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RESUMO GERAL

Estudos mostram a efetividade na utilizagdo de substratos artificiais para o
estabelecimento do biofilme, e a importancia da sua utilizagdo no sistema de cultivo como
fonte complementar de alimento, incremento de espaco para 0s animais e auxilio no
metabolismo dos compostos nitrogenados. Bactérias nitrificantes presentes no biofilme
exercem um papel importante na manutencdo da qualidades da &gua e, diversos fatores
como pH, temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido podem interferir no
estabelecimento e eficiéncia das comunidades bacterianas. No entanto, ndo existe na
literatura dados referentes a influéncia da intensidade de aeracdo na comunidade
bacteriana presentes no biofilme. Assim, o objetivo desse estudo foi determinar a resposta
de bactérias nitrificantes presentes do biofilme de substrato artificial submetidas a
diferentes intensidades de aeracdo na producédo de Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)
em sistema de &gua clara e biofloco. O trabalho foi dividido em dois experimentos, onde
0 primeiro experimento foi realizado sem camardes e consistiu de quatro tratamentos com
trés repetices, em tanques de 800L distribuidos em: 1) S/Ar (controle sem aporte de
aeracdo); 2) V7.5 (vazdo de 7.5 L/min); 3) V33.75 (vazdo de 33.75 L/min) e V75 (vazédo
de 75 L/min), onde todos tinham substrato artificial, na proporcéo de 200% da area lateral
do tanque. O experimento dois foi estabelecido a partir dos resultados do experimento
anterior, constituindo de trés tratamentos com trés repeti¢bes: 1) BFT (biofloco, com
vazdo de 20.00 L/min); 2) BFT+BF (biofloco e biofilme com vazéo de 33.75 L/min) e 3)
BF (Biofilme com vazdo de 33.75 L/min), no qual os camardes (7.89+ 0.24g) foram
estocados em nove tanques de 800L com densidade de 500 individuos m. O primeiro
experimento mostrou que ndo houve diferenca entre as concentracfes de compostos
nitrogenados entre as intensidades de aeracdo testada, sendo assim optou-se pela
intensidade 33.75 L/min para o experimento 2. Neste, o processo de nitrificacdo foi mais
eficiente nos tratamentos onde haviam biofilme, bem como melhor desempenho

zootécnico na presenca do biofilme.

Palavras-Chave: Bactérias nitrificantes, compostos nitrogenados, Aménia, Nitrito,
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GENERAL ABSTRACT

Anrtificial substrates have great importance for the establishment of the biofilm, and their
use in the culture systems represents a complementary source of food, increase space for
animals and aid in the metabolism of nitrogen compounds. Nitrifying bacteria present in
biofilm play an important role in the maintenance of water quality, and several factors
such as pH, temperature, salinity and dissolved oxygen can interfere in the establishment
and efficiency of these bacterial communities. However, there is not much information in
the literature on the influence of aeration intensity on the bacterial community present in
the biofilm. Thus, the objective of this study was to determine the response of nitrifying
bacteria present in the biofilm submitted to different aeration intensities during the
production of Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) in a clear water system and also with
bioflocs. The study was composed of two experiments, where the first experiment was
carried out without shrimp and consisted of four treatments with three replicates, in 800L
tanks distributed in: 1) W/Air (control - without aeration); 2) V7.5 (flow rate 7.5 L/min);
3) V33.75 (flow rate of 33.75 L/min) and V75 (flow rate of 75 L/min. All treatments as
artificial substrate, in the proportion of 200% of the lateral area of the tank. Experiment
two was established after the results of the previous experiment, with three treatments
and three replicates each: 1) BFT (biofloc, with flow rate of 20.00 L/min); 2) BFT+BF
(biofloc and biofilm with flow rate of 33.75 L/min) and 3) BF (biofilm with flow rate of
33.75 L/min), in which the shrimp (7.89 £ 0.249) were stored in nine tanks (800 L) with
a density of 500 shrimps m=. In both experiments Ammonia, nitrite were measured daily,
while nitrate was analyzed weekly. The first experiment showed no difference in the
ammonia concentrations of the different treatments, whereas nitrite showed higher
concentrations in the treatment without aeration. The 33.75 L/min flow rate was chosen
for experiment 2 to be compared with the aeration normally employed in our systems
(20.00 L/min). In this last experiment, the nitrification process was more efficient in the
treatments with biofilm and bigger air flow rate, with smaller concentrations of ammonia
and nitrite in comparison to the BFT treatment. Similarly, treatments with biofilm and

stronger flow rate showed better zootechnical performance of the shrimp.

Keywords: Nitrifying bacteria, nitrogen compounds, ammonia, nitrite
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INTRODUCAO

O nitrogénio é um nutriente indispenséavel para 0s organismos vivos, e um dos
elementos mais importantes nos ecossistemas aquéticos, pois € um componente essencial
para constituicdo de proteinas e acidos nucleicos. Podendo ser limitante da producéo
primaria nesses ecossistemas ou toxicos em determinadas condi¢fes para 0s organismos

aquaticos (Vieira, 2017).

O processo de transformacéo do nitrogénio realizado pelos micro-organismos é
denominado ciclo do nitrogénio (Figura 01), sendo composto por quatro principais
processos denominados: fixagdo, mineralizacdo, nitrificacdo e desnitrificagdo (Jiménez-
Ojeda et al., 2018).
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Figura 01: Etapas do ciclo do nitrogénio denominados (1) fixagédo (2) mineralizacéo (3)
nitrificacdo e (4) desnitrificacdo. Fonte: (Madigan et al., 2016).
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No processo de nitrificacdo ocorre a oxidagédo sucessiva da amonia para nitrito e
posteriormente deste para nitrato, realizada principalmente por micro-organismos
autoquimiolitotréficos (Ebeling et al., 2006) pertencentes a dois grupos de bactérias, o
primeiro é responsavel pela nitritacéo, isto é, a oxidagdo da amdnia a nitrito, realizada
pelas bactérias amonia-oxidantes (BAO) que em sua maioria pertencem aos géneros
Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobus e Nitrosovibrio, sendo o
género Nitrosomonas o mais conhecido. J& 0 segundo grupo, realiza a conversao do nitrito
em nitrato, etapa designada como nitratacdo. As bactérias pertencentes a este grupo sao
denominadas bactérias nitrito-oxidantes (BNO) que, em sua maioria, pertencem aos
géneros Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira e Nitrospina, destacando-se 0 grupo
Nitrobacter (Ebeling et al., 2006; Madigan et al., 2016).

Na producédo do Litopenaeus vannamei como em outros sistemas de cultivo de
organismos aquaticos, altas concentragdes de nitrogénio podem ser tornar um problema,
uma vez que acumula-se no ambiente aquéatico devido as excretas dos organismos
produzidos, restos de alimentos ndo consumidos e detritos organicos (Timmons &
Ebeling, 2010). Sendo assim, o controle dentro do ambiente de producdo é importante ja
que compostos como aménia e nitrito sao tdxicos e podem causar danos aos organismos

produzidos.

A amonia esta presente em duas formas, a ionizada (NHs") que apresenta
caracteristica lipofobica, ou seja, ndo tem afinidade por gorduras, assim ocorre uma
menor penetracdo pelas membranas. E a forma néo ionizada (NHz3), sendo esta a forma
toxica para os organismos produzidos, que apresenta caracteristica lipofilica, com
afinidade pelas gorduras, o que facilita a penetracdo atraves das membranas respiratorias.
Estes dois elementos constituem o nitrogénio amoniacal total (NHs" + NH3z = N-AT)
(Timmons & Ebeling, 2010).

A toxicidade de N-AT no meio aumenta com a elevacdo do pH e temperatura da
agua, e reduz com o aumento da salinidade (Boyd & Tucker, 2012) afetando os processos
metabolicos dos camardes bem como alteracGes no pH das células e no funcionamento
da bomba sodio/potassio que faz parte do processo de osmorregulacdo (Fromm &
Gillette, 1968). A exposi¢do a concentragOes inadequadas desses compostos podem
causar o estresse, desencadeando diversas alteracGes fisioldgicas, comprometer o
desempenho, o sistema imune aumentando a susceptibilidade a doengas e causar até a

morte, dessa forma prejudicando a producdo. Girotto, (2010) avaliou a histopatologia das
15
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branquias de juvenis de L. vannamei expostos a elevadas concentragcdes de aménia, onde
foi possivel observar que a amdnia reduziu a capacidade de protecéo das branquias contra
aamonia, provocando uma maior aderéncia da cuticula no epitélio, podendo causar lesdes

e perda da funcdo das branquias.

O nitrito € o composto intermediario no processo de nitrificacdo, bem como o
segundo composto nitrogenado mais toXico para 0s organismos. Seu principal mecanismo
de toxicidade ocorre quando este se liga & hemocianina, transformando-a em
metahemocianina, impedindo o transporte de oxigénio para os tecidos e reduzindo a
quantidade de oxigénio disponivel para o metabolismo (Tahon et al., 1988). Este processo
pode levar a hipdxia e consequentemente, mortalidade dos organismos produzidos (Chen
et al., 1986). Avaliando a toxicidade do nitrito sobre o crescimento e sobrevivéncia do L.
vannamei de Melo et al. (2016) relacionaram as altas concentragdes de nitrito com baixas

sobrevivéncias nos sistemas de agua clara e biofloco.

O nitrato é o produto final do processo de nitrificacdo, e € considerado menos
toxico para 0s organismos aquaticos. Todavia, em elevadas concentracdes, pode causar
toxidez, principalmente em sistemas fechados com reutilizagdo de agua. Sua toxidez é
devida a seu efeito sobre a osmorregulacdo e, possivelmente, sobre o transporte de
oxigénio, de maneira similar ao que acontece com o nitrito formando a hemocianina
(Arana, 2002), assim elevadas concentraces de nitrato podem afetar o crescimento e
sobrevivéncia dos camardes, como observado por Kuhn et al., (2010) que evidenciaram
que o nitrato afetou mais a taxa de sobrevivéncia do que a taxa de crescimento. A
determinacdo das dos limites aceitaveis para os animais € crucial nos sistemas de

producdo diminuindo as trocas de agua e minimizando os impactos ambientais.

As bactérias nitrificantes, BAO e BNO apresentam uma demanda por oxigénio
para atividade celular, crescimento, reproducdo e respiracdo enddgena. Para realizar o
processo de nitrificacdo e manter os niveis adequados dos compostos nitrogenados €
fundamental que estes microorganismos se estabelecam no ambiente de cultivo. Um
sistema de aeracgéo eficiente é importante para o fornecimento de oxigénio para animais
produzidos e para manter os flocos em suspensdo no sistema. Este sistema também
fornece a oxigenacdo necessaria as bactérias nitrificantes. Concentra¢fes baixas de
oxigénio dissolvido limitam ou suprimem a nitrificacdo (Zhu et al., 2008; Avnimelech,
2009).

16
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Em sistemas de producdo de organismos aquaticos 0s compostos nitrogenados
como a amdnia tendem a acumular devido a intensificacdo. Para a conversdo completa de
1mg de amodnia a nitrato, é necessario aproximadamente 4,18g oxigénio dissolvido
(Timmons & Ebeling, 2010). Devido a menor afinidade das bactérias oxidantes de nitrito
pelo oxigénio, a oxidacdo desse composto é mais sensivel a baixas concentracdes de
oxigeénio dissolvido, provocando acumulos de nitrito em ambientes onde ocorre hipdxia

ou anoxia (Campos et al., 2007).

Sistemas intensivos de aquicultura como o sistema de tecnologia de biofloco
(Biofloc Technology System — BFT) apresentam aumento da produtividade
concomitantemente com a diminuicdo dos impactos ambientais, gerando uma melhor
relacdo custo-beneficio em virtude da reutilizacdo da agua por diversos ciclos, altas
densidades de estocagem, reducdo dos efluentes gerados e presenca de uma comunidade
microbiana que atua na manutenc¢do da qualidade de agua, com a remocao dos compostos
nitrogenados, e também como fonte complementar de alimentos para peixes e crustaceos
produzidos (Avnimelech, 1999; Wasielesky et al., 2006; Ballester et al., 2010).

No sistema BFT, a biota aerdbica e heterotrofica presente nos biofloco realiza a
remocado de amonia da dgua, apos a adi¢do de uma fonte de carbono (agucar). Neste caso,
as bactérias heterotréficas absorvem amonia e aclcar para produzir nova biomassa, mas
a amonia pode retornar rapidamente ao sistema devido a predacdo destas bactérias por
protozoarios, que as digerem e excretam (De Schryver et al., 2008). No intuito de
estimular as bactérias heterotréficas para a reducdo das concentracbes de aménia em
sistemas BFT, Serra et al., 2015 verificaram que a adicdo de fontes de carbono orgéanico
foram eficientes transformando a amonia em biomassa bacteriana, e posteriormente o
aparecimento do nitrito indica que processo de nitrificacdo esta sendo realizado pelas
bactérias nitrificantes.

O biofilme pode ser definido como uma matriz orgénica aderida a qualquer
substrato submerso, que é colonizado por uma comunidade microbiana composta por
bactérias, protozoarios, fungos e algas associada (Ramesh et al., 1999). Onde esses
organimos atuam prevenindo contra as bacterias patogenicas, isso ocorre devido a
predacdo das bacterias por protozoarios, diminindo o risco de disseminagdo de deoncas
no cultivo e aumentando a disponibilidade de alimento natural (Thompson et al., 2002).
Ap0s a adesdo de matéria organica dissolvida ao substrato, ocorre a formacao de um filme

organico. Este é colonizado em etapas. As celulas bacterianas se aderem ao filme por
17
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colisdo entre as células e o filme organico quando ocorre a fixacgdo inicial. Essa primeira
etapa € denominada adesdo. Apos a adesdo, células bacterianas perdem seus flagelos
tornando-se imdveis, dai em diante comeca a colonizacao e crescimento do biofilme por
adicdo de muco (polissacarideo) e incorporacdo de novos microorganismos. Caso o0
ambiente apresente caracteristicas indesejaveis para o desenvolvimento do biofilme como
pouco nutrientes, acontece o processo de dispersao ativa para outro ambiente (Figura 02)
(Madigan et al., 2016). Diversos trabalhos reportam a importancia da comunidade

microbiana existente no biofilme para a qualidade de 4gua e aporte nutricional.

Adesdo Colonizagao Desenvolvimento
(adesdo de um (comunicagao (aumento do cresci-
pequeno numero de intercelular, mento e dos polissa-
células a uma crescimento e carideos)

superficie solida sintese de

apropriada) polissacarideos)

Figura 02: Processo de fixacdo e formagdo do biofilme. Fonte (Madigan et al., 2016)

Foi demonstrado que o biofilme € responsavel por remover 0s compostos
nitrogenados da agua, especialmente amonia e nitrito, que sao altamente toxicos para 0s
organismos produzidos. Thompson et al. (2002), avaliaram a eficiéncia do biofilme na
manutencdo da qualidade de &gua atraves da absorcdo dos nutrientes inorganicos
dissolvidos (amonia e fosfato), relacionando a diminui¢do na concentracdo de amonia a
absorcdo do mesmo pelas microalgas e cianobactérias presentes no biofilme. Avaliando
a influéncia do biofilme no cultivo de Farfantepenaeus paulensis, Ballester et al. (2003)
concluiram que o biofilme influenciou positivamente no crescimento do camardo e

também como fonte alternativa de alimentacdo. Para descrever a sucessao microbiana
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durante a formacéo do biofilme e a importancia das bacteérias nitrificantes na ciclagem de
nutrientes nitrogenados, Oliveira et al. (2006) caracterizaram as bactérias nitrificantes
através do método de fluorescent in situ hybridization (FISH) na larvicultura do camarao-
rosa F. paulensis.

A fim de aumentar a eficiéncia na producdo de camardes, o uso de substratos
artificiais para fixacdo do biofilme em sistema BFT ja vem sendo realizado. Entretanto,
Ferreira et al. (2016) avaliando a adicdo de substratos artificiais neste sistema, concluiram
que estes serviram apenas como fonte de alimento complementar e relatam que os
substratos promoveram o controle de solidos suspensos, no entanto, ndo observaram
diferenca na metabolizacdo dos compostos nitrogenados. Assim como Ferreira et al.
(2016), outros estudo indicam que em sistemas BFT a colocacdo de substratos para o
desenvolvimento de biofilme seria dispensavel, ja que as bactérias presentes no biofloco
seriam suficientes para a manutencdo da qualidade da &gua, reduzindo os niveis de

amonia e nitrito e também como fonte de alimento.

Entretanto, informac6es sobre o real efeito da utilizacdo do biofilme no sistema
com biofloco ainda séo deficientes. Especificamente, é possivel que a menor eficiéncia
das bactéria nitrificantes no biofilme em sistemas BFT se deva a uma limitacdo de
oxigénio devido a baixa aeracdo necessaria para manter os flocos em suspensdo sem
causar a sua ruptura e garantir a nitrificacdo pelas bactérias presentes no biofloco (Lara
etal., 2017; Souza et al., 2019). Por outro lado a baixa intensidade de aeracéo pode afetar
negativamente o processo de nitrificacdo no biofilme. Assim, a hipdtese do presente
trabalho € que uma aeracdo mais intensa resultaria numa maior eficiéncia do biofilme

para a manutencdo da qualidade da agua.

OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia das bactérias nitrificantes no biofilme presente no substrato
artificial submetidas a diferentes intensidades de aeracdo na producdo de Litopenaeus

vannamei (Boone, 1931) em sistema de biofloco e agua clara.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a influéncia das diferentes intensidades de aeracdo no processo de
nitrificacdo, sem a presenca de camardes;

o Analisar a qualidade da &gua com énfase nos compostos nitrogenados ao longo da
producdo de L. vannamei em &gua clara e sistema de biofloco;

o Avaliar o crescimento, biomassa final e sobrevivéncia a fim de determinar quais
das diferentes intensidades de aeracdo apresentam melhores resultados de desempenho
zootécnico para a espécie de L. vannamei;

o Caracterizar a comunidade de microrganismos nos diferentes tratamentos.

MATERIAL E METODOS

LOCAL E INSTALACOES

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Carcinocultura da Estacdo
Marinha de Aquacultura - (EMA) pertencente ao Instituto de Oceanografia da
Universidade Federal do Rio Grande — FURG, localizado na cidade do Rio Grande,
Cassino - RS, Brasil (32° 19’ S, 52° 15> W).

ORIGEM DOS CAMAROES

Os camardes da espécie L. vannamei (Boone, 1931) utilizados no experimento
foram adquiridos do laboratorio comercial Aquatec Ltda. - RN, na fase de nauplios,
chegando a fase de pos-larvas no setor de larvicultura. Posteriormente, os animais foram
estocados em bercario em sistema BFT até atingirem aproximadamente 1,009, quando
entdo foram transferidos para o setor de engorda até atingirem o peso médio de 7,81 +
0,24 g.
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados tanques de 800 litros de volume util, preenchidos com &agua
marinha, clorada a uma proporcdo de 10ppm de hipoclorito de sodio, posteriormente
declorada com acido ascorbico na proporcao de 1ppm. O sistema de aeragédo foi composto
por um soprador de 4Hp e mangueiras microperfuradas Aerotubes® mantendo a aeragéo
constante. A temperatura foi mantida com aquecedores elétricos submersos (Hydor Theo
200W). Devido a evaporacao, foi utilizado dgua doce declorada para repor a perda de

agua e manter a salinidade em 30.

Os substratos artificiais utilizados para colonizacdo do biofilme foi do tipo néo
flutuantes Needlona® composto 100% de fibra de poliéster, peso de 250g / m?, 1,4 mm
de espessura, densidade 0,18 g / cm® a uma proporcdo de 200% da area lateral do tanque.
Antes do inicio dos experimentos, os substratos ficaram por 30 dias em sistema de
biofloco. Para mensurar a vazéo de ar, foram utilizados rotdmetros que sdo medidores de
vazdo de liquidos, gas ou ar, seu funcionamento dar-se através do deslocamento do cone
de medicao interno partido de sua base até o topo e consequentemente, aumentando a
passagem do fluido. Foram acoplados individualmente (TRP-255-H-7 1 POL NPT-
Tecnofluid®) na entrada da aeracdo de cada unidade experimental e regulado na vazéo de

acordo com o tratamento.

EXPERIMENTO 01 - EFICIENCIA DAS BACTERIAS NITRIFICANTES DO
BIOFILME EM AGUA CLARA UTILIZANDO DIFERENTES INTENSIDADES DE
AERACAO

O delineamento experimental consistiu de quatro tratamentos com trés repeti¢des
cada, denominados: 1) S/AR: sem aporte de aeracdo; 2) V7.5: vazdo 7.5 L min?; 3)
V33.75: vazdo 33.75 L/min e 4) V75: vazdo 75 L/min em sistema de agua clara, sem
camardo. Para determinar a eficiéncia das bactérias nitrificantes, foi adicionado cloreto
de amonio para atingir a concentracio de 7,0 mg L™ representando o limite de seguranca
para a espécie L. vannamei na salinidade 35 (Lin and Chen, 2001). O estudo teve duragéo
de 10 dias.
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229 MANEJO DE QUALIDADE DE AGUA
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231 Foram coletadas amostras a cada quatro horas para analises de amonia (N-AT),
232 nitrito (N-NO), alcalinidade (CaCOs), pH e oxigénio dissolvido seguindo metodologias

233 descritas na tabela 01.
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255  Tabela 01 — Metodologias para anélises.
Anélise Unidade Metodologia Equipamento
Alcalinidade mg L* APHA (1999) Bureta e erlenmeyer
Amonia (N-AT) mg L* UNESCO (1983) Espectrofotémetro
] Flourimetro Turner
Clorofila - a pug L Welschmeyer (1994).
TD700
Aminot e A
Fosfato (PO4?) mg L? ] Espectrofotémetro
Chaussepied (1983)
) ) . ) Microscopio de
Microorganismos Bactéeria mL Utermohl (1958) ] o
epiflourescéncia
_ Aminot e A
Nitrato (N-NO3) mg L? ] Espectrofotémetro
Chaussepied (1983)
o Strickland & Parsons A
Nitrito (N-NO2) mg L? Espectrofotémetro
(1972)
L _ Multiparametros
Oxigeénio dissolvido mg L? -
HANNA®
pHmetro digital
pH - - Mettler Toledo/
FEP20
o Multiparametros
Salinidade - -
HANNA®
Eaton et al. (1995)
Sélidos sedimentaveis mg L? adaptada por Cone Imhoff
Avnimelech (2007)
Filtros de fibra-de-
Sélidos suspensos totais L1 Adaptada de AOAC vidro GF50-A e
ma L-
(SST) J (1999) bomba de vacuo
Prismatec®
Multipardmetros
Temperatura °C -
HANNA® HI198194
) Turbidimetro (Hach®
Turbidez NTU -
modelo 2100P)
256
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EXPERIMENTO 02 — EFICIENCIA DAS BACTERIAS NITRIFICANTES DO
BIOFILME NO SISTEMA DE BIOFLOCO

O experimento foi realizado baseado na melhor intensidade de aeracdo
determinada no experimento 01 (33.75 L/min), totalizando 47 dias. O delineamento
experimental consistiu trés tratamentos em triplicatas, sendo eles: 1) BFT — Biofloco com
vazédo 20.00 L/min; 2) BFT+BF — Biofloco e biofilme com vazéo 33.75 L/min e 3) BF —
biofilme com vazdo 33,75 L/min. Os camardes de 7,81 £ 0,24 g foram estocados a uma
densidade de 500 camardes m™ e alimentados com ragdo comercial Guabi® 1.6mm com
40% de proteina bruta fornecida duas vezes ao dia (08:00h e 16:00h) ajustadas
semanalmente ap6s as biometrias de acordo com a metodologia de (de Yta et al., 2004).

Para iniciar a formacdo do biofloco foram realizadas fertilizacbes organicas com a
adicdo de melago de cana liquido (37% de carbono) quando as concentragdes de N-AT
atingiram 1,0 mg L™ para manter a relagdo C:N 15:1.

MANEJO DE QUALIDADE DE AGUA

Durante o periodo experimental, foram monitorados duas vezes ao dia o0 oxigénio
dissolvido, temperatura utilizando o multiparametros e pH. A alcalinidade foi analisada
trés vezes por semana, quando os valores de pH e alcalinidade estavam respectivamente
abaixo de 7,3 e 150mg L foram corrigidos com a adigdo de cal hidratada (Furtado etal.,
2011). Semanalmente foram mensurados a salinidade, sdlidos sedimentéveis, turbidez e
solidos suspensos totais (SST). Quando as concentracdes de SST ultrapassaram 500mg/L,
foram utilizados clarificadores no intuito de remover os sélidos excedentes (Gaona et al.
2011).

Os compostos nitrogenados como nitrogénio amoniacal total (N-AT) e nitrito (N-
NO2) foram analisados diariamente, ja o nitrato (N-NOs) e fosfato (POs?)
semanalmente. Ao atingir a concentragio de 26 mg L ! de nitrito, nivel de seguranca para

salinidade trabalhada seria realizado renovagdes a fim de diminuir a concentrag&o.
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COLETA DE MICRO-ORGANISMOS

Para caracterizagcdo da comunidade microbiana, semanalmente foram coletadas
amostras de 18 ml de &gua de cada unidade experimental e fixadas em formalina na
concentracdo final 4% para posterior identificacdo dos microorganismos no Laboratério
de Fitoplancton e de Microorganismos Marinhos da FURG. As amostras fixadas foram
filtradas em filtros de membrana Nucleopore (0,2pum) escurecidos e as bactérias coradas
com Laranja de Acridina. As laminas foram fotografadas com uso de camera fotogréafica
acoplada ao microscopio de epiflourescéncia, Zeiss Axioplan com aumento de 1000X
para posterior contagem de 30 campos escolhidos de forma aleatdria dos tratamentos BFT
e BFT+ BF para comparar a abundancia de bactérias com o auxilio do programa Zeiss
Blue versdo 2.5, entre os tratamentos com e sem substrato, assim o tratamento BF néo foi

analisado.

CLOROFILA —a

A andlise de clorofila - a foi realizada semanalmente, coletando amostras de agua
de cada unidade experimental, filtrando e armazenando em frascos com solucdo de

acetona 90% e mantidas a -12°C. Apos 24 horas a concentracao de clorofila — a.

DESEMPENHO ZOOTECNICO

Para acompanhar o desempenho zootécnico dos animais, foram realizadas
biometrias semanais com N de 30 animais, utilizando de balanca digital com precisao de
0,01 g. Foi considerado: ganho de peso semanal (GPS), sobrevivéncia e taxa de

crescimento especifico (TCE) utilizando as respectivas formulas.

Ganho de peso

GPS =

Numero de semanas de cultivo
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NfC

SOBREVIVENCIA = ~cX 100

Onde: NfC= numero final de camardes e NiC= numero inicial de camaroes.

TCE(%) = == 100

Onde: Wi= Peso final médio, Wi= Peso inicial médio e t= tempo em dias.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. Submetidos a testes de
normalidade (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Levene), com a comprovacao dessas
premissas, foi utilizada a Analise de Variancia Simples (ANOVA One-way) e teste de
Tukey foram realizados para verificar as diferengas entre os tratamentos. Os dados de
compostos nitrogenados e bactérias ndo satisfizeram os pressupostos para ANOVA e,
portanto foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis seguido de um teste de
comparag6es multiplas (Zar 2010). O nivel de significancia adotado foi de 5% em todos
0os casos (p <0,05). Todas as andlises foram realizadas utilizando o software
STATISTICA® verséo 7.0.
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RESULTADOS
EXPERIMENTO 01 - EFICIENCIA DAS BACTERIAS NITRIFICANTES DO
BIOFILME EM AGUA CLARA UTILIZANDO DIFERENTES INTENSIDADES DE
AERACAO
Tabela 02 — Média e desvio padrao dos parametros fisicos e quimicos ao longo do estudo
de 10 dias de diferentes intensidades de aeracdo com diferentes taxas de fluxo (trés
réplicas)
Tratamento S/AR V7.5 V33.75 V75
N-AT (mg L ) 3.07£0.49 2.60 £ 0.57 2.52+1.03 2.65+0.37
N-NO2 (mg L %) 0.17 £ 0.08% 0.05+0.03° 0.08+0.08° 0.05+0.03°
N-NOz (mg L %) 2.21+£0.04 2.85+0.61 3.32+£0.96 3.55+£0.97
pH 8.12£0.18? 8.07+0.19* 821+0.17° 8.16+0.19°
CaCO3z (mgL ™) 153 + 27 149 £+ 25 145 + 25 155+ 24
Oxigénio Dissolvido (mgL %)  6.23+0.03%  6.33+0.03° 6.34+0.04® 6.40+0.02°

Letras diferentes na mesma linha representa diferenca estatistica p<0.05.

S/AR: sem aporte de aeracdo, V7.5: vazdo 7.5 L/min, VV33.75: vazdo 33.75 L/min e V75:
vazdo 75 L/min em sistema de agua clara. N-AT= Nitrogénio na forma de amdnia total,
N-NO2z= Nitrito, N-NOs= Nitrato e CaCOs= Alcalinidade.

As concentragdes de amonia de todos os tratamentos foram semelhantes
estatisticamente, com 3,07 mg L * valor maximo e 2,52 mg L " valor minimo nos
tratamentos S/ar e V33.75 respectivamente conforme mostra a Tabela 02 e a Fig. 3. O
nitrito dos tratamentos V7.5, V33.75 e V75 apresentaram valores semelhantes durante
todo o estudo, onde 0 S/AR apresentou valores superiores de nitrito 0,17 mg L, levando
mais tempo para transformar em nitrato (Tabela 02; Fig. 4). Para nitrato os tratamentos

néo apresentaram diferencas significativas (Tabela 02; Fig. 5).
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373  em sistema de agua clara.
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Figura 05: Concentracdes médias e desvio padréo de nitrato (N-NO3) ao longo do tempo

em sistema de &gua clara.

Os valores de pH dos tratamentos S/AR, V7.5 e V75 foram estatisticamente iguais
e diferindo do tratamento V33.75 que apresentou valor médio maior que os demais

tratamentos (Tabela 02).

Para os valores de alcalinidade (Tabela 02) os tratamentos ndo apresentaram
diferenca estatistica (Fig. 06). Os valores de oxigénio dissolvido foram semelhantes entre
as trés intensidades de aeracgéo testadas, diferindo-se estatisticamente do tratamento S/AR

que apresentou média inferior 6,23 mg L™ (Fig. 07).
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391 EXPERIMENTO 02 - EFICIENCIA DAS BACTERIAS NITRIFICANTES DO
392  BIOFILME NO SISTEMA DE BIOFLOCO
393
394 PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DA AGUA
395
396 Tabela 3 - Média geral e desvio-padrao dos parametros fisico-quimicos da dgua ao longo
397  do estudo de 47 dias de 500 m= Litopenaeus vannamei (7,81 + 0,24 g) em BFT com
398 diferentes intensidades de aeracdo (Biofloco com vazdo de 20,00 L/min, BFT+BF:
399  Biofloco e biofilme com vazéo de 33,75 L/min e BF: biofilme com vazéo de 33,75 L/min)
400  com trés replicas.
401
Tratamento BFT BFT+BF BF
N-AT (mg L) 1.73+0.412 0.51+0.11° 0.70 £ 0.54?
N-NO; (mg L?) 15.36 + 5.03? 1.13 + 0.56° 1.11 + 0.44P
N-NO3z (mg L?) 43.91 £9.02 73.85 +£8.25 52.61 +17.78
P-POs (mg LY) 0.38 £ 0.04 0.46 £ 0.06 0.50 £ 0.05
Oxigénio Dissolvido (mg L™) 5.02 +£0.222 5.18 +£0.16° 5.22 +0.14°
pH 755+0.11 7.55 +0.09 7.58 £ 0.07
Temperatura (°C) 29.13+0.76 29.44 +0.83 29.02 £ 0.31
Salinidade 30.80 £ 0.90 31.41+1.89 30.14 £ 1.30
SST 298.19 + 88.73 346.30 + 57.28 332.56 + 73.18
Turbidez (NTU) 232.09 + 43.40 234.33+ 45.22 241.21 +51.22
Cone imhoff 26.00 £ 11.75 17.76 £ 8.03 15.98 + 10.02
CaCO3 (mg L) 154.75 + 15.10° 135.92 + 22.11° 136.17 + 22.14°
Clorofila - a 51.42 +34.08 20.40 £5.55 30.28 +21.21
402  Letras diferentes na mesma linha representa diferenca estatistica p<0.05.
403  BFT: Biofloco com vazao 20.00 L/min, BFT+BF: Biofloco e biofilme com vazéo 33.75
404  L/min e BF: Biofilme com vazdo 33.75 L/min. N-AT= Nitrogénio na forma de aménia
405  total, N-NOz2= Nitrito, N-NOsz= Nitrato, P-PO4= Fosfato, SST= Solidos suspensos totais
406 e CaCOs= Alcalinidade.
407
408
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O N-AT dos tratamentos BFT e BFT+BF apresentaram valores maiores que BF,
ja 0 N-NOz" dos tratamentos BFT+BF e BF foram significativamente inferiores que o
tratamento BFT como mostra a tabela 03. O N-NOsz™ ndo apresentou diferenca estatistica

entre os tratamentos (Figura 10).
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Figura 08: Concentracdes médias e desvio padrdo de aménia ao longo do cultivo
superintensivo de L. vannamei dos tratamentos BFT: Biofloco com vazdo 20.00 L/min,
BFT+BF: Biofloco e biofilme com vazédo 33.75 L/min e BF: Biofilme com vazéo 33.75

L/min em sistemas de biofloco e biofilme.
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Figura 09: Concentragdes médias e desvio padrdo de nitrito N-NO> ao longo do cultivo
superintensivo de L. vannamei dos tratamentos BFT: Biofloco com vaz&o 20.00 L/min,
BFT+BF: Biofloco e biofilme com vaz&o 33.75 L/min e BF: Biofilme com vaz&o 33.75

L/min em sistemas de biofloco e biofilme.
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Figura 10: Concentra¢Ges médias e desvio padrdo de nitrato N-NOs™ ao longo do cultivo
superintensivo de L. vannamei dos tratamentos BFT: Biofloco com vazéo 20.00 L/min,
BFT+BF: Biofloco e biofilme com vazédo 33.75 L/min e BF: Biofilme com vazéo 33.75

L/min em sistemas de biofloco e biofilme.
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Os niveis de oxigénio dissolvido nos tratamentos BFT+BF e BF foram
estatisticamente superiores com relacéo ao do tratamento BFT (Tabela 3). Este padrdo
foi demonstrado ao longo de todo experimento (Figura 11). A alcalinidade apresentou
valores mais baixos nos tratamentos BFT+BF e BF quando comparados ao do tratamento
BFT (Figura 12).

7- — BFT — BFT+BF  — BF

Oxigénia Disselvida (mg L)
@n

(1]

Dias

Figura 11: Concentracbes médias e desvio padrdo de oxigénio dissolvido ao longo do
cultivo superintensivo de L. vannamei dos tratamentos BFT: Biofloco com vazao 20.00
L/min, BFT+BF: Biofloco e biofilme com vazédo 33.75 L/min e BF: Biofilme com vazao
33.75 L/min em sistemas de biofloco e biofilme.
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Figura 12: ConcentracGes médias e desvio padrdo de alcalinidade (CaCO3) ao longo do
cultivo superintensivo de L. vannamei dos tratamentos BFT: Biofloco com vazao 20.00
L/min, BFT+BF: Biofloco e biofilme com vazéo 33.75 L/min e BF: Biofilme com vazéo

33.75 L/min em sistemas de biofloco e biofilme.

CLOROFILA —a

N&o foi observado diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 03), no
entanto no final do periodo experimental houve um aumento nos valores de clorofila no
tratamento BFT (Figura 13).
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Figura 13: Concentracdes médias e desvio padrdo de clorofila - a ao longo do cultivo
superintensivo de L. vannamei dos tratamentos BFT: Biofloco com vaz&o 20.00 L/min,
BFT+BF: Biofloco e biofilme com vazédo 33.75 L/min e BF: Biofilme com vazéo 33.75

L/min em sistemas de biofloco e biofilme.

MICRO-ORGANISMOS

A analise de abundéancia de bactérias foram realizadas nos dias 0, 17, 26 e 47 para 0s
tratamentos BFT e BFT+BF em decorréncia das altas concentracdes de amdnia e nitrito.
O total de bactérias livres ndo diferiu entre os tratamentos, apresentando diferencas
estatisticas entre os grupos de bactérias. No dia zero para ambos tratamentos a quantidade
de micro-organismos encontrados foram semelhantes, ndo diferenciando

estatisticamente.

O tratamento BFT ndo apresentou diferenca significativa do tratamento BFT+BF em
relacdo a cocos, apresentando diferenca para bacilos, filamentosas e amebas, (Figuras 15
—18) onde o tratamento BFT apresentou concentra¢des superiores de bactérias, é possivel
observar na (Figura 14) o aumento gradativo dos organismos no sistema a medida que o
tempo passa, apenas no dia 26 a quantidade de organismos diminui e volta a aumentar
como mostra o dia 47. O tratamento BFT+BF apresenta uma estabilidade nos organismos
do inicio ao fim do experimento tendo um aumento para filamentosas e amebas ao longo

do tempo.
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Figura 14: Abundancia de bactérias livres nos tratamentos Biofloco e Biofloco +

Biofilme.
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Figura 15: Abundéancia de cocos nos tratamentos Biofloco e Biofloco + Biofilme.
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485  Figura 18: Abundancia de ameba nos tratamentos Biofloco + Biofilme.

486

487

488  Figura 19 — Abundancia de bacterias da producdo de camardo marinho L. vannamei no
489  tratamento Biofloco (BFT).
490
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491
492  Figura 20 — Abundancia de bactérias da producdo de camardo marinho L. vannamei no

493  tratamento Biofloco + biofilme (BFT+BF).
494

495 DESEMPENHO ZOOTECNICO
496

497  Tabela 04 — Média e desvio padrdo do desempenho zootécnico da produc¢édo ao longo do
498  estudo de 47 dias de 500 m® de L. vannamei dos tratamentos em sistema BFT e agua

499  clara com diferentes vazdes com réplicas de arvores.

Tratamento BFT BFT+BF BF
Peso inicial (g) 7.81+0.24 7.81+0.24 7.81+0.24
Peso final (g) 13.50 £ 0.40 13.14+£0.19 13.63 £ 0.63
Sobrevivéncia (%) 62 + 41.49 87 + 9.54° 88 + 6.93°
Crescimento semanal 0.92 £ 0.07 0.86 £ 0.03 0.94+£0.11

Taxa especifica de
1.12 +0.06 1.06 + 0.03 1.14+0.10

crescimento
Biomassa final (g/m?®) 3998.40 + 4902 5732.02 + 180. 13°  5979.47 + 289.47°

500 Letras diferentes na mesma linha representa diferenca estatistica p<0.05.

501 BFT: Biofloco com vazéo 20.00 L/min, BFT+BF: Biofloco e biofilme com vazao 33.75
502 L/min e BF: Biofilme com vazdo 33.75 L/min para peso inicial (g), peso final (g),
503  sobrevivéncia (%), crescimento semanal (g), taxa de crescimento especifico — TCE (%) e

504  biomassa final (g).
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505 Os valores para peso inicial, peso final, crescimento semanal e taxa de crescimento
506 especifico ndo apresentaram diferencas significativas entre o0s tratamentos. A
507  sobrevivéncia e biomassa final foram significativamente maiores nos tratamentos com

508  biofilme (BFT+BF e BF) em relacéo ao tratamento s6 com biofloco (BFT) (Tabela 04).
509

510 Tabela 05 - Total de melago, cal hidratada, horas de assentamento, troca de &gua e

511 quantidade de 4gua para produzir 1 kg de camardo ao longo do estudo de 47 dias.

Tratamento BFT BFT+BF BF
Total de melaco (g) 2507.34 £ 22.06 380.01 £ 8.50 -
Cal hidratada (g) 1280.07 + 22.58 1521.59 +24.73 1282.46 + 24.34
Horas de clarificacdo (h) 10.00 £ 0.58 40.00 + 1.51 -
Troca de agua (L) 4480.001 + 66.03 - -
Uso de agua (L kg™
camardo) 719.69 + 46.72 174.64 £ 6.93 167.65 + 10.29
512
513 Os produtos totais (melago, cal hidratada) usados para controlar a quantidade de

514  flocos e o tempo de decantacdo, a troca de agua durante o estudo e a quantidade de 4gua
515  para produzir 1 kg de camaréo estéo representados na tabela 05.

516

517 DISCUSSAO
518

519 O estudo de Ferreira et al. (2016), indicou que em sistemas com biofloco e
520  biofilme, este Gltimo ndo teria maior importancia na manutencao da qualidade da agua,
521  através da nitrificacdo, mas sim como fonte suplementar de alimento para os camarfes
522  produzidos. Sabe-se que a intensidade de aeracdo em sistemas de biofloco ndo pode ser
523  muito intensa, pois este pode afetar a estrutura e o tamanho dos flocos, prejudicando o
524  processo de nitrificacdo no sistema (Souza et al., 2019). A observacdo destes fatos nos
525 levou a formular a hip6tese de que a menor atividade de bactérias nitrificantes no biofilme
526  poderia resultar na menor concentracdo de oxigénio dissolvido, devido a menor aeracéo,
527  que afetaria, principalmente as bactérias nitrificantes presentes nas regiées mais internas
528 do biofilme. Para testar esta hipotese € que realizamos o0s dois experimentos descritos
529  anteriormente.

41



530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545

546
547
548
549
550

551
552
553
554
555
556
557
558
559

560
561
562

O experimento eficiéncia das bactérias nitrificantes do biofilme em agua clara
utilizando diferentes intensidades de aeracdo demonstrou a importancia da presenca da
aeracdo no sistema de producgédo para uma maior eficiéncia do processo de nitrificagéo
pelo biofilme. Isso fica evidenciado pelas concentragdes mais elevadas de nitrito no
tratamento sem aeracdo quando comparado aos demais. A falta de movimentacao na dgua
e a consequente limitacdo da transferéncia de massa pode gerar um gradiente na
concentracdo de oxigénio, com a presenca de areas com menor concentracao nas regides
mais inferiores do biofilme, como observado para o biofloco (Vlaeminck et al., 2010). De
modo geral, as bactérias BAO encontram-se na parte superior do biofilme enquanto que
as bactérias BNO estdo presentes na regido inferior (Gieseke et al., 2003). Isso fica
evidente quando relacionamos com os dados dos compostos nitrogenados, pois neste
experimento o nitrito € mais influenciado pela concentracdo de oxigénio, enquanto a
amonia ndo ¢ afetada pela concentracdo de oxigénio, exceto o tratamento S/AR que é
influenciado tornando a converséo de aménia em nitrito mais lento, evidenciando a menor
eficiéncia das BNO, enguanto gque a acdo das BAO nédo foi comprometida, ja que os niveis

de amoOnia ndo diferiram entre os tratamentos.

Por outro lado, o processo de nitrificacdo ndo foi afetado pela intensidade da
aeracdo, ja que ndo foram observadas diferencas nas concentracdes de oxigénio entre as
trés intensidades testadas. A escolha da intensidade de aeracdo utilizada no experimento
2 foi baseada na demanda de oxigénio necessaria para o sistema de biofloco juntamente

com a necessidade do biofilme e 0 menor gasto energeético.

O sistema BFT requer uma demanda de oxigénio para manter os flocos em
suspensdo bem como atender a necessidade do organismo produzido. A respiracdo em
sistema BFT é em torno de 6,0 mg de Oz / L por hora, podendo chegar a 8,0 mg de Oz /
L por hora, considerando a necessidade do camardo, que tende a aumentar devido a alta
densidade de estocagem, aumento da biomassa e aplicacdo de carbono ( Santa & Vinatea,
2007; Hargreaves, 2013). Desta forma, a menor vazao testada ndo suportaria a demanda
de oxigénio do sistema. Dentre as vazdes de 33.75 e 75 L/min, optou-se pelo uso da mais
baixa, uma vez que a mesma é capaz de atender adequadamente os requisitos exigidos

pelo sistema e com menor demanda energética, minimizando 0s custos.

Os parametros de qualidade de agua do experimento 02 temperatura, pH, e
salinidade permaneceram dentro do estipulado para o L. vannamei ao longo de todo o
experimento (Van Wyk and Scarpa, 1999). O nitrato manteve-se inferior a faixa letal de
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300 mg L ao longo de todo o cultivo para todos os tratamentos como reportado por
Furtado et al. (2014) assim como os valores de fosfato e solidos suspensos totais como

recomendando respectivamente por (Barak et al., 2003; Gaona et al., 2011).

Nos tratamentos BFT+BF e BF, nos quais foram utilizados o rotdmetro para
manter a vazao controlada na intensidade recomendada, os niveis de oxigénio foram
maiores que no tratamento BFT. Contudo, todos os tratamentos apresentaram
concentragbes médias de oxigénio dissolvido superior a 5,0 mg L™ necessario para as
bactérias no processo de nitrificacdo assim como para as necessidades do camardo (Van
Wyk and Scarpa, 1999;Timmons & Ebeling, 2010).

No presente estudo, o processo de nitrificagdo foi observado em todos o0s
tratamentos, com a oxidagao da amonia a nitrito e posteriormente, do nitrito a nitrato, que
tendeu a se acumular com o decorrer do experimento. Entretanto, os tratamentos com
biofilme (BFT+BF e BF) apresentaram valores de N-AT inferiores demonstrando o efeito
da aeracdo na comunidade bacteriana presente no biofilme, promovendo uma rapida
remocdo da amonia quando comparado com o tratamento BFT, onde a remocdo foi
controlada a partir de fertilizagdes organicas para estimular o crescimento de bactérias

heterotroficas e incorporacéo deste composto nitrogenado em sua biomassa.

O processo de nitrificacdo mais eficiente nas unidades que tinham substrato
artificial colonizado com biofilme e que tinham maior nivel de aeragdo permitiram que
os valores de nitrito nos tratamentos com biofilme (BFT+BF e BF) fossem mantidos em
concentracOes inferiores ao tratamento BFT e dentro da faixa de seguranca para espécie
26 mg L "t (Lin and Chen, 2003). Semelhante ao observado Holl et al. (2011) que
descrevem que a comunidade nitrificante fixada no substrato é capaz de realizar
completamente a nitrificacdo do sistema, mesmo que ndo haja a atividade das bactérias
presentes na agua. Em nosso estudo, as menores abundancias de bactérias livres no
tratamento com biofilme (BFT+BF) em comparagdo com o tratamento apenas com
biofloco (BFT) pode ter resultado de uma transferéncia de bactérias da coluna de adgua
para o substrato o que, além de beneficiar a nitrificacdo, também pode ter aumentado a

disponibilidade de alimento extra fornecido pelos microorganismos.

Em sistemas com trocas de agua limitadas é aconselhavel manter a alcalinidade
em concentragdes superiores a 200 mg CaCOs L ™ (Chen et al., 2006), isso se da, pelo
fato de que nos cultivos em sistemas BFT ha uma tendéncia a diminuigdo da alcalinidade

e do pH devido ao processo de nitrificagdo, onde as bactérias utilizam o carbono
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inorganico presente na dgua para assimilacdo do nitrito. Desta forma, para uma melhor
atividade destas bacteérias, indica-se que o valor de alcalinidade seja superior a 150 mg
CaCOs L ' (Furtado et al., 2014). No presente estudo, o tratamento BFT apresentou
valores superiores de alcalinidade comparado aos demais tratamentos, o que pode ser
explicado pela menor atividade das bactérias nitrificantes presentes nos agregados, o que
é corroborado pelos valores mais elevados de amdnia e nitrito nesse tratamento. Esse
processo de nitrificagdo menos ativo é explicado por uma maior abundancia de bactérias
heterotréficas que causa competicdo com os organismos nitrificantes que leva a taxas
relativamente baixas de nitrificacdo como demonstrado em sistemas de tratamento de
aguas residuais. Este efeito inibitdrio pode estar atrelado aos maiores rendimentos e taxas
de crescimento dos micro-organismos heterotréficos (Wiesmann, 1994). O mesmo
processo é relatado por Michaud et al. (2006), onde o enriquecimento de carbono organico
ofertado para as bactérias heterotroficas causam uma competicdo com as nitrificantes por
oxigeénio, nutriente e espaco causando uma reducdo na taxa de nitrificacéo.

A maior abundancia de microorganismos no tratamento BFT em relacdo ao
tratamento BFT+BF pode estar relacionada primeiramente com a taxa de crescimento,
onde as bactérias heterotréficas apresentam uma taxa cinco vezes maior que as bactérias
nitrificantes (Grady et al., 1980). Altas concentracdes de matéria organica, como ocorrem
dentro do sistema BFT, proporcionam condi¢fes favoraveis ao desenvolvimento de
micro-organismos heterotréficos que competem com os autotréficos nitrificantes pelo
oxigénio e nutrientes (Figueroa & Silverstein, 1992) Assim, o tratamento BFT recebeu
mais fertilizacGes organicas que o tratamento BFT+BF devido a presenca do substrato
artificial previamente colonizado.

Holl et al. (2011) em seu estudo demonstram que a taxa de nitrificagdo do biofilme
é semelhante da taxa de nitrificacdo na agua, entretanto eles relacionam a taxa de
nitrificacdo com a area de cobertura do biofilme, considerando que o biofilme pode ser
colonizado em toda superficie do tanque, logo a oxidacdo da amdnia realizada pelo
biofilme poderia chegar a 60 vezes maior que na agua, assim os autores demonstram que
as bactérias nitrificantes presentes no substrato sdo capazes de realizar toda
metaboliza¢do dos compostos nitrogenados do sistema sem que haja presenca de bactérias
na agua. O mesmo pode ter acontecido nos tratamentos do presente estudo quando
observamos a abundancia de bactérias, onde no tratamento BFT+BF a quantidade de
bacterias presentes na agua foi inferior, visto que o substrato artificial utilizado ja estava

colonizado com biofilme e as bactérias aderidas consomem todos 0s nitrogenados
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presentes na agua, dificultando o aparecimento das bactérias na agua. Nesse sentido,
Oliveira et al. (2006) caracterizando as bactérias nitrificantes do biofilme e da agua na
larvicultura de F. paulensis, relacionam a diminuicdo das bactérias na &gua com
incremento das bactérias no biofilme, sugerindo que a medida que a concentracdo de
amonia na dgua diminui ocorre uma limitacdo de nutriente para o as bactérias na agua,
assim como encontrado no presente estudo.

A formacdo dos flocos é um processo complexo que envolve processos fisicos,
quimicos e bioldgicos, no qual inicialmente as bactérias utilizam a matéria orgénica
dissolvida para seu crescimento e liberando muco que facilita o agregamento das
particulas (Ferreira, 2008). E possivel observar (Figura 19) uma maior abundancia de
bactérias no tratamento BFT em relagdo ao tratamento BFT+BF, onde o tratamento
BFT+BF permanece mais estavel durante todo o periodo, essa diferenca de bactérias entre
os tratamentos esta relacionado a formacdo da comunidade microbiana. Assim no
tratamento BFT é possivel observar o aumento de bacilos, filamentosas e amebas ao longo
do tempo (Figuras 15 - 18) enquanto o tratamento BFT+BF néo apresenta o aumento das
bactérias, devido a presenca do substrato colonizado. As diferentes quantidades de
bactérias nos tratamentos corroboram com os dados de aménia e nitrito, onde tinha uma
comunidade estabelecida ndo apresentou picos de aménia e nitrito ao logo do tempo, e no

tratamento que as bactérias estavam se estabelecendo apresentou picos.

N&o foram observadas diferencas no crescimento entre os camardes submetidos
aos diferentes tratamentos. No entanto, a inclusdo do substrato resultou em maior
biomassa final devido as maiores sobrevivéncias nesses tratamentos. A sobrevivéncia de
62% no tratamento BFT, foi considerada baixa para o sistema, enquanto que valores de
87% e 88% foram encontrados para os tratamentos BFT+BF BF, respectivamente. Esse
resultado pode ser consequéncia dos niveis elevados de nitrito, que permaneceu cerca de
24 dias com concentracfes acima do nivel de seguranca proposto por (Lin and Chen,
2003). Entretanto é possivel que atrelado as altas concentra¢des de nitrito, a densidade de
estocagem e o tamanho inicial dos animais tenha influenciado negativamente a
sobrevivéncia nesse tratamento, visto que os tratamentos que tinha o substrato artificial
com biofilme apresentam um incremento de area diminuindo a densidade relativa. Otoshi
et al. (2006) avaliaram o crescimento e sobrevivéncia de juvenis de L. vannamei
produzidos com e sem substrato artificial observando um aumento no crescimento e maior
sobrevivéncia nos tratamentos com substrato. Da mesma forma, Schveitzer et al. (2013)

avaliaram o uso de substratos artificiais em sistema de biofloco com diferentes densidades
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de estocagem, concluindo que as melhores sobrevivéncias foram nos tratamentos com a

presenca dos substratos.

Ferreira et al. (2016) trabalharam com adicdo de substrato artificial em diferentes
proporcoes 200% e 400% em sistema BFT e obtiveram uma sobrevivéncias superiores a
85% nos tratamentos com substrato semelhante ao encontrado no presente estudo. Em
todos esses trabalhos mencionados os autores relacionaram a sobrevivéncia a presenca
dos substratos artificiais que aumentaram a area de superficie e consequentemente
diminuindo a densidade relativa resultado em melhores indices de produtividade como o
aumento da biomassa final. Entretanto, sabe-se que a disponibilidade de biofilme
representa uma fonte suplementar de alimento pela presenca ndo sé de bactérias, mas
também de protozoarios e microalgas que representam importantes fontes de proteina e

lipideo para os organismos produzidos (Silva et al., 2009).

CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos neste estudo foi possivel comprovar que o0 processo
de nitrificacdo foi mais eficiente na vazdo 33.75 L/min onde mantem os flocos em
suspensdo e estimula a nitrificagdo. Além disso, no tratamento BF onde tinhamos um
substrato colonizado com bactérias nitrificantes produzimos camardo sem a necessidade

de adigéo de carbono organico extra ao sistema.
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