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RESUMO GERAL

A técnica de produgdo de organismos aquéaticos sem renovacao de agua, com
elevadas densidades de estocagem, forte aeracdo e biota predominantemente aerdbia e
heterotréfica, formadora de agregados ou flocos microbianos, foi conhecida como
ZEAH (“Zero Exchange Aerobic Heterotrophic culture systems”) e, mais recentemente,
denominada como tecnologia de bioflocos (“Biofloc Technology” - BFT). Devido a
presenca de uma rica comunidade microbiana (microalgas, protozoarios e alguns
metazoarios), os bioflocos apresentam elevados niveis nutricionais. Esta comunidade
pode levar, também, ao consumo acelerado de oxigénio, levando rapidamente & morte
do organismo produzido. Em casos de emergéncia causados pela falta de energia
elétrica, ou defeito no sistema de aeracdo, 0s pesquisadores garantem a sobrevivéncia
dos camarBes durante a inoperancia do sistema através da aplicacdo do perdxido de
hidrogénio (H,0,). Entretanto, o H,O,, por ser uma molécula de carga neutra, tem
facilidade de atravessar a membrana celular por difuséo e, dentro das células, produz a
peroxidacdo de lipideos e proteinas, afetando a integridade celular. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo de peroxido de hidrogénio nos microrganismos
presentes na criacdo de L. vannamei em meio BFT, caracterizar a comunidade de
protozoarios por microscopia Optica antes e apos a aplicacdo de perdxido de hidrogénio
e estimar o tempo de recuperacdo desta comunidade ap6s o uso de peroxido por
periodos crescentes. Para tal foram testados quatro tratamentos em 12 caixas de 45 L
com uma densidade de 300 camardes por metro cubico, que compunham o Controle,
com aeracao normal (sem aplicacdo de H,O,) e os tratamentos 12-horas, 24-horas e 48-
horas, onde o peréxido (10pL H,O, L™) foi aplicado durante estes periodos sempre que
necessario para manter os niveis de oxigénio dissolvido acima de 6 mg L™. As médias
de oxigénio dissolvido ndo diferiram significativamente, mas na sequéncia de
aplicacdes podemos identificar algumas varia¢fes pontuais. As médias dos parametros
de qualidade da &gua foram significativamente diferentes entre o Controle e os demais
tratamentos. Os sélidos suspensos totais (SST) foram significativamente maiores no
tratamento 12-horas do que nos demais. Verificou-se que a adi¢cdo de H,O, afetou o
processo de nitrificacdo no sistema BFT e indiretamente afetou os camardes, resultando
em um menor desempenho no crescimento e ganho de peso nos tratamentos onde se
adicionou peroxido de hidrogénio. Verificou-se, ainda, que houve uma répida
recuperacdo das bactérias aménio-oxidantes, mas nao das nitrito-oxidantes. O
fitoplancton presente no meio de cultivo resistiu bem a aplicacdo de H,O,, havendo
algum efeito somente sobre a Cloroficea Planctonema sp., onde o controle apresentou
maiores abundancias do que nos tratamentos 24-horas e 48-horas. Ap0s isso ocorreu
uma diminuicdo em sua abundancia provavelmente devido a baixa luminosidade
causada pela alta concentracdo de SST. Conclui-se que a adicdo de perdxido de
hidrogénio causa um dano temporario aos microrganismos, especialmente as bactérias
nitrificantes, mas este é parcialmente revertido em poucos dias apds cessar a aplicagdo
deste elemento. Também ndo se verificou um efeito acumulativo com a aplicacdo de
peréxido por um tempo maior.
Palavras chave: Per6xido de hidrogénio, microrganismos, bioflocos
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ABSTRACT

The production of aquatic organisms without water renewal, with high stocking
densities, strong aeration and biota predominantly aerobic and heterotrophic forming
aggregates or microbial flakes, is known as ZEAH ("Zero Exchange Aerobic
heterotrophic culture systems™) or, more recently called as Biofloc Technology (BFT)
technology. Due to the presence of a rich microbial community (microalgae, protozoa
and some metazoan), the bioflocs have high nutrient levels, but this community may
lead to a rapid consumption of dissolved oxygen in emergency cases, caused by energy
failure, or defect in the aeration system. In these cases, the researchers ensure the
survival of shrimp through the application of hydrogen peroxide (H.0O,). However,
H.0,, as a neutral charge molecule, can easily cross the cell membranes by diffusion
and produce lipid and protein peroxidation, affecting cells integrity. Main objectives of
this study were to evaluate the effect of hydrogen peroxide on the microorganisms
present in the production of L. vannamei in a BFT system; to characterize the protozoan
community by optical microscopy before and after application of hydrogen peroxide
and to estimate the recovery time of this community after the use of H,O, for increasing
periods. Four treatments were distributed in twelve 45 L containers with 300 shrimp per
cubic meter: a Control treatment, with normal aeration (without application of H,0,)
and 12h, 24h and 48h treatments, where hydrogen peroxide (10uL H,0, L) was
applied whenever necessary to maintain dissolved oxygen levels above 6 mg L™. The
mean dissolved oxygen did not differ significantly among treatments, but some water
quality parameters differed significantly between the control and other treatments. For
instance, total suspended solids (TSS) was significantly higher in the 12 h treatment
than in the others. The H,0, affected the nitrification process in the BFT system and
indirectly affected the shrimp, that showed lower growth and weight gain in treatments
with hydrogen peroxide. It was also found that there is a quick recovery of ammonia-
oxidizing bacteria, but not of nitrite-oxidizing. Among the phytoplankton the
Chlorophycean Planctonema sp. was the microalgae that suffered the effect of hydrogen
peroxide, with higher abundance in the control than in the 24 hours and 48 hours
treatments. The abundance decrease in observed afterwards was probably due to low
light caused by high TSS. In conclusion we may say that the addition of hydrogen
peroxide caused a temporary damage to the microorganisms, especially the nitrifying
bacteria, although this negative effect was reverted few days after the application of this
element. No cumulative effect was observed with the application of hydrogen peroxide
for longer periods.

Keywords: Hydrogen peroxide, microorganisms, bioflocs
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INTRODUCAO GERAL

No inicio dos anos 90, um novo sistema de producdo de organismos
aquaticos baseado na formacao de bioflocos microbianos comecgou a ser desenvolvido
simultaneamente em dois centros de pesquisas: no Waddel Mariculture Center na
Carolina do Sul nos EUA e no Instituto de Tecnologia de Israel (Hopkins et al. 1993;
Avnimelech 2009). Com o0 sucesso nos experimentos em pequena escala, esta
tecnologia foi introduzida em fazendas comerciais em Belize, na América Central e
também nos EUA, inicialmente com o nome de (“Zero Exchange Aerobic Heterotrophic
culture systems” (ZEAH) e, posteriormente, como “Biofloc Technology System” (BFT)
(Avnimelech, 2007; Schryver et al., 2008).

O sistema BFT diminui o uso de &gua, mitigando a emissdo de efluentes e
impactos ambientais, aumenta a producao, pois possibilita 0 aumento nas densidades de
estocagem (Browdy et al. 2001). Neste sistema, a formacédo de bioflocos é estimulada
pela adicdo de uma fonte de carbono. Os flocos microbianos consistem de um
conglomerado de diferentes microrganismos tais como bactérias, microalgas,
protozoarios e zooplancton (Avnimelech 2009). Além disso, o controle do excesso de
elementos nitrogenados é feito através da relacdo carbono/nitrogénio, que promove o
crescimento das bactérias heterotréficas e posteriormente através das bactérias
autotrdficas nitrificantes. Estas bactérias, somadas a outros microrganismos, formam os
bioflocos que aparecem no meio aquatico em forma de agregados. Os bioflocos séo,
também, uma importante fonte alimentar alternativa (Wasielesky et al. 2006; Ballester
et al. 2010).

No sistema BFT existe grande demanda de oxigénio dissolvido devido ndo s6 a
respiracdo dos camarbes, mas principalmente em funcdo da alta densidade dos
microrganismos que colonizam os agregados e que também atuam na decomposicéo da
matéria organica acumulada (Jiang & Pan, 2005). Desta forma, falhas no sistema de
aeracdo podem causar mortalidades significativas de organismos cultivados em minutos
(Vinatea et al. 2009). Para o melhor desenvolvimento de organismos aquaticos é
recomendado que os niveis de oxigénio dissolvido sejam superiores a 5,0 mg L™, ja que
prolongados periodos com concentragdes menores que 2,0 mg L™ sdo letais para
camarbes, embora eles possam sobreviver por curtos periodos de tempo com

concentracdes de oxigénio inferiores a 1 mg L™ (Van Wyk & Scarpa, 1999). McAbee et



al. (2003) sugerem a necessidade de oxigénio suplementar quando os niveis de oxigénio
dissolvido ficam abaixo de 4,5 mg L™.

Por causa das altas concentragdes de microrganismos e grandes densidades de
organismos produzidos (peixes e camardes), o sistema BFT tem uma necessidade de
aeracdo suplementar para manter o oxigénio dissolvido em niveis elevados. Os
processos de nitrificacdo e assimilagdo de nitrogénio também consomem oxigénio e
reduzem a alcalinidade do sistema (Ebeling et al. 2006; Hargreaves, 2006). Para
compensar estes problemas os aeradores devem funcionar continuamente, suprindo a
demanda de oxigénio na agua dos viveiros (Avnimelech et al. 2009). Diversos tipos de
aeradores podem ser utilizados para manter a concentracdo de oxigénio dissolvido
(OD), entre eles os aeradores de pas “paddlewheels”. Outra fonte de aeracdo disponivel
é o sistema de ar difuso, injetando ar no sistema através de um soprador “blower”
(Browdy et al. 2001). Estudos mais recentes demonstram a utilizacdo de oxigénio
liguido como fonte de OD em cultivos em raceways (McAbee et al. 2003; Otoshi et al.
2009; Samocha et al. 2010). O primeiro teste com perdxido de hidrogénio na Estacdo
Marinha de Aquacultura Prof. Marcos Alberto Marchiori (EMA) foi realizado em
sistema de aguas claras testando a sobrevivéncia e crescmento de L. vannamei em
sistemas de aguas claras (Izeppi, 2008), logo ap6s Bourg (2009) fez uso de H,O, como
fonte de oxigénio dissolvido para a criagdo de L. vannamei em sistemas de bioflocos
concluindo gue esse método pode ser usado como forma de oxigenar o sistema. Lima et
al. (2012) concluiu que em casos de emergéncia, causados pela falta de energia elétrica,
ou defeito no sistema de aeracdo, a sobrevivéncia dos camarfes também pode ser
garantida através da aplicacdo do perdxido de hidrogénio (H,O5).

Por ser uma molécula de carga neutra, o peroxido de hidrogénio atravessa por
difusdo as membranas celulares e, dentro das células, produzem a peroxidacdo de
lipideos e proteinas, afetando a integridade celular. Reichwaldt et al. (2012) avaliaram a
toxicidade aguda do H,O, em duas espécies de zooplancton (Moina sp. e Daphnia
carinata) apés 48 horas de exposicao a diferentes dosagens e concluiram que, apesar do
peréxido de hidrogénio reagir rapidamente com a agua e matéria organica liberando
agua e oxigénio, este elemento foi letal para as duas espécies, sendo a LCso de 2,0 € 5,6
mg H,0, L™, respectivamente. Com relacdo ao efeito do peréxido de hidrogénio sobre
0s microrganismos, Schwartz et al. (2000) aplicaram doses de 100 mg H,0O, L™ em
sistemas de recirculagcdo para peixes e observaram a redugéo de 80% na remocgédo da

amonia pelas bactérias nitrificantes presentes no biofiltro. J& Pedersen & Pedersen
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(2012) verificaram que a comunidade bacteriana que coloniza biofiltros pode colapsar,
dependendo da quantidade de matéria organica presente no biofiltro e da dose de
peroxido de hidrogénio que for aplicada ao sistema de recirculagdo para controle de
ectoparasitas de peixes. Furtado et al. (2014) determinaram a LCsy de H,0O, para o
camardo L. vannamei detectando que dosagens acima de 58 pL H,O, L™ afetaram a
sobrevivéncia dos camardes, este estudo também delimitou o nivel de seguranca em 29
uL H,0, L™

O pequeno ndmero de trabalhos relacionados ao efeito do H,O, sobre os

microrganismos formadores do biofloco motivaram a realizacédo deste trabalho.

OBJETIVOS

Geral:
Avaliar o efeito da aplicacdo de peroxido de hidrogénio sobre os

microrganismos presentes no cultivo de L. vannamei com tecnologia de bioflocos.

Especificos:
1) Caracterizar a comunidade de protozoarios por microscopia optica antes e apos a

aplicacdo de peroxido de hidrogénio;
2) Estimar o tempo de recuperagdo desta comunidade apds o uso de perdxido por

periodos crescentes.
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RESUMO

A técnica de producgdo de organismos aquéaticos sem renovagao de agua, com
elevadas densidades de estocagem, forte aeracdo e biota predominantemente aerdbia e
heterotréfica, formadora de agregados ou flocos microbianos, foi conhecida como
ZEAH (“Zero Exchange Aerobic Heterotrophic culture systems”) ou, mais
recentemente, denominada como tecnologia de bioflocos (“Biofloc Technology” -
BFT). Devido a presenca de uma rica comunidade microbiana (bactérias, protozoarios e
alguns metazoarios), os bioflocos apresentam elevados niveis nutricionais. Esta
comunidade pode levar, também, ao consumo acelerado de oxigénio, levando
rapidamente & morte dor organismo produzido. Em casos de emergéncia causados pela
falta de energia elétrica, ou defeito no sistema de aeracdo, os pesquisadores garantem a
sobrevivéncia dos camarfes durante a inoperancia do sistema através da aplicacdo do
peroxido de hidrogénio (H,O;). Entretanto, o H,O,, por ser uma molécula de carga
neutra, tem facilidade de atravessar a membrana celular por difusdo e, dentro das
células, produzirem a peroxidacdo de lipideos e proteinas, afetando a integridade
celular. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo de perdxido de
hidrogénio nos microrganismos presentes na criacdo de L. vannamei em meio BFT,
caracterizar a comunidade de protozoarios por microscopia Otica antes e apds a
aplicacdo de peroxido de hidrogénio e estimar o tempo de recuperacdo desta
comunidade apds o uso de peroxido por periodos crescentes. Para tal foram testados
quatro tratamentos em 12 caixas de 45 L com uma densidade de 300 camardes por
metro cubico, que compunham o Controle, com aeracdo normal (sem aplicacdo de
H.0,) e os tratamentos 12-horas, 24-horas e 48-horas, onde a aeracdo foi desligada
durante o periodo de horas indicado no tratamento e o peréxido (10pL H,0, L) foi
aplicado sempre que necessario para manter os niveis de oxigénio dissolvido acima de
6 mg L. As médias de oxigénio dissolvido ndo diferiram significativamente, mas na
seqliéncia de aplicagdes podemos identificar algumas variagdes pontuais. As médias dos
parametros de qualidade da agua se diferenciaram significativamente entre o Controle e
os demais tratamentos. SST foi significativamente maior no tratamento 12-horas que
nos demais. Verificou-se que a adicdo de H,O, afetou o processo de nitrificagdo no
sistema BFT e indiretamente afetou os camardes, resultando em um menor desempenho
no crescimento e ganho de peso nos tratamentos onde se adicionou perdxido de
hidrogénio. Verificou-se, ainda, que houve uma rapida recuperacdo das bactérias
amonio-oxidantes, mas ndo das nitrito-oxidantes. O fitoplancton presente no meio de
cultivo resistiu a aplicagdo de H,0,, havendo algum efeito somente sobre a Cloroficea
Planctonema sp., onde o controle apresentou maiores abundancias do que nos
tratamentos 24-horas e 48-horas. Apos isso ocorreu uma diminui¢cdo em sua abundéncia
provavelmente devido a baixa luminosidade causada pela alta concentracdo de SST. Os
protozoarios foram afetados pelo uso de H,O,, principalmente os flagelados. Conclui-se
que a adicdo de perdxido de hidrogénio causa um dano temporario aos microrganismos,
especialmente as bactérias nitrificantes, mas este € parcialmente revertido em poucos
dias apo6s cessar a aplicacdo deste elemento. Também ndo se verificou um efeito
acumulativo com a aplicacdo de perdxido por um tempo maior.
Palavras chave: Peroxido de hidrogénio, microrganismos, bioflocos



ABSTRACT

The production of aquatic organisms without water renewal, with high stocking
densities, strong aeration and biota predominantly aerobic and heterotrophic forming
aggregates or microbial flakes, was known as ZEAH ("Zero Exchange Aerobic
heterotrophic culture systems™) or, more recently called as Biofloc Technology (BFT)
technology. Due to the presence of a rich microbial community (bacteria, protozoa and
metazoa some), the bioflocos have high nutrient levels, but this community may lead to
a rapid consumption of dissolved oxygen in emergency cases, caused by energy failure,
or defect in the aeration system. In these cases, the researchers ensure the survival of
shrimp through the application of hydrogen peroxide (H,O,). However, H,O,, as a
neutral charge molecule, can easily cross the cell membranes by diffusion and produce
lipid and protein peroxidation, affecting cells integrity. Main objectives of this study
were to evaluate the effect of hydrogen peroxide on the microorganisms present in the
production of L. vannamei in a BFT system; to characterize the protozoan community
by optical microscopy before and after application of hydrogen peroxide and to estimate
the recovery time of this community after the use of H,O; for increasing periods. Four
treatments were distributed in twelve 45 L containers with 300 shrimp per cubic meter:
a Control treatment, with normal aeration (without application of H,O,) and 12h, 24h
and 48h treatments, where hydrogen peroxide (10puL H,0, L) was applied whenever
necessary to maintain dissolved oxygen levels above 6 mg L™. The mean dissolved
oxygen did not differ significantly among treatments, but some water quality parameters
differed significantly between the control and other treatments. For instance, SST was
significantly higher in the 12 h treatment than in the others. The H,0O, affected the
nitrification process in the BFT system and indirectly affected the shrimp,that showed
lower growth and weight gain in treatments with hydrogen peroxide. It was also found
that there is a quick recovery of ammonia-oxidizing bacteria, but not of nitrite-
oxidizing. Among the phytoplankton the Chlorophycean Planctonema sp. was the
microalgae that mos suffered the effect of hydrogen peroxide, with higher abundance in
the control than in the 24 hours and 48 hourstreatments. The abundance decrease in
observed afterwards was probably due to low light caused by high TSS. Protozoa were
affected by the use of H,0,, especially flagellates. In clonclusion we may say that the
addition of hydrogen peroxide caused a temporary damage to the microorganisms,
especially the nitrifying bactérias, although this negative effect was reverted few days
after the application of this element. No cumulative effect was observed with the
application of hydrogen peroxide for longer periods.

Keywords: Hydrogen peroxide, microorganisms, bioflocs



INTRODUCAO

A técnica de produgdo de organismos aquéaticos sem renovacao de agua, com
altas densidades de estocagem, forte aeracdo e biota predominantemente aerdbia e
heterotrofica, formadora de agregados ou flocos microbianos, foi conhecida como
ZEAH (“Zero Exchange Aecrobic Heterotrophic culture systems”) ou, mais
recentemente, denominada como tecnologia de bioflocos (“Biofloc Technology” - BFT)
(Avnimelech, 2007; Schryver et al., 2008).

Devido a presenca de uma rica comunidade microbiana (microalgas,
protozoarios e alguns metazoarios), os bioflocos apresentam elevados niveis de
proteinas, aminoacidos e minerais, que podem suplementar a nutricdo do camardo
produzido (Burford et al. 2004, Avnimelech 2007). Além disso, comunidades
microbianas aerobicas, presentes em altas densidades auxiliam na reducdo das altas
concentracdes de compostos nitrogenados toxicos, como amdnia e nitrito, melhorando a
qualidade da &gua e transformando o nitrogénio dissolvido em proteina microbiana,
reciclando residuos e melhorando a eficiéncia alimentar do sistema (Crab et al., 2007).

Para o melhor desenvolvimento de organismos aquéticos é recomendado que 0s
niveis de oxigénio dissolvido sejam superiores a 5,0 mg L™ j& que prolongados periodos
com concentracdes menores que 2,0 mg L™ sdo letais para camarfes embora eles
possam sobreviver por curtos periodos de tempo com concentracdes de oxigénio
inferiores a 1 mg L™ (Van Wyk & Scarpa, 1999). McAbee et al. (2003) sugerem a
necessidade de oxigénio suplementar quando os niveis de oxigénio dissolvido ficarem
abaixo de 4,5 mg L™. No sistema BFT existe grande demanda de oxigénio dissolvido
devido ndo s6 da respiracdo dos camardes, mas principalmente em funcdo da alta
densidade dos microrganismos que colonizam os agregados e que também atuam na
decomposicdo da matéria organica acumulada (Jiang & Pan, 2005). Desta forma, falhas
no sistema de aeracdo podem causar mortalidades significativas de organismos
cultivados em minutos (Vinatea et al. 2009). Visto a importancia do oxigénio nestes
sistemas, sdo necessarios mecanismos de emergéncia que mantenham 0s niveis de
oxigénio toleraveis para a espécie, caso ocorra uma queda de energia elétrica.

O sistema mais utilizado para garantir altos niveis de oxigénio dissolvido no
sistema BFT (indoor) é o de difusores de ar posicionados no fundo dos tanques. Esses

difusores podem ser pedras porosas, ou canos micro-perfurados, que sédo alimentados



por bombas de ar ou sopradores. J& no sistema BFT (outdoor) os aeradores do tipo
“paddlewheels” sdo os mais comumente utilizados (Boyd 1998, 2008b).

Em casos de emergéncia, causados pela falta de energia elétrica, ou defeito no
sistema de aeracdo, os pesquisadores garantem a sobrevivéncia dos camardes através da
aplicacdo do peroxido de hidrogénio (Lima et al., 2012). Entretanto, por ser uma
molécula de carga neutra, o H,O, tem facilidade de atravessar a membrana celular por
difusdo e, dentro das células, reagir com metais de transicdo liberando oxigénio e o
radical hidroxila que, em concentracbes elevadas, podem induzir a peroxidacdo de
lipideos e proteinas, afetando a integridade celular (Abele-Oeschger et al., 1997,
Halliwel et al., 1998). Reichwaldt et al. (2012) avaliaram a toxicidade aguda do H,0O;
em duas espécies de zooplancton (Moina sp. e Daphnia carinata) ap6s 48 horas de
exposicdo a diferentes dosagens, e concluiram que apesar do peroxido de hidrogénio
reagir rapidamente com a agua e matéria organica, e liber 4gua e oxigénio, este
elemento foi letal para as duas espécies, sendo a LCso de 2,0 e 5,6 mg H,0, L™,
respectivamente.

Com relacdo ao efeito do peroxido de hidrogénio sobre os microrganismos,
Schwartz et al. (2000) aplicaram doses de 100 mg H,0,L™ em sistemas de recirculagéo
para peixes e observaram uma reducdo de 80% na remogdo de amdnia no biofiltro. Ja
Pedersen & Pedersen (2012) verificaram que a comunidade bacteriana que coloniza
biofiltros pode colapsar dependendo da quantidade de matéria organica presente no
biofiltro, e da dose de peroxido de hidrogénio que for aplicada ao sistema de
recirculacdo para controle de ectoparasitas de peixes.

No entanto, ndo se conhece claramente o efeito do peroxido de hidrogénio sobre
os microrganismos formadores dos bioflocos e qual a capacidade de recuperacdo dessa
comunidade microbiana apos a aplicacdo desta substancia. Como visto, o perdxido de
hidrogénio pode, por um lado salvar camar@es e peixes em cultivos BFT mas por outro
lado, este pode ser extremamente letal para 0s microrganismos aquaticos e outros
metazoarios que compdem os bioflocos.

Considerando que o sistema BFT é dependente da comunidade microbiana para
a manutencdo da qualidade de &gua e melhoria do desempenho zootécnico do
organismo produzido, foram avaliados neste estudo os efeitos do perdxido de
hidrogénio (H,O;) sobre a comunidade de microbiana presente no cultivo

superintensivo de camardes no sistema BFT.
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MATERIAL E METODOS

Local e instalagfes

O experimento teve duracdo de onze dias e foi realizado na Estagdo Marinha de
Aquacultura Prof. Marcos Alberto Marchiori (EMA), do Instituto Oceanografico da
Universidade Federal do Rio Grande, Localizada na praia do Cassino, Rio Grande, Rio
Grande do Sul, Brasil

Meio BFT, material bioldgico e delineamento experimental

O meio com bioflocos utilizado para o experimento foi obtido da producdo de
camardes-branco Litopenaeus vannamei. Ndo houve renovacdo de agua no decorrer do
experimento, mas devido ao incremento dos niveis de nitrogénio amoniacal total (N-
AT) acima de 1 mg L™, foram realizadas fertilizacdes com melago de cana de agucar
sempre que necessario para reduzir os niveis deste elemento nitrogenado (Avnimelech,
1999).

Os animais utilizados durante o experimento tinham peso medio de 5,51+1,05 g.
Cada tratamento foi realizado em caixas de polietileno (area de fundo de 0,22 m?)
contendo 45 litros de meio BFT e 15 camardes, em uma densidade de 333 camardes/m®.
Os camardes foram alimentados duas vezes por dia, as 08:00 e as 17:00 horas, com
racao comercial (Centro Oeste Racgdes S.A.- Brasil) com 38% de proteina bruta e 8% de
lipideos na formulacdo distribuida manualmente na coluna d agua. A taxa de
alimentacdo seguiu as recomendac@es de Jory et al. (2001). Quando os niveis de N-AT
ultrapassaram a margem de seguranca de 1mg L™ a alimentacéo foi suspensa no periodo
da tarde em todos os tratamentos. A concentracdo do H,O, era 35 volumes.

O experimento foi executado com quatro tratamentos, em triplicata:

1) Controle, cultivo de camardo sem aplicacdo de H,0y;

2) 12 h - Aplicagdo de doses de 10uL H,O, L™ na 4gua de cultivo pelo periodo de
12 horas;

3) 24 h - Aplicagdo de doses de 10pL H,0, L™ na agua de cultivo pelo periodo de
24 horas;

4) 48 h - Aplicacéo de doses de 10pL H,0, L™ na agua de cultivo pelo periodo de
48 horas.
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A partir da coleta inicial de 4gua para medicdo de parametros e contagem dos
microrganismos a aeracdo mecanica foi desligada nos tratamentos 12h, 24h e 48h. As
aplicacdes de H,O, foram feitas, sempre que necessario, para manter o cultivo no nivel
de oxigenacdo acima de 4,5 mg L™, como sugere Vinatea et al. (2010). A dose de 10uL
H,0, L foi escolhida de acordo com o nivel de seguranca encontrado por Furtado et al.
(2014).

Parametros fisicos e quimicos

A temperatura do ar da sala experimental foi ajustada em 30°C por meio de
climatizador, e a temperatura da agua foi mantida em 28°C. O fotoperiodo da sala
experimental adotado foi de 12C/12E, com iluminacéo artificial de intensidade de 500
lux na superficie da agua. A aeracdo foi provida por meio de uma mangueira com pedra
porosa alocada em cada caixa com o intuito de promover a oxigenacdo da agua e a
suspensdo do material particulado na coluna d’agua.

As determinacgdes de temperatura, pH e oxigénio foram realizadas diariamente
pela manha e pela tarde, com auxilio de pH-metro digital e oximetro portatil. A
salinidade foi verificada diariamente com refratbmetro oOptico.

As concentragdes de aménia total (NAT) (NH3 + NH,4") e nitrito (N-NO,") foram
mensuradas diariamente, conforme metodologias preconizadas pela UNESCO (1983) e
Bendschneider & Robinson (1952), respectivamente. A alcalinidade e o nitrato (N-NO3)
foram analisados no inicio e final do experimento, seguindo a metodologia proposta por
APHA (1998) e Aminot & Chaussepied (1983), respectivamente. Os s6lidos suspensos
totais (mg L™) foram determinados no inicio e fim do experimento por gravimetria,
mediante filtragem de aliquotas de 20 mL de agua em filtros de fibra de vidro GF 50-A
(AOAC, 2000).

Parametros de desempenho zootécnico

Foram realizadas biometrias no inicio e no final do estudo, onde todos os
individuos de cada tratamento foram pesados usando balanca de precisdo (0,019 SD
Marte®) para determinar o ganho de peso dos camardes (g): (peso médio final - peso
médio inicial). No final do periodo de estudo todos os camardes foram contados para a
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determinacdo da taxa de sobrevivéncia (%): [(n° final de camarGes/ n° inicial de

camardes) x 100].

Microrganismos

Para caracterizacdo e quantificacdo da comunidade microbiana presentes no
meio BFT foram coletadas amostras de agua de cada caixa nos periodos informados
anteriormente. As amostras foram fixadas em formalina 4% e Lugol neutro, mantidas
em frascos &mbar para posterior contagem e identificacdo de grupos de microrganismos
presentes. As coletas de agua para contagem dos microrganismos foram realizadas nos
tempos: 0 hora, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 120 horas, 144 horas, 168 horas,
192 horas, 216 horas e 240 horas.

Para contagem de ciliados (20-200um), flagelados (2-20pm) e microalgas
(diatomacea céntrica, penada) foi utilizado o microscépio invertido Zeiss Axiovert com
magnificacdo de 200 x, onde aliquotas de 0,5 mL de amostra foram colocadas em
camara de sedimentagdo e os organismos contados em 50 campos aleatérios (Utermohl,
1958). Os microrganismos foram enquadrados em grupos diferenciados por tamanho.
Todas as contagens foram realizadas no Laboratorio de Ecologia do Fitoplancton e de

Microrganismos Marinhos da FURG.

Analise estatistica

Depois de verificada a homocedasticidade e normalidade dos dados, foi
realizada a andlise de variancia de uma via (ANOVA) para verificar a existéncia de
diferenga significativa entre os dados obtidos. Quando detectada diferenca significativa
entre os tratamentos (p<0,05), o teste de Tukey (Sokal and Rohlf, 1969) de comparagéo
de médias foi utilizado. Os valores percentuais foram transformados (arcsin’®®) antes de

serem analisados (Triola, 1999).

RESULTADOS

Parametros fisicos e quimicos
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A temperatura e a salinidade se mantiveram estaveis no decorrer de todo o
experimento (Tabela 1). As médias de oxigénio dissolvido ndo diferiram
significativamente, mas na sequéncia de aplicacbes podemos identificar as grandes
variacdes pontuais (Fig. 1). As médias dos pardmetros de qualidade da agua como
Alcalinidade, Nitrogénio amoniacal, Nitrito e Nitrato apresentaram diferencas
significativas entre o controle e os tratamentos. Os sélidos suspensos totais foram
significativamente diferentes no tratamento 12-horas que nos demais.

Tabela 1: Parametros de qualidade de dgua no decorrer dos 11 dias de experimento (média + desvio padrao).

Parametros Controle 12-horas 24-horas 48-horas
Temperatura (°C) 28,83+040 2860+039  2840+0,32 28,38+ 0,25
Salinidade 31,00+£1,00  31,00+£1,00 31,00 +1,00 31,00 + 1,00
OD (mg L%)* 6,12 + 0,08 6,47 + 0,29 6,41 +0,18 6,45 + 0,41
pH 8,02 + 0,01 8,01+ 0,01 8,07+ 0,01 7,93+ 0,02
Alcalinidade (mg CaCOsL™) 115,00 +£0,00° 132,50 +2,50° 131,66 +1,44" 130,00 + 0,00°
N-AT (mg L7)** 0,03+0,02*  104+026"*  111+032° 1,53 0,44
Nitrito (mg L™) 040+0,03"  125+031" 1,18%0,46" 1,23 £0,36"
Nitrato (mg L™) 4251 +301° 3453+0,30° 3315+0,08°  3345+0,30°
SST (mg Lt)*** 1493,3+ 475" 1596,6 £ 16,2 15258+ 38,7°  1456,6+ 65,6°
Fosfato (mg L™) 1,66 + 3,01 1,76 £ 3,01 1,94+ 3,01 2,16 £ 3,01

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05)
* Oxigénio dissolvido, ** Nitrogénio amoniacal total, *** Sélidos suspensos totais

O fosfato apresentou uma queda de sua concentragdo inicial (1,94 mg L™) nos
tratamentos Controle, 24-horas e 48-horas, onde o valor minimo foi registrado no
tratamento Controle 1,38 mg L™. Ao contréario dos demais, o tratamento 12-horas teve
um acréscimo na concentracdo de fosfato chegando ao valor maximo de 2,38 mg L ™.

A temperatura se manteve estavel em todos os tratamentos e seu valor minimo
foi de 27,7 °C no tratamento 24-horas e o maximo foi 29,6 °C no Controle. A
temperatura ndo se diferenciou significativamente nos tratamentos durante o
experimento. A salinidade foi medida no inicio e fim do experimento sendo 30 e 32
respectivamente, ndo apresentando diferencas significativas entre os tratamentos.
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Figura 1: Valores de OD no periodo de aplicacdo do H,0, (setas indicam 0 momento da aplicagéo de H,0,)

Na figura 1 sdo apresentados os niveis de oxigénio dissolvido nos diferentes
tratamentos ao longo do estudo, onde as setas indicam as aplicacbes do H,O,. Os
valores méaximos de OD foram 11,85 mg L™ as 11:00 do segundo dia de experimento no
tratamento 24-horas e o valor minimo também foi no tratamento 24-horas com 2,34 mg
L™ a 01:00 do segundo dia.

O pH se manteve estavel no Controle, porém nos tratamentos onde houve adi¢édo
de perdxido, ocorreu uma queda significativa nas primeiras 24-horas em todos eles e
que se estendeu por mais um dia no tratamento 48-horas. O valor minimo de pH foi
encontrado no segundo dia de experimento no tratamento 48-horas 6,56 e o maior valor
também foi no tratamento 48-horas 8,15 no final do experimento (Fig. 2).

=@=_Controle
85 - 12horas
==fe=24horas
===48horas
8,0 -
7,5 -
b
[« 3
7,0 -
6,5 -
6,0
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Horas

Figura 2: Variagao do pH no decorrer do experimento

A alcalinidade foi medida no inicio e fim do experimento, 0 menor valor foi
registrado no final no tratamento Controle (100 mg L) e o maior valor ocorreu no
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tratamento 12-horas (135 mg L™). O Controle se diferenciou significativamente dos
demais tratamentos.

=—¢—Controle
3,0 1 12horas
T ==fe=24horas
T =>¢=48horas

Concentragdo de N-AT (mg. L)

0 24 48 72 9% 120 144 168 192 216 240
Horas

Figura 3: Concentracdo de nitrogénio amoniacal total (N-AT) durante o experimento

Na figura 3 encontram-se os niveis de Nitrogénio Amoniacal Total (N-AT) ao
longo do estudo, foi verificado o efeito das aplicacbes de H,O, com aumento da
concentracdo de aménia nestes tratamentos que receberam peroxido de hidrogénio. O
valor maximo de N-AT foi encontrado no tratamento 48-horas 2,52 mg L™ as 72 horas e
os valores minimos foram encontrados no tratamento controle que se mantiveram
zerados ou préximos a zero durante todo o experimento. No final do experimento 0s
tratamentos 12-horas e 24-horas estavam com a concentracdo de N-AT proxima a zero
como no controle.

Devido aos elevados valores de N-AT, foram feitas fertilizacbes diarias, a partir
das 48 horas de experimento, com melaco de cana de agucar, para aumentar a relacédo
C:N no meio, o sistema comecgou a reduzir os niveis de amonia. O tratamento controle
comecou a ser fertilizado apenas 96 horas ap6s o inicio do experimento e nunca
ultrapassou concentracdes acima de 0,24 mg L™ de aménia.
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Figura 4: Concentragdo de nitrito no decorrer do experimento

Nos tratamentos com adicdo de perdxido ocorreram picos de nitrito, indicando
uma recuperagdo da comunidade de bactérias nitrificantes. O tratamento controle, a
partir do segundo dia acumula aproximadamente 1mg L™ de N-NO;™ se diferenciando
significativamente dos outros tratamentos e depois de 96 horas estabiliza a uma
concentracio de aproximadamente 0,3 mg L™ de N-NO,". Os tratamentos com peréxido
atingiram o valor minimo de nitrito nas primeiras 48 horas, aproximadamente 0,2 mg L
! sendo o valor minimo registrado no tratamento 48-horas 0,14 mg L™ e o valor
méximo também foi registrado neste tratamento 3,43 mg L™ no final do experimento

(Fig. 4).
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Figura 5: Concentragdo de nitrato no decorrer do experimento

O nitrato ndo sofreu alteracdes nos tratamentos com peroxido, variando de 33,0
a 36,1 mg L™, porém no controle a variagdo de 33,0 a 52,0 mg L™ se diferenciou
significativamente dos demais tratamentos (Fig. 5).

Microrganismos

Os organismos presentes em maior abundancia foram as microalgas
Planctonema sp. (Clordéfita) e Oocistis sp. (Cloréfita), o ciliado Euplotes sp. e 0s
flagelados. Também foram observados rotiferos em raras ocasifes.
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Figura 6: Planctonema sp.no aumento de 400x
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Figura 7: Abundancia de Planctonema sp. no decorrer do experimento

Planctonema sp. (Fig. 6) foi o organismo mais abundante nas contagens e sua
presenca caracteriza a coloragdo esverdeada do biofloco (autotrofico). Nas primeiras 48
horas se observa uma diminuicdo no numero de células nos tratamentos devido a
aplicacdo do H,0,. Nas primeiras 12 horas de experimento o tratamento Controle se
diferencia significativamente do tratamento 48-horas. Esta diferenca também é
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evidenciada no segundo dia de experimento. Ap6s 72 horas o controle se diferencia
significativamente dos tratamentos 24-horas e 48-horas. No decorrer do experimento o
controle também tendeu a diminuir a abundéancia de Planctonema sp.

Figura 8: Oocistis sp. no aumento de 400x
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Figura 9: Abundancia de Oocistis sp. no decorrer do experimento
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Oocistis sp. (Fig. 9) também esteve presente no meio de cultivo. Esta microalga
também ndo sofrer com o efeito do perdxido e se manteve presente, mesmo que em
nimeros baixos, em todas as amostras. Os tratamentos com peréxido ndo se
diferenciaram significativamente do Controle ou entre si.

Figura 10: Flagelados no aumento de 400x
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Figura 11: Abundancia de flagelados no decorrer do experimento
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Para os flagelados (Fig. 11), pode-se notar o efeito da adi¢do de H,O, desde o
inicio das aplicagdes. O controle apresentou valores significativamente maiores do que
os demais tratamentos. Entretanto, a partir de 96 horas os numeros de flagelados
comecaram a aumentar em todos os tratamentos, indicando uma recuperacdo destes
organismos no meio de producdo. A partir das primeiras 12 horas de experimento o
Controle sempre se diferenciou significativamente dos trés tratamentos, menos em 144
horas de experimento, e ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos que
receberam perdxido de hidrogénio.

Figura 12: Euplotes sp. no aumento de 400x

22



2,5 H Controle
.g 12horas
2 H 24horas
42,0
¥ 2, M 48horas
€
g
g 15
(2]
'c
o
S 10
<
9
[=
‘g ‘{
8 0,5 [
3
2 T

0,0

0 12 24 48 72 96 144 192 240
Horas

Figura 13: Abundancia de Euplotes sp. no decorrer do experimento

O ciliado Euplotes sp. (Fig. 13) mostrou uma reducdo de sua abundancia nas
primeiras 48 horas em todos os tratamentos onde houve adicdo de peroxido de
hidrogénio, havendo uma recuperacdo da populacdo de ciliados apds este periodo.
Somente em 72 horas ocorreu diferenca significativa entre o Controle e o tratamento 48-
horas. Nas demais amostragens ndo ocorreram diferencas significativas.

Desempenho zootécnico

Tabela 2: Dados zootécnicos dos camardes utilizados no decorrer dos 11 dias de experimento (média *+desvio
padrao).

Parametros Controle 12horas 24horas 48horas
Peso inicial(g) 5,509 £ 1,05 5,509 £ 1,05 5509 + 1,05 5,509 = 1,05
Ganho de peso(g) 1,005 + 0,46° 0,354 +0,21° 0,596 +0,17* 0,553 +0,11%
Sobrevivéncia 97,76% + 3,86 100% 100% 97,76% + 3,86

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os valores (p<0,05)

Nos 11 dias de duracdo do experimento os camardes tiveram crescimento de
aproximadamente um grama no controle e de meio grama nos tratamentos ndo havendo
diferenga significativa entre tratamentos e controle, porém houve diferenca significativa
entre os pesos inicial e final no controle, 24horas e 48horas. O ganho de peso se
diferenciou significativamente somente entre o controle e o tratamento 12horas. As altas
taxas de sobrevivéncia néo tiveram diferencas significativas, nos mostrando que o H,O,
ndo afetou os camardes durante o0 experimento e as mortes de dois animais, um no
controle e um no tratamento 48horas, se deram por outro fator.
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DISCUSSAO

Os dados de qualidade de agua, temperatura, salinidade e, especialmente
oxigénio dissolvido (OD), ndo diferiram significativamente entre os tratamentos e se
mantiveram dentro dos padrdes ideais para o cultivo da espécie L. vannamei (Van-Wyk
& Scarpa 1999).

O principal limitante na producdo de animais aquéticos é o oxigénio. A falta de
O, pode levar a producdo ao colapso em questdo de minutos. Vinatea et al. (2009)
informam que a 4gua de um sistema superintensivo de L. vannamei (856 camardes/m®)
com 4,1 mg O, L™, os niveis de OD caem a niveis criticos (0,65 mg L™) em, no
méaximo, 30 minutos apos desligamento do sistema de aeracdo. Isto se da devido a
grande demanda de oxigénio dissolvido pelos organismos produzidos e pelo
metabolismo microbiano aerébico acentuado nestes sistemas (Burford et al. 2003,
Wasielesky et al. 2006).

Em casos de falhas no sistema de aeracdo de sistemas BFT, a utilizacdo do H,0O,
se mostrou vidvel na manutencdo dos niveis de OD e sobrevivéncia dos organismos
produzidos. Por exemplo, Lima et al. (2012) verificaram que a utilizacdo de 5 ppm de
peréxido de hidrogénio promoveu o aumento nos niveis de OD da agua de producéo,
mas seu efeito teve duracdo curta, de apenas duas a trés horas, devido a alta taxa de
dissolucdo deste composto na agua. No intuito de estabelecer os niveis de toxicidade
para L. vannamei, Furtado et al. (2014) verificaram que o nivel de seguranca é de 14,3
uL H,0, L™ e que dosagens acima de 58 uL H,0, L™ afetam os camardes, causando
melanizacgdo na carapaca e guelras, mortalidade e queda na qualidade de agua.

Sabe-se que o uso de H,O, favorece a ocorréncia de stress oxidativo nos
organismos presentes no sistema, pois quando se decompde no meio de producdo gera
as espécies reativas de oxigénio (ERO). Como exemplos de EROs temos o radical
hidroxila (OH¢), o proprio peroxido de hidrogénio (H,0,) e o radical superdxido (O;)
(Sigler et al. 1999). A reducdo de um elétron no oxigénio produz o radical superdxido,
O, que ¢ uma base fraca com uma baixa reatividade com a maioria das biomoléculas e
um oxidante fraco em pH neutro. O perdéxido de hidrogénio é capaz de difundir-se
rapidamente através das membranas celulares e na presenca de ions de metais de
transicdo podem ser convertidos em radicais hidroxila através da reacdo de Fenton
(Betteridge 2000).

Em pH neutro ou &cido, H,O, existe predominantemente no estado totalmente
neutro. Portanto, sua molécula ndo possui carga elétrica e pode passar livremente
através das membranas se difundindo por toda a célula. O perdxido de hidrogénio é um
oxidante mais forte do que Oy« e tem sido sugerido que este pode atuar também como
uma molécula de sinalizagdo (Khan e Wilson, 1995). O dano oxidativo causado por
H,0, tem sido atribuido & sua reacdo com os metais de transicdo (Fe®*, Fe** e Fe*").
Estas reacdes podem envolver a formacédo de radicais centrados em proteinas os quais,
em seguida, catalisam os processos oxidativos, tal como a peroxidagéo lipidica (Barr et
al. 1996). O H,0, reage muito rapidamente com vérias peroxidases e a reacdo da
origem a radicais livres derivados (Mason, 1997).
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Especificamente com relacdo as bactérias, Imlay et al. 1988 estudaram a
sensibilidade de diversas cepas mutantes de Escherichia coli & baixas concentragdes de
peroxido de hidrogénio. As cepas tiveram comprometidas as suas capacidades de
reparar danos no DNA e se tornaram muito sensiveis, morrendo apos as aplicacdes de
peroxido de hidrogénio. Entretanto, células privadas de alimentagdo (com baixos niveis
de equivalentes redutores) eram resistentes a peroxido de hidrogénio. Por outro lado,
estudos in vitro da reacdo de Fenton (reacdo de perdxido de hidrogénio com o ferro)
mostraram que o peroxido de hidrogénio é capaz de gerar rupturas das cadeias de DNA,
formar radicais de DNA prejudiciais, na presenca de metais de transicdo (Fe, Cu, Zn) e
de equivalentes redutores, provocando a morte das bactérias (Storz et al. 1990, Imlay
2003).

Apesar de ndo terem sido determinadas as abundancias das bactérias presentes
nas amostras, os resultados de N-AT e N-NO, demonstram claramente que a
comunidade bacteriana nitrificante sofreu os efeitos da adicdo do perdxido, pois apos as
aplicacdes de H,O, os valores de N-AT aumentaram significativamente e s6 tornam a
diminuir 24 horas ap06s o término das aplicacdes de H,O, e apds as fertilizagcbes com
melaco de cana de acUcar. As altas concentracdes de amonia (N-AT) podem causar
prejuizos ao crescimento dos camardes, ou mesmo mortalidade destes organismos, em
casos de concentracgdes elevadas (Ostrensky & Wasielesky 1995, Lin & Chen 2003, Li
et al. 2007). Em nenhum momento os niveis de N-AT passaram do nivel de seguranca,
devido fertilizacdo com melaco de cana de agUcar, ndo afetando assim 0s organismos
produzidos (Avnimelech 1999, Hari et al. 2004, Samocha et al. 2007).

A acdo negativa da adicdo de peroxido de hidrogénio sobre bactérias
nitrificantes ja foi constatado em outros estudos. Por exemplo, Furtado et al. (2014)
detectaram um aumento nos niveis de N-AT de acordo com o aumento da dosagem de
H.O, utilizada para oxigenar o sistema de aqlicultura. JA& Schwartz et al. (2000)
verificaram que biofiltros em sistemas de recirculacdo para peixes tem uma reducéo de
80% na capacidade de remocdo de amodnia,apés a aplicacdo de 100 mg L™ de H,0..
Dependendo da dose de H,O, utilizada na oxigenacdo do sistema as comunidades
bacterianas podem, ou ndo, colapsar completamente (Pedersen & Pedersen 2012).

Neste estudo, apds 96 horas de experimento verificou-se uma diminuicdo nas
concentragfes de N-AT nas mesmas propor¢des do aumento nas concentragdes de N-
NO;", o que indica que ndo houve perda de amdnia por volatilizacdo. A diminuicdo na
concentracdo de amonia e posterior aumento nas concentracdes de nitrito evidenciam
uma réapida recuperacdo da comunidade de bactérias amdnio-oxidantes. Por outro lado
os valores de N-NO3; se mantiveram estaveis nos tratamentos, indicando que a
comunidade de bactérias nitrito-oxidantes ndo se recuperou até o final das analises.
Sabe-se que bactérias nitrificantes presentes em agua salgada demoram mais tempo para
se estabelecer e se tornarem mais ativas influenciando no seu desenvolvimento e nos
processos de nitrificagdo (Timmons et al., 2002). Portanto, € possivel que, a acdo do
perdxido de hidrogénio seja mais danosa as bactérias nitrificantes de agua salgada.

Das microalgas presentes no sistema de biofloco verificou-se que apenas a
microalga Planctonema sp.sofreu algum tipo de efeito do H,O, nas primeiras 72 horas
de experimento, pois a abundancia desta microalga no tratamento Controle diferiu
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significativamente dos tratamentos onde houve adicdo de peroxido de hidrogénio.
Matthijs et al. (2012) verificaram um aumento significativo da populacdo de algas
verdes apos as aplicacdes de H,O, em oito mesocosmos situados no lago Koetshuis,
porém estas mostravam danos na superficie externa de suas paredes celulares.
Entretanto, a reducdo da abundéncia de Planctonema sp. observada ap6s 72 horas de
experimento no tratamento Controle provavelmente se deve a alta concentracdo de SST
(Gaona et al., 2011) e a baixa luminosidade (500 lux). Por outro lado Oocistis sp. ndo
pareceu ter sofrido o efeito do H,O,, SST e da luminosidade, pois sua presenca em
todos os tratamentos se manteve constante.

As microalgas e plantas em geral produzem ERO’s com diferentes finalidades,
tais como, controlar patologias e regularem compostos mais toxicos (Apel & Hirt 2004).
Drabkova et al. (2007) constataram que, quanto maior a incidéncia luminosa, maior é a
toxicidade do H,O, em cianobactérias e microalgas. Apel & Hirt (2004) também
descrevem uma gama de enzimas antioxidantes presentes nas células vegetais que
auxiliam na protecdo das organelas destas, tornando-as mais resistentes aos seus efeitos.
Alguns desses mecanismos de eliminacdo enzimatica de ERO’s em algas sdo o
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e da peroxidase (POD), bem como
compostos ndo enzimaticos, tais como, a glutationa (GSH) e carotendides (CAR)
(Mallick & Mohn, 2000).

No protozooplancton os flagelados sofreram um efeito claro das aplicaces de
H,O,, ja nas primeiras horas de experimento, com uma diminui¢cdo acentuada na
abundancia desses organismos nos tratamentos devido a sua menor capacidade de
resistir ao stress oxidativo. Apds o término das aplicacdes de H,O, em 48 horas comeca
uma recuperacdo dessa abundancia, mas nunca chegando ao mesmo nivel do tratamento
Controle. A espécie de ciliado presente no cultivo foi Euplotes sp. que também se
mostrou sensivel aos efeitos da aplicacdo de H,O,. Apos as primeiras 72 horas, onde ha
uma diferenga significativa entre o controle e os tratamentos, estes organismos
comecam a se recuperar dentro do sistema de cultivo da mesma maneira que 0s
flagelados. A populagdo de protozooplancton foi drasticamente reduzida em
concentracdo de 5 a 8 mg L™ quase sendo eliminados por completo (Matthijs et al.
2012).

A comunidade microbiana que compde os bioflocos é formada por bactérias,
protozodrios, e outros microrganismos que podem servir como presas (Samocha et al.
2007). O efeito da produtividade natural em sistemas de producdo de L. vannamei,
comprovaram tal fato, devido as melhores taxas de conversdo alimentar em sistemas
sem renovacdo de agua e com formacdo de bioflocos obtidos por Wasielesky et al.
(2006a).0s baixos valores na abundancia do protozooplancton podem ter levado ao
menor crescimento dos camardes nos tratamentos onde o H,O; foi aplicado. Isto porque
0s protozoarios presentes no biofloco podem ser fontes de elementos essenciais para o
camarao, tais como acidos graxos poliinsaturados, minerais, aminoacidos e vitaminas
(Avnimelech 2006; Tacon et al. 2002; Mosset al, 2006). Além disso,a alimentagdo
seletiva dos microrganismos presentes no biofilme também foi indicada pelo
fracionamento de um isotépico de carbono observado em Farfantepenaeus paulensis (,
Abreu et al. 2007).
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CONCLUSAO

O presente estudo constatou que a utilizacdo de H,O, afeta o processo de
nitrificacdo no sistema BFT e indiretamente afeta os camardes resultando em um menor
desempenho no crescimento e ganho de peso. Entretanto, verificou-se que existe uma
rapida recuperacao especialmente das bactérias amonio-oxidantes, mas ndo das nitrito-
oxidantes.

O efeito da adicdo de peroxido de hidrogénio ndo parece ser acumulativo uma
vez que ndo se observou maiores danos nos tratamentos que receberam este elemento
por periodos maiores de tempo.

Conclui-se que em um curto periodo de tempo, o uso do H,O, pode ser
ministrado para salvar os organismos produzidos em sistema BFT sem causar danos
sérios. Entretanto, outros estudos devem ser feitos para detectar o tempo maximo de
utilizacdo de H,O, e seu efeito sobre o camardo Litopenaeus vannamei e seu
desempenho zootécnico.
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