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RESUMO

A caracterizagdo da sucessdo microbiana desenvolvida por “indutores de crescimento de
zooplancton” foi realizada através de analises quali-quantitativas destes meios de cultivo. Também foi
testada a influéncia exercida pela Saccharomyces cerevisiae sobre as caracteristicas da cadeia
microbiana induzida, quando as leveduras foram associadas aos substratos organicos adicionados
aos meios. Os testes foram executados utilizando dois diferentes substratos (alfafa e bagago de
cana-de-agucar), divididos em quatro tratamentos: 1- bagago de cana-de-agucar (bc), 2- bagaco de
cana-de-agucar com a levedura Saccharomyces cerevisiae (bcl), 3- alfafa (a) e 4- alfafa com a
levedura Saccharomyces cerevisiae (al). Dados referentes a abundancia de leveduras, bactérias
livres e aderidas a particulas, flagelados e nematddeos, bem como, dados de biovolume das
bactérias e flagelados, foram comparados entre os tratamentos. Os resultados evidenciaram a
superior capacidade da alfafa em desenvolver grandes populagdes de microorganismos durante sua
degradacgdo, levando a produgdo de organismos maiores como os nematddeos, o mesmo nao
aconteceu nos tratamentos a base de bagaco de cana-de-agucar. Concluiu-se que este fato esta
relacionado a baixa razdo C:N da alfafa, que propiciou uma maior disponibilidade de elementos
nitrogenados que favoreceram o crescimento dos microorganismos. Verificou-se, também que as
leveduras serviram de alimento aos microorganismos nos tratamentos onde o desenvolvimento da
populagao bacteriana foi inferior.



ABSTRACT

Characterization of microbial succession developed by “zooplankton growth inducers” was
accomplished through quali-quantitative analysis of culture mediums. Influence of Saccharomyces
cerevisiae on characteristics of the induced microbial chain was also tested, when this yeast was
associated to organic substrates added to the mediums. Testes were carried out using two different
substrates (alfalfa and sugarcane bagasse), divided into four treatments: 1- sugarcane bagasse (sb),
2- sugarcane bagasse with yeast Saccharomyces cerevisiae (sby), 3- alfalfa (a) and 4- alfalfa with
yeast Saccharomyces cerevisiae (ay). Data regarding abundance of yeast, free and particulate-
adhered bacteria, flagellates and nematodes, as well as data on bacteria and flagellate biovolume,
were compared among treatments. Results evidenced that alfalfa showed a superior capacity in
developing large populations of microorganisms during its degradation, leading to the production of
larger organisms such as nematodes. On the other hand, treatments based on sugarcane bagasse did
not show such high capacity. It was concluded that this is related to alfalfa’s low C:N proportion, which
provides large availability of nitrogen compounds, leading to higher microorganism growth. It was also
verified that yeast served as food for microorganisms in treatments where bacterial population
development was inferior.



INTRODUGAO GERAL

Os microorganismos ocupam todo e qualquer corpo d’agua, desde pocas até ambientes
extremos, onde animais ou plantas sdo incapazes de sobreviver devido a alta pressdo, alta
temperatura, ou alta salinidade. O ambiente aquatico sofre grande efeito dos microorganismos sobre
varios aspectos. Eles desempenham importante papel na ciclagem de nutrientes, no suprimento e
consumo de oxigénio, como fonte de alimento para grandes organismos e como potenciais patégenos
para animais e plantas. Estes processos exercidos pelos microorganismos tém importante
repercussdo nas atividades de producdo aquicola, podendo interferir significativamente na sua
producdo (HOROWITZ & HOROWITZ, 2002).

A maioria dos microorganismos sao seres unicelulares microscépicos, podendo pertencer a
dois diferentes grupos. Os procariontes (bactérias e cianobactérias) possuem estrutura celular
simplificada, sem membrana que separe o material genético no citoplasma (Figura 1). Sendo assim, o
DNA dos procariontes encontra-se espalhado por todo o citoplasma celular. Além disso, as bactérias
nao possuem estruturas especializadas para executar funcbes especificas, como cloroplastos e
mitocdndrias. As atividades de fotossintese e respiragdo ocorrem no citoplasma (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1991).
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Figura 1: Célula procarionte
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Os eucariontes (algas, fungos e protozoarios), por outro lado, possuem complexa estrutura
celular, com o material genético envolto por uma membrana na regido chamada nucleo (Figura 2). As
células eucaridticas apresentam o citoplasma compartimentalizado com presenca de organelas como
mitocondrias, lisossomos, vacuolos, reticulo endoplasmatico entre outros (STOLP, 1988; BROCK &
MADIGAN, 1991; SCHELEGEL, 1995; RAVEN, 1996 e KIRCHMAN, 2000).
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Figura 2: Célula eucarionte (Animal/Vegetal)
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O mundo dos microorganismos é constituido por bactérias, protozoarios (flagelados, ciliados
e amebas), virus, fungos. Alguns organismos maiores como os nematdédeos também compdem a
microbiota especialmente por predarem diretamente sobre as bactérias e outros microorganismos. A
seqguir sera feita uma breve descricdo dos principais grupos de microorganismos observados neste
estudo (Figura 3).

Figura 3: Comunidade microbiana induzida

Bactérias

As bactérias constituem os menores organismos, o mais antigo e o mais abundante grupo de
organismos do nosso planeta. A maioria ndo ultrapassa o tamanho de 1 micrémetro de didmetro.
Entretanto algumas podem alcancar 30 ou mais microbmetros de comprimento. As bactérias sao
células procaridticas envoltas por uma rigida parede celular contendo proteina, polissacarideos e
lipideos. Apresenta uma membrana celular, e o citoplasma contém DNA e RNA utilizados na
reproducdo (RAVEN et al. 1976; BOLD, et al. 1987; ALBERTS et al. 1989).

As bactérias podem ser aerébicas ou anaerdbicas, ocorrendo em todos os tipos de habitats,
principalmente devido a sua grande versatilidade metabdlica. Sobrevivem em muitos ambientes que
nao sustentam outras formas de vida como nos residuos gelados da Antartica, nas aguas ferventes

de fontes termais e nas profundezas dos oceanos.

Todavia, as bactérias sdo mais importantes pelo papel que representam em todos os
ecossistemas do planeta, pois como os fungos, elas encarregam-se da decomposi¢cao da matéria
organica, e aliada a outros microorganismos convertem grandes quantidades dessa matéria em
nutrientes inorganicos (RAVEN et al. 1976; ALBERTS et al. 1989; BUBEL & FITZSIMMONS, 1989;
DAY, 1989; HOROWITZ & HOROWITZ, 2002).
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As bactérias aderidas a substratos vegetais ou a superficie dos sedimentos podem servir de
alimento a uma maior variedade de organismos da macrofauna quando comparadas as bactérias de
vida livre (MORIARTY, 1987).

Flagelados

O nivel de organizagéo celular é a Unica caracteristica pela qual podem ser descritos todos
os protozoarios. Sdo organismos unicelulares eucariéticos de vida livre e exibem uma ampla
variedade de formas e comportamento, podendo ser fotossintetizantes (fitoflagelados) ou carnivoros
(zooflagelados), méveis ou sedentarios. Sua anatomia inclui cerdas como estruturas sensoriais,
fotoreceptores, flagelos, apéndices, pecas bucais e musculo contratii (ALBERTS et al., 1989;
BARNES, 1990; RUPPERT & BARNES, 1994; PEREIRA & BOEGER, 2002). A maioria dos
protozodrios habitam o mar, 4guas doces e poluidas, o solo e a matéria organica em decomposigcéo
(STORER & USINGER, 1979; BARNES, 1990).

Segundo Zhukova & Kharlamenko (1999), do ponto de vista nutricional os flagelados séo
capazes de sintetizar acidos graxos poliinsaturados (PUFA), enriguecendo a composi¢ao bioquimica

da alga microbiana (“microbial loop”) i.e., servindo como um 6timo complemento alimentar.

De acordo com Sher & Sher (2000), dentre os organismos flagelados existe uma ampla
variedade morfolégica e filogenética, incluindo os flagelados fototréficos, fagotréficos e mixotréficos

que variam de 2 a 70 ym de comprimento.

Leveduras

As leveduras sao fungos unicelulares que se reproduzem por brotamento (Figura 4), espécies
da ordem Saccharomycetales podem se desenvolver no néctar de flores, resinas de arvores,
superficies de plantas, nas aguas doce e marinha, no solo e presentes em varios frutos (RAVEN, et
al., 1976; BOLD et al., 1987; ALEXOPOULOS et al., 1996).

A importancia deste grupo de fungos esta relacionado a panificagao, cervejarias, destilarias,
na produgao de alcool combustivel, como suplemento alimentar, na formacgéo da riboflavina e acido
citrico, na contaminacao de alimentos, como patdégenos de plantas e humanos, como micoparasitas,
€ como organismos para estudos cientificos (BOLD et al., 1987; ALEXOPOULOS et al., 1996).

Os fungos, juntamente com as bactérias, sdo responsaveis pela decomposicdo de matéria
organica, liberando gas carbdnico e nutrientes inorganicos para o meio, disponibilizando-os
novamente para outros seres vivos. Estes fungos sdo equipados com um poderoso arsenal de
enzimas que sao secretadas pela parede celular, e decompdem produtos orgéanicos que

posteriormente séo ingeridos por absorgao (RAVEN et al., 1976).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € uma rica fonte de proteinas, fibras soluveis e
minerais (YAMADA e SGARBIERI, 2005). Segundo PREDOMO et al. (2004), a composi¢gao quimica
desta levedura é composta de 8,4% de nitrogénio, motivo pelo qual foi testada como suplemento

alimentar na produgéo de microorganismos



13

Nematédeos

Os nematddeos constituem um dos mais numerosos grupos de animais multicelulares de vida
livre (Figura 5). Sao encontrados no mar, em ambientes aquaticos dulcicolas, no solo, raizes de
plantas, sementes e tecidos ou liquidos de animais. Ocorrem desde as regides polares, até os
tropicos e em todos os tipos de ambientes, nas mais elevadas montanhas aos mais profundos
oceanos, gragas as suas variadas e complexas adaptagbes. Os nematddeos sao geralmente
pequenos, mas alguns chegam a atingir 1 metro de comprimento (STORER & USINGER, 1979;
RUPPERT & BARNES, 1994; PEREIRA & BOERGER, 2002).

Warwick (1987) afirma que os nematdédeos s&do encontrados em grandes quantidades no
material vegetal em decomposi¢édo, como nos derivados de macroalgas e macrofitas terrestres, e que
0s principais nematoédeos encontrados no detrito sdo seletivos consumidores de bactérias, podendo
consumir organismos maiores do protozoa. O mesmo autor, utilizando diferentes meios de cultura
para nematodeos, concluiu que o nitrogénio disponibilizado pelo detrito de plantas ofereceu melhores
condi¢des para o crescimento destes organismos, e como grandes consumidores de bactérias, estes

metazoarios tem importante papel na decomposi¢cado da matéria orgéanica.

Analises bioquimicas realizadas em nematdédeos indicaram niveis de proteina, lipideos e
carboidratos de 48,3%, 17,3%, 31,3% respectivamente sobre o peso seco. Alguns pesquisadores
afirmam que este organismo possa ser incluido na dieta de algumas espécies de interesse para
aquicultura como os camardes peneideos. O fornecimendo de nematédeos em conjunto, ou
substituindo totalmente os nauplius de Artemia sp. utilizados em larviculturas de camarédo, pode ser
adotado sem redugao no crescimento, sobrevivéncia, ou taxa de crescimento (BIEDENBACH et al.
1989).
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Figura 5: Nematddeo

Ecologia de Microorganismos

As fungdes e atividades dos microorganismos sao fatores-chave no entendimento do
ambiente de cultivo em sistemas na aquicultura. Novas metodologias relacionadas a ecologia
microbiana tém sido desenvolvidas para o estudo dos microorganismos aquaticos e suas interagdes.

O microscopio de epifluorescéncia tornou-se uma importante ferramenta na quantificacao,
estimativa de biomassa e nas determinagdes da distribuicdo das bactérias aquaticas no ambiente
(HOBBIE et al. 1976; MORIARTY, 1997; MAEDA, 2002).

Destaca-se também técnicas desenvolvidas para determinagéo da produtividade de bactérias
heterotroficas pela taxa de sintese de DNA. Neste método utiliza-se a timidina-triciada (adicionada de
tritium). A sintese de DNA esta relacionada a divisdo celular, onde a timidina é capturada pelas
bactérias e convertida rapidamente em nucleotideos, fazendo parte dos constituintes basicos do DNA
(BELL, 1993; MORIARTY, 1997).

Estes métodos tornaram-se importantes ferramentas para os estudiosos da microbiologia de
ambientes aquaticos, habilitando-os a estudar as fungdes dos grupos ecoldgicos de bactérias em seu
ambiente natural, e possibilitando a aplicagdo destas técnicas a favor da aquicultura, contribuindo
com a melhoria das técnicas de manejo de viveiros, e no incremento da produtividade (MORIARTY &
PULLIN, 1987).

Um importante tépico de pesquisa para os ecologistas marinhos tem sido a quantificagéo da
contribuicdo que a biomassa microbiana exerce aos niveis troficos mais elevados nos ecossistemas
marinhos (MOSS, 2002).

De acordo com Pomeroy (1974), Azam et al. (1983) e Azam et al. (2002), os protozoarios sao
importantes consumidores de bactérias na cadeia alimentar plantdnica, e canalizam energia e
nutrientes aos niveis tréficos superiores (“microbial loop”). Atuam também na remineralizagéo,
especialmente do nitrogénio (N) e fésforo (P). A cadeia alimentar microbiana é parte integrante dos
viveiros de cultivo, tendo relagdo direta com a produtividade, equilibrando o meio em sistemas

intensivos.
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Microorganismos e Aquicultura

Em um ambiente marinho, poucos segundos apds a imerséao de qualquer estrutura na coluna
d’agua, da-se inicio a um processo fisico-quimico para a formacao do biofilme. Este processo ocorre
a partir do acumulo de moléculas organicas na superficie da estrutura, resultando em poucas horas
na colonizagao por bactérias (WHAL 1989).

Através da decomposicdo da matéria organica pelos microorganismos heterotroficos,
nutrientes como o nitrogénio e fésforo séo reciclados e re-disponibilizados para o meio, estimulando a
produtividade primaria, secundaria e a alga microbiana. A alga microbiana é considerada a maior via
para o fluxo de matéria organica em oceanos e estuarios, e tem um importante papel na transferéncia
de energia e nutrientes em sistemas de cultivo (MAEDA, 1989; MORIARTY, 1997; AZAM et al. 2002).

Os microorganismos atuam na degradagédo do alimento ndo consumido nos viveiros de
cultivo, na eliminagdo de compostos téxicos como a aménia e nitrito, contribuem com a manutengao
da qualidade da agua e exercem um importante papel na alimentacdo dos organismos cultivados
beneficiando-os com enzimas digestivas (MORIARTY, 1997; DECAMP.,et al., 2002; HOROWITZ &
HOROWITZ, 2002).

Abreu et al. (1988) e Thompson et al. (2001) verificaram a importancia dos microorganismos
componentes do biofilme na alimentagdo de Farfantepenaeus paulensis, manutengcao da qualidade

da agua e no controle de patégenos.

Segundo Moriarty (1997), patogenias em larviculturas e viveiros de produgdo vém se
tornando um problema na aquicultura, causando perdas de até 100%, especialmente em sistemas
intensivos. Balcazar et al. (2006) afirmam que, entre outras bactérias, os Lactobacillos séo utilizados
como probidticos no controle de patdégenos, e sdo considerados alternativas para minimizar o uso de
antibioticos. Gatesoupe (1999) define probidticos como um suplemento alimentar microbiano benéfico

a saude dos humanos e animais.

Decamp et al. (2002), afirmam que tanques de cultivo de camardes marinhos, equipados com
forte aeracdo, gerando intensa circulagdo de &gua, favorecem o desenvolvimento de flocos
bacterianos. Estes macro-agregados sdo formados por diatomaceas, macroalgas, pelotas fecais,
exoesqueletos, restos de animais mortos, bactérias, protistas e invertebrados. Os mesmos autores
sugerem que a composi¢cado natural das espécies constituintes determinara o valor nutricional dos

flocos, e possivelmente isso tenha poder atrativo sobre os camaroes.

Para incrementar a abundancia de organismos zooplancténicos, Martinez-Cordova et al.
(2002) sugerem a utilizacao de “indutores da produtividade natural” nos viveiros de cultivo. Estes
indutores sdo compostos por substratos organicos (alfafa), leveduras (Saccharomyces cerevisiae),

melacgo, vitaminas e 6leo de peixe, beneficiando as cadeias de microorganismos.

Apesar de se conhecer os beneficios que os microorganismos podem oferecer aos cultivos
na aquicultura, ndo se tem informacbes sobre as caracteristicas das diferentes sucessoes

microbianas induzidas em fungédo de diferentes substratos utilizados nesta técnica. Além disso, é
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necessario ampliar o conhecimento para se utilizar os microorganismos com seguranga sem oferecer

riscos a rentabilidade do sistema.

Neste estudo de caso procurou-se caracterizar a sucessao de microorganismos e suas
caracteristicas quali-quantitativas induzidas a partir de dois diferentes substratos: bagaco de cana-de-
agucar e feno de alfafa, bem como a influéncia da levedura S. cerevisiae no processo de

decomposicao da matéria organica.
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Objetivos

Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento do efeito de ingredientes promotores do desenvolvimento de

cadeias de microorganismos para serem utilizados como alimento alternativo na aquicultura.

Objetivos especificos

Caracterizar as comunidades microbianas de acordo com sua composi¢ao, abundéancia e
classes de tamanho dos organismos que as compde a partir de diferentes substratos (alfafa e bagaco

de cana de agucar).

Comparar o efeito da relacdo C:N dos diferentes substratos sobre as comunidades

microbianas.

Avaliar a influéncia exercida pelas leveduras S. cerevisiae sobre o desenvolvimento e

composigao das comunidades microbianas, quando associadas aos diferentes substratos.
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Abstract

Characterization of microbial succession developed by “inducers of natural productivity” was accomplished
through quali-quantitative analysis of culture mediums. Influence of Saccharomyces cerevisiae on characteristics
of the induced microbial chain was also tested, when this yeast was associated to organic substrates added to the
mediums. Tests were carried out using two different substrates (alfalfa and sugarcane bagasse), divided into four
treatments: 1- sugarcane bagasse (sb), 2- sugarcane bagasse with yeast Saccharomyces cerevisiae (sby), 3-
alfalfa (a) and 4- alfalfa with yeast Saccharomyces cerevisiae (ay). Data regarding abundance of yeast, free and
particulate-adhered bacteria, flagellates and nematodes, as well as data on bacteria and flagellate biovolume,
were compared among treatments. Results evidenced that alfalfa showed a superior capacity in developing large
populations of microorganisms during its degradation, leading to the production of larger organisms such as
nematodes. On the other hand, treatments based on sugarcane bagasse did not show such high capacity. It was
concluded that this is related to alfalfa’s low C:N proportion, which provides large availability of nitrogen
compounds, leading to higher microorganism growth. It was also verified that yeast served as food for
microorganisms in treatments where bacterial population development was inferior.

Introdugao

No Brasil existem amplas possibilidades de se produzir alimentos protéicos de baixo custo,
aproveitando as alternativas climaticas e seus vastos e variados ambientes aquaticos nas diversas
regides do pais. A regido sul, apesar de contar com condigbes climaticas menos favoraveis devido as
baixas temperaturas no inverno, apresenta uma boa performance em termos de desenvolvimento da
aquicultura, sendo superior a outras regides do pais (Rocha 2000).

Atualmente, tem aumentado o interesse em se produzir organismos cultivados de maneira
sustentavel, evitando-se maiores impactos ao meio ambiente. A necessidade de se produzir alimento
para consumo humano, proporciona um incentivo para o desenvolvimento e aprimoramento das
técnicas de cultivo na aquicultura, visando ndao sé expandir a quantidade produzida, mas também

buscando proporcionar o aproveitamento racional dos recursos naturais (Gomes 2000).

A utilizagdo de microorganismos tem sido apontada como uma maneira de se estabelecer
sistemas de cultivo mais produtivos e com menor impacto ambiental (Moriarty 1987, Lee & O'Bryen
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2002). Moss (2002) afirma que sistemas intensivos de produgéo de camardes marinhos dependem de
uma saudavel e diversificada comunidade microbiana para incrementar o crescimento, sobrevivéncia
e manter aceitavel a qualidade de agua. Salienta-se que algumas espécies da camardes como o L.
vannamei sao detritivoros e podem reciclar grandes parcelas do que é produzido no ambiente de

cultivo.

O uso de microorganismos na aquicultura deve se basear em conceitos ecoldgicos que
permitam uma melhor compreensao e manuseio dos fluxos de matéria e energia nos sistemas de
cultivo. Por exemplo, Pomeroy (1974) e Azam et al. (1983) documentaram a importédncia dos
microorganismos na transferéncia de matéria e energia, através da cadeia alimentar microbiana em
ambientes oceanicos. Novos conceitos propostos por estes autores, mostram que a fragéo dissolvida
da matéria organica torna-se disponivel aos niveis troficos superiores das cadeias alimentares
através de sua absorgao pelas bactérias, e o consumo destas pelos organismos do protozooplancton.
Desta forma, os microorganismos podem representar uma importante fonte alimentar para

organismos maiores.

Também nos sistemas de cultivo de organismos aquaticos os microorganismos podem servir
de alimento direto para espécies cultivadas, ou para pequenos animais que alimentam tais espécies
(Moriarty 1997). Bactérias sdo pobres em acidos graxos de cadeia longa (PUFA), porém sé&o
importante fonte de outros nutrientes essenciais especificos como vitaminas do complexo B. Por
outro lado, microorganismos eucariéticos (protozoarios) contém esterdis, e grande parcela destes sédo

convertidas em colesterol ou em outras formas caracteristicas de lipideos (Phillips 1984).

Os microorganismos fornecem também vitaminas, o que pode reduzir ou eliminar a
necessidade de suplementar estes elementos nas ragées comerciais (Horowitz & Horowitz 2002). O
conteudo protéico dos microorganismos é similar aos encontrados em muitos alimentos formulados.
De acordo com Stolp (1988) a matéria seca de microorganismos eucariontes é composta por 50% de
proteinas, 10% de lipideos, 10-20% de RNA e 3-4% de DNA.

Para Umesh et al. (1999), substratos biodegradaveis como bagaco de cana-de-agucar
possuem grande potencial para a colonizagdo microbiana quando comparado com outros substratos

menos degradaveis como bambu ou plasticos.

Apesar de alguns autores confirmarem a eficacia de substratos vegetais como bambus,
bagaco de cana-de-agucar, farelo de trigo e alfafa entre outros, utilizados para colonizagdo por
microrganismos com o objetivo de enriquecer as dietas dos organismos cultivados na aquicultura
(Umesh et al. 1999; Ramesh et al. 1999), ndo se tem o conhecimento da sucessédo e composigéo
microbiana envolvidas neste processo. Esta informacgdo é imprescindivel para se incrementar a dieta

alimentar de organismos cultivados, podendo-se, com isto, reduzir os custos de produgéo.

Este estudo de caso trata da caracterizagdo da sucessdo de microorganismos e suas
caracteristicas quali-quantitativas induzidas a partir de dois diferentes substratos (bagago de cana de

agucar e feno de alfafa), e da levedura Saccharomyces cerevisiae introduzidos no meio de cultivo.
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Material e Métodos
O experimento foi realizado nas dependéncias do Laboratério de Ecologia do Fitoplancton e
de Microorganismos Marinhos da Fundagao Universidade Federal do Rio Grande (FURG), entre os

meses de maio e setembro do ano de 2006.

Delineamento e unidades experimentais

Este estudo de caso constituiu-se de 4 tratamentos com 1 repeticdo: 1) Bagago de cana-de-
agucar, 2) Bagaco de cana-de-agucar com a adicao de leveduras S. cerevisiae, 3) Feno de alfafa e 4)

Feno de alfafa com a adi¢cao de leveduras S. cerevisiae.

Para a execucao deste estudo, foram selecionados 2 substratos com diferentes relagoes C:N,
onde a alfafa com seus 14:1 (Silva et al. 2005), e o bagaco de cana-de-agucar com seus 119:1
(Creswell, 1993). E seguiu-se a metodologia proposta por Martinez-Cordova (2002) para a formagéao

de indutores da produtividade natural em viveiros de cultivo, com algumas adaptacdes.

As unidades experimentais consistiram de 4 recipientes com capacidade para 20 L contendo:
400 g de substrato vegetal (feno de alfafa ou bagago e cana-de-agucar), 80 g de melago de cana-de-
agucar, 25 mL de oleo de figado de bacalhau, 8 g de fermento bioldgico (Saccharomyces cerevisiae)
resfriado (apenas em 2 dos tratamentos como descrito acima), 25g de acido ascorbico, 200mL de
agua estuarina com salinidade 20 coletada na barra da Lagoa dos Patos — RS para servir como
in6culo de microorganismos, 2 L de agua marinha filtrada (filtro cuno de 1um) com salinidade 30 e

diluida com agua destilada para igualar sua salinidade com a do in6culo (20).

Apdés a homogeneizacdo de todos os ingredientes, estes permaneceram sob aeracao
continua e sob condigbes normais de luz e temperatura, por um periodo de 16 (dezesseis) dias

contados a partir do dia O (zero).

Para uma melhor homogeneizagdo do material, realizou-se a remontagem, isto é, a
movimentagdo mecanica diaria da coluna de agua do recipiente, auxiliando a uniformidade na
distribuicdo da populacdo de leveduras e microorganismos por todo substrato vegetal, conforme
sugerido por Aquarone et al. (1983). Medidas de temperatura foram coletadas nos dias 5 e 11 apds o

inicio do experimento.

Coleta das Amostras

Amostras de 50 ml do liquido do meio de cultivo foram coletadas a cada 24 horas nos
primeiros 6 (seis) dias, considerando o primeiro dia de cultivo como sendo dia 0 (zero). Depois disso
foram realizadas amostragens ainda no dia 11 (onze), e no dia 16 (dezesseis), exceto nos

tratamentos (bc e bcl) devido ao néo aparecimento de flagelados a partir do sexto dia de cultivo.

Os mesmos critérios foram seguidos para a homogeneizagao da fracao liquida do composto
antes da coleta amostral. O material coletado foi fixado em solugédo de formol neutralizado a 4%, e

depositado em frasco dmbar (100ml) para posterior analise.
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Temperatura

Durante o experimento foram realizadas 2 amostragens de temperatura. As amostragens de
temperatura foram realizadas nos dias 5 e 11 respectivamente, apontaram o valor de 42°C em ambas

as coletas.

Quantificagao de bactérias

Aliquotas de 0,5 ml de amostra foram diluidas de acordo com a densidade de bactérias de
cada tratamento. Estas diluicdes variaram de 50 a 5000 vezes durante todo o experimento. As
amostras foram coradas com solugéo de fluorocromo laranja de Acridina (A.O.) 0,1% por 15 minutos
(HOBBIE, 1977), e filtrada em filtro de membrana de policarbonato (Nuclepore 0,2 um de poro),

previamente escurecido com Irgalan black.

O filtro foi montado entre 1amina e laminula, e posteriormente levado ao microscopio de
epifluorescéncia Axioplan (Zeiss), equipado com uma camera monochrome WAT — 902H, lampada
HBO 50 watts e conjunto de filtros de luz com n° de catalogo 487709, com faixa de excitagéo para luz
azul (BP 450 — 490; FT 510; LP 520) e magnificagcao final de 1000x.

Imagens dos microorganismos foram capturadas, e a contagem das células bacterianas foi
realizada com o auxilio do programa UTHSCSA Image Tool, desenvolvido na University of Texas
Health Science Center, San Antonio — Texas/lUSA e disponivel na internet na pagina

fttp://maxrad6.uthscsa.edu.
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Determinagao do biovolume e biomassa das bactérias

O biovolume das bactérias foi calculado a partir de medidas de comprimento e largura das

células (Massana et al. 1997).

V= n/4.L%[C-(L/3)]

Onde: V=Volume; L=Largura; C=Comprimento

A biomassa bacteriana foi calculada pela conversdo do biovolume celular em carbono

bacteriano utilizando o fator de conversao proposto por Riemann et al. (1990).

Biomassa(g C bact./mL)™ AxBxFC
Onde: A=Abundancia bact. (cel./mL); B=Biovolume bact. (nm®) e FC=0,35.10""

Quantificagao de leveduras, flagelados e nematodeos

Para quantificar outros microorganismos, aliquotas de 1 mL da fragcédo liquida do meio de
cultivo foram diluidas em agua marinha filirada em proporgdes especificas para cada amostra. Estas
diluicbes variaram de 5 a 800 vezes, de acordo com as condi¢cdes de turbidez e concentracédo de

microorganismos presentes nas amostragens.

As amostras foram coradas com solugdo de lugol a 2% e colocadas em camaras de
sedimentagdo (UTERMOHL) de 2,1 mL (Throndsen, 1978), e os organismos contados utilizando

microscopio optico invertido Axiovert 135 (Zeiss) com magnificagdo de 400x.

Determinacgao do biovolume para flagelados

Para determinar o biovolume do protozooplancton, foram consideradas formas geométricas
aproximadas (Figura 1), e aplicadas equag¢des matematicas para o calculo de biovolume de
microalgas (Hillebrand et al. 1999).
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Figura 1: Férmulas utilizadas para determinagao do biovolume de flagelados

Resultados
A figura 2 sumariza os resultados referentes a abundancia de leveduras S. cerevisiae,

durante o periodo experimental nos tratamentos (al) e (bcl).

Nota-se que no tratamento com bagago de cana de agucar (bcl) a queda no numero de
leveduras foi muito mais acentuada. O valor maximo para a abundancia de leveduras neste
tratamento foi de 7,91.10° org/mL, e ocorreu apds 24 horas do inicio do experimento, o valor minimo
deu-se no dia 4, com 8,68.10° org/mL. No tratamento (al) o valor maximo, de 1,54.10 org/mL, ocorreu

no dia 2, caindo sucessivamente até o dia 6 para 1,38.10° org/mL.
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Figura 2: Abundéncia de leveduras livres nos tratamentos com alfafa e bagaco de cana.

No que diz respeito a abundancia de bactérias livres, a figura 3 mostra que os tratamentos a
base de alfafa (a e al) apresentaram maiores abundancias bacteriana com valores maximos no dia 3
de 5,31.10° e 7,76.10° org./mL respectivamente. Os valores minimos para estes tratamentos foram

encontrados no dia 16, sendo 2,58.10° para (a) e 1,18.10° para (al), respectivamente.

Nos tratamentos a base de bagago de cana-de-agucar, o0s valores maximos foram
encontrados 24 horas apds o inicio do experimento para (bc) e (bcl), estes foram de 1,88.10° e
1,48.10° org./mL respectivamente. Os valores minimos foram de 1,01 10’ org./mL para (bc) e 2,88.10’
org./mL para (bcl) no dia 6.
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Figura 3: Abundancia de bactérias livres

A figura 4 mostra a abundancia das bactérias aderidas a particulas. Os substratos a base de
alfafa apresentaram como valores minimos 1,37.10" org./mL para (a) e 1,65.10" org./mL para (al),
ambos no dia 1. O valor maximo de abundancia para (a) foi de 3,23.10" org./mL no dia 11, e
2,66.10"° org./mL para (al) no dia 16.

Nos tratamentos com substratos a base de bagago de cana-de-agucar, os valores minimos
foram medidos no dia 3 de 3,21.10° org./mL para (bc), e de 4,86.10° org./mL para (bcl). O valor
maximo de abundancia destas células para (bc) foi de 1,29.10° org./mL, e para (bcl) foi 1,11.10°

org./mL ambos no dia 6.
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Figura 4: Abundancia de bactérias aderidas

Na figura 5 observa-se o biovolume das bactérias livres onde o tratamento (a) mostrou valor
maximo de 6,74pm3 apos 24 horas do inicio do experimento, o valor minimo para este tratamento foi
de 0,63um3 no dia 16 de cultivo. O tratamento (al) obteve seu valor maximo de 3,46pm3 no dia 3, e

seu valor minimo de 0,28um3 no dia 16 de cultivo.

Nos tratamentos a base de bagago de cana-de-agucar o biovolume de 5,21um3 foi o valor
maximo observado no dia 3 para (bc), caindo para valores minimos de O,BS)um3 no dia 6. No
tratamento (bcl) o valor maximo de biovolume bacteriano foi de 2,55um3, 24 horas ap6s o inicio do

experimento, € o valor minimo foi de 0,39um?® no dia 6.
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Figura 5: Biovolume de bactérias livres

Diferencas relacionadas ao biovolume das bactérias aderidas entre os tratamentos estédo
evidenciadas na figura 6, certa semelhanga foi notada entre (bc) e (bcl) onde valores minimos de
biovolume bacteriano foram observados 24 horas apés o inicio do cultivo, sendo 0,14 e 0,28um3
respectivamente. Os valores maximos foram alcangados em ambos os tratamentos no dia 6, sendo

1,75um? para (bc) e 2,96um?® para (bcl).

Os tratamentos a base de alfafa apresentaram valores minimos de biovolume no dia 3, sendo
0,06um? para (a) e 0,24um? para (al). Os valores maximos foram de 3,82um?® para (al) e de 2,42um?®

para (a) ambos no dia 11.
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Figura 6: Biovolume de bactérias aderidas

Analisando a figura 7, observa-se que os tratamentos a base de alfafa, apresentaram os
maiores valores de biomassa bacteriana por volume do meio de cultivo, mostrando valores minimos
de 22,4 ng C bact./mL para (a) e 20,7 ug C bact./mL para (al) apds 24 horas do inicio do experimento.
Valores maximos de biomassa bacteriana para estes tratamentos foram de 88,5 ng C bact./mL para

(a) e 74,5 pug C bact./mL para (al) ambos no dia 11.

Os tratamentos com bagago de cana-de-agucar apresentaram valores minimos de biomassa
bacteriana no dia 3, de 13,7 ng C bact./mL para (bc) e 14,1 ug C bact./mL para (bcl), com valores

maximos apontados no dia 6 para ambos os tratamentos, sendo 29,2 e 32,2 ug C bact./mL

respectivamente.
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Figura 7: Biomassa bacteriana total

Com relagédo aos flagelados, na figura 8 observa-se que os tratamentos que continham
bagaco de cana-de-agucar apds 24 horas de cultivo, apresentaram valores minimos de abundancia
de 3,88.10° org/mL para (bc) e 3,98.10° org/mL para (bcl). O valor maximo de abundancia para (bcl)
foi de 3,80.10° org/mL no dia 3, e de 3,83.10" org/mL para (bc) no dia 4.

Nos tratamentos a base de alfafa, as contagens apontaram o aparecimento de flagelados
apos 48 horas do inicio do experimento, apresentando valores de abundancia de 2,10.10° org/mL
para (a), e 1,12.10° org/mL para (al) neste periodo. No tratamento (al) o valor maximo de abundancia
de flagelados foi de 6,41.10° org/mL encontrado no dia 4, e no tratamento (a) este valor foi de

6,50.10° org/mL apontado no dia 5. Valores minimos para estes tratamentos foram apontados no
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décimo sexto dia em ambos os tratamentos, sendo 7,76.10° org/mL para (al) e 1,10.10" org/mL para
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Figura 8: Abundancia de flagelados

A figura 9 retrata o biovolume dos flagelados, sendo que nos tratamentos (a e al) os valores
minimos foram de 600,7 e 435,3 um3 respectivamente, ambos verificados no dia 2. Os valores
maximos de biovolume para estes tratamentos foram de 2941,5 um3 para (a) no dia 11, e de 1621,9

um?® para (al) no dia 6.

No tratamento (bc) o valor minimo de biovolume dos flagelados foi de 825,3 um3 ocorrendo
no dia 2, no tratamento (bcl) este valor foi de 574,6um3 apontado no dia 6. Os valores maximos foram

de 1234,2pm3 para (bc) no dia 6, e para (bcl) este valor foi de 973,6pm3 apontado no dia 4.
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Figura 9: Biovolume de flagelados
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Na figura 10 verifica-se o aparecimento de nematddeos apenas nos tratamentos que tiveram
a alfafa como substrato. No tratamento (a) o valor minimo na abundancia de nematédeos foi de
2,84.1O4org/mL no dia 4, no tratamento (al) observou-se a menor abundancia destes organismos no
dia 5 apontando 3,65.10%org/mL.

Valores maximos de abundancia de nematédeos foram encontrados no décimo primeiro dia
para (a) com 1,48.10° org/mL, e no décimo sexto dia para (al) com 1,06.10" org/mL. Nos tratamentos

(bc) e (bcl) nematédeos ndo foram encontrados durante o periodo de amostragens.
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Figura 10: Abundancia de nematddeos

Discussao

A razdo C:N pode ser um indicador do potencial de decomposigdo da matéria organica a ser
degradada, sendo que, uma das variaveis que influencia a taxa e o grau de decomposigao de
materiais biodegradaveis, € a disponibilidade de nutrientes minerais e, especialmente de nutrientes
nitrogenados, visto que os microorganismos possuem alta exigéncia de nitrogénio (Park 1976). Na
decomposicado da matéria organica os microorganismos utilizam o carbono como fonte de energia, e
0 nitrogénio para compor a estrutura celular através da sintese protéica (Azam et al. 1983, Billen
1984, Day et al. 1989, Jones 1995, Schlegel 1995, Avnimelech 1999).

A presencga de um substrato exerce dois efeitos sobre a populagdo microbiana: (a) rapido
incremento na abundancia de organismos fisiologicamente habeis a degradacgéo deste substrato e (b)

aumento na concentragdo de enzimas especificas em cada célula bacteriana (Floodgate, 1976).

Neste estudo, verificou-se que nos tratamentos a base de alfafa, o numero de células
bacterianas foi superior em duas ordens de grandeza quando comparadas com os tratamentos a
base de bagago de cana-de-agucar. Provavelmente isto esteja relacionado a razdo C:N dos
substratos, uma vez que a alfafa com sua baixa razdo de 15 C:N (Silva et al. 2005), possivelmente

disponibilizou maiores quantidades de N para estes microorganismos.
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Esta maior abundéncia de bactérias livres e aderidas nos tratamentos a base de alfafa,
parece ter repercutido em toda a cadeia alimentar que se estabeleceu, uma vez que estes

tratamentos apresentaram também as maiores abundancias de flagelados e nematddeos.

Entretanto, a tendéncia de queda na abundancia de bactérias livres em todos os tratamentos
no decorrer do experimento indica que existiu uma forte presséo de predagéo provavelmente exercida
pelos flagelados, como também indicado pela relagéo existente entre 0 aumento do numero destes

protozoarios e a reducao do biovolume das bactérias livres.

Por outro lado, a estabilizagédo na abundéncia de bactérias aderidas nos tratamentos (a e al)
a partir do sexto dia, e a reducéo do biovolume destas bactérias a partir do dia 11, concomitante ao
incremento de nematddeos neste mesmo periodo, sugere a existéncia de uma predacao preferencial
dos nematddeos sobre as bactérias aderidas, mostrando uma diferenciagdo no consumo da matéria
microbiana produzida, com maior predagdo de bactérias livres por flagelados e bactérias aderidas
sendo preferencialmente predadas por nematédeos. Isto se da provavelmente em fungdo da relagao

direta de tamanho existente entre presa e predador (Odum 1988, Kirchman 2000).

Deve-se ainda ressaltar que nos tratamentos a base de bagaco de cana-de-agucar, que
apresentaram menor abundancia de bactérias livres, a populacdo de flagelados parece ter se
beneficiado da adicdo da levedura S. cerevisiae, como indicado pelos valores de abundancia destes

flagelados no tratamento bcl quando comparados com o tratamento bc.

Estes dados mostraram que a S. cerevisiae provavelmente serviu como alimento alternativo

para os flagelados em condi¢des onde a disponibilidade de bactérias livres encontrava-se reduzida.

Nos tratamentos a base de alfafa, ndo foi identificado o mesmo efeito com a adigdo de
leveduras sobre a concentracdo de flagelados, tornando possivel afirmar que os altos valores na
abundancia de bactérias livres foram suficientes para garantir o crescimento destes protozoarios.
Corrobora com este fato, a queda comparativamente mais abrupta na concentragcdo de leveduras

livres no tratamento bcl, o que sugere a ingestao destas pelos flagelados (Figura 2).

A presencga de leveduras no trato intestinal dos nematédeos visualizados a partir do dia 5,
indica que este fungo também serviu como alimento aos nematdédeos, além das bactérias aderidas a
particulas. Com isso considerou-se que estes metazoarios tenham colaborado com a queda na

abundéncia das S. cerevisiae em al apontada na figura 2.

Por outro lado, as menores abundancias de bactérias livres e aderidas a particulas, bem
como o rapido decréscimo da abundancia de S. cerevisiae nos tratamentos com bagaco de cana-de-

agucar provavelmente foram responsaveis pela auséncia de nematédeos.

De acordo com Wilbur (1988), espécies de um determinado nivel tréfico sdo potenciais
competidores e predadores, e exercem efeito negativo na dindamica da populagédo de sua presa. Esse
efeito varia conforme o aumento, ou com o decréscimo da populagdo de predadores, e pode estar
relacionado com diferengas de tamanho entre presa e predador. A pressdo de predagio exercida

sobre uma populagao afeta o tamanho dos individuos das populagdes exploradas (Odum 1988).
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Algumas comunidades de presas sao efetivamente reguladas por seus consumidores, o que

€ conhecido como controle top-down (Kirchman 2000).

A reducao do biovolume das bactérias livres durante o periodo de estudo mostrou sincronia
com o aumento na abundancia e biovolume dos flagelados em todos os tratamentos, evidenciando a
pressao de predacdo exercida por estes organismos sobre as bactérias livres. O aumento na
abundancia de flagelados foi mais evidente nos tratamentos (a e al), confirmando a teoria da alga
microbiana proposta por Azam (1983). Esta afirma que os nutrientes absorvidos pelas bactérias ao
degradarem a matéria orgéanica particulada, ou mesmo, ao absorver os nutrientes quando dissolvidos

na coluna d’agua, os disponibilizam para seus predadores.

Pomeroy & Wiebe (1988) afirmam que a correlagdo energética entre as bactérias e os
metazoarios na cadeia trofica dos detritos € pouco eficiente, devido a insuficiéncia de biomassa
bacteriana para suportar a predacao destes metazoarios. Os resultados obtidos neste experimento
comprovaram que, havendo suficiente biomassa bacteriana, estas células suportam o
desenvolvimento dos metazoarios, e se, as bactérias estiverem associadas as leveduras S.

cerevisiae, pode-se obter um incremento nas densidades de nematddeos.

Estratégia de producdo de microorganismos para o cultivo de diferentes organismos

aquaticos

Os protozoarios planctdnicos sdo considerados importantes presas para o zooplancton e
larvas de peixes, e sdo 0s mais humerosos componentes da faixa de tamanho 6tima para a utilizagao

eficiente do alimento por estes grupos (Stoecker & Capuzzo 1990).

Resultados obtidos por Genodepa et al. (2004), comprovaram que existe relagdo diretamente
proporcional entre o estagio de desenvolvimento das larvas do caranguejo Scylla serrata, e o
tamanho de particula alimentar.

Dumphy et al. (2006) afirmam que em larviculturas de ostras Ostrea chilensis, esta espécie
apresenta melhor performance quando alimentados com particulas que variam entre 20um para

larvas recém eclodidas e 75um para adultos.

Estudos realizados por Fernandez-Diaz et al. (1994), mostraram claramente que larvas do
peixe Sparus aurata com até 4,5 mm, ingerem particulas entre 50 e 150 um de didmetro, larvas entre
4,5 e 6 mm, ingerem particulas entre 151 e 250um, e larvas com tamanho a partir de 6 mm ingerem

particulas maiores que 250um.

Larvas de ostras sdo capazes de consumir particulas que variam de 0,2-0,8 um a 20-30 ym,
em larviculturas, bem como em ambientes aquaticos, moluscos bivalves consomem grande numero e

variedade de microorganismos (Herwig 2002).
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Segundo Berggreen et al. (1988), o tamanho de particula 6timo para alimentagcdo do
copépode Acartia tonsa, € dependente de seu estagio de desenvolvimento, podendo variar de 7-10 a

14 um para nauplios 2, de 14 a 70 ym para nauplios 3, e aproximadamente 250 um para adultos.

Quando determinadas espécies de bactérias sao fornecidas em conjunto com o fitoplancton
em larviculturas de camardes, caranguejos € alevinos, as taxas de sobrevivéncia sdo incrementadas
significativamente devido a preferéncia dos organismos cultivados aos microorganismos em relagao
as algas (Maeda 2002).

Segundo Maeda et al. (1983), o zoopléncton se faz presente onde populagdes bacterianas
sdo abundantes, e a transferéncia de nutrientes provenientes dos microorganismos através do

protozooplancton é consideravelmente alta e de grande importancia para a cadeia trofica marinha.

Quando os copépodes Eurytemora sp., Scottolana sp. ou Heteropsyllus sp. sdo alimentados
com detritos ou protozoarios, apresentam um aumento significante com relagédo a produgao de ovos,
quando comparados com animais alimentados a base de microalgas (Maeda 1988). Segundo
Stoecker & Capuzzo (1990), alguns autores sugerem que flagelados e ciliados associados com

detritos, formam uma importante fonte alimentar para o zooplancton.

Sabe-se que a disponibilidade de matéria produz uma consideravel biomassa de organismos
pico-nanoplancténicos (0,2-20pum), e os protozoarios fagotréficos sdo os principais consumidores
destas células autotréficas e heterotroficas que se encontram em uma faixa de tamanho inferior a
5um (Sherr 1986).

Em viveiros de aquicultura, os niveis de oxigénio sao controlados principalmente por
microalgas e bactérias autotréficas. Em sistemas extensivos, semi-intensivos e alguns intensivos
bactérias e outros microorganismos contribuem significativamente, fazendo parte da cadeia tréfica e
na conversdao de matéria organica morta em nutrientes disponiveis para os organismos cultivaveis
(Paffenhofer & Strickland 1987).

De acordo com os resultados deste estudo, pode-se dizer que microorganismos com
diferentes tamanhos podem ser obtidos a partir do gerenciamento do tipo de substrato adicionado e
do tempo de crescimento dos microorganismos e cadeias alimentares obtidas. Com base nos
resultados deste experimento, sugerem-se estratégias distintas para o cultivo de flagelados e

nematddeos, de acordo com a necessidade de microorganismos com diferentes faixas de tamanho.

Na produgao de microorganismos entre 10 e 50 um, para complementar dieta de larvas de
peixes e crustaceos recém-eclodidas, sugere-se a utilizacdo de feno de alfafa, ndo havendo a
necessidade de associa-la as leveduras, pois foi comprovada que estas leveduras nao exercem
influéncia sobre a abundancia destes microorganismos quando a alfafa é utilizada como substrato.

Em regides produtoras de cana-de-agucar, pode-se utilizar o rejeito da industria canavieira.
Pois quando associado a S. cerevisiae, o bagaco de cana-de-agucar mostrou ser uma alternativa
para a baixa produgéo bacteriana induzida na degradacao deste sub-produto. Onde a S. cerevisiae
serviu como fonte de alimento aos microorganismos, e deve-se levar em consideragéo o seu baixo

custo, tornando interessante o seu uso.
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Os testes mostraram que existe a alternativa de se produzir grandes quantidades de
nematédeos com a utilizagdo da técnica estudada. Alguns autores sugerem o fornecimento deste
metazoario como dieta alternativa quando fornecido as larvas juvenis de camarbes marinhos
(Biedenbach et al. 1989). A baixa razdo C:N da alfafa, aliado a alta temperatura do ambiente gerado
pela atividade bacteriana, propiciou a estes organismos um micro-nicho favoravel para seu
crescimento sob alta densidade. Mensuragbes efetuadas durante este experimento, mostrou que
nematddeos adultos chegaram a atingir comprimento de 1300um, e como citado anteriormente séo

importante fonte de lipideos e proteinas.

Em resumo, os resultados deste trabalho mostram a potencialidade da utilizacdo de

substratos organicos para a produgédo de microorganismos de diferentes classes de tamanho.

Também ficou evidente que um maior conhecimento da composi¢do e sucessdo de
microorganismos € uma importante ferramenta para se gerenciar o uso desta técnica e sua aplicagéo

no cultivo de diferentes organismos aquaticos.
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