. Each experimental unit
consisted of an 800 L tank for shrimp, 90 L for tilapia, and 50 L for seaweed, with a
submerged pump to exchange water between the shrimp and fish tank, and once a
week, water from the seaweed tank was exchanged. Salinity was maintained at 20 %o
for seaweed and 18 %o for shrimp and fish. The results obtained in the present study
prove that the presence of U. ohnoi in the IMTA system with P. vannamei and O.
niloticus benefited the performance of all species through nitrogen and phosphorus
recovery and an increase in total productivity, generating an ecological gain.
Considering that U. ohnoi final biomass was similar, itis recommended to use a density
of 2 g L' in a multitrophic system with shrimp and tilapia since the nutrient recovery by
fish was higher at this density and shrimp had a higher phosphorus recovery.

Keywords: Aquaculture; Biomass; Chlorophyll a; Nutrient recovery.
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1 INTRODUGAO

1.1 CULTIVO EM SISTEMA DE BIOFLOCOS

O sistema de bioflocos (Biofloc Technology System — BFT) usa uma
tecnologia com baixa ou nenhuma troca de agua, com a finalidade de favorecer a
proliferacdo de microrganismos através de fertilizagdo de carbono na forma organica
ou inorganica (Crab et al., 2010). Isso resulta no aumento da produtividade, diminuicao
dos impactos ambientais, reuso da agua por diversos ciclos, manutengéo da qualidade
de agua e redugéao dos efluentes gerados (Avnimelech, 1999; Ballester et al., 2010;
Wasielesky et al., 2006).

Os microrganismos atuam metabolizando o nitrogénio proveniente da
excrecdo, alimentos n&o consumidos e residuos orgéanicos (Timmons & Ebeling,
2010). Através deste processo, o nitrogénio na forma de amobnia € removido e os
residuos sao reciclados servindo como fonte suplementar de alimentos para as
espécies cultivadas (Browdy et al., 2012).

Dois principais grupos de bactérias atuam na remogado deste composto
através das vias heterotrofica e quimioautotrofica. Na via heterotréfica, a adicao de
uma fonte de carbono organico (C:N = 15-20:1) é realizada para estimular a
proliferacdo de bactérias heterotroficas. Essas atuam na assimilacdo de aménia e
consequente formacgao da biomassa bacteriana (De Schryver et al., 2008; Serra et al.,
2015). Na via quimioautotrofica, ocorre a transformacdo completa da ambnia em
nitrato mediante a acdo de bactérias nitrificantes pertencentes a dois grupos. O
primeiro grupo € responsavel pela oxidacdo da aménia a nitrito, ja o segundo grupo
realiza a oxidagao do nitrito a nitrato. Para isso é necessario a adicdo de uma fonte
de carbono inorganico (Ebeling et al., 2006).

Além do nitrogénio, o fésforo e os sdélidos suspensos totais tendem a se
acumular no sistema devido reuso de agua por diversos ciclos produtivos. O nitrato é
o resultado do processo de nitrificagdo e apresenta toxicidade quando ultrapassa
concentragbes 150 mg L' (Furtado et al., 2015), afetando a sobrevivéncia dos
organismos devido ao seu efeito sobre a osmorregulacao impedindo o transporte de
oxigénio para os tecidos e indisponibilizando oxigénio para o metabolismo (Tahon et
al., 1988). Resultando em mortalidades, bem como inviabilizando a utilizagao da agua
por diversos ciclos de produc¢ao (Kuhn et al., 2010).
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Apesar de diminuir a quantidade de efluentes, o sistema produz uma elevada
quantidade de solidos suspensos totais (SST). Esses em excesso podem afetar o
desempenho zootécnico dos camardes, sendo necessaria a sua remog¢ao do ambiente
de producdo. E recomendado, portanto, manté-los abaixo de 600 mg L' (Gaona et al.,
2011; Schveitzer et al., 2013). O excesso de solidos é removido com auxilio de
decantadores, entretanto o efluente resultante € rico em nutrientes, especialmente
nitrogénio (N) e fosforo (P), que tem suas concentra¢cdes aumentadas ao longo do
ciclo de producdo. No entanto, quando descartado de maneira inadequada, esse
efluente pode contaminar o ambiente.

Nesse contexto, o desafio do sistema BFT é torna-lo mais sustentavel, com o
aproveitamento dos efluentes gerados durante o ciclo produtivo. Uma alternativa seria
a utilizacdo do conceito de aquicultura multitréfica integrada (AMTI), no intuito de
diminuir a alta carga de nutrientes organicos e inorganicos gerados no sistema BFT.
Isso é possivel, uma vez que o modelo utiliza animais de diferentes niveis troficos
compartilhando da mesma agua e, consequentemente, os nutrientes em um mesmo

sistema produzindo uma ou duas espécies a mais sem gastos extras.

1.2 AQUICULTURA MULTITROFICA INTEGRADA (AMTI)

O conceito de AMTI surgiu de observagdes no ambiente natural e foram
aplicados na aquicultura, onde os rejeitos organicos e inorganicos da espécie principal
sao utilizados por outras espécies de nivel tréfico inferior (Chopin et al., 2001). Os
primeiros sistemas AMTI foram desenvolvidos no mar, com o cultivo de salmao em
gaiolas flutuantes, integrado com mexilhdes (consumidor organico) e macroalgas
(consumidor inorgéanico). Os peixes sao alimentados e os rejeitos desse cultivo que é
formado por produtos organicos e inorganicos, sendo as partes organicas carregadas
pelas correntes marinhas e consumidas pelos mexilhdes e a parte inorganica
consumida pelas macroalgas.

E uma abordagem inovadora na criagdo de organismos aquaticos, que visa
aproveitar os beneficios das interagdes ecoldgicas entre diferentes espécies em um
sistema integrado. Nesse sistema, varias espécies sdo cultivadas em conjunto,
formando uma cadeia trofica em que os subprodutos de uma espécie sao

aproveitados como nutrientes por outras, criando um ciclo fechado e sustentavel.
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Diversos estudos tém explorado diferentes combinagdes de animais no
sistema de aquicultura multitréfica integrada (AMTI). Por exemplo, Troel et al. (2003)
investigaram a integracdo de peixes, crustaceos, moluscos e macroalgas e
comprovaram que o sistema AMTI pode ser uma alternativa para a absorcdo de
compostos inorgénicos nos sistemas de cultivo convencionais. Costa et al. (2021)
adicionaram camardes e Crassostrea gasar ao sistema BFT com intuito de reduzir os
SST, entretanto, a C. gasar nédo foi uma ferramenta eficaz para absorgdo dos
nutrientes organicos. Legarda et al. (2021) implementaram a combinacéo de
camaroes, tainhas (Mugil liza) e Ulva fasciata em sistema de bioflocos e observaram
que a integragdo da macroalga é factivel como também o incremento da
produtividade, maior reteng¢ao de nitrogénio e fésforo e maior concentragao de clorofila
e carotenoides da U. fasciata. Poli et al. (2019) integraram camardes, tilapias e planta
haléfita (Sarcocornia ambigua) e constataram uma maior produtividade no sistema
AMTI e menor concentragao de nitrato.

O sistema integrado de aquicultura multitréfica (AMTI) surge como uma
alternativa para lidar com os excedentes gerados no sistema de Bioflocos (BFT).
Nesse contexto, € fundamental escolher cuidadosamente as espécies a serem
integradas, levando em consideragao a maximizagao do aproveitamento dos efluentes
gerados. A salinidade € um fator limitante nesse processo, em que o desafio para
utilizacdo do AMTI é selecionar espécies que apresentam crescimento 6timo em
salinidades diferentes, integrando um mesmo sistema sem afetar seu desempenho e
utilizando os residuos da espécie principal. No entanto, algumas espécies de
camarao, tilapia e macroalga com tolerancia a variacdo de salinidade mostram-se

promissoras para o sistema AMTI.

1.3 CAMARAO

O camarao Penaeus vannamei € a principal espécie do sistema, e
amplamente produzida em o todo mundo (FAO, 2022). A faixa de salinidade suportada
para a espécie 0 a 50 %o (PILLAY 1990), todavia a faixa ideal de salinidade para a
espécie varia entre 15 e 25 (VINATEA, 1997) A espécie destaca-se devido sua
rusticidade, pois pode ser cultivada nas mais diversas densidades de estocagens,
adaptar-se rapidamente ao ambiente, além de apresentar altas taxas de crescimento,
sobrevivéncia e grande aceitacdo no mercado, possibilitando sua produgdo em
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sistemas como monocultivo, policultivo e cultivos integrados (Barbieri Jr.; Ostrensky,
2002; Neori et al., 2004).

1.4 TILAPIA

A tilapia Oreochromis niloticus € uma espécie de peixe cultivada mundialmente
devido a sua rusticidade e bom desempenho zootécnico, além de se adaptar as
variagbes ambientais e salinidades (Souza et al., 2005), podendo suportar até 36 %o
quando aclimatadas de forma adequada e gradual, sendo a faixa 6tima de salinidade
para espécie variando entre 5 e 10 %o (Al-Amoudl, 1987; El Sayed, 2006). Flutuagdes
nas concentracoes de salinidade podem causar estresse nos animais, alterando seu
estado homeostatico (Baldisserotto 2009). Além disso, € uma espécie ja cultivada em
sistema de bioflocos devido a sua adaptabilidade e capacidade de utilizar os flocos
como fonte de alimento (Crab et al., 2009; Poli et al., 2019a) demonstrando seu

potencial para utilizar os excedentes organicos do sistema.

1.5 MACROALGAS

As macroalgas sado consideradas biofiltros eficientes devido sua capacidade
de absorver nutrientes dissolvidos na agua, em especial nitrogénio e fésforo (Troell et
al., 2009). Esses nutrientes absorvidos sdo assimilados, armazenados e convertidos
em biomassa (Hanisak & Samuel, 1983). No género Ulva, podemos encontrar a
especie Ulva ohnoi, que possui distribuicdo global. Essa espécie € conhecida por ser
invasora e oportunista. Destaca-se devido sua capacidade de atingir altas biomassas
com elevado teor de proteinas (Pedersen, 1995; Rivers E Peckol, 1995; Robertson-
Andersson 2003).

Diversos fatores ambientais podem afetar o crescimento e a absorgcédo de
nutrientes da Ulva. Dentre eles, a salinidade € considerada a mais importante, devido
a sua redugao afetar negativamente o crescimento e a absorgao de nutrientes (Fong
et al., 1996, Martins et al., 2001). Logo, as espécies do género Ulva apresentam uma
tolerancia a salinidades variando entre 20 e 40 %o (Wu et al., 2018). Deste modo, é
possivel que as macroalgas tolerem altas concentracées de salinidade e tenham
estratégias diferentes para crescimento e absor¢ao de nutrientes. As algas verdes
apresentam a capacidade de suportar variagcbes de salinidade e apresentam
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crescimento oportunista, logo sdo capazes de rapida colonizagdo e crescimento
quando as condi¢des s&o favoraveis (Littler, 1980; Msuya; Neori, 2008).

As macroalgas do género Ulva estao sujeitas a variagdes ambientais, como
chuvas, exposicado solar e mudangas nas mares, que podem afetar a salinidade do
ambiente em que estdo presentes. Devido a essas condi¢bes, as macroalgas
desenvolveram mecanismos de adaptacao para lidar com as constantes flutuagdes
na salinidade. Como resultado, elas possuem uma capacidade notavel de se aclimatar
a diferentes niveis de salinidade, seja baixa ou alta (Lobban e Harrison, 1994). Taylor
et al. (2001) conduziram um estudo, utilizando quatro variedades de Ulva (U. curvata,
U. rigida, U. compressa e U. linza), sobre a tolerancia das macroalgas as variagdes
de salinidade, expondo-as a uma faixa de salinidade de 3 a 34 %.. Inicialmente, as
macroalgas estavam em uma salinidade de 32,3 e 34,7 %o. Surpreendentemente, as
espécies demonstraram uma notavel capacidade de tolerar as diferentes
concentragbes de salinidade e continuaram a crescer. Estudos realizados
comprovaram que a Ulva tem uma tolerancia a salinidade mais ampla do que algas
estritamente marinhas (Choi, 2010). Além disso, as espécies Ulva prolifera e U.
compressa apresentaram maiores taxas de crescimento em salinidade 20 %o (Wu et
al., 2018).

1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo geral

Determinar a viabilidade do uso da macroalga Ulva ohnoi em sistema

integrado com peixes e camardes cultivados em sistema BFT.

1.6.2 Objetivos especificos

Avaliar os parametros de qualidade de agua e produtivos da macroalga U.
ohnoi cultivados em bioflocos em diferentes salinidades (10, 15, 20, 25 e 30 %o).

Comparar as diferentes densidades da macroalga U. ohnoi (1 e 2 g L") no
cultivo integrado do camarao-branco-do-pacifico, tilapia-do-Nilo sobre os parametros
de qualidade de agua, produtivos e retengao de nitrogénio e fosforo.
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1.7 ESTRUTURA DO TRABALHO

A tese esta dividida em dois capitulos referentes aos artigos cientificos. O
primeiro capitulo tem como titulo “Cultivo de macroalga Ulva ohnoi com diferentes
salinidades em bioflocos” esta formatado nas normas da revista Boletim do Instituto
de Pesca. O segundo capitulo tem como titulo “Integrated multitrophic aquaculture
system applied to shrimp, tilapia, and seaweed (Ulva ohnoi) using biofloc technology”

esta publicado na revista Aquaculture.
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2  ARTIGOS CIENTIFICOS

2.1 CAPITULO I: CULTIVO DE MACROALGA ULVA OHNOI EM
DIFERENTES SALINIDADES COM BIOFLOCOS

Artigo formatado com as normas da revista Boletim do Instituto de Pesca, fator

de impacto 0.8.

Cultivo de macroalga Ulva ohnoi em diferentes salinidades com bioflocos
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Resumo

O crescimento acelerado das macroalgas esta relacionado as altas taxas de
fotossintese e capacidade de absorgdo de nutrientes, como nitrogénio e fosforo
dissolvido na agua, fazendo com que elas sejam visadas para integrar cultivos
multitréficos com o intuito de absorver nutrientes dissolvidos. O objetivo deste trabalho
foi determinar os limites suportados de salinidade da macroalga Ulva ohnoi em um
sistema de bioflocos. O delineamento experimental constituiu de cinco tratamentos e
trés repeticbes cada, totalizando 15 unidades experimentais denominados: 10 %eo:
salinidade 10 %o, 15 %o: salinidade 15 %o; 20 %o: salinidade 20 %o; 25 %o: salinidade 25
%o € 30 %o: salinidade 30 %o.. Tanques com 40 litros volume util, foram alocados em
estufa e o estudo teve a duragéo de 30 dias. Previamente ao inicio do experimento foi
realizada a aclimatacdo das macroalgas para atingir a salinidade referente a cada
tratamento. Inicialmente foi adicionado 60 % de agua de bioflocos filtrado (filtro Bag)
e o restante preenchido com agua do mar, a fim de atingir a salinidade inicial de 30 %o
para todos os tratamentos e diariamente diminuida duas partes da salinidade. As
macroalgas foram estocadas a uma densidade de 2 g L' e semanalmente a dgua dos
tanques das algas era renovada. Foram analisados amdnia, nitrito, nitrato, ortofosfato,
alcalinidade, pH, clorofila e carotenoides e compostos fendlicos. Os parametros de
qualidade de agua nao foram afetados em decorréncia das salinidades, entretanto, o
tratamento 10 %o teve mortalidade total das macroalgas, enquanto o tratamento 15 %o
obteve um desempenho inferior para o ganho de biomassa e taxa de crescimento para
em relacdo aos demais tratamentos testados (20 %o, 25 %o € 30 %0). Com esse estudo
observamos que € possivel produzir macroalgas sem afetar seu crescimento e
absorcao de nutrientes em salinidades 20 %o, 25 %o € 30 %eo.

Palavras-chave: Biomassa; Compostos antioxidantes; Nitrogénio.
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2.1.1 Introducao

O género Ulva, é reportado como um dos géneros marinhos e estuarinos mais
numerosos (Kraft et al., 2010). E considerado cosmopolita por ser encontrado no
ambiente marinho, regides entremarés, estuarinas e salobras. Apresenta crescimento
oportunista, ou seja, consegue crescer nas mais diversas condigdes climaticas e
ecoldgicas, fazendo com que seja adequado para cultivo em praticamente todos os
lugares (Msuya e Neori, 2002; Bem-ari et al., 2014).

As macroalgas marinhas s&o relatadas como fonte de biomassa para a
producéo de alimentos, ragdo animal, ingredientes bioativos, produtos farmacéuticos
e cosméticos (Bobin-Dubigeon et al., 1997; Cumashi et al., 2007; Legarda et al., 2021).
Além disso, a espécie Ulva ohnoi foi descrita no Japao e € considerada invasora em
varias partes do mundo, apresentando em sua composicao proteinas, vitaminas, sais
minerais, aminoacidos e acidos graxos poliinsaturados (Angell et al., 2015; Moustafa
e Eladel 2016).

Algumas espécies de macroalgas conseguem adaptar-se a condi¢des
adversas, podendo resistir a privagao de luz por longos periodos (Santelices et al.,
2002), diferentes concentragcdes de salinidade (0,5 a 49 %.) (Rybak 2015) ou
nutrientes (Luo et al., 2012).

Em areas influenciadas por estuarios ou marés, as macroalgas do género Ulva
estdo sujeitas a variagdes ambientais, como chuvas, exposicao solar e flutuagdes das
marés, que afetam a salinidade do ambiente em que estao inseridas. Como resultado,
essas macroalgas desenvolveram mecanismos de adaptagdo para lidar com as
constantes mudancgas na salinidade, o que Ilhes confere uma notavel capacidade de
aclimatacao a salinidades baixas ou altas (Lobban e Harrison, 1994). Em um estudo
realizado por Taylor et al. (2001), foram examinadas quatro variedades de Ulva (U.
curvata, U. rigida, U. compressa e U. linza) em relacao a tolerancia a variagoes de
salinidade. Todas as espécies foram capazes de tolerar salinidades entre 3 e 34 %o,
todavia as maiores taxas de crescimento foram registradas para algas cultivadas na
faixa de 6,8 a 27 %eo.

O rapido crescimento das macroalgas € atrelado as altas taxas de fotossintese
e capacidade de absorcao de nutrientes como nitrogénio e fésforo dissolvido (Naldi e
Wheeler, 2002). Estudos mostram a preferéncia da Ulva pelo nitrogénio na forma de
amoénia e nitrato. Ale et al. (2011) avaliaram a preferéncia de U. lactuca por ambnia e
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nitrato e verificaram um maior crescimento nos individuos cultivados com amodnia
16,4+0,18 % dia™' em comparagéo ao nitrato 9,4+0,72 % dia™'. Para o fésforo, as
macroalgas absorvem principalmente o ortofosfato, podendo ter seu crescimento
limitado pelo fésforo principalmente em ambientes onde as concentragdes de
nitrogénio s&o baixas (Lobban e Harrison, 1994). Por outro lado, nos sistemas
aquicolas o nitrogénio € o nutriente mais abundante podendo ser utilizado para
produgédo de macroalgas.

Todavia, o sistema BFT tende ao acumulo de nitrato no ambiente de produgao
devido a preferéncia de utilizar a via quimioautotréfica, o excesso de nitrato resulta em
mortalidades ou perda de desempenho dos organismos cultivados neste sistema
quando em elevadas concentragdes, bem como na inviabilidade da agua por diversos
ciclos de producgéo (Kuhn et al., 2010). Além disso, o sistema de bioflocos também é
rico em fosforo, quando liberados no meio ambiente sem prévio tratamento podem
causar eutrofizacdo do meio adjacente e gerando impactos negativos.

Assim, utilizando os conceitos de aquicultura multitréfica (AMTI) para diminuir
os excedentes produzidos no sistema BFT, podemos torna-lo um sistema ainda mais
sustentavel. Para isso, o modelo de cultivo devera integrar animais de diferentes
niveis tréficos compartilhando da mesma agua de producao, e consequentemente os
nutrientes em um mesmo sistema. Desta forma, os residuos organicos e inorganicos
gerados tornam-se recursos (alimento ou fertilizante) para outras espécies de nivel
trofico inferior que podem ser incluidas no sistema (Chopin et al., 2001).

Logo, as macroalgas desempenham um papel crucial em sistemas AMTI devido
sua capacidade de absorver compostos nitrogenados e fosfato (Troell et al., 2009),
além de alcancgar altas biomassas com elevado teor de proteinas (Robertson-
Andersson 2003). Ulva ohnoi € uma espécie de macroalga que tem despertado
interesse no cultivo devido a sua capacidade de se adaptar a uma ampla faixa de
salinidade. Além disso, vem despertando interesse para integrar com outras espécies
como o cultivo de camardes em baixa salinidade. E essencial, portanto, compreender
os limites de salinidade suportados pelas macroalgas cultivadas em sistemas BFT.

Com base nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi determinar os limites
suportados de salinidade da macroalga Ulva ohnoi cultivadas em um sistema de
bioflocos.
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2.1.2 Material e métodos

2.1.21 Localizagao

O experimento foi realizado no Laboratério de Camarbes Marinhos — LCM,
pertencente ao Departamento de Aquicultura da Universidade Federal de Santa
Catarina — UFSC, localizado em Floriandpolis — SC, Brasil, (longitude e latitude -
27.58207, -48.43958), realizado em margo de 2021 com duragao de 30 dias.

21.2.2 Material biolégico

As macroalgas da espécie U. ohnoi foram coletadas na lagoa de sedimentagao
do Laboratorio de Moluscos Marinhos (Florianépolis, Santa Catarina — Brasil), foram

limpas manualmente com agua do mar para retirar epifitas e animais aderidos.

2.1.2.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental constituiu de cinco tratamentos e trés repeticoes
cada, totalizando 15 unidades experimentais denominados: 10 %o: salinidade 10 %o,
15 %o: salinidade 15 %o; 20 %o: salinidade 20 %o; 25 %o: salinidade 25 %o € 30 %o:
salinidade 30 %.. As unidades experimentais consistiram em tanques quadrados
brancos com 40 litros de volume util que foram alocados em uma estufa para produgao
de macroalga.

Para a aclimatagado das macroalgas nas unidades, foi inserido 60 % de agua
de bioflocos filtrado (filtro Bag — 300 micras) e preenchida com agua do mar para
atingir a salinidade inicial de 30 %o para todos os tratamentos e diariamente duas
partes da salinidade foi diminuida até atingir a salinidade referente a cada tratamentos
(10,15, 20, 25 e 30 %o).

As macroalgas foram estocadas a uma densidade de 2 g L-! com sistema de
aeracao e aquecimento individuais, os nutrientes foram provenientes do cultivo de
camardes em bioflocos, considerando um fotoperiodo e irradidncia natural.

Semanalmente a agua dos tanques das algas foi renovada, assim, um volume de 60
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% de indculo de bioflocos e agua salgada e/ou doce foi adicionada para atingir as
salinidades dos respectivos tratamentos.

As macroalgas foram pesadas a cada semana para acompanhar o aumento de
biomassa, e ao final do experimento, foi considerado a biomassa final (kg), producéo

(kg m~2) e a taxa de crescimento da macroalga segundo Lignell e Perdesén (1989).

Y
Mg\ 't
(—) —1| x 100
M;

Sendo: Mf — biomassa final (g); Mi — biomassa inicial (g); t — tempo de cultivo.

2124 Inoculo de bioflocos
Caracterizacao do bioflocos (aménia, nitrito, alcalinidade, pH e salinidade)

utilizado como inoculo para encher as unidades experimentais.

Tabela 1. Parametros fisicos e quimicos da agua de bioflocos utilizada como inoculo.

Amoénia mg L™ Nitrito mg L™’ Alcalinidade mg L™ pH Salinidade
0,13 0,04 154 8,18 23,9
21.2.5 Manejo de qualidade de agua

O oxigénio dissolvido, temperatura e salinidade foram monitorados diariamente
com um oximetro digital (YSI Pro2030) e ajustados quando necessario com a
salinidade determinada inicialmente em cada tratamento. A concentragao de aménia
(N-AT) (Unesco, 1983), nitrito (N-NO2) (Strickland and Parsons, 1972), o nitrato (N-
NO:s) e ortofosfato (P-PO4) APHA (2012), alcalinidade (CaCO3) (APHA, 2012), pH (pH-
metro Tecnal®) foram mensurados duas vezes por semana, um dia antes e depois da

troca de agua.

2.1.2.6 Clorofila e carotenoides

Para determinar carotenoides e clorofila foram usados 100 pg de massa

liofilizada, ao final do experimento. A macroalga foi macerada com 2 ml de metanol.
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Apds 60 minutos incubadas a 4 °C no escuro, foram medidas as absorbéancias 665 e
652 nm para calcular a clorofila-a (Chla = 16,51 x A665 — 8,0962 x A652); também foi
medida a absorbancia 450 nm para calcular R-caroteno (=[A450/2,704 (ug)]
volume/peso, r2 =0,999), seguindo a metodologia descrita por Porra et al. (1989) e
Ritchie (2006).

21.2.7 Compostos fendlicos

Ao final do experimento, as amostras de macroalgas foram coletadas,
congeladas e posteriormente liofilizadas a -50 °C e 200 pHg (liofilizador L101,
LIOBRAS). Para o preparo dos extratos 0,15 g de cada amostra liofilizada foram
macerados com 3,75 ml de metanol 80 % (v/v), depois foram incubadas por uma hora
no escuro, centrifugadas (12.000 g x 10 minutos), apds esse processo, O
sobrenadante foi coletado para fazer a leitura. O conteudo total de compostos
fendlicos foi determinado por meio do método colorimétrico de Folin-Ciocateu (A = 750
nm), a metodologia esta descrita por Schiavon et al. (2012) com modificagdes. Foi
utilizada a curva padrao de acido galico (Sigma-Aldrich, st. Louis, MO, USA — 100 —
1250 ug ml-1, y = 0.0108X, r2 = 0.999). Os resultados foram apresentados como ug

de acido galico equivalente por g de massa.

21.2.8 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrao. Submetidos a testes
de normalidade (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Levene), com a comprovagao
dessas premissas, sera utilizada a Analise de Variancia Simples (ANOVA One-way) e
teste de Tukey para verificar as diferencas entre os tratamentos. O nivel de
significancia adotado foi de 5 % em todos os casos (p <0,05) (Zar 2010). Todas as

anadlises foram realizadas utilizando o software STATISTICA® versio 13.5.
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2.1.3 Resultados

2.1.31 Qualidade de agua

O oxigénio dissolvido foi mantido em 7 mg L', a temperatura em 28 °C e a
salinidade de acordo com cada tratamento. Os parametros de qualidade de agua
amodnia, nitrito, nitrato, fosfato e pH logo ap6s a troca de agua das unidades
experimentais nado apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos,
apresentando diferenga estatistica somente para alcalinidade (Tabela 1), um dia antes

a troca de agua apresentou diferenga estatistica para nitrito, nitrato e pH (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros fisicos e quimicos da agua depois da adi¢ao do inoculo ao
longo do periodo experimental de 30 dias de cultivo de U. ohnoi com agua de
bioflocos em diferentes salinidades (10 %o; 15 %o; 20 %o; 25 %o € 30 %o).

Trat"’(‘)me“t 10 %o 15 %o 20 %o 25 %o 30 %o Valor p
(Anr]';O'L‘_i?) 0,19+0,0 0,06+0,05 0,14+014 0,18+013 0,07+0,05 0,209
("r::g”@) 0,02:0,0 0,03:0,01 0,03:0,01 0,03t0,01 0,08:0,11 0,529
Nitrato 545,00  3,95¢1,08 2904067 345:087 425078 0,159
(mgL-1) ] -\, ] -1, ] -\, ] -\, ] -\, ]

(F rﬁ;ffﬂo) 025+00 050+024 0474019 0524020 0,50+020 0422

Alcalinidad . 89,5048,2 109,008, 121,505, 129,00+10
e(mgL) 80000 32 25b 97ve 52° <0,001

pH 825:00 820+006 819+007 819+006 817+007 0574

Dados s&o apresentados em Média + Desvio Padrao.
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Tabela 3. Parametros fisicos e quimicos da agua antes da adigdo do inoculo ao
longo do periodo experimental de 30 dias de cultivo de U. ohnoi com agua de

bioflocos em diferentes salinidades (10 %o; 15 %o; 20 %o; 25 %o € 30 %o).

Tratime”t 10 %o 15 %o 20 %o 25 %o 30 %o V‘;‘O'Or
(‘:‘nrgof_'% 0,15¢0,15 0,10+014  0,116+023 0,15+015 0,15+0,09 0,888
Nitrito - 0162013 4 67,0470 0.23:0,14°  0,20£0,05* 0,17:0,072 0,00

(mg L) 1
(m;rf_?) 387102 4 081143  2,88+100° 2,93:047% 2,64:085° 0,008
Fn‘:gfff% 0,04+0,02 0,14+014  0,15:022  0,1120,12  0,11+0,10 0,796
Alcalinidad 93,3323 1331783, 110,33:36, 115,33:33, 139,50#12, .

e (mgL™) 1 56 03 47 30 ’

oH 8162007 g 404000%  876:028° 8741033 871£0,30% 0,008

Dados sao apresentados em Média + Desvio Padrao.

21.3.2 Desempenho algal

O ganho de biomassa e taxa de crescimento apresentaram diferenca estatistica
entre os tratamentos, onde, o tratamento 10 %o teve mortalidade total nos primeiros
cinco dias de experimento, o tratamento 15 %o obteve um desempenho inferior aos
tratamentos 20 %o, 25 %0 € 30 %o (Tabela 3).

Tabela 4. Desempenho algal ao longo do periodo experimental de 30 dias de cultivo
U. ohnoi com agua de bioflocos em diferentes salinidades (10 %o; 15 %o; 20 %o; 25
%0 € 30 %o).

fratament 10 g, 15 %o 20 %o 25 %, 30 %o Valor p
Sif‘)rr‘:;sg;’ ] 1105310 318,46+40 322,04+83 39953437 o o,
262 280 90P 76" !
(9)
Taxa de
Crescc')me”t - 1,2410,36° 5,44+0,50° 5,42+1,02® 6,3740,38°  <0,001
(% dia™)

Dados sao apresentados em Média + Desvio Padrao. Letras indicam diferencas estatisticas
de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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2.1.3.3 Clorofila, carotenoides e compostos fendlicos na Ulva ohnoi

Os compostos antioxidantes clorofila, carotenoides e compostos fendlicos néo

apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos (Tabela 4).

Tabela 5. Concentragao de clorofila, carotenoides e compostos fendlicos ao longo
periodo experimental de 30 dias de cultivo de U. ohnoi com agua de bioflocos em
diferentes salinidades (10 %o; 15 %o; 20 %o; 25 %o € 30 %o).

Tratamento 10 %o 15 %o 20 %o 25 %o 30 %o Valor p
Clorofila
(ug g™ - 4274128 5,82+1,50 7,88+1,42 5,79+1,76 0,000004
Carotenoides
(vg g ") - 7,93+2,60 10,15+1,18 12,52+1,80 9,82+2,90 0,000001
Compostos
fenolicos - 0,37+0,06 0,32+0,03 0,34+0,04 0,33+0,08 0,000000
(Mg g’)

Dados sao apresentados em Média + Desvio Padrao.

2.1.4 Discussao

Os parametros de qualidade de agua sao imprescindiveis na produgédo de
qualquer organismo aquatico. Quando falamos de macroalgas € necessario
concentragbes minimas de oxigénio dissolvido, temperatura, pH, nitrogénio e fésforo
para sua absorgédo e consequentemente seu crescimento. Imchen (2012) relata que
altas concentragbes de nutrientes disponiveis na agua nao sao prejudiciais para a
Ulva sp. demostrando uma correlacédo entre o crescimento algal e a disponibilidade
do nutriente. O sistema de bioflocos apresenta como principal caracteristica a
producao de nutrientes a todo tempo, assim, a utilizagdo de macroalgas nesse sistema
vem sendo estudado para auxiliar na remogao desses compostos. Neste estudo,
todos os parametros de qualidade da agua permaneceram dentro do recomendando
para espécie U. ohnoi (Notoya 1999; Ohno 1988; Khoi and Fotedar, 2011; Angell et
al., 2015).

As macroalgas passam constantemente por diversos processos fisioldgicos e
a taxa de crescimento é uma forma direta de verificar sua tolerancia aos parametros

diversos (Kirst 1990). Segundo Angell et al. (2015), a salinidade ideal para o
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crescimento da espécie U. ohnoi varia entre 25 e 40 %.. Em nosso trabalho, a
salinidade teve um forte efeito sobre a taxa de crescimento da U. ohnoi demostrando
que a alga nao pode tolerar salinidades baixas (10 %.), com taxas de crescimento
declinando rapidamente apds os primeiros 5 dias. Em todos os outros tratamentos as
algas sobreviveram durante todo o periodo experimental. Diferente do relatado por
Silva et al. (2008) que demostraram um crescimento moderado a alto das macroalgas
Cladophora coelothrix, Chaetomorpha indica e Ulva sp em salinidades entre 10 %o €
20 %o. Todavia, esse comportamento pode estar relacionado com a espécie, tempo
de exposicao a salinidade e disponibilidade de nutrientes.

Em nosso estudo, foi observado que as macroalgas apresentaram um maior
crescimento a partir da salinidade 20 %o, demonstrando sua capacidade de absorver
os nutrientes disponiveis nos bioflocos, o nitrato por exemplo apresentou menores
contragbes nos tratamentos 20, 25 e 30 %o e consequentemente aumentou a
biomassa algal. No entanto, em salinidades mais baixas como 10 %0 observamos uma
diminuicao na biomassa algal, aumento de nutrientes disponivel na agua seguida por
morte das macroalgas.

Martins et al. (2020) realizaram um estudo semelhante, cultivando U. ohnoi e
U. fasciata utilizando inoculagao de bioflocos, e obtiveram uma taxa de crescimento
de 4,3 % dia ' em salinidade 34 %o e resultados positivos em termos de taxa de
crescimento e absorgao de nutrientes, como nitrogénio e ortofosfato, para ambas as
espécies. Em nosso estudo, verificamos uma taxa de crescimento superior de 5,42 %
dia’ em salinidades de 20 %o, 25 %o € 30 %o, em comparagdo com o estudo
mencionado, considerando a mesma densidade de macroalgas.

As macroalgas tém a capacidade de biossintetizar diferentes compostos
organicos naturais, incluindo compostos organicos volateis, pigmentos (clorofilas,
carotendides), acidos graxos poliinsaturados e outros compostos como polifendis,
vitaminas, minerais e polissacarideos (Cikos et al., 2021). Suas concentragdées podem
alterar com o ambiente onde estao inseridas em decorréncia dos aspectos fisicos e
quimicos bem como a linhagem e espécie de macroalga (Peso-Echarri et al., 2012).
Todavia, as concentragbes podem variar em decorréncia de alteragdes ambientais,
fase de desenvolvimento, reproducao da espécie e salinidade.

Estudos evidenciam a influéncia da salinidade com as diminuigbes nas
concentragdes de clorofila para Ulva fasciata e Ulva pertusa, Chakbraborty et al. 2012;
Kakinuma et al., 2006; Kakinuma et al., (2004). No presente estudo ndao foram
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observadas diferengas estatisticas na concentragao de clorofila nas salinidades acima
de 15 %o, que pode estar relacionada com a disponibilidade de nutrientes no sistema
de bioflocos. Bews et al (2021) relatam que tanto os nutrientes quanto a salinidade
influenciam o metabolismo da Ulva lactuca. Em seu estudo demonstraram que o
metabolismo de Ulva (crescimento e fotossintese) é afetado negativamente pela baixa
salinidade 15 %o, mas esses efeitos sdo amplamente atenuados pelo aumento das
concentragdes de nutrientes na agua do mar. Legarda et al. (2020) utilizando a U.
fasciata em sistema de bioflocos em salinidade 31,6+1,15 obtiveram concentracoes
de clorofila 71,15+12,07 (ug g') superior ao encontrado em nosso estudo, porém
essas alteracbes podem ocorrer pois os experimentos foram realizados com
irradiancia natural.

Na literatura as concentracbes de carotenoides para Ulva sp. variam entre
0,005 a 900 mg g' para Ulva sp. (Eismann et al. 2020). Em nosso estudo
quantificamos apenas betacarotenos, por isso os valores sao inferiores aos relatados
anteriormente. Todavia, assim como a clorofila, pode sofrer alteragdes em decorréncia
do meio onde estdo inseridos. Legarda et al. (2020) quantificou concentragdes
16,46+3,41 ug g em um sistema multitréfico integrado de bioflocos, em nosso estudo
valores proximos foram observados no tratamento de salinidade 25.

A atividade antioxidante das plantas é regulada pelos compostos fendlicos,
desempenhando papel fundamental no processo de inibigdo da autoxidagéo em éleos
(Ramarathnam et al., 1986). Entretanto, pouco se sabe sobre a atividade nesses
extratos. Legarda et al. (2020) quantificou concentragdes de 0,19+0,03 ug g' em

sistema de bioflocos, em nosso estudo obtivemos valores superiores de 0,32+0,03.

2.1.5 Conclusao

Os resultados demostraram que nas salinidades 20 %o, 25 %o € 30 %o € possivel
produzir macroalga Ulva ohnoi sem afetar seu crescimento e absorg¢ao de nutrientes.
Entretanto somente na salinidade 10 %0 as macroalgas morreram e na salinidade 15
%o obtiveram baixa absor¢ao de nutrientes e crescimento, levando em consideragao o
objetivo de integrar essa espécie recomendamos a utilizacdo da salinidade entre 20
%o € 30 %o.
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2.2 CAPITULO II: INTEGRATED MULTITROPHIC AQUACULTURE
SYSTEM APPLIED TO SHRIMP, TILAPIA, AND SEAWEED (ULVA OHNOI) USING
BIOFLOC TECHNOLOGY

Artigo publicado na revista Aquaculture, v. 572, p. 739492, 2023.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2023.739492

Highlights:

1. Treatments with seaweed at densities of 1 and 2 g L-1 retained a higher

concentration of nitrogen and phosphorus in the organisms.

2. System performance was higher in treatments with the presence of Ulva
ohnoi.

3. Fish incorporated approximately 28.5 g, fed with only 1 % of their biomass.



32

Integrated multitrophic aquaculture system applied to shrimp, tilapia, and seaweed

(Ulva ohnoi) using biofloc technology

Ana Paula Mariane de morais?, lvanilson Lima Santos? Ramon Felipe Siqueira
Carneiro?, Eric Arthur Bastos Routledge®, Leila Hayashi?, Marco Anténio de
Lorenzo?, Felipe do Nascimento Vieira®
@ aboratério de Camardes Marinhos, Departamento de Aquicultura, Universidade
Federal de Santa Catarina, Rua dos Coroas 503, CEP 88061-600, Barra da Lagoa,
Floriandpolis, Santa Catarina, Brazil.

b Pesquisador, Diretoria de Pesquisa e Inovagéo, Embrapa Sede - PQEB - Av. W3
Norte (Final) S/N - Asa Norte, Brasilia - DF, 70770-901

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

Abstract

Integrated multitrophic aquaculture (IMTA) is a model that integrates organisms from
different trophic levels, all sharing the same production system and, consequently, the
nutrients. The choice of potential candidates for integration in this system must
consider the ability to make better use of generated effluents. Thus, this study adopted
shrimp (Penaeus vannamei) as the main species, tilapia (Oreochromis niloticus) as an
organic consumer, and the seaweed (Ulva ohnoi) at different densities as an inorganic
consumer in a biofloc production system. The study consisted of an experiment with
three treatments and four replicates each: 1) No seaweed; 2) Seaweed 1 g L' (density
of 1 g L' of U. ohnoi), and 3) Seaweed 2 g L' (density of 2 g L of U. ohnoi). Shrimp
(3.82 + 0.05 g) were stocked in 800 L tanks at a density of 275 shrimp m3, fish (14.44
+ 0.57 g) in 90 L tanks at a density of 267 tilapia m3, and 50 and 100 g of seaweed
stocked in 50 L tanks, corresponding to treatments with 1 and 2 g L', respectively.
Water quality parameters were measured twice a week. Nitrogen and phosphorus
recovery and mass balance were measured at the beginning and end of the
experiment. Water quality parameters and species growth performance remained
stable. However, the integration of U. ohnoi at densities of 1 g L' and 2 g L' with P.
vannamei and O. niloticus benefited the system through higher nitrogen and
phosphorus recovery and an increase in total productivity, generating an ecological
gain. Considering the similar final biomass of seaweed in a multitrophic system with
shrimp and tilapia, the use of U. ohnoi at a density of 2 g L*! is recommended since
nutrient recovery by fish and shrimp was higher at this density.

Keywords: Nitrogen; Phosphorus; Biomass; IMTA,;
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2.2.1 Introduction

The biofloc technology system (BFT) can increase productivity in shrimp farming
systems and other aquatic organisms, while reducing environmental impacts. This
system serves as a supplementary source of feed for reared organisms. At the same
time, it maintains water quality carried out by the microbial community present in the
system (Avnimelech, 1999; Wasielesky et al., 2006; Ballester et al., 2010). However,
high concentrations of nitrogen in this system can become a problem in aquaculture,
accumulating as a result of the excretion of produced organisms, uneaten feed, and
organic waste (Timmons & Ebeling, 2010).

The accumulation of these compounds can be controlled by two main pathways,
heterotrophic and chemoautotrophic. In the heterotrophic pathway, the addition of an
organic carbon source acts on the proliferation of heterotrophic bacteria that helps in
the assimilation of ammonia and consequent formation of bacterial biomass (De
Schryver et al., 2008; Serra et al., 2015). In the chemoautotrophic pathway, nitrifying
bacteria act on the successive oxidation of ammonia to nitrate through the nitrification
process, which happens through the absorption of inorganic carbon present in the
alkalinity (Ebeling et al., 2006). In addition to nitrogen, phosphorus, total suspended
solids, and other nutrients tend to accumulate within the production system in the
absence of water exchange.

The increase of inorganic compounds in aquaculture is associated with animal
excretion and uneaten feed since shrimp retain 23 to 31 % of nitrogen and 10 to 13 %
of phosphorus (Crab et al., 2007), while the rest of these nutrients remain in the water
and must be removed to prevent deterioration and toxicity to animals. The high
concentration of total suspended solids is a result of a predominantly heterotrophic
system owing to the constant increase of bacterial biomass. During shrimp rearing, it
is recommended to maintain solids below 600 mg L-! because higher values can affect
shrimp performance and must be corrected once exceeded (Schveitzer et al., 2013).
Systems with a predominance of chemoautotrophic microorganisms also show an
increase in solids; however, in smaller amounts, the addition of these microorganisms
results in greater efficiency in the nitrification process (Ferreira et al., 2020; Serra et
al., 2021). Thus, the challenge of the BFT system is to control the concentration of
solids that tends to increase over time and the use of inorganic nutrients generated
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during the production cycle. These problems can be solved mechanically using filters
or biologically.

In this context, an integrated multitrophic aquaculture (IMTA) system is an
alternative to reduce the undesirable surpluses produced in the BFT system since this
system integrates organisms from different trophic levels, all sharing the same
production system and, consequently, the nutrients. Thus, the organic and inorganic
residues generated become inputs (feed or fertilizer) for the lower trophic level species
that are part of the system (Chopin et al., 2001).

The application of IMTA can contribute to the reduction of effluents produced and
the consequent increase in productivity based on the diversity of species of different
trophic levels, thereby allowing better use of the nutrients generated in the BFT system
since surplus is consumed by another species, generating, in turn, a better utilization
of nutrients present in this system.

The choice of potential candidates for integration in this system must consider the
ability to make better use of generated effluents; however, salinity can be a limiting
factor. Thus, some species of shrimp, tilapia, and seaweed are suitable candidates to
form an IMTA system, as they are euryhaline species able to adapt to a wide range of
salinities.

Tilapia is a species already cultured in a biofloc system owing to its adaptability and
ability to use flocs as a feed source (Crab et al., 2009; Poli et al., 2019), demonstrating
its potential to use the organic surpluses of the system. The genus Ulva stood out by
its ability to absorb nitrogen and phosphate compounds within an integrated system in
biofloc, improving its composition (Lergada et al., 2021). However, its absorption and
growth can be affected by stocking densities as a consequence of seaweed shading
that causes a low incidence of light (Martins et al., 2020).

Thus, this study evaluated the IMTA aquaculture system by adopting shrimp
(Penaeus vannamei) (Boone, 1931) as the main species, tilapia (Oreochromis
niloticus) (Linnaeus, 1758) as an organic consumer, and the seaweed (Ulva ohnoi) (M.
Hiraoka & S. Shimada, 2004) at different densities as an inorganic consumer in a

biofloc production system.

2211 Material and methods

22111  Study site
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The study was carried out for 56 days at the Marine Shrimp Laboratory (LCM),
which is part of the Aquaculture Department of the Federal University of Santa Catarina
(UFSC), located in Florianopolis, SC, Brazil.

22112 Biological material

P. vannamei shrimp were obtained from Aquatec®, a commercial laboratory
located in Canguaretama, RN, Brazil. Shrimp were maintained in a 50.000 L nursery
tank and cultured in a biofloc system until they reached the initial weight of the
experiment (3.82 + 0.05 g).

Nile tilapia fingerlings O. niloticus were obtained from the Agricultural Research
and Rural Extension Company of Santa Catarina (Epagri) and maintained in 1000 L
tanks in a biofloc system until the beginning of the experiment when they reached
14.44 + 0.57 g. U. ohnoi seaweed specimens were collected from the sedimentation
pond of the Marine Molluscs Laboratory, Florianépolis, SC, Brazil. They were cleaned
with seawater to remove epiphytes and attached animals and then kept at the
laboratory for salinity acclimation for one week. This work was approved by the Ethics
Committee on Animal Use of the UFSC (Protocol 8700240920).

22113 Experimental design

The experimental design consisted of three groups with four replicates each, a
total of 12 experimental units: 1) No seaweed; 2) Seaweed 1 g L*'; and 3) Seaweed 2
g L' of U. ohnoi.

The experimental units consisted of 800 L and 90 L circular tanks of useful
volume to culture the shrimp and the tilapia, respectively, and 50 L rectangular tanks
of useful volume to cultivate seaweed. All were placed in a greenhouse. Shrimp
production experimental units had an 800 W heater with a thermostat to maintain the
temperature at 28 °C and an aeration system with micro-perforated hoses connected
to a blower to keep the biofloc in suspension and dissolved oxygen higher than 5 mg
L-1. Each shrimp tank also had four rectangular artificial substrates of Needlona® (0.40
x 0.55 m).

The fish and seaweed tanks were equipped with 200 W heaters to maintain the
temperature at 28 °C and aeration with an air stone to keep the biofloc in suspension
and the oxygen higher than 5 mg L'. Seaweed tanks had central aeration with
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perforated pipes to keep the water moving. Both aeration systems were attached to
the same blower that aerated the shrimp tanks.

At the beginning of the experiment, a quantity of mature biofloc from a
predominantly chemoautotrophic tank with a total suspended solids concentration of
200 mg L-" was transferred as inoculum to the shrimp and fish tanks, corresponding to
30 % of the volume of each unit and completed with seawater and freshwater to adjust
the salinity to 18 g L-'. Throughout the experiment, no water exchange occurred in the
experimental units. Freshwater was added only to replace water lost by evaporation.

The system remained in constant recirculation whereby water circulated from
the shrimp tank to the fish tank through a Sarlo-Better submerged pump, with a flow
rate of 1000 L hour!, and then returned to the shrimp tank by gravity.

Once a week, for system maintenance, the pump was turned off to transfer
water from the seaweed tank to the shrimp tank, followed by filtering 12.5 L of water
from the shrimp tank (filter Bag) and returning it to the seaweed tank, which was
completed with salt- and/or freshwater to maintain salinity at 20 g L-!. At the end of this
procedure, the recirculation system was reconnected according to Legarda et al.
(2021).

22114 Stocking

Shrimp tanks were stocked with 220 animals (275 shrimp m-3) and fish tanks
with 24 tilapia (267 tilapia m3), corresponding to 30 % of final shrimp biomass,
according to Poli et al. (2019a). Seaweed tanks were stocked with 50 and 100 g of
seaweed, corresponding to seaweed 1 g L' and seaweed 2 g L' treatments,

respectively.

22115 Feeding

Shrimp were fed with a 35 % crude protein commercial feed (Guabitech 1.6 mm
Guabi®) four times a day, according to Jory et al. (2001), with daily amounts adjusted
weekly after biometrics. Tilapia individuals were fed once a day with 38 % crude protein
commercial feed for omnivorous freshwater fish at 1 % of their biomass, considering
the imposition of feed restriction to stimulate biofloc consumption, according to Poli et
al. (2019a).
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22116 Water quality and total suspended solids

Temperature and dissolved oxygen were measured twice a day and salinity
once a day with the YSI Pro 2030 meter. Ammonia concentration (TAN) (Unesco,
1983), nitrite (N-NOy) (Strickland and Parsons, 1972), pH (pH-meter Tecnal®), and
alkalinity (CaCO3) (APHA, 2012) were measured twice a week. When pH and alkalinity
values were respectively lower than 7.3 and 150 mg L', they were corrected with the
addition of hydrated lime (Furtado et al., 2011). Nitrate (N-NOs) (Hach NitraVer® 5) and
orthophosphate (PO4) (APHA, 2012) were measured at the beginning, middle, and end
of the experiment. Total suspended solids (TSS) were measured twice a week (APHA,
2012) and maintained between 400 and 600 mg L-", levels considered suitable for P.
vannamei (Gaona et al. 2011), and excess solids were removed using conical settling
tanks as recommended by Schveitzer et al. (2013). After this procedure, the sludge
volume and its concentration were measured. Then, the volume and concentration of
solids were measured. The amount of sludge removed from each experimental unit
was quantified as follows: sludge produced (g tank™") = [((TSSfinal X V1) - (TSSinitial X V1)
/1000) + (Z(TSSsiudge X V2))], where V1 is the volume of the experimental unit in liters,
TSSiinal is the TSS concentration at the end of the experiment, TSSiitial is the TSS
concentration at the beginning of the experiment, TSSsiuqge is the TSS concentration in
the sludge removed, and V2 is the volume of sludge removed.

22117 Shrimp, tilapia, and seaweed performance

Shrimp performance was evaluated weekly by weighing a sample of 22 shrimp
from each experimental unit on a digital scale with a precision of 0.01 g. At the end of
the experiment, weekly growth (g week™'), survival (%), final mean weight (g), apparent
feed conversion ratio (FCR-A), and productivity (kg m-3) were measured.

At the beginning, middle, and end of the experiment, all fish from each tank were
weighed. Tilapia performance parameters evaluated were survival (%), final mean
weight (g), apparent feed conversion ratio (FCR-A), and productivity (kg m™).

Seaweed was weighed biweekly to monitor the increase in biomass. At the end
of the experiment, the final mean weight (g), final biomass (kg), production (kg m2),
and daily growth rate (% day™') were evaluated, according to Lignell and Perdesén
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(1989), as follows: TC = [(Mf / Mi)"t — 1] x 100, where M is the final biomass (g), Mi is
the initial biomass (g), and t is the rearing time.

Final biomass and system productivity were evaluated, considering all
organisms (shrimp, fish, and seaweed). The total productivity was calculated by
dividing the total biomass by the total volume of the system. The total productivity was

calculated by dividing the total biomass by the total volume of the system.

22118 Nitrogen and phosphorus recovery

At the beginning and end of the experiment, samples were collected from each
tank, approximately 100 g of shrimp, tilapia, and seaweed. A total of 100 g of each
feed used was also collected. The concentration of nitrogen (N) was determined by the
Kjeldahl method (NTK), while phosphorus (P) content was determined by the
colorimetric method, following the methodology described by AOAC (2005) for whole
animals.

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

22119 Mass balance

The initial biomass of shrimp, tilapia, and seaweed, feed consumed by shrimp
and tilapia, and their nitrogen and phosphorus contents were considered sources of
nutrients. The final biomass of shrimp, tilapia, seaweed, and effluents was estimated
at the end of the experiment. The effluent was calculated considering the initial nitrogen
and phosphorus as 100 % and the difference of what was removed. For each
organism, the biomass from each tank was multiplied by the concentration of nitrogen
and phosphorus at the beginning and end of the experiment (Cerozi and Fitzsimmons,
2017).
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2.2.1.1.10 Statistical analysis

Data were presented as mean + standard deviation and subjected to Shapiro-
Wilk and Levene tests to prove the prerequisites of normality and homoscedasticity,
respectively. Then, an analysis of variance (one-way ANOVA) was applied to verify
differences among the treatments, followed by the Tukey test when differences were
found (Zar, 2010). All statistical tests were evaluated with a significance level of 5 %

(p < 0.05) and performed using the Statistica® version 7.0 program.

221.2 Results

2.2.1.2.1 Water quality parameters

Dissolved oxygen remained higher than 5 mg L', the temperature was
maintained at 28 °C, and the salinity was maintained at 20 g L' for seaweed tanks and
18 g L for shrimp and fish tanks. The pH, alkalinity, nitrogen compounds (ammonia,
nitrite, and nitrate), phosphate, and total suspended solids showed no significant
difference among treatments throughout the experiment. The total amount of sludge
removed during the entire experimental period did not show a significant difference

among treatments (Table 1).
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Table 1. Mean and standard deviation of water physical and chemical
parameters for 56 days of study in a multi-trophic system with biofloc stocked with 275
shrimp Penaeus vannamei m3 (3.81 + 0.05 g), 267 tilapia Oreochromis niloticus m3
(14.24 + 0.39 g) and different seaweed densities (No seaweed; Seaweed 1 g L'; and
Seaweed 2 g L' of Ulva ohnoi) with four replicates.

Seaweed 1g Seaweed 2 g

Parameter No seaweed L-1 L-1 p-value
Ammonia (mg L) 0.33+£0.05 0.32+0.04 0.33+0.03 0.97
Nitrite (mg L") 1.04 £0.17 1.00 £ 0.29 1.06 £ 0.14 0.96
Nitrate (mg L) 13.92+0.50 14.99+1.84 13.72+0.85 0.48
Phosphate (mg L") 5.32+0.45 521+059 5.58+0.79 0.77

. 171.53 + 171.44 +

-1

Alkalinity (mg L) 172.34 £1.02 146 248 0.97
pH 8.13+0.02 8.14+0.05 8.12+0.05 0.37
Total suspended solids 404.74 388.89 +
(mg L) 403.52 +6.15 14.34 29.44 0.82
Sludge produced (kg

: 0.35+0.08 0.35+0.06 0.36+0.06  0.99
tank’)

Different letters in the same line represent a statistical difference with p < 0.05.

22122 Animal and seaweed performance

The final weight, survival, weekly growth, and feed conversion ratio values for
shrimp and tilapia did not show significant differences among treatments. The initial
and final biomass of the U. onhoi did not show a significant difference among the
treatments. Daily growth rate of the seaweed showed a significant difference among
treatments with different densities of seaweed since higher growth was obtained in
seaweed treatment of 1 g L-'. The final biomass and productivity of the system showed
a significant difference among treatments, and the lowest values obtained were those

in the treatment without seaweed, as shown in Table 2.
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Table 2. Mean and standard deviation of growth performance for 56 days of
study in a multi-trophic system with biofloc stocked with 275 shrimp Penaeus vannamei
m3 (3.81 £ 0.05 g), 267 tilapia Oreochromis niloticus m™ (14.24 + 0.39 g) and different
seaweed densities (No seaweed; Seaweed 1 g L'; and Seaweed 2 g L' of Ulva ohnoi)
with four replicates.

Seaweed 1 g Seaweed 2 g

Parameter No seaweed L-1 L-1 p-value
Shrimp
Final weight (g) 1220+ 0.19 12.11+£0.24 1242+ .22 0.186816
Survival (%) 88.41+3.61 90.11+£3.02 89.09+2.32 0.733517
rFaeﬁ%d conversion 240+016 233+0.14 239+015  0.761413
Weekly growth (g 1.05 £ 0.02 1.04 £ 0.03 1.07 £ 0.03 0.186816
week™)

. : 237+
Final biomass (kg) 107.69 240+ 87.74 2.43 +£69.57 0.653736
Tilapia
Final weight (g) 43.98+4.09 4575+3.71 49.14+2.09 0.149636
Survival (%) 9474 +521 97.92+4.17 93.70+x4.14 0.421985
Feed conversion 0.52+0.07 0.48+0.05 0.49 +0.01 0.585645
ratio
Weekly growth (g 3.71£0.51 393+046 4.36+0.26 0.149636
week")

. . 096+91.42 1.05+78.13 1.09+46.14 0.094444
Final biomass (kg)
Ulva onhoi
Initial biomass (g) - 50+£0.0 100+ 0.0 -
Final biomass (g) 393.01 458.63 + 0.143399

9 44.50 64.05

Daily growth rate (% - 8.00 £0.012 543 +0.01° 0.000999
day)
System
Final biomass (kg) 3.34+£0.072 3.85+0.17° 3.98 +0.14° 0.00047
Productivity (kg m3) 3.59+0.072 4.14+0.18° 4.28+0.15° 0.000151
System conversion 1.31£0.10 1.15+£0.08 1.17 £ 0.07 0.053381

Different letters in the same line represent a statistical difference with p < 0.05.

22123 Nitrogen and phosphorus recovery

Nitrogen and phosphorus recovery of the system showed a significant difference
among treatments. In both parameters, treatment without seaweed showed lower
values than treatments with seaweed at densities of 1 and 2 g L' for both parameters,
as shown in Table 3.



42

Table 3. Mean and standard deviation of nitrogen and phosphorus recovery
for 56 days of study in a multi-trophic system with biofloc stocked with 275 shrimp
Penaeus vannamei m (3.81 + 0.05 g), 267 tilapia Oreochromis niloticus m= (14.24 +
0.39 g) and different seaweed densities (No seaweed; Seaweed 1 g L'; and Seaweed
2 g L' of Ulva ohnoi) with four replicates.

Parameter No seaweed Seaweed1g Seaweed2g  p-value
L L

Nitrogen recovery 2442 +0.532 27.65+1.42°> 27.62+1.35° 0.005059

(%)

Phosphorus recovery 14.82 + 8.92° 18.61 19.86 +8.94> 0.000152

(%) 11.97°

22124 Mass balance

Nitrogen mass balance showed a significant difference among the experimental
groups for fish in the initial phase of the system, in which seaweed treatment of 2 g L-
' showed a higher value than the others. In the final phase, the system showed a
significant difference with seaweed presence, with higher nitrogen value in both
treatments (Seaweed 1 g L' and Seaweed 2 g L"), compared to treatment without
seaweed (Table 4). At the beginning of the experiment, phosphorus showed a
significant difference for fish. At this stage, the no seaweed and seaweed treatment at
1 g L' were similar and different from seaweed treatment at 2 g L-!, which showed the
highest value. At the end of the experiment, treatments in the presence of seaweed (1
and 2 g L") were statistically similar and showed a significantly higher phosphorus
concentration than treatment without seaweed. For shrimp, at the beginning of the
experiment, phosphorus showed no statistical difference among the treatments. At the
end of the experiment, seaweed treatment at 2 g L' showed a significant difference

from the other treatments, as shown in Table 5.
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Table 4. Nitrogen mass balance for 56 days of study in a multi-trophic system
with biofloc stocked with 275 shrimp Penaeus vannamei m (3.81 + 0.05 g), 267 tilapia
Oreochromis niloticus m3 (14.24 + 0.39 g) and different seaweed densities (No
seaweed; Seaweed 1 g L''; and Seaweed 2 g L' of Ulva ohnoi) with four replicates.

shrimp o Tilapia .. . Seawee
. . rimp . Tilapia d Initial total
N input feeding (g tank™") feeding (gtank") (gtank (g tank™)
(gtank™) 9 (g tank™) 9 9 o 9
No 19543+ 2058+ 1612+ 7.48 + - 239.61
seaweed 3.44 0.32 0.68 0.192 2.97
Seaweed 1 193.82+ 2043+ 17.27% 7.58 + 0.36+ 23946+
gLt 9.41 0.39 1.51 0.128 0.0 8.6
Seaweed 2 20144+ 2062+ 1845+ 7.96 + 0.73+ 24920+
gLt 3.16 0.08 1.08 0.34° 0.0 3.31
p-value 0.227436 0.660769 0.118517 0.041016 - 0.056506
Seawee
N output Shrimp Tilapia d Effluent
(g tank™) (g tank™') (gtank (g tank')
1
)
No 62.49 + 2297 + - 154.15
seaweed 2.84 2172 2.21
Seaweed 1 63.36 + 26.79 + 3.05+ 146.27 %
gLt 2.32 1.98° 0.40 7.31
Seaweed 2 65.43 + 28.05 3.14+ 15258 +
gLt 1.87 1.18° 0.56 4.71
p-value 0.250580 0.008892 - 0.137554

Different letters in the same line represent a statistical difference with p < 0.05.
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Table 5. Phosphorus mass balance for 56 days of study in a multi-trophic
system with biofloc stocked with 275 shrimp Penaeus vannamei m3 (3.81 + 0.05 g),
267 tilapia Oreochromis niloticus m (14.24 + 0.39 g) and different seaweed densities
(No seaweed; Seaweed 1 g L'; and Seaweed 2 g L' of Ulva ohnoi) with four replicates.

Tilapia Seawee

Shrimp : ) I Initial
P input feeding ShrlrrilP1 feedlni?_ Tllap;?1 d . total (g
(g tank™) (g tank™) (g tf;n (g tank™) (g tgn tank1)
No seaweed 49.85 + 1.62 + 4.27 + 2.19 57.93 +
0.88 0.02 0.18 0.062 0.74
Seaweed 1 49.44 + 1.61 % 4.57 + 222 + 0.02 + 57.86 +
gL 2.40 0.03 0.40 0.032 0.0 2.11
Seaweed 2 51.38 £ 1.63 477 2.33% 0.03 60.25 +
gL? 0.80 0.01 0.29 0.10° 0.0 0.84
p-value 0.227436 0.660769 0.11851 0.041016 0.074108
7
Seawee
P output i Shrimp ) Tilapia d Effluent
(g tank™) (g tank™)  (gtank (g tank™)
1
)
No seaweed 473 % 8.00 £ - 45,20 £
0.212 0.762 0.50
Seaweed 1 482 + 9.97+ 0.22 + 42.85 +
gL 0.182 0.74° 0.03 1.91
Seaweed 2 5.70 + 1044 + 0.24 + 43.88 +
gL 0.16° 0.44° 0.04 0.90
p-value 0.000071 0.001246 0.074108

Different letters in the same line represent a statistical difference with p < 0.05.

2213 Discussion

Inorganic compounds present in the water that will be absorbed by seaweed
come mainly from the decomposition of animal feed and excretion (Timmons &
Ebeling, 2010) which can cause toxicity in high concentrations with corresponding
decreasing growth, or even mortality, of animals. Through the use of IMTA, nitrate and
phosphorus that tend to accumulate in the BFT system are consumed by species of
lower trophic levels. Given the ability to assimilate nitrogen and phosphorus and
convert them into biomass, seaweeds are often used to integrate these systems (Neori
et al., 2004).

Maintaining water quality in production systems, especially in those with high
stocking densities, is essential for the growth of animals. Seaweed presence in BTF
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systems is important for the removal of excess nutrients, as verified by Legarda et al.
(2020), Martins et al. (2020), and Celino et al. (2010). Additionally, in this system, the
presence of a microbial community is responsible for converting ammonia into nitrate,
a less toxic compound for organisms. Thus, all water quality parameters remained
within the recommended values for P. vannamei and O. niloticus species throughout
the experiment (Van-Wyk and Scarpa, 1999; Lin and Chen; 2001, 2003; El-Shafai et
al., 2004).

In shrimp production systems, approximately 25 % of nitrogen available in feed
is incorporated by shrimp, and the surplus is degraded in the water, which, in turn,
accumulates and causes toxicity (Crab et al., 2007; Avnimelech, 2015). Using U. ohnoi
in densities of 1 and 2 g L' did not influence the bacterial process of nitrogen and
phosphorus recovery from the system since ammonia, nitrite, and nitrate remained the
same in the treatment without macroalgae.

However, the daily rate of seaweed growth differed as the treatment with lower
initial density showed a higher specific growth, which was already expected, owing to
the similar amount of initial nutrient in both treatments. Therefore, the treatment with
lower density showed better growth conditions. In addition, a higher density of
seaweed in a small area could cause competition for light, which limits growth. Despite
this, the seaweed from both treatments showed a growth rate higher than 5.0 % day",
which was higher than the 4.3 and 2.7 % day™' observed by Martins et al. (2020) with
seaweed densities of 2 and 4 g L™, respectively. Legarda et al. (2020), in turn, could
not keep up with the growth rate owing to the mortality of the sea lettuce Ulva lactuca,
and it was necessary to replace the biomass weekly, which could be attributed to the
low availability of ammonia, the first nutrient assimilated by macroalgae. However, in
the present work, even with similar water quality parameters, the seaweed U. ohnoi
managed to grow, which may be an indication of the ability of the genus Ulva to convert
nitrate into ammonia through the nitrate reductase enzyme (Costa, 2006).

In the present work, integration of the seaweed in the system did not significantly
affect the performance of shrimp or fish. The high survival and weekly growth rate of
shrimp observed were above 88 % and 1 g week™', respectively, which corresponded
to the report by Samocha et al. (2015). Fish showed a survival higher than 93 %, a
weekly growth rate higher than 3.7 g week™!, and a mean increase of 28.5 g, even if
fed with only 1 % of their biomass, which suggests they used biofloc as a feed source,
corroborating the results observed by Poli et al. (2019). However, seaweed presence
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in the system provided an increase in biomass to the production system compared to
the treatment without macroalgae, which demonstrates that seaweed increased the
productivity of shrimp and tilapia in addition to removing the inorganic compounds
dissolved in the water. The seaweed tested in this work can be used in feed, as tested
by Gonzalez et al. (2018), who successfully evaluated the use of Ulva lactuca as an
ingredient in shrimp feed, and Legarda et al. (2021), who evaluated the levels of Ulva
fasciata inclusion in Seriola dorsalis feed.

Nitrogen and phosphorus recovery in production systems is important because
of the greater amount of these nutrients in feed. In conventional systems, it is common
to carry out water exchange when nitrogen compounds are in high concentrations. In
addition, feed represents the highest cost of production in aquaculture, and nitrogen is
the most expensive ingredient. In the present work, nitrogen recovery was higher in
both treatments with seaweed (1 and 2 g L"), and the same occurred with phosphorus
which recovered in greater quantity in the treatments with seaweed. Legarda et al.
(2020) obtained similar behavior with sea lettuce presence, observing higher
phosphorus incorporation in shrimp and fish, even without direct contact with the
seaweed. These results suggest that seaweed release some compound in the water
that favors phosphorus recovery. Further research is needed to confirm this behavior.
However, in the treatment without macroalgae, nutrient recovery was still observed in
fish, suggesting their use of phosphorus to form bone structure based on the increase
in fish biomass, a behavior similar to that observed by Poli et al. (2019). Legarda et al.
(2021) used the seaweed Ulva fasciata and obtained nitrogen and phosphate recovery
of 29.2 and 10.5, respectively. In an integrated recirculation system, Elizondo-
Gonzalez et al. (2018) used Ulva lactuca and obtained nitrogen recovery and
phosphorus of 80.0 and 64.0 %, respectively, results that demonstrate the efficiency
of seaweed in nitrogen and phosphorus recovery. In the present study with U. ohnoi,
treatment with 1 g L' showed nitrogen and phosphorus recovery of 27.65 and 18.61
%, respectively, and similar results in at a density of 2 g L', with 27.62 and 19.86 % of
nitrogen and phosphorus recovery, respectively.

Considering mass balance, the initial nitrogen of the treatments was similar. At
the end of the study, nitrogen of the effluents was statistically similar; however, fish
recovery in treatments with 1 and 2 g L' was higher than in the treatment without
seaweed, another indication that the animals consumed biofloc as feed. Phosphorus
showed behavior similar to that observed with nitrogen, in which the initial
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concentration was similar among the treatments with no increase in phosphorus in the
effluent at the end of the experiment. Regardless of seaweed density, higher
phosphorus assimilation was observed, which also occurred for shrimp at 2 g L' of
seaweed. Even without direct contact, it is possible to attribute the greater
incorporation of nitrogen and phosphorus to the presence of seaweed in the system.
The low feeding rate of the fish, as an inducement to consume biofloc excess, may
have also contributed to the increase of nitrogen and phosphorus in fish. These results
show that it is possible to improve system efficiency by increasing nitrogen recovery,
diversifying production, and generating the same amount of effluent with a lower

concentration of nutrients.

2214 Conclusion

The results obtained in the present study prove that the presence of Ulva ohnoi
in the IMTA system with P. vannamei and O. niloticus benefited the performance of all
species through nitrogen and phosphorus recovery and an increase in total
productivity, generating an ecological gain. Considering that Ulva ohnoi final biomass
was similar, it is recommended to use a density of 2 g L' in a multitrophic system with
shrimp and tilapia since the nutrient recovery by fish and shrimp was higher at this

density.
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3 CONCLUSAO GERAL

A partir dos resultados apresentados nesta tese podemos concluir que é
possivel cultivar a macroalga Ulva ohnoi em sistema de bioflocos nas salinidades 20,
25 e 30 sem prejudicar o crescimento e reteng¢ao de nitrogénio e fésforo, todavia, como
o intuito era conseguir integrar a espécie ao cultivo de camarao e tilapia determinamos
a salinidade 20 como melhor devido ser uma salinidade mais baixa para conseguir
integrar com os peixes.

A integracdo da macroalga U. ohnoi ao cultivo do camario e tilapia nas
densidades 1 e 2 g L' ndo afetou negativamente as espécies, foi possivel observar
uma maior retengao de nitrogénio e fésforo pela tilapia, uma maior retengao de fosforo
para o camardo quando cultivada em densidade de 2 g L.

Além de reter nitrogénio e fésforo e aumentar a retengdo nos camardes e
peixes as macroalgas podem ser utilizadas como ingredientes nas racgdes de

camarodes e peixes.
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