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RESUMO

O camarao-branco-do-pacifico Litopenaeus vannamei é o camardo marinho mais
cultivado em todos os tipos de sistemas, assim como no sistema de bioflocos (Biofloc
Technology System - BFT). Os flocos sdo formados por microrganismos (bactérias,
ciliados, diatoméceas, nematoides, etc.), fezes, restos de racdo, carapacas, entre outros,
sendo as bactérias autotroficas responsaveis pelo processo de nitrificacdo. Essa € uma
etapa crucial para esse tipo de cultivo, uma vez que 0s compostos nitrogenados, em
elevadas concentracdes, sdo toxicos para os camardes. O presente trabalho teve como
objetivo promover e identificar o desenvolvimento de bactérias nitrificantes através da
adicdo de substratos artificiais e indculo de bioflocos no cultivo de L.vannamei em
sistema BFT. O delineamento experimental consistiu em quatro tratamentos com trés
repeticBes (4x3), sendo esses: Controle: Agua clara onde foram formados os bioflocos;
IN (10%): Agua clara com indculo de bioflocos (10%); Bl: Agua clara com substrato
(“bioballs” imaturos); BM: Agua clara com indculo de “bioballs” maturos provenientes
de um sistema de recirculacdo. Para tal, foram estocados juvenis de camardo (4,92 +
0,459) em 12 tanques de 200L de volume util, densidade de estocagem de 200
camardes/m®. Os camardes foram alimentados 2x/dia com ragdo comercial contendo
38% de proteina bruta (Guabi- potimar/38% PB Active), seguindo tabela de
alimentacdo e observacdes diarias do consumo alimentar, ao longo de quatro semanas
de experimento (28 dias). Foram coletadas amostras de bioflocos e dos “bioballs” para
detectar o crescimento da populacdo de bactérias nitrificantes e heterotroficas
(pseudomonas spp.) através do FISH (Hibridizagdo in situ Fluorescente). N&o foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,05) para sobrevivéncia,
obtendo os valores médios superiores a 88%. O tratamento IN (10%) obteve menor
concentracdo de aménia e nitrito e maior concentracdo de nitrato, enquanto BM obteve
maior peso final e biomassa final, produtividade, ganho de peso semanal e menor
conversdo alimentar aparente para resultados de desempenho zootécnico. Ambos
apresentaram uma maior gquantidade de diatoméaceas céntricas em relacdo aos outros
tratamentos. Verificou-se que o uso de indculos no inicio da producédo seja na forma de
bioflocos ou substratos que ja contenham bactérias nitrificantes € uma opgéo eficaz para
evitar concentracdes elevadas de nitrito e propiciar uma melhor qualidade de agua ao

longo do cultivo.

Palavras-chave: Bactérias heterotréficas, bactérias nitrificantes, “bioballs”, bioflocos, FISH.
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ABSTRACT

Litopenaeus vannamei is the most cultured marine shrimp in all types of systems,
as well as the Biofloc Technology System (BFT). Flakes are formed by microorganisms
(bacteria, ciliates, diatoms, nematodes, etc.), feces, feed remains, carapace, among
others, autotrophic bacteria being responsible for the nitrification process. This is a
crucial step in this type of farming, since the nitrogenous compounds in high
concentrations are toxic to the shrimps. This study aimed to identify and promote the
development of nitrifying bacteria by adding artificial substrates and bioflocs inoculum
in L. vannamei cultivation in BFT system. The experiment consisted of four treatments
with three repetitions (4x3), these being: Control: clear water where bioflocs were
formed; IN (10%): Clear water with bioflocs inoculum (10%); BI: Clear water with
substrate (immature “bioballs”); BM: Clear water with mature “bioballs” inoculum
from a recirculation system. To this end, they were stocked shrimp juveniles (4.92 +
0.45g) in 12 tanks 200L working volume, stocking density of 200 shrimp / m*. The
shrimps were fed 2x / day with commercial feed containing 38% crude protein (Guabi-
potimar / 38% PB Active), following feeding table and daily observations of food intake
over four weeks of the experiment (28 days). Bioflocs and b*“bioballs” samples were
collected to detect the growth of the population of nitrifying and heterotrophic
(pseudomonas spp.) bacteria by FISH (Fluorescent in situ Hibridization). There was no
significant difference between treatments (P> 0.05) for survival, obtaining the mean
values greater than 88%. The IN (10%) treatment had lower concentrations of ammonia
and nitrite and nitrate concentration increased, while BM had higher final weight and
final biomass, productivity, weekly weight gain and lower conversion apparent feed for
production performance results. Both had higher amount of centric diatoms in relation
to other treatments. It has been found that the use of inoculum at the beginning of
production in the form of bioflocs or substrates that already contain nitrifying bacteria is
an effective option to avoid high concentrations of nitrite and to provide a better quality

of water throughout the crop.

Keywords: Heterotrophic bacteria, nitrifying bacteria, “bioballs™, bioflocs,
FISH.
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1. INTRODUCAO

Nos Ultimos anos carcinicultores, governos e industrias estdo se tornando
conscientes da crescente necessidade de criacdo de camardes de uma maneira mais
responsavel, tentando mitigar impactos causados pelo sistema tradicional, como: uso de
ecossistemas de mangue de protecdo para a construcdo do tanque; salinizagdo das &guas
subterraneas e terras agricolas; poluicdo das aguas costeiras por efluentes de tanques;
questdes de biodiversidade decorrentes da recolha de sementes selvagens e
reprodutores, introducdo de espécies exdticas e seus patdgenos; conflitos sociais com
outros usuarios de recursos; descargas agricolas, causando auto poluicdo em &reas de
cultivo de camardo; entre outros (FAO, 2016).

Sendo o sistema de bioflocos (Biofloc Technology System — BFT) uma forma de
cultivo com potencial para abordar todas estas preocupacdes a fim de continuar o
crescimento da carcinicultura sem problemas a longo prazo por ser baseado no
crescimento de microrganismos no meio de cultura, beneficiado pela troca zero ou
minima de agua (Schryver et al., 2008). Composto por microrganismos (bactérias,
ciliados, diatomaceas, nematoides, etc.), fezes, restos de racdo, carapacas, entre outros.

Os microrganismos possuem duas principais funcdes no sistema de cultivo, a
primeira € a manutencdo da qualidade da &gua, pela transformacdo dos compostos
nitrogenados em proteina digestivel, realizada pelas bactérias nitrificantes e
heterotroficas presentes no meio. A segunda é a nutricdo animal, aumentando a
viabilidade do cultivo, reduzindo a conversdo alimentar aparente e 0s custos de
alimentacédo, que chegam a representar pelo menos 50% do total dos custos de produgéo
aquicola devido ao elevado custo da proteina nas dietas comerciais (Emerenciano et al.,
2013; Schveitzer et al. 2013).

Como todo sistema de producdo o BFT possui vantagens e desvantagens em
relagdo aos outros (ex.: cultivo tradicional). Sendo as vantagens: um aumento na
produtividade, utilizacdo de menores areas de cultivo, aumento da biosseguranca,
diminuicdo ou isencdo da renovacdo de agua, maior estabilidade do sistema, diminuicédo
da quantidade de proteina nas racGes, maior disponibilidade de alimento natural,
comunidade microbiana atuando como probiético, uso de probidtico na prevencdo de
doencgas no cultivo (ex.: Vibrio) e melhor taxa de sobrevivéncia, menores unidades de
cultivo com maior controle, menor impacto ambiental (ex.: diminui/evita a percolagéo

da agua para o subsolo), possibilidade de cultivo em regibes afastadas da costa, menor
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taxa de conversdo alimentar. Desvantagens como maiores gastos de energia (aeragao),
maior custo operacional e risco do aparecimento de cianobactérias devido ao acumulo
de fosforo no sistema (Schryver et al., 2008; Krummenauer et al., 2014; Lara et al.,
2016;). Sendo o sistema de ar difuso (blower) a aeragdo mais indicada observada no
trabalho de Lara et al., 2016 para esse tipo de cultivo, por ser eficiente na agregacao das
particulas e formacéao do bioflocos, contribuindo para o crescimento de camar&o.

A aquicultura é definida como o cultivo de produtos aquaticos sob condigdes
controladas, onde o principal objetivo é produzir um produto comercial da forma mais
eficiente e rentavel possivel, implicando em um sistema com alta densidade de
estocagem, alimentos de alta qualidade e gestdo da qualidade da agua, como ocorre no
sistema BFT (Ebeling et al., 2006). Contudo a reutilizacdo da agua gera um aumento na
concentracdo de solidos suspensos totais, didxido de carbono e nitrato (Colt, 2006;
Ebeling et al., 2006; Kuhn et al., 2010).

Dentre 0s compostos nitrogenados, a amonia € o principal composto por ser
excretado pela maioria dos animais aquéticos (Kinne, 1976), sendo essa a forma de
nitrogénio mais tdxica para os camardes. De acordo com Regnault (1987) é o principal
produto da catalise protéica (60-70% do total de N) e circula por diferentes vias, como a
nitrificacdo, a assimilacdo pelos microrganismos fotoautotréficos e heterotroficos
(bactérias) ou é perdida para a atmosfera devido a volatilizacdo de amoniaco gasoso
(Silva et al., 2013).

Em meio aquoso, a amdnia é encontrada em duas diferentes formas, a aménia
ionizada (NH4") e a ndo ionizada (NHs) que juntas formam a amonia total (NH," +
NHs;). Sendo a forma ndo ionizada considerada mais tdxica para os animais devido a
capacidade de difusdo pelas membranas celulares (Fromm & Gillette, 1968).

Sua toxicidade estd relacionada a varios processos metabdlicos internos.
Diminuindo a absorcdo de sodio por parte dos camardes, inibindo o funcionamento da
bomba de sédio/potéssio, que é um importante mecanismo na osmorregulacdo dos
animais, além de alterar o pH das células, afetando todo 0 mecanismo enzimatico do
mesmo (Barbieri & Ostrensky, 2002).

O nitrito € o composto intermediario no processo de nitrificacdo da
transformacdo da amonia em nitrato, € uma forma altamente toxica para organismos
aquaticos de acordo com sua concentracdo no meio, salinidade da agua de cultivo e do
estagio de desenvolvimento do animal, causando mortalidade em larviculturas e

sistemas de cultivo (Brownell, 1980).
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Sendo aconselhéveis até 2,5 e 10 mg/L de nitrito para a criacdo de L. vannamei
(8,0 £ 0,50 g) em salinidades de 8 e 24 g/L, respectivamente (Furtado et al., 2016). Em
elevadas concentracdes, pode causar problemas hemolinfaticos transformando a
hemocianina em metahemocianina, impedindo o transporte do oxigénio para os tecidos
(Gross 2004), diminuindo a disponibilidade de oxigénio para o metabolismo (Tahon et
al,. 1988) podendo acarretar em hipdxia e mortalidade significativa do cultivo (Chen et
al., 1986).

O nitrato € o ultimo produto da nitrificacdo, sendo considerado 0 menos toxico
do processo, mas que em elevadas concentragdes, dependendo da salinidade da &4gua de
cultivo, acima de 300 mg/L para camarGes marinhos, passa a ser letal sendo aceito até
177 mg/L para a criacdo de L.vannamei em sistemas BFT a uma salinidade 24 como
reportado por Furtado et al. (2015a) e niveis inferiores a 220 ppm de nitrato a salinidade
11ppt como observado por Kuhn et al. (2010).

Podendo causar efeitos letais e subletais para diferentes organismos (ex.: peixes,
crustaceos) como: comprimentos antenais suprimidos, lesdes no hepatopancreas e
anomalias branquiais (ex.: incrustacdo) como observados nos experimentos realizados
por Poersch et al. (2007) e Kuhn et al. (2010) acumulando em grandes quantidades
principalmente em sistemas fechados.

A nitrificacdo é um processo crucial para o cultivo em sistema de bioflocos. E o
processo de transformacdo da amdnia em nitrato realizado pelas bactérias nitrificantes
autotroficas, dependente das concentragdes de amobnia e nitrito, relacdo
carbono/nitrogénio, temperatura, pH, oxigénio dissolvido, alcalinidade, carbono
organico e inorganico (Ebeling et al., 2006).

Algumas bactérias autotroficas absorvem o carbono inorganico presente no
sistema sendo conhecidas como Amdnia — Oxidantes (AOB) e Nitrito — Oxidantes
(NOB). As AOB possuem maior eficiéncia na transformacéo do nitrogénio em relagao
as bactérias heterotroficas, porém levam maior tempo para oxidar a amdnia em nitrito,
sendo pertencentes aos géneros Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrospira, Nitrosolobus
e Nitrosovibrio. As NOB realizam a oxidagdo do nitrito a nitrato, pertencem em sua
maioria aos géneros Nitrobacter, Nitrococcus e Nitrospira, porém possuem um
crescimento mais demorado do que as AOB, acumulando uma quantidade significativa
de nitrito no sistema (Lara, 2012; Serra et al., 2015).

Ja algumas bactérias heterotroficas utilizam material organico pré-formado

(carboidratos e proteinas) como fonte de carbono e energia. Promovem uma reducao
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mais rapida nas concentracdes de amonia do que o processo de nitrificacdo (Serra et al.,
2015), crescendo 10 vezes mais rapido do que as bactérias nitrificantes (Hargreaves,
2006).

Foi demonstrado por Zhu & Chen (2001) que a taxa de nitrificacdo diminuiu
com o aumento da concentracdo de matéria organica, uma vez que consequentemente,
num processo de biofiltragdo multi-espécies, em que os dois tipos de bactérias
coexistem, as heterotroficas sdo capazes de utilizar mais oxigénio e ocupam mais
espaco do que as nitrificantes, inibindo significativamente a nitrificagdo em um
biofiltro.

Sendo observado que o reuso de um in6culo minimo de 2,5% de agua de um
cultivo anterior, para producdo de L. vannamei em sistema BFT, acelerou a formacéo
dos agregados microbianos na agua (Krummenauer et al.; 2012) e que o uso de
substratos artificiais aumenta a fixacdo de bactérias nitrificantes contribuindo para uma
melhor manutencdo da qualidade da agua no sistema (Lara 2012; Furtado et al., 2015b).
Assim como a relagcdo carbono/nitrogénio ideal (C/N - 15:1) para o desenvolvimento
das comunidades microbianas (Azim et al., 2008), avaliacdo da atividade fotossintética
e respiracdo dos microrganismos (Vinatea et al., 2010), caracterizagdo das comunidades
microbianas presentes nos cultivos e o controle dos sélidos suspensos totais, realizado
pelos clarificadores (Schryver et al., 2008; Gaona et al., 2011).

Por esse motivo diferentes tipos de substratos (needlona, “bioballs” ou biorings,
bambu, tela de mosquiteiro, bidim, entre outros) estdo sendo testados ao redor do
mundo (Baldwin et al., 2003; Lara, 2012; Rodrigues, 2013; Legarda, 2015; Rodrigues,
2015) para diferentes animais aquaticos (ex.: peixes, camardes) com o intuito de avaliar
qual deles tem uma maior eficiéncia no processo de nitrificacdo. Segundo Ballester et
al.(2007) o substrato artificial aumentou a taxa de nitrificacdo nos tanques, que resultou
em concentracdes decrescentes de amonia.

Dentre os diferentes tipos de substratos os “bioballs” apresentam propriedades
ideais para uso em estudos de biofilmes aquaticos. Sdo esferas plasticas com elevada
area superficial, robustas, relativamente pequenas (3,5 cm de diametro x 4,0 cm de
altura), com uma superficie muito elevada em relacdo ao volume (cerca de 130: 1)
(Baldwin et al., 2003) sendo utilizado para filtracdo bioldgica/biofiltracdo em sistemas
de recirculagdo aquicola (RAS).

O Biofilme é um conjunto de células microbianas aderidas a uma superficie,

envolvidas por uma matriz adesiva, excretada pelas proprias células. Geralmente essa
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matriz € formada por uma mistura de substancias poliméricas extracelulares ou

polissacarideos, proteinas e acidos nucléicos (Figura 1) (Conell, 2014).

Fixacdo | Colonizagdo | Crescimento

Fusd ¥ojymose
(A) Adesdo de um (B) Comunicacgéo (C) Aumento do
pequeno nimero de intercelular, crescimento e dos
células a uma crescimento e sintese polissacarideos.
superficie solida. de polissacarideos.

Figura 1: Etapas da formacéo e estrutura de um biofilme. Fonte: Conell, 2014.

Sendo favoravel para as populagcbes microbianas por reter os nutrientes
necessarios ao desenvolvimento microbiano, impedir o descolamento das células de
superficies presentes em sistemas de fluxo de corrente, aumentar a resisténcia as forcas
fisicas que poderiam remover as células ndo aderidas, melhorar os mecanismos de
autodefesa, permitir maior sobrevivéncia das células e uma maior quantidade e
reposi¢do de nutrientes, acarretando em uma elevada quantidade e atividade microbiana
na superficie do substrato (Madigan et al., 2010).

O biofilme de um biofiltro de um RAS geralmente é constituido com uma
camada interna formada por uma populacéo rica em microrganismos nitrificantes e com
uma camada externa dominada por microrganismos heterotréficos (Malone & Pfeiffer,
2006) (Figura 2).
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Figura 2: Crescimento das bactérias nitrificantes e bactérias heterotréficas no Biofilme.
Adaptado: Golz, 1995.

A técnica do reuso tem se mostrado eficaz na manutencdo dos niveis de aménia e
nitrito abaixo dos valores recomendados para o cultivo da espécie, sendo isso verificado
por vérios autores (Lara, 2012; Krummenauer et al., 2014) sendo realizados estudos
com reuso de bioflocos e controle dos niveis de solidos suspensos totais (Gaona et at.,
2011) para manter as concentracdes de nitrito dentro dos valores recomendados,
permitindo uma ciclagem dos nutrientes no sistema e uma menor ou nula emissao
dessas cargas no ambiente.

Para verificar a aderéncia das bactérias no substrato e sua presenca na dgua do
cultivo, foi realizada a técnica molecular FISH (“Hibridizagdo in situ Fluorescente™)
que se baseia na ligacdo de marcadores fluorescentes as sondas de DNA e a ligacdo
dessas sondas ao RNA ribossomal (rRNA) das bactérias.

Esse rRNA s6 esta presente em organismos biologicamente ativos, detectando
apenas 0s que estdo realizando uma tarefa especifica (ex.: sintetizando proteina)
(Schryver et al., 2008). Permitindo, de uma forma geral, a visualizacdo, identificacdo e
contagem direta das células bacterianas especificamente marcadas, visualizadas com
auxilio de microscopios de epifluorescéncia ou confocal (Zwirglmaier, 2005)
verificando a presenca de determinados grupos e espécies de bactérias no cultivo
(Schryver et al., 2008).

Sendo o DAPI um corante fluorescente amplamente utilizado na microscopia de
fluorescéncia. Liga-se fortemente a regides ricas de DNA, passando através de uma
membrana celular intacta, corando células de todos os microrganismos presentes na
amostra e ndo apenas das bactérias. Sendo este trabalho realizado utilizando-se in6culo

de bioflocos e o uso de “bioballs” como substrato para maior fixacdo de bactérias.
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2. OBJETIVO GERAL
Promover e identificar o desenvolvimento de bactérias nitrificantes através da
adicdo de substratos artificiais (“bioballs”) e inéculo de bioflocos no cultivo de L.

vannamei em sistema BFT.

2.1 - Objetivos especificos

e Analisar a qualidade da dgua com énfase nos compostos nitrogenados ao
longo do cultivo de L. vannamei em sistema BFT.

e Avaliar o desempenho zootécnico dos camardes.

e Identificar os grupos de bactérias nitrificantes (amonia-oxidantes e nitrito-
oxidantes) e heterotroficas (pseudomonas spp.) nos substratos e na agua dos
cultivos.

e Caracterizar a comunidade de microrganismos formadora dos bioflocos nos
diferentes tratamentos.

e Verificar a viabilidade de utilizar “bioballs” como substrato para bactérias

nitrificantes no sistema BFT.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Local e instalacbes

O estudo foi realizado na Estacdo Marinha de Aquicultura Prof. Marcos Alberto
Marchiori (EMA), do Instituto Oceanografico (I0) da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG), localizada na praia do Cassino, Rio Grande — RS - Brasil (32° 19° S,
52°15° W).

3.2 - Origens dos camardes

Os camardes utilizados no presente estudo foram adquiridos do laboratério
Aguatec Ltda., localizado no municipio de Canguaretama — Rio Grande do Norte. Apés
a chegada a EMA, os nauplios de L.vannamei foram mantidos no setor de larvicultura
de camardes marinhos e cultivados segundo metodologia adaptada de Marchiori (1996).

Posteriormente 0s mesmos foram estocados em um bercario (1500/m?) em
sistema BFT, transferidos para o setor de engorda (300/m?) e cultivados até atingirem o
peso médio de 4,92 + 0,45g. S6 entdo foram alocados nas unidades experimentais cujo
volume util era de 200 litros, sendo estocados 40 camarfes em cada tanque,

correspondendo a 200 camardes/m?®.
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3.3— Delineamento experimental

O delineamento experimental consiste em quatro tratamentos com trés repeticdes
cada (4x3), sendo Controle: Agua clara onde foram formados os bioflocos; IN (10%):
Agua clara com in6culo de bioflocos (10%); BI: Agua clara com substrato (“bioballs”
imaturos); BM: Agua clara com indculo de “bioballs” maturos. Os pardmetros de
qualidade da &gua de cultivo de origem dos camarfes e dos “bioballs” maturos foram

analisadas antes do inicio do experimento, como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1: Qualidade da 4gua de cultivo de origem dos camardes e “bioballs”.

Qualidade da 4gua Bioflocos “Bioballs”

N-AT (N- (NH; + NH,") 0,08 0,06
mg/L)
N-NO, (mg/L) 0,03 0,03
N-NO; (mg/L) 52,0 11,0
Alcalinidade (mg/L de 125,0 180,0
CaCo0,)
pH 7,20 7,95
Salinidade (g/L) 35,0 31,0
Temperatura (°C) 24,0 25,2
SST (mg/L) 250 50

0.D. (mg/L) 5,04 6,52

N-AT — Nitrogénio Amoniacal Total; N-NO, - Nitrito; N-NOjz; - Nitrato; pH — potencial

Hidrogenibnico; SST — Sélidos Suspensos Totais; O.D. — Oxigénio Dissolvido.

Os camardes foram alimentados com racdo comercial (Guabi- potimar / 38% PB
Active), com auxilio de bandejas, duas vezes ao dia (08:00 e 17:00h), durante quatro
semanas. Inicialmente a taxa de alimentag&o foi estabelecida segundo Jory et al. (2001),
sendo este valor ajustado posteriormente de acordo com a biomassa semanal estimada.
Era adicionado profilaticamente a agua de cultivo 1ppm de probiédtico (PRO-W
Sanolife, Salt Lake City, Utah - USA) uma vez por semana, de acordo com o
recomendado pelo fabricante (INVE).

Os “bioballs” foram alocados em travesseiros feitos de tela plastica com abertura
de cinco mm (34cmCx18cmLx8cmA) contendo 40 “bioballs” de 32mm? cada (1280
mm?2 /tanque). Os travesseiros foram presos as bordas dos tanques com fios de nylon

(Figura 3), permanecendo submerso durante todo o periodo experimental. A quantidade
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de “bioballs” foi baseada na area de fundo do tanque (0,36 m2), sendo aumentada de
acordo com Lara (2012). Dessa forma incrementa-se a area de substrato aumentando a

area de superficie para maior fixacédo das bactérias.

Figura 3: Travesseiros feitos de tela plastica com abertura de 5 mm
(34cmCx18cmLx8cmA) contendo 40 “bioballs” de 32mmz2.

3.4- Fertilizagdo organica

Os bioflocos utilizados no experimento foram inoculados a partir do sistema de
cultivo onde estavam alocados os camardes até atingirem o peso médio de 4,92 + 0,45g.
Foi utilizado como fonte de carbono organico o melaco de cana de aclcar contendo
37,46% de carbono determinado com o uso do equipamento CHN Analyser
(PerkinElmer PE 2400).

Para adicdo da fonte de carbono foram utilizados como base os trabalhos de
Ebeling et al. (2006) e Avnimelech (1999), onde se determina que sdo necessarios 6 g
de carbono para converter 1g de amonia em biomassa bacteriana, favorecendo uma
relacdo nominal (em peso) de carbono/nitrogénio (C/N) de aproximadamente 15:1.
Quando a amonia total ultrapassava 1 mg/L era realizada a fertilizacdo organica (fonte
de carbono /melaco) para ajustar a relacdo C/N, em todos os tanques, quando

necessario.

3.5 - Parametros fisicos e quimicos da agua

A temperatura da agua foi controlada em aproximadamente 28 °C com uso de
aquecedores com termostatos (Aquarium Heater H — 606 China) distribuidos nos
tanques. A aeracdo foi provida por um blower e distribuida por duas mangueiras com
pedras porosas alocadas em cada tanque. A salinidade foi mantida em torno de 32 g/L

sendo mensurada uma vez por semana com o auxilio de um refratdmetro portatil (Hand
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Held, Atago - Japéo) realizando-se, quando necessério, a adi¢do de 4gua doce declorada
para corre¢do da mesma.

Os parametros de qualidade da agua como temperatura, pH e oxigénio
dissolvido foram medidos duas vezes ao dia com auxilio dos multiparametros (Pro 20 e
Professional Plus - Professional Series YSI, Ohio - USA). O experimento foi realizado
em uma sala com temperatura controlada em 30°C.

As concentracdes de nitrogénio amoniacal total (NHs + NH,") e nitrito (N-NO5)
foram mensuradas diariamente, conforme metodologias preconizadas pela UNESCO
(1983) e Bendschneider & Robinson (1952), respectivamente, e o nitrato (N-NO3’) foi
mensurado a cada sete dias seguindo a metodologia de Aminot & Chaussepied (1983).

Alcalinidade foi medida seguindo a metodologia proposta por APHA (1989)
duas vezes por semana. Quando atingia concentracdo inferior a 125mg CaCOs/L passou
a ser determinada a cada trés dias, sendo adicionados 0,03 g/L de cal hidratada (Ca
(OH),) nos tanques para manter o valor acima de 125mg CaCOs/L (Furtado et al. 2014).

Os solidos suspensos totais foram mensurados semanalmente de acordo com a
metodologia de Strickland & Parsons (1972), onde o valor do SST foi estimado pela
diferenca entre o peso final e inicial de cada filtro (AOAC 1999). Sendo filtrado 1/3 da
agua dos tanques, com uma malha de 50 micras, sempre que os solidos atingiam
concentragdes superiores a 500 mg/L para reducdo dos mesmos das unidades
experimentais (Gaona et al., 2011).

3.6 — FISH (Hibridizacéo in situ Fluorescente)

Coletas de agua de todos os tanques foram realizadas semanalmente para
identificacdo das bactérias nitrificantes e heterotroficas (pseudomonas spp.) pela
metodologia FISH, sendo coletados 4,5 ml da 4gua do tanque em tubo Falcon (15 ml) e
adicionado 0,5 ml da solucgdo de paraformaldeido 2%.

Também foram coletados substratos (quatro pinos da area externa dos
“bioballs”) dos tratamentos Bl e BM, em triplicata, em eppendorfs de 1,5 ml e fixados
em paraformaldeido 2%.

A técnica foi realizada de acordo com o protocolo do LEBIOMM adaptada de
Cottrell & Kirchman (2003) onde, de uma forma geral, as amostras foram fixadas,
sonicadas, centrifugadas, filtradas, hibridizadas, lavadas, coradas com DAPI, realizada a
montagem das laminas e visualizadas em microscépio de epifluorescéncia,

respectivamente. Sendo as sondas utilizadas especificadas na Tabela 2 a seguir.
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290 Tabela 2: Sondas utilizadas para identificacdo e contagem das bactérias presentes nas amostras.
H **
Sonda Sequéncia de sonda (5" - 3") Local de dest_|n~o (rRNA) e Especificidade *oFA NaCl Referéncia
posicao (mM)
NON TAGTGACGCCGTCGA : Controle Negativo 30 00 YOKOk?ggoi‘)Nagata
NIT3 CCTGTGCTCCATGCTCCG 16S (1030-1047) Nitrobacter spp. — NOB 40 56 Wagner et al. (1996)
NITCOC 206 CGGTGCGAGCTTGCAAGC - Nitrococcus mobilis — AOB 20 - Juretschko et al. (2000)
NSO 190 CGATCCCCTGCTTTTCTCC 16S (190-208) Nitrosomonadales — AOB 35 20 Mobarry et al. (1996)
NSO 1225 CGCCATTGTATTACGTGTGA 16S (1224-1243) Nitrosomonadales — AOB 35 80 Mobarry et al. (1996)
NSMR 76 CCCCCCTCTTCT GGATAC 16S (132-149) Nitrosomonas marina-like — AOB 20 225 Burrell et al. (2001)
NTSPA 685 CAC CGG GAATTC CGC GCT 165 (664-685) Nitrospira moscoviensis, Nitrospira 20 225 Burrell et al. (2001)
CCTC marina — NOB
NTSPA 712 CGCCTTCGCCACCCGGCCTTCC - Phylum Nitrospira — NOB 50 28 Daims et al. (2001)
PAE 997 TCTGGAAAGTTCTCAGCA 16S (997-1014) Pseudomonas spp. — Heterotréfica 35 - Amann et al. (1996)
291  *Porcentagem de formamida (FA) na solucdo de hibridacdo. **Concentracéo de cloreto de sédio na solucao de lavagem.
292 Concentragdes dos microrganismos e bactérias apresentadas em cel./ml (BFT), cel./g (“bioballs”) e porcentagem (%) estdo representadas nos graficos
293 em ANEXOS.
294 Essa andlise foi realizada na Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), no Instituto de Ciéncias Biologicas do Departamento de
295  Biologia em Minas Gerais.
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3.7 — Analise de Microrganismos

No ultimo dia do experimento foram coletados 20 ml de &gua, dos 12 tanques de
cultivo, para identificacho e contagem da comunidade planctdnica presente nos
bioflocos. Essas amostras foram fixadas com Lugol (2%) e identificadas no laboratdrio
de microscopia, onde foram utilizadas subamostras de 2,1 ml levadas a camara de
sedimentacdo e contados em microscopio invertido de acordo com a metodologia
Utermohl (1958).

3.8 — Desempenho zootécnico dos camardes

Foi estimado o peso médio inicial dos camardes a serem estocados em cada
tanque a partir da biometria inicial de 12 individuos por tanque. No decorrer do
experimento, foram realizadas biometrias semanais com 12 camardes por unidade
experimental. As amostragens foram aleatérias e os camardes pesados individualmente,
utilizando balanca digital com precisdo de 0,01g (Marte Slim, AS 1000 C, Sao Paulo -
SP) ajustando a racdo ao longo do experimento de acordo com a estimativa da biomassa
calculada através do peso médio e sobrevivéncia. Na biometria final, os camar6es de
cada tanque foram contados e pesados individualmente.

O desempenho zootécnico dos camardes foi avaliado pela biomassa final (g),
ganho de peso semanal (g/semana), peso final (g), sobrevivéncia (%), produtividade
(kg/m3) e a conversdo alimentar aparente (CAA) segundo as formulas:

e Sobrevivéncia (S): S(%) = (NfC/NiC)x100

Onde: NiC= namero inicial de camardes

NfC= numero final de camardes

e Produtividade (P): P (kg/m®) = BT/ volume do tanque em m®

Onde: BT= biomassa total em kg (biomassa final — biomassa inicial)

e Converséo alimentar aparente: CAA= R/ GB

Onde: R=racdo ofertada (g)

GB= ganho de biomassa (g)

3.9- Analise Estatistica

A comparacdo entre os diferentes tratamentos foi realizada pela analise de
variancia de uma via (ANOVA). Foram testadas homocedasticidade e normalidade dos
dados sendo as médias submetidas ao teste Tukey (P<0,05) (Sokal & Rohlf, 1969).

Alguns dados foram transformados matematicamente antes de serem analisados e

12



328 valores percentuais (ex.: sobrevivéncia) foram transformados em arco-seno da raiz
329 quadrada (Zar, 2010). Dados de compostos nitrogenados foram analisados por ANOVA
330 de uma via, entre os tratamentos para cada semana de cultivo.
331 4. RESULTADOS
332 Os valores de temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg/L), pH, alcalinidade
333  (mg CaCOg/L) e salinidade (g/L) ndo diferiram significativamente (P>0,05). Enquanto
334  os valores de amodnia (mg/L), nitrito (mg/L) e nitrato (mg/L), foram significativamente
335 diferentes (P<0,05), sendo os valores da amonia e nitrito menores (P<0,05) no
336 tratamento IN (10%) e o valor de nitrato maior em relacdo aos outros tratamentos. Foi
337 observado um aumento de solidos suspensos totais (mg/L) em todos os tratamentos ao
338 longo do experimento, onde IN (10%) foi significativamente diferente (P<0,05) dos
339  demais, como pode ser observado na Tabela 3 abaixo.
340 Tabela 3: Média £ desvio padrdo dos pardmetros de qualidade da dgua dos diferentes
341  tratamentos Controle: Agua clara onde foram formados os bioflocos; IN (10%): Agua
342 clara com in6culo de bioflocos (10%); Bl: Agua clara com substrato (“bioballs”
343 imaturos); BM: Agua clara com in6culo de “bioballs” maturos, ao longo dos 28 dias de
344  experimento com L.vannamei.
Parametros Controle IN (10%0) BI BM
Temperatura (°C) 28,79 + 0,56 28,95 + 0,51 29,24 + 0,48 28,39 0,65
Oxigénio dissolvido (mg/L) 5,76 + 0,15 577+0,17 5,66 + 0,14 5,79+0,15
pH 8,02+ 0,16 7,97 0,12 8,09+0,12 8,01+0,16
Alcalinidade (mg CaCO3) /L) 124,07 +27,01  117,41+23,61  137,41+17,50 131,30 + 24,08
Salinidade (g/L) 32,31 +0,53 33,21 + 0,56 32,51 0,57 32,37 £ 0,47
Sélidos Suspensos Totais (mg/L) 236,67 + 22537°  424,0+ 278,80 2130+198,16°  199,0 + 215,92°
Ambnia (mg/L) 0,44 + 0,42° 0,04 + 0,042 0,61+ 0,53 0,37+ 0,35"
Nitrito (mg/L) 4,34 +2,82° 0,14 + 0,06" 5,65 + 3,18° 1,82+1,21°
Nitrato (mg/L) 11,92+1,99° 2506+ 3,95% 6,92 +2,81° 10,83 + 2,97
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Letras diferentes sobrescritas na mesma linha indicam

médias significativas diferentes (P <0,05).

A ambénia (mg/L) foi significativamente diferente (P<0,05) entre o tratamento IN
(10%) e os demais tratamentos na primeira semana de experimento, estando em menor
concentracdo no tratamento com 10% indculo (IN (10%)) (Figura 4a).

O nitrito (mg/L) foi significativamente diferente (P<0,05) entre os tratamentos
na segunda semana, sendo encontrado em maior concentragdo no Controle e menor no
IN (10%). Na semana seguinte, IN (10%) continuou com menor valor seguido de BM
(P>0,05), enquanto Controle e Bl (P<0,05) atingiram os valores mais altos, continuando
elevado no BI (P<0,05) em relacdo aos demais tratamentos durante a quarta semana de
experimento (Figura 4b).

A concentracdo de nitrato (mg/L) foi significativamente diferente (P<0,05) na
primeira semana de experimento para o tratamento IN (10%). Foram observados valores
elevados (P<0,05) em IN (10%) e BM a partir da segunda semana. Na semana seguinte
todos os tratamentos apresentaram valores significativamente diferentes (P<0,05),
tornando-se iguais na ultima semana de experimento (P>0,05) como demonstrado na

Figura 4c.

a 3,5 -
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1,5 - W IN (10%)
Bl

NAT (mg/L)

=
1

HBM
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Figura 4: Média + desvio padrdo dos valores de Nitrogénio Amoniacal Total (NAT —
mg/L (a)), nitrito (N-NO, — mg/L (b)) e nitrato (N-NO3s — mg/L (c)) na agua de cultivo
dos tratamentos Controle: Agua clara onde foram formados os bioflocos; IN (10%6):
Agua clara com in6culo de bioflocos (10%); BI: Agua clara com substrato (“bioballs”
imaturos); BM: Agua clara com indculo de “bioballs” maturos, ao longo dos 28 dias de
experimento com L.vannamei. Letras diferentes indicam médias significativas
diferentes (P <0,05).
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Foi adicionada uma maior quantidade de carbono organico na agua de cultivo
dos tratamentos Controle e Bl (P<0,05), sendo adicionados 8,68% de carbono a menos
no tratamento IN (10%), 117,9% de carbono a mais em Bl e 50,5% a menos de carbono

no BM em relagéo a quantidade adicionada no tratamento Controle (Figura 5).

Fonte de carbono organico

— 250
=0 C
=) B
= C
= 200 -
o
m
§. M Controle
] 150
g = IN (10%)
QU
T b Bl
s 100
5 =BM
QU
-
S
E 50 -
8 a
o

0 -

Tratamentos

Figura 5: Média £ desvio padrdo da quantidade total de melaco aplicado na agua de
cultivo dos tratamentos Controle: Agua clara onde foram formados os bioflocos; IN
(10%): Agua clara com indculo de bioflocos (10%); Bl: Agua clara com substrato
(“bioballs” imaturos); BM: Agua clara com indculo de “bioballs” maturos, ao longo dos
28 dias de experimento com L.vannamei. Letras diferentes indicam médias

significativas diferentes (P <0,05).

Né&o foram encontradas diferencas significativas para as bactérias nitrificantes no
bioflocos em todos os tratamentos para as sondas especificas utilizadas (Tabela 5),
sendo encontrada diferenca apenas no nimero total de microrganismos (corados com
DAPI) (P<0,05) na coleta do dia 23/06/2015, como pode ser observado na Tabela 4

abaixo.
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389 Tabela 4: Médias + desvio padrdo da densidade total de microrganismos (DAPI) e
390  bactérias (10° cel./ml) detectadas pelas sondas NTSPA 712 — Phylum Nitrospira, NIT 3-
391  Nitrobacter spp, NSO 190-1225 — Nitrosomonadales, NTSPA 685 — Nitrospira
392 mascoviensis, N. marina, NSMR 76 — Nitrosomonas marina like, PAE 997 —
393  Pseudomonas spp e NITCOC — Nitrococcus mobilis na dgua dos diferentes tratamentos
394  Controle: Agua clara onde foram formados os bioflocos; IN (10%): Agua clara com
395 in6culo de bioflocos (10%); Bl: Agua clara com substrato (“bioballs” imaturos); BM:
396  Agua clara com inéculo de “bioballs” maturos, ao longo dos 28 dias de experimento
397 com Litopenaeus vannamei. Sondas organizadas em ordem descrecente taxonémica das

398  bactérias (da esquerda para direita).

fratibatada  papy NTSPA nira NP0 NISPA - NsmRr76 PAE9Y7  NITCOC

Controle

08/06/2015 0,83 0 0 0 0 0 0 0,23
15/06/2015 3,99 +2,98 0 0 0 0 0 0 0
23/06/2015  13,01+3,30* 0,10+0,18 0 0 0 0 0 0
30/06/2015 23,82 +18,48 0 0 0,03+0,05 0 0 0 0
06/07/2015 1,93+0,31 0 0 0 0,07+0,11 0 0,13+0,23 0
IN (10%)

08/06/2015 0,24 0 0 0 0 0 0 0
15/06/2015 7,41 +6,44 0 0 0 0 0,28+0,48 1,05+1,83 0
23/06/2015 10,1 +5,09 0 0 0 0 0 0 0
30/06/2015 27,02 + 29, 95 0 0 0 0 0 0,7+1,21 0
06/07/2015 3,40+ 2,46 0 063é 4i 0 0 0 0 0

Bl
08/06/2015 * * * * * * * *
15/06/2015 2,40+ 1,08 0 0 0,16 £ 0,28 0 0 0 0
23/06/2015 6,76 + 2,95 0 0 0 0 0 0 0
30/06/2015 1,51+0,55 0 0 0 0 0 0 0
06/07/2015 3,71 £3,53 0 0 0 0 0 0,50+ 0,86 0
BM
08/06/2015 0,61 0 0 0 0 0 0 0
15/06/2015 8,97 +13,83 3,80+6,57 0 0,19+0,33 0,24+0,42 0 4,94 + 8,56 0
23/06/2015 2,68+ 259" 0 WY 0 0 0 0 0
30/06/2015 237+15 0,72+124 0 0,07+0,07 011+0,18 0,07+011 0,11+0,18 0,39+0,30
06/07/2015 4,04+219 0 0 0 0 0,51+0,09 0 0
399 Letras diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam médias significativas diferentes (P<0,05).
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400 Tabela 5: Médias + desvio padrdo da porcentagem da densidade de bactérias (10°

401  cel./ml) detectadas pelas sondas NTSPA 712 — Phylum Nitrospira, NIT 3- Nitrobacter
402 spp, NSO 190-1225 — Nitrosomonadales, NTSPA 685 — Nitrospira mascoviensis, N.

403 marina, NSMR 76 — Nitrosomonas marina like, PAE 997 — Pseudomonas spp e

404  NITCOC — Nitrococcus mobilis em relacdo ao DAPI (total de microrganismos) na agua

405  dos diferentes tratamentos Controle: Agua clara onde foram formados os bioflocos; IN

406  (10%): Agua clara com indculo de bioflocos (10%); Bl: Agua clara com substrato

407  (“bioballs” imaturos); BM: Agua clara com in6culo de “bioballs” maturos, ao longo dos

408 28 dias de experimento com Litopenaeus vannamei. Sondas organizadas em ordem

409  descrecente taxondmica das bactérias (da esquerda para direita).

Trat/Data da DAPI  NTSPA712  NIT3  NSQ190- NTSPA  \ovr76  PAE9Y7  NITCOC
coleta 1225 685

Controle
08/06/2015 100 £0,0 0 0 0 0 0 0 27,71 0,0
15/06/2015 100 + 0,03 0 0 0 0 0 0 0
23/06/2015 100+0,03 0,77+0,0 0 0 0 0 0 0
30/06/2015 100 +0,18 0 0 0,13+0,0 0 0 0 0
06/07/2015 100 £0,0 0 0 0 3,63+0,0 0 6,74 0,0 0

IN (10%)
08/06/2015 100 £0,0 0 0 0 0 0 0 0
15/06/2015 100 + 0,06 0 0 0 0 3,78+0,0 14,17+0,02 0
23/06/2015 100 + 0,05 0 0 0 0 0 0 0
30/06/2015 100 + 0,30 0 0 0 0 0 2,59 0,01 0
06/07/2015 100 + 0,02 0 9,12+0,01 0 0 0 0 0

BI
08/06/2015 * * * * * * * *
15/06/2015 100 +0,01 0 0 6,67 £0,0 0 0 0 0
23/06/2015 100 + 0,03 0 0 0 0 0 0 0
30/06/2015 100 +0,01 0 0 0 0 0 0 0
06/07/2015 100 + 0,04 0 0 0 0 0 13,48 £ 0,01 0
BM

08/06/2015 100+ 0,0 0 0 0 0 0 0 0
15/06/2015 100 £0,14 42,36 + 0,07 0 2,12+0,0 2,68+0,0 0 55,07 + 0,09 0
23/06/2015 100 + 0,03 0 23,51 0,01 0 0 0 0 0
30/06/2015 100 £0,02 30,38 0,01 0 295+00 4,64+00 295+00 464+00 16,4600
06/07/2015 100 + 0,02 0 0 0 0 12,62+0,0 0 0

410 Foi observada diferenca estatistica (P<0,05) na terceira semana de coleta do

411  bioflocos (23 de junho) para o DAPI entre os tratamentos Controle e BM, em uma

412 densidade de 10°cel./ml, como demonstrado na Figura 6.
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Datas das coletas

Figura 6: Média + erro padrdo (n=3) da densidade de microrganismos (10°cel./ml)
detectadas pelo DAPI (total de microrganismos) na agua dos diferentes tratamentos
Controle: Agua clara onde foram formados os bioflocos; IN (10%): Agua clara com
indculo de bioflocos (10%); BI: Agua clara com substrato (“bioballs” imaturos); BM:
Agua clara com inéculo de “bioballs” maturos, ao longo dos 28 dias de experimento
com Litopenaeus vannamei. Letras diferentes indicam médias significativas diferentes
(P <0,05).

Houve diferenca estatistica (P<0,05) no numero de individuos de bactérias
Nitrococcus mobilis e da ordem Nitrossomonadales, nas amostras de “bioballs”, nos
dias 30 de junho e 6 de julho de 2015, respectivamente, onde Bl apresentou uma maior
quantidade de bactérias que BM. Para todas as outras sondas, ao longo do experimento,
as densidades de bactérias (10°cel./g) foram estatisticamente iguais (P>0,05) quando

comparadas entre os tratamentos, como observado na Figura 7 a seguir.
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Figura 7: Densidade de microrganismos (DAPI — todos os microrganismos (a)) e
bactérias (10° cel./g) detectadas pelas sondas, NTSPA 712 — Phylum Nitrospira (b), NIT
3- Nitrobacter spp (c), NSO 190-1225 — Nitrosomonadales (d), NTSPA 685 —
Nitrospira mascoviensis, N. marina (e), NSMR 76 — Nitrosomonas marina like (f), PAE
997 — Pseudomonas spp (h) e NITCOC — Nitrococcus mobilis (g) na parte externa dos
“bioballs” dos tratamentos Bl: Agua clara com substrato (“bioballs” imaturos) e BM:
Agua clara com inéculo de “bioballs” maturos, ao longo dos 28 dias de experimento
com o Litopenaeus vannamei. Resultados apresentados em média + erro padrdo (n=3).
Letras diferentes indicam médias significativas diferentes (P <0,05). Gaficos

organizados em ordem descrecente taxondmica das bactérias.

Foram observadas diferencas significativas (P<0,05) nas porcentagens dos
nameros de individuos de bactérias Nitrococcus mobilis e da ordem Nitrossomonadales
em relacdo ao total de microrganismos presentes nas amostras da parte externa dos
substratos entre os tratamentos Bl e BM na terceira e quarta semana de experimento,
respectivamente. Sendo observada uma maior quantidade de bactérias (10° cel./g) em

Bl, como mostra a Tabelas 6 abaixo.

Tabela 6: Porcentagem da densidade de bactérias detectadas pelas sondas NTSPA 712
— Phylum Nitrospira, NIT 3- Nitrobacter spp, NSO 190-1225 — Nitrosomonadales,
NTSPA 685 — Nitrospira mascoviensis, N. marina, NSMR 76 — Nitrosomonas marina
like, PAE 997 — Pseudomonas spp e NITCOC — Nitrococcus mobilis em relagdo ao
DAPI (total de microrganismos) na parte externa dos “bioballs” dos tratamentos Bl:
Agua clara com substrato (“bioballs” imaturos) - a e BM: Agua clara com inéculo de
“bioballs” maturos - b, ao longo dos 28 dias de experimento com o Litopenaeus
vannamei. Valores entre parénteses sdao medias = desvio padrdo da densidade de
bactérias em 10° cel./g. Sondas organizadas em ordem descrecente taxonémica das

bactérias (da esquerda para direita).
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Bl (%) -a

Data da Total NTSPA NSO 190 -  NTSPA
coleta (DAPI) 12 NIT 3 1995 685 NSMR76 PAE997  NITCOC
08/06/2015 100+0,09 326+0,01 435+00 38+00 543+001 054+00 109+00 1,63%0,0
(184+9,0) (06+08 (08+03) (07+01) (1,0+14) (01+01) (02+03) (0,3+02)
15/06/2015 100+0,20 1,04+00 3,13+001 2,78+0,01 1,74+0,0 278+0,01 2,78+0,01 3,82+0,01
(28,8+20,0) (03+0,1) (1,0£09) (08+0,7 (05+0,2 (0,8+05) (08+06) (1,1+07)
23/06/2015 100+0,33 6,68+0,02 4,46+0,01 842+003 495+002 52+002 223+00 248%0,0
(40,4+325) (2,7+24) (1,8+11) (34%31 (20+£19 (21+19 (09+04) (1,0£02)
100+0,40 1,75+0,01 102+00 04400 1,17+00 16001 16+001 160+0,0°?
30/06/2015
(68,6+39,7) (1,2+05) (0,7+0,3) (0,3+0,2) (0,8+0,1) (L,1+05) (L1%07) (1,1+04)°?
100+0,19 1,79+001 1,61+00 251+00% 269+001 251+001 143+001 14300
06/07/2015
(558+19,0) (1,0+12) (09+03) (1,4+04)% (15+08) (1,4+09) (08+07) (08+04)
BM (%) - b
Data da Total NTSPA NSO 190-  NTSPA
coleta (DAPI) 219 NIT 3 1995 685 NSMR76 PAE997 NITCOC
08/06/2015 100+0,09 3,26+001 1,63+00 38+00 543+001 054+00 109+00 1,63+0,0
(184+85) (06+08) (08+03) (0,7+0,1) (1,0+14) (01+01) (02%03) (0,3+0,2)
15106/2015 100+0,10 3,13+00 391+001 625+00 469+00 547+00 547+00 3,91+0,0
(128+9,8) (04+00) (0,7+05) (08+03) (06+01) (0,7+03) (0,7+01) (0,5+0,3)
23/06/2015 100+0,35 2,14+001 1,88+00 188+00 214+00 322+001 188+00 1,88+0,0
(37,3+34,7) (08+06) (05+03) (0,7+03) (08%02) (1,2+0,6) (0,7+04) (0,7+0,1)
06/ 100£0,30 3,27+001 082+001 1,09+001 545+001 272+001 7,08+001 0,82+0,0"
30/06/2015
(367+302) (12+12) (13%x13) (04+06) (20£13) (10+10) (26+11) (03+03)"
100£0,33 239+001 239+00 159+00° 239+00 478+00 199+00 239+0,0
06/07/2015 )
(251+32,9) (06+06) (04+030) (04+0,2)"° (06+03) (1,201 (050,1) (0,6+0,3)
461 Letras diferentes, entre as tabelas, indicam médias significativas diferentes (P <0,05).
462 Foi observada uma concentracdo significativa (P<0,05) de bactérias nitrificantes
463 e heterotréficas (pseudomonas spp.) no tratamento BM. Tendo IN (10%) uma maior
464  concentracdo de NOB e Bl de AOB (P<0,05), como observado na Tabela 7 a seguir.
465 Tabela 7: Concentracdo (%) de bactérias nitrificantes (AOB e NOB) e heterotroficas
466  (pseudomonas spp.) em relacdo ao total de microrganismos presentes nos bioflocos dos
467  tratamentos Controle: Agua clara onde foram formados os bioflocos; IN (10%): Agua
468 clara com indculo de bioflocos (10%); Bl: Agua clara com substrato (“bioballs”
469  imaturos); BM: Agua clara com indculo de “bioballs” maturos, ao longo dos 28 dias de
470  experimento com o Litopenaeus vannamei. Valores entre parénteses sdo médias +
471  desvio padrédo da densidade de bactérias em 10° cel./ml.

24



472

473
474
475

476
477
478
479
480
481

Bioflocos

Conc. Bactérias (%) Controle IN (109%0) Bl BM
0,48 +0,0° 0,65 +0,01° 1,11 +0,01° 31,53 +0,15%
Nitrificantes
(6,16 + 0,50) (9,33 + 1,20) (4,78+0,62) (172,65 + 15,07)
AOB 50,49 + 0,0° 0+0,0° 100 + 0,012 10,52 + 0,02°
(3,11 + 0,44) 0+0,0 (478+0,87) (18,17 + 1,66)
NOB 49,51 +0,01° 100 + 0,022 0+0,0¢ 89,48 + 0,21 °
(3,05 + 0,56) (9,33 + 1,70) 0+0,0 (154,48 + 21,18)
Heterotroficas
0,03 +0,0° 3,66 + 0,09° 345+0,04° 27,64 +0,38°

(Pseudomonas spp.)
(0,39 £ 0,10) (52,63 £9,47) (14,85 +3,83) (151,38 +38,22)
Total 100+ 0,16 100 + 1,52 100 £ 0,30 100 £ 0,62

(1292,86 + 116,0) (1439,29 +152,43) (430,22 + 29,74) (547,65 * 62,06)

Letras diferentes sobrescritos na mesma linha indicam médias significativas diferentes (P <0,05).

Os tratamentos Bl e BM obtiveram concentragfes semelhantes (P >0,05) de
bactérias nitrificantes no sistema, apresentando Bl maior quantidade de AOB (P <0,05)
e BM de NOB e bactérias heterotroficas (pseudomonas spp.) (P <0,05) (Tabela 8).

Tabela 8: Concentracdo (%) de bactérias nitrificantes (AOB e NOB) e heterotroficas
(pseudomonas spp.) em relacdo ao total de microrganismos presentes na parte externa
dos “bioballs” dos tratamentos Bl: Agua clara com substrato (“bioballs” imaturos) e
BM: Agua clara com inoculo de “bioballs” maturos, ao longo dos 28 dias de
experimento com o Litopenaeus vannamei. Valores entre parénteses sdo médias *

desvio padrdo da densidade de bactérias em 10° cel./g.
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482

483
484
485
486
487

488

“Bioballs”

Conc. Bactérias (%) Bl BM
Nitrificantes 10,5+£0,01 10,0 £ 0,01
(66,8 + 1,16) (37,3+0,52)
AOB 50,0 +0,01° 38,9 +0,0°
(33,4 £ 1,26) (14,5 +0,31)
NOB 50,0 +0,01° 61,1 +0,01°
(33,4 + 1,08) (22,8 +0,64)
Heterotrdéficas
(Pseudomonas spp.) 2,2+0,01° 3,7+0,01°
(14 + 0,68) (13,8 + 0,99)
Total 100 +0,31 100 +0,25
(6354 + 31,1) (372,7 + 24,93)

Letras diferentes sobrescritos na mesma linha indicam médias significativas diferentes (P <0,05).

Uma maior densidade (> 10° individuos/L) de diatoméceas céntricas foi

observada em todos os tratamentos em relagcdo aos outros microrganismos presentes nas

laminas. Sendo mais encontradas nos tratamentos IN (10%) e BM (10’ individuos/L),

onde em IN (10%) também foi observada uma grande quantidade (10° individuos/L) de

diatomaceas penadas e ciliados, podendo ser observado na Figura 8 abaixo.
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Figura 8: Comunidades de microrganismos presentes na agua de cultivo nos diferentes
tratamentos Controle: Agua clara onde foram formados os bioflocos - a; IN (10%):
Agua clara com indculo de bioflocos (10%) - b; Bl: Agua clara com substrato

(“bioballs” imaturos) - ¢; BM: Agua clara com in6culo de “bioballs” maturos - d, ao
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longo dos 28 dias de experimento com Litopenaeus vannamei. Resultados apresentados

em média + erro padrdo (n=3).

Os principais resultados referentes ao desempenho zootécnico dos camardes ao
final do experimento nos diferentes tratamentos estdo apresentados na Tabela 9. Néo
houve diferenca estatistica (P>0,05) na sobrevivéncia (%) entre os tratamentos, assim
como para peso e biomassa inicial (g), peso final (g) e ganho de peso semanal (g) dos
mesmos.

A biomassa final (g) e produtividade (kg/m?3) foram maiores no tratamento BM
(P<0,05) em relacdo a IN (10%). N&o houve diferenca estatistica (P>0,05) para
biomassa final (g) e produtividade (kg/m3) obtida em Controle e Bl em relagdo aos
demais tratamentos. A CAA em IN (10%) foi maior e estatisticamente semelhante
(P<0,05) ao Controle sendo diferente das demais. CAA no Controle foi igual (P>0,05) a

todos 0s outros tratamentos.

Tabela 9: Médias + desvio padrdo dos principais parametros de desempenho zootécnico
nos diferentes tratamentos Controle: Agua clara onde foram formados os bioflocos; IN
(10%): Agua clara com indculo de bioflocos (10%); BI: Agua clara com substrato
(“bioballs” imaturos); BM: Agua clara com in6culo de “bioballs” maturos, ao longo dos

28 dias de experimento com L. vannamei.

Desempenho zootécnico Controle IN (10%b) Bl BM
Sobrevivéncia (%) 90,0+9,0 88,8+1,8 992+14 98,0+25
Peso Inicial () 492 +0,19 492+042 492+0,16 4,92 +£0,23
Peso Final (g) 105+0,6 9,7+0,8 10,2+0,9 10,7x0,7
Biomassa Inicial (g) 196 + 7,34 196 +7,28 196 +19,71 196 + 5,71
Biomassa Final (g) 3756+£249% 3579+36° 4064+329% 4189+256°2

Produtividade (kg/m3) 0,90 +0,12*  0,81+0,02® 1,05+0,16* 1,11+0,15%
Ganho de Peso Semanal (g) 1,39+0,16 1,20£0,21 1,33+0,21 1,46 £ 0,18
CAA 18+020%®  20+004° 1,410,219 1,4 +0,22%

Letras diferentes sobrescritos na mesma linha indicam médias significativas diferentes (P <0,05).
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5. DISCUSSAO

Os pardmetros de qualidade da agua foram adequados para a producdo de L.
vannamei sendo mantidos dentro dos padres recomendados por Van Wyk & Scarpa
(1999) ao longo do experimento, onde as concentrages 6timas de oxigénio dissolvido
para a espécie sdo maior ou igual a 5,5 mg/L (Jiang et al., 2005), temperatura 6tima
27°C (Souza et al., 2016) e intervalo de pH entre 7,6 - 8,1 (Zhang et al., 2015).

Observou-se um aumento nas concentragdes de solidos em todos os tratamentos,
0 que era esperado, devido a inducao da formacao do bioflocos, ficando o tratamento IN
BM abaixo dos limites recomendados por Gaona et al. (2011) de 500-600 mg/L e dentro
das concentracGes de solidos suspensos totais, cerca de 100- 300 mg/L, recomendada
durante a formacdo do biofloco, como nos tratamentos Controle e Bl, para manter a
qualidade da agua, particularmente quando o processo de nitrificacdo ndo esta bem
estabelecido (Gaona et al., 2015). Exceto no tratamento IN (10%) que iniciou com um
maior aporte de solidos devido ao inéculo de 10% de BFT, menores valores de aménia
e nitrito e maiores valores para nitrato pelo fato de ja estar colonizado com bactérias
autotroficas e heterotroficas. Enquanto BM foi o tratamento em que os camardes
tiveram maior biomassa final e menor CAA.

Os valores de NAT e N-NO, observados ao longo do experimento foram
inferiores aos valores maximos recomendados para espécie (3,95 mg/L e 25,7 mg/L),
respectivamente (Lin & Chen 2001, 2003). Assim, como os Vvalores do nitrato, que se
mantiveram inferiores a faixa letal de 300 mg/L ao longo de todo o cultivo, como
reportado por Furtado et al. (2015a) e Kuhn et al. (2010), ndo afetando o crescimento, a
biomassa e a sobrevivéncia (> 88%) dos camardes. Sendo adicionado uma menor
concentracdo de carbono (melaco) no tratamento IN (10%) em relacdo aos demais
tratamentos, por esse ter apresentado menores picos de amonia durante todo o periodo
experimental, devido a maior colonizacdo de bactérias, seguido do tratamento BM.

No presente trabalho verificou-se que inocular bactérias nitrificantes pode ser
uma alternativa viavel para promover o desenvolvimento destas no sistema. Isso
significa que ao longo do experimento as bactérias foram colonizando o meio e
oxidando a amonia em nitrito em todos os tratamentos, sendo menores valores desses
compostos encontrados nos tratamentos IN (10%) e BM, onde foram inoculadas
bactérias no inicio do experimento, provando que as mesmas mantiveram-se vivas e
ativas, apresentando concentracGes de nitrato mais rapidamente do que nos tratamentos

Controle e BI, como também observado por Krummenauer et al.; (2014).
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O mesmo foi observado por Kuhn et al. (2010), nos sistemas de producdo que
receberam caldo com bacterias nitrificantes. Causou uma oxida¢do mais rapida do
nitrito apos dois dias da adicdo do produto, onde o nivel de nitrito comecgou a diminuir e
depois de uma diminui¢do constante manteve-se dentro dos limites de seguranca para
todo o periodo de cultivo do camardo. Assim como o0 melago, que ao ser adicionado no
sistema contribuiu para o processo de nitrificagdo. Também sendo observado por
Samocha et al. (2007) que demonstraram que 0 melaco pode ser utilizado
como uma ferramenta para evitar aumento da amonia e do nitrito durante
a fase de bercério e engorda do L. vannamei, em um sistema BFT.

De acordo com Baldwin et al. (2003), “bioballs” sdo substratos ideais para
estudos em que sdo necessarias replicacdes e reprodutibilidade”, uma vez que,
“bioballs” expostos a baixas concentracdes de carbono organico dissolvido (DOC)
tiveram significativamente mais biomassa do que biofilmes, enquanto ‘“bioballs”
expostos a altas concentragfes de DOC tiveram um crescimento significativo de
biofilmes. No presente estudo foi encontrada uma maior quantidade de bactérias
aderidas nos “bioballs” do que na dgua de cultivo, como também observado por Ramesh
et al. (1999) e Umesh et al.(1999), onde houve uma maior concentracao de bactérias no
biofilme em relagdo a &gua.

Como descrito por Lara (2012), as bactérias nitrificantes se desenvolvem melhor
fixadas em substratos, o0 mesmo foi observado por Gieseke et al.(2003) e Michaud et al.
(2006). De acordo com eles a atividade das bactérias nitrificantes aderidas ao substrato
é mais intensa do que das bactérias livres na dgua, devido a variacdo da composicdo da
comunidade bacteriana no biofilme junto com a adi¢cdo dos compostos nitrogenados
(racdo, excrecao, etc.).

Também foi mostrado por Holl et al. (2011) que a comunidade nitrificante
fixada no substrato é capaz de realizar completamente a nitrificacdo do sistema, sem que
haja a atividade das bactérias presentes na agua. Ja Oliveira et al. (2006) encontraram
uma interacdo direta entre as bactérias da agua e do biofilme, mostrando que o
incremento de alguns grupos de bactérias nitrificantes no substrato acontece apés a
diminuicdo da abundancia destes grupos na dgua sendo a agua um veiculo disseminador
das bactérias ateé o substrato, mas néo o principal ambiente de nitrificacao.

Foi observado por Bassin et al. (2012) que o aumento das bactérias nitrificantes
(AOB e NOB) no substrato ocorreu simultaneamente com o aumento das concentracGes

dos compostos nitrogenados no sistema. Indicando maior atividade nitrificante no
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biofilme, ndo sendo observada diferenca na 4gua ao longo do tempo. Isso tudo prova
que existem diferentes comunidade e espécies de AOB e NOB no sistema de cultivo.
Atuando em conjunto, eliminando os compostos nitrogenados do meio (Gieseke et al.,
2003).

No presente estudo, diferentes tipos de bactérias estavam presentes no sistema,
como as Pseudomonas que sdo bactérias heterotréficas, responsaveis pela reducdo do
nitrato e fosfato, sendo o nitrato removido por microrganismos denitrificantes. Libera
fosforo (P) em condicdes anaerdbias e assimila em condicdes aerdbicas, sdo anaerdbicas
facultativas. Estas bactérias utilizam nitratos alternativamente ao oxigénio como forma
de respiracdo e libertam nitrogénio em estado gasoso (N2) (Tundisi & Tundisi, 2008).
Sendo mais encontradas nos tratamentos IN (10%) e BM, por terem recebido um
inéculo de bactérias no inicio do experimento, onde IN (10%) possuia maiores
concentracdes de SST e BM maior volume de biofilmes, que j& estavam aderidos nos
“bioballs” maturos, acarretando em um maior aporte de fosforo e nitrato nesses sistemas
em relagdo aos outros.

A espécie ambnia-oxidante (AOB) Nitrococcus mobilis, encontrada apenas em
ambientes marinhos e é uma halofila obrigatdria. E coccus na forma e tem um flagelo
para auxiliar na circulacdo. Esta bactéria oxida nitrito em nitrato (HNO, + H,O para
HNO3) e tem sido encontrada em concentracdes mais baixas que de outras bactérias de
nitrificacdo (ex.: Nitrosomonas sp.), como pode ser observado no presente estudo, sendo
encontrada apenas nos tratamentos Controle e BM em baixas quantidades. Também
desempenha um pequeno papel no ciclo de carbono marinho em que fixa o carbono
inorganico que pode entdo ser utilizada por herterotréficas (Watson & Waterbury, 1971;
Bartosch et al., 1999).

Jas espécies Nistropira mascoviensis e N. Marina sdo quimioautotréficas
obrigatdrias, nitrito-oxidantes (NOB) do filo Nitrospirae, importantes em habitats
marinhos, geralmente encontrada em agua doce ou salgada. Sob condi¢des aerobicas,
consomem carbono inorganico (HCO3™ e CO,) e piruvato. Seu tempo de duplicacéo é a
cada 12 - 32 horas (Ehrich et al., 1995). O melhor crescimento da N. marina é obtido
em um meio mixotréfico e podem ser uma das NOB mais prevalentes em alguns
ambientes oceanicos (Watson et al., 1986), sendo encontrada nos tratamento Controle e

BM do experimento.
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A proteobactéria AOB Nitrosomonas marina é halofilica obrigatoria, aerdbica,
gram-negativa do género Nitrosomonas (Burrell et al., 2001). Foram observadas apenas
nos tratamento IN (10%) e BM, por serem sistemas estabilizados, com maior tempo de
colonizacdo, devido ao indculo de bactérias que receberam no inicio do experimento.

Espécies do género Nitrobacter sdo quimioautotréficas facultativas. Podem
crescer em condicOes aerdbias tendo nitrito como doador de elétrons ou por oxidacao de
compostos organicos simples (Smith & Hoare, 1968; Bock, 1976; Kalthoff et al., 1979).
Em condicBes andxicas, piruvato pode ser utilizado como doador de elétrons tendo
nitrato como receptor (Freitag et al., 1987). S&o encontrados em ambientes terrestres e
aquaticos (Ehrich et al., 1995) estando presente somente nos tratamentos IN (10%) e
BM devido a maior concentracdo de nitrato nesses sistemas.

Diversos trabalhos na literatura com sistemas nitrificantes, mencionam uma
porcentagem de nitrificantes em torno de 10% da populacdo total de bactérias (Harms et
al., 2003; Geets et al., 2007; Nielsen et al. 2010; Yapsakli et al., 2011) como também
pode ser observado no presente estudo para a concentracdo de AOB e NOB na parte
externa dos “bioballs” dos tratamentos Bl e BM. Além de ter sido observada uma maior
quantidade de bactérias nitrificantes do que heterotroficas (pseudomonas spp.) nos
substratos.

Altas concentracGes de NOB em relacdo a AOB tém sido encontradas em varios
trabalhos na literatura. Harms et al. (2003) encontraram 5 vezes mais células de
Nitrospira sp. que de AOB em sistemas em escala plena tratando esgoto municipal.
Elevadas concentracdes também foram observadas neste estudo para os tratamentos IN
(10%) e BM nas amostras de bioflocos, que receberam indculo no inicio do
experimento.

Em geral, membro do grupo Nitrosopira spp. e/ou Nitrosomonas oligotropha
sdo AOB dominantes em ambientes com baixa concentragdo de N-NH4*, enquanto
grupos de Nitrosomonas europaea e Nitrosococcus mobilis predominam em ambientes
ricos em ion amdnio, conforme visto em diversos trabalhos (Limpiyakorn et al., 2005).
O que deve ter acarretado em uma maior concentracdo de AOB no tratamento Controle
devido a elevada taxas de amoénia no sistema em relagcdo aos outros tratamentos.

De uma forma geral, nas amostras de bioflocos, foi observada uma maior
concentracdo de bactérias nitrificantes para o tratamento BM, sendo uma maior

quantidade de NOB observado no IN (10%), mostrando que estes sistemas estdo mais
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estabilizados que os outros tratamentos. Bl apresentou uma maior concentracdo de AOB
seguido de Controle, provando a ocorréncia da colonizagao dos sistemas.

Para as amostras de substrato, foi observada uma maior concentracdo de AOB
para o tratamento BI, mostrando uma coloniza¢do do sistema mais jovem. Enguanto
BM obteve maior quantidade de bactérias NOB e heterotrdficas (pseudomonas spp.)
provando ser um sistema mais velho e estabilizado, com mais bactérias aderidas.

Sobre o0s microrganismos presentes no BFT, foi observada uma maior
concentracdo de diatomaceas céntricas em todos os tratamentos, estando em maior
quantidade no BM e IN (10%), onde também foi observada uma grande quantidade de
diatomaceas penadas e ciliados, devido ao indculo de biofloco maduro (10%)
proveniente de um cultivo de camaréo de 80 dias. Quanto mais maturo for o floco maior
a concentracdo de microrganismos presentes no mesmo.

De acordo com Martins et al. (2016), altas densidades de células de diatoméaceas
contribuiu para um melhor desempenho no crescimento de camardo, proporcionando
elevadas taxas de sobrevivéncia (%), ganho de peso (g), biomassa média final (g) e
eficiente conversdo alimentar, independente de estarem apenas na coluna d’agua ou
fixas ao substrato artificial, provando que o bioflocos serve como um nutritivo
complemento alimentar. Destaca o grande potencial das diatomaceas Amphora
coffeaeformis e Conticribra weissflogii como suplemento alimentar para a dieta do
camardo em viveiros com sistema BFT, principalmente a espécie A. coffeaeformis que
apresentou uma maior concentracdo de lipidios, principalmente EPA, dos flocos.
Apresentando significativamente maior taxa de sobrevivéncia (%), melhor ganho de
peso (g), biomassa média final (g) e CAA para juvenis de L. vannamei cultivados com
as duas espécies de diatomaceas citadas acima.

Comparando o tratamento BM ao trabalho de Ferreira et al. (2015) realizado
com a mesma espécie (L. vannamei) a uma densidade de 300 camardes/m? (168,75
cam./m?) e 400% de adicdo de substrato artificial (redes de nylon com um tamanho de
malha de 1,0 mm), o valor da sobrevivéncia (98,0 + 2,5%) obtido no presente estudo foi
similar ao encontrado por Ferreira et al. (2015) (85,6 + 6,9%), porém o fator de
conversdo alimentar (0,96) obtido pelos autores foi melhor do que o obtido no presente
experimento (1,4 £ 0,15).

Estudos também foram realizados por Schveitzer et al. (2013) testando
densidade, e a presenca ou auséncia de substrato para o cultivo de juvenis L. vannamei

com peso medio 2,7 = 0,1 g em bioflocos, durante 34 dias. Os valores de sobrevivéncia
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(70,6 £ 17,1%), CAA (4,1 £ 1,8) e ganho de peso semanal (0,73 = 0,04g) obtido por
eles no tratamento D238: 238 camardes/m® foram inferiores aos encontrados no
Controle no presente trabalho. O mesmo pode ser dito do tratamento D238 + S: 238
camarfes/m3 + substrato (telas de polietileno com uma malha de 1,0 mm - tela de
mosquito net) em relacdo ao tratamento Bl, onde o valor da sobrevivéncia (95,2 £
2,9%), ganho de peso semanal (1,40 + 0,05g) e CAA (1,6 £ 0,0) foram semelhantes aos
encontrados no presente estudo 99,2 + 1,4%, 1,33 + 021g e 14 % 0,19,
respectivamente.

Assim como no tratamento IN (10%) do presente trabalho, Lara (2012) também
obteve um desempenho zootécnico abaixo do esperado no tratamento com reuso de
bioflocos, obtendo melhores parametros zootécnicos nos tratamentos com biofilme
como observado no tratamento BM, confirmando que o biofilme é uma importante fonte
de alimento para os camardes, reduzindo as taxas de conversao alimentar, aumentando a

biomassa final (g) e produtividade (kg/m?3) dos mesmos.

6. CONCLUSAO

Foi observado que o uso de indculos e “bioballs” sdo opgdes eficazes para uma
melhor nitrificagdo no sistema, sendo o “bioball” um substrato eficiente para uma maior
fixacdo de bactérias aumentando a assimilacdo dos compostos nitrogenados e
consequentemente uma maior producdo de biofilme microbiano, ajudando na
estabilizacdo desses compostos no sistema.

Futuros estudos podem ser realizados com tratamentos semelhantes utilizando
needlona além do “bioball”, em diferentes tratamentos, para verificar qual substrato sera
melhor para o desenvolvimento da comunidade de bactérias nitrificantes e viavel

economicamente para oS produtores.
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ANEXOS

ANEXO A — Densidade de microrganismos (10° cel./ml) detectados no bioflocos dos
tratamentos Controle: Agua clara onde foram formados os bioflocos; IN (10%): Agua
clara com indculo de bioflocos (10%); Bl: Agua clara com substrato (“bioballs”
imaturos); BM: Agua clara com indculo de “bioballs” maturos, ao longo dos 28 dias de

experimento com L. vannamei.
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ANEXO B — Densidade de bactérias, representadas em 10° cel./ml — BFT, 10° cel./g —
Bioball e porcetagem (%), detectadas pelas sondas NTSPA 712 — Phylum Nitrospira
(@), NIT 3- Nitrobacter spp (b), NSO 190-1225 — Nitrosomonadales (c), NTSPA 685 —
Nitrospira mascoviensis, N. marina (d), NSMR 76 — Nitrosomonas marina like (e),
PAE 997 — Pseudomonas spp (f) e NITCOC — Nitrococcus mobilis (g) nos tratamentos
Controle: Agua clara onde foram formados os bioflocos; IN (10%): Agua clara com
indculo de bioflocos (10%); BI: Agua clara com substrato (“bioballs” imaturos); BM:
Agua clara com in6culo de “bioballs” maturos, ao longo dos 28 dias de experimento

com L. vannamei.
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Nitrobacter spp (b), NSO 190-1225 — Nitrosomonadales (c), NTSPA 685 — Nitrospira
mascoviensis, N. marina (d), NSMR 76 — Nitrosomonas marina like (e), PAE 997 —
Pseudomonas spp (f) e NITCOC — Nitrococcus mobilis (g) na parte externa dos
“pioballs” dos tratamentos Bl: Agua clara com substrato (“bioballs” imaturos) e BM:
Agua clara com inéculo de “bioballs” maturos, ao longo dos 28 dias de experimento

com o L. vannamei.
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1025 ANEXO E — Total de bactérias, representadas em 10° cel./g e porcetagem (%)

1026  respectivamente, detectadas pelas sondas NTSPA 712 — Phylum Nitrospira, NIT 3-
1027  Nitrobacter spp, NSO 190-1225 — Nitrosomonadales, NTSPA 685 — Nitrospira

1028 mascoviensis, N. marina, NSMR 76 — Nitrosomonas marina like, PAE 997 —

1029  Pseudomonas spp € NITCOC — Nitrococcus mobilis na parte externa dos “bioballs” dos

1030  tratamentos Bl: Agua clara com substrato (“bioballs” imaturos) - a e BM: Agua clara
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1031 com indculo de “bioballs” maturos - b, ao longo dos 28 dias de experimento com o

1032  L.vannamei.
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