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Resumo Geral

A amdnia e o nitrito, caso em elevada concentracdo na agua de cultivo, podem
afetar diversos parametros de desempenho e fisiologicos dos camardes peneideos. A
amoOnia e o nitrito tendem a se acumular e atingir niveis elevados, em sistemas de
cultivo sem renovagdo de agua; a alcalinidade, contudo, tende a reduzir, nesses sistemas
de cultivo. Nos sistemas de cultivo superintensivos sem renovacdo de agua, compdem-
se 0s bioflocos ou solidos suspensos, os quais tendem a se acumular e atingir
concentracdes elevadas. Os bioflocos atuam na manutencao do nivel de nitrogenados e
representam uma fonte de suplementacdo nutricional para os camardes. Todavia, a
presenca de sélidos suspensos, em quantidade excessiva, na dgua de cultivo é capaz de
causar efeito negativo, tanto sobre a qualidade de agua, quanto sobre o desempenho dos
camarfes. O presente estudo objetivou avaliar o efeito da amonia, do nitrito, da
alcalinidade e dos solidos suspensos sobre o consumo alimentar e demais parametros de
desempenho de juvenis de Litopenaeus vannamei cultivados em &gua contendo
bioflocos e agua filtrada, clorada e declorada (agua clara). Para tanto, durante 3 dias,
camardes de 4,50 + 0,27 g, 4,98 £ 0,36 g, 4,06 + 0,34 g e 3,20 £ 0,22 g foram mantidos
em recipientes de 3 L (1 animal/recipiente), respectivamente sob as concentragdes
Controle, 4, 8 e 12 mg/L de amonia, Controle, 6, 20 e 60 mg/L de nitrito, Controle, 50,
100 e 200 mg/L de alcalinidade e Agua Clara, 325, 750, 1000 e 1500 mg/L de sdlidos
suspensos, com 5 repeticbes cada, em bioflocos e dgua clara. A temperatura, oxigénio
dissolvido, salinidade, pH, amonia, nitrito, nitrato, alcalinidade e sélidos suspensos
foram avaliados diariamente. O consumo alimentar, mensurado em um periodo de 1
hora, foi verificado uma vez ao dia e 0 ganho em peso, taxas de crescimento especifico
e conversdo alimentar e sobrevivéncia foram avaliados ao final dos experimentos. Nos
estudos da amodnia e do nitrito, verifica-se que o consumo alimentar dos camardes nao é
afetado entre os niveis de nitrito e nos sistemas de agua clara e bioflocos (0,10, 0,07,
0,08 e 0,06 g ragcdo/camardao/hora e 0,10, 0,10, 0,09 e 0,09 g ragdo/camaréo/hora,
respectivamente); j& na menor concentracdo de amonia, Controle, no sistema de
bioflocos é afetado positivamente (0,12 g racdo/camardo/hora). O ganho em peso e a
taxa de crescimento especifico séo afetados positivamente nos menores niveis de nitrito,
Controle e 6 mg/L, no sistema de bioflocos, e na menor concentracdo de amonia,

Controle, também no sistema de bioflocos, onde apresentam os melhores resultados. A



taxa de conversdo alimentar ndo é afetada entre os niveis de nitrito e nos sistemas de
agua clara e bioflocos; contudo, na menor concentracao de amonia, Controle, no sistema
de bioflocos, é afetada positivamente. E a sobrevivéncia é afetada negativamente na
maior concentracdo de nitrito, 60 mg/L, no sistema de agua clara; todavia, entre o0s
niveis de amdnia e nos sistemas de agua clara e bioflocos, ndo ¢ afetada. Ja no estudo da
alcalinidade, observa-se que o consumo alimentar dos animais ndo é afetado entre os
niveis de alcalinidade e nos sistemas de agua clara e bioflocos (0,06, 0,05, 0,06 e 0,07 g
racao/camarao/hora e 0,08, 0,07, 0,07 e 0,09 g racdo/camardo/hora, respectivamente). O
ganho em peso e a taxa de crescimento especifico sdo afetados positivamente nas
maiores concentragOes de alcalinidade, Controle e 200 mg/L, no sistema de bioflocos,
onde demonstram os melhores resultados. E a sobrevivéncia, assim como 0 consumo
alimentar, ndo é afetada entre os niveis de alcalinidade e nos sistemas de agua clara e
bioflocos. E, por fim, no estudo dos solidos suspensos, se verifica que o consumo
alimentar dos camardes € afetado negativamente na maior concentracdo, 1500 mg/L de
bioflocos (0,01 g racdo/camardo/hora). E 0 ganho em peso, a taxa de crescimento
especifico e a sobrevivéncia, também sdo afetados negativamente no maior nivel, 1500
mg/L de solidos suspensos, onde apresentam o0s piores resultados. Assim, embora
alguns parametros de desempenho dos animais ndo tenham sido afetados nos estudos
realizados, a possibilidade de exposicdo a niveis inadequados dos parametros quimicos
e fisico-bioldgicos da agua, por longos periodos de tempo, pode afetar negativamente 0s
camardes. Dessa forma, se ressalta a importancia da manutencéo da qualidade de agua
em condicGes apropriadas a espécie cultivada, independentemente do sistema de cultivo

adotado, para que o seu melhor desempenho possa ser demonstrado.

Palavras-chave: nitrogenados, carbonato de calcio, SST, alimentagdo, camardo branco

do Pacifico, flocos microbianos



General Abstract

Ammonia and nitrite, if in high concentration in the culture water, can affect
several performance and physiological parameters of penaeid shrimp. Ammonia and
nitrite tend to accumulate and reach high levels, in the culture systems with no water
exchange; alkalinity, however, tends to decrease, in these culture systems. In
superintensive culture systems with no water exchange, are formed the biofloc or
suspended solids, which tend to accumulate and reach high concentrations. Biofloc acts
in the maintenance of nitrogenous level and represents a supplementary nutritional
source for the shrimp. However, the presence of suspended solids, in excessive quantity,
in the culture water is able to cause negative effect on both water quality and shrimp
performance. The present study aimed to evaluate the effect of the ammonia, nitrite,
alkalinity and suspended solids on the food consumption and others performance
parameters of Litopenaeus vannamei juveniles reared in water containing biofloc and
filtered, chlorinated and dechlorinated water (clear water). For this purpose, during 3
days, shrimp of 4.50 + 0.27 g, 4.98 £ 0.36 g, 4.06 = 0.34 g and 3.20 + 0.22 g were
maintained in containers of 3 L (1 animal/container), respectively under the
concentrations Control, 4, 8 and 12 mg L™ of ammonia, Control, 6, 20 and 60 mg L™ of
nitrite, Control, 50, 100 and 200 mg L™ of alkalinity and Clear Water, 325, 750, 1000
and 1500 mg L™ of suspended solids, with 5 replicates each, in biofloc and clear water.
The temperature, dissolved oxygen, salinity, pH, ammonia, nitrite, nitrate, alkalinity and
suspended solids were daily evaluated. The food consumption, measured in a period of
1 hour, was verified once a day and the weight gain, specific growth and feed
conversion rates and survival were evaluated at the end of the experiments. In the
studies of ammonia and nitrite, it is verified that food consumption of the shrimp is not
affected among nitrite levels and in clear water and biofloc systems (0.10, 0.07, 0.08
and 0.06 g ration/shrimp/hour and 0.10, 0.10, 0.09 and 0.09 g ration/shrimp/hour,
respectively); but in the lowest concentration of ammonia, Control, in biofloc system is
positively affected (0.12 g ration/shrimp/hour). Weight gain and specific growth rate are
positively affected in the lowest levels of nitrite, Control and 6 mg L™, in biofloc
system, and in the lowest concentration of ammonia, Control, also in biofloc system, in
which they present the best results. Feed conversion rate is not affected among nitrite

levels and in clear water and biofloc systems; but in the lowest concentration of
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ammonia, Control, in biofloc system is positively affected. And survival is negatively
affected in the highest concentration of nitrite, 60 mg L™, in clear water system; but
among ammonia levels and in clear water and biofloc systems is not affected. In the
study of alkalinity, it is observed that the food consumption of the animals is not
affected among the alkalinity levels and in the clear water and biofloc systems (0.06,
0.05, 0.06 and 0.07 g ration/shrimp/hour and 0.08, 0.07, 0.07 and 0.09 g
ration/shrimp/hour, respectively). The weight gain and specific growth rate are
positively affected in the highest alkalinity concentrations, Control and 200 mg L™, in
the biofloc system, in which they demonstrate the best results. And the survival, as well
as the food consumption, is not affected among the alkalinity levels and in the clear
water and biofloc systems. And, finally, in the study of suspended solids, it is verified
that the food consumption of the shrimp is negatively affected in the highest
concentration, 1500 mg L™ of biofloc (0.01 g ration/shrimp/hour). And the weight gain,
specific growth rate and survival are negatively affected, also, in the highest level, 1500
mg L? of suspended solids, in which they present the worst results. Thus, although
some performance parameters of the animals have not been affected in the performed
studies, the possibility of exposure to inadequate levels of the water chemical and
physical-biological parameters, for long time periods, can negatively affect shrimp. So,
is highlighted the importance of water quality maintenance in appropriate conditions to
the reared species, independently of culture system adopted, for its best performance

can be demonstrated.

Keywords: nitrogenous, calcium carbonate, TSS, feeding, Pacific white shrimp,

microbial flocs
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Introducéo Geral

De acordo com a FAO (2014), a producdo mundial de aquicultura continua a
crescer, ao longo das ultimas décadas, tendo apresentado taxa de crescimento de 8,6%
ao ano, entre 1980 e 2012. A producdo mundial de aquicultura mais do que duplicou: de
32 milhdes de toneladas, em 2000, para 66 milhdes de toneladas, em 2012. Os maiores
produtores mundiais de aquicultura sdo a Asia, Américas e Europa, tendo contribuido
com 58, 3 e 2 milhdes de toneladas, respectivamente, da producdo de 66 milhGes de
toneladas demonstrada em 2012. Desse total de 66 milhdes de toneladas, os animais
mais produzidos foram os peixes, representando 43 milhdes de toneladas, seguidos dos
moluscos, 15 milhes de toneladas e crustaceos, 6 milhdes de toneladas. Tendo sido,
ainda, no referido 2012, os maiores produtores de crustaceos, a China, contribuido com
3 milhdes de toneladas, Tailandia, 623 mil toneladas e Vietnd, 513 mil toneladas (FAO
2014).

Em um cultivo de camardes, a manutencdo da alimentacdo é um fator de
extrema importancia a ser considerado, visto que, por exemplo, a alimentacdo pode
representar até 60% dos custos de producdo nos cultivos de peneideos (Tacon et al.
2002) e conforme o seu modo de gerenciamento, pode afetar o crescimento, taxa de
conversdo alimentar e sobrevivéncia dos animais (Nunes & Parsons 1998, Cuzon et al.
2004). Da adequada manutencdo da alimentacdo fazem parte aclGes, como, a
consideracdo do efeito dos parametros bidticos e abioticos, no calculo da quantidade de
racao a ser ofertada (Jory et al. 2001). Sabe-se que, tanto os parametros bioticos, quanto
abioticos afetam o consumo alimentar do camardo branco do Pacifico Litopenaeus
vannamei (Jory et al. 2001).

O aparelho alimentar dos camardes compde-se, externamente, pelos apéndices
cefalotoréxicos antenas, anténulas, mandibulas e maxilas (boca) e maxilipedes e,
internamente, pelo es6fago, estbmago, hepatopancreas (glandula digestiva), intestino e
anus (Barbieri & Ostrensky 2001, NRC 2011) (Figura I). Os apéndices cefalotoraxicos
atuam na deteccdo, captura e manipulacdo do alimento (Barbieri & Ostrensky 2001,
NRC 2011). Ja, o estbmago apresenta duas cavidades: a camara cardiaca e a camara
pilorica, nas quais o alimento é triturado e suas particulas séo separadas e destinadas de

acordo com o tamanho, respectivamente (Barbieri & Ostrensky 2002, NRC 2011). E, o
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hepatopancreas atua na sintese e secrecdo de enzimas digestivas, bem como, na

absorcéo e armazenamento de nutrientes (Barbieri & Ostrensky 2002, NRC 2011).

Grinding
Green gland ossicles Lateral teeth

Filter bistles. Pyloric

stomach Midgut Hindgut

Cardiac
stomach

Esophagus

Mouth

Filter bristles

FIGURE 3-4 Anatomy of the digestive tract of shrimp.
Ilustration courtesy of Victoria Blondin, University of Guelph, Ontario.

Figura 1. Anatomia do trato digestivo de camarfes (Fonte: National Research Council of the
National Academies - NRC. 2011. Nutrient Requirements of Fish and Shrimp).

A digestdo alimentar envolve a conversdo de nutrientes, como, as proteinas, 0s
lipidios e os carboidratos, os quais exibem tamanhos grandes (e.g. macromoléculas), a
tamanhos pequenos, capazes de permear as paredes dos tecidos digestivos e se difundir
no sangue dos animais (Pillay & Kutty 2005). Assim, proteinas sdo convertidas a
aminoéacidos; lipidios, a glicerdis e acidos graxos; e carboidratos, a agucares simples,
por meio da atividade de enzimas digestivas, como, por exemplo, as pepsinas e
tripsinas; as lipases; e as amilases e dextrinases, respectivamente (Pillay & Kutty 2005).
As proteinas constituem a matéria-prima para a formagdo do exoesqueleto, musculos,
Orgdos e sangue dos camardes (Barbieri & Ostrensky 2002, Pillay & Kutty 2005).
Peneideos, em geral, apresentam percentuais de exigéncia em proteinas entre 20 e 60%
(Pillay & Kutty 2005), sendo de 30% o percentual exigido pelo L. vannamei (Barbieri &
Ostrensky 2002, Pillay & Kutty 2005). Em relacdo aos aminoacidos, aqueles cuja
suplementacdo a dieta & estritamente necessaria (e.g. essenciais) sdo a arginina,
fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina, triptofano e valina
(Barbieri & Ostrensky 2002, NRC 2011). Os lipidios representam uma fonte de energia

importante para os animais, além de atuarem na sintese dos tecidos e membranas
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celulares e na absorcao e utilizacdo das vitaminas lipossollveis (Barbieri & Ostrensky
2002, Pillay & Kutty 2005). Camardes marinhos, em geral, demonstram percentuais de
exigéncia em lipidios entre 1 e 7% (Barbieri & Ostrensky 2002, NRC 2011). Quanto
aos acidos graxos, aqueles considerados essenciais sdo o linolénico (18:2 (n-3)),
linoléico (18:2 (n-6)), eicosapentaendico (20:5 (n-3)) e docosahexaenoico (22:6 (n-3))
(Barbieri & Ostrensky 2002, NRC 2011). Ja, os carboidratos representam a fonte de
energia mais barata da dieta, além de serem os precursores de substancias, como, 0s
acidos nucléicos, aminoacidos ndo-essenciais e quitina (Barbieri & Ostrensky 2002,
Pillay & Kutty 2005). Os agucares mais importantes para camarfes marinhos sdo a
frutose, galactose, glicose, maltose e sacarose (Barbieri & Ostrensky 2002, NRC 2011).
Além dos nutrientes citados, as vitaminas atuam na manutencdo das funcdes
metabolicas e fisiologicas dos animais (Pillay & Kutty 2005). As vitaminas
consideradas essenciais para camardes marinhos sdo os &cidos ascorbico, félico e
pantoténico, a biotina, cianocobalamina, colina, inositol, niacina, pirodoxina,
riboflavina e tiamina e as vitaminas A, D, E e K (Barbieri & Ostrensky 2002, NRC
2011). E, por fim, os minerais atuam na formacdo do exoesqueleto, assim como, na
respiracéo, digestdo e osmorregulagéo dos animais (Pillay & Kutty 2005). Os minerais
mais importantes para camarfes marinhos sdo o célcio e fosforo (Barbieri & Ostrensky
2002, NRC 2011).

Esses nutrientes proteinas, lipidios, carboidratos, bem como, vitaminas podem
ser obtidos, por meio do consumo, tanto de alimento artificial, quanto do alimento
natural presente no ambiente de cultivo. Camar@es peneideos exibem habito alimentar
omnivoro, herbivoro e/ou carnivoro, dependendo da espécie e estagio de
desenvolvimento, além da disponibilidade de alimento natural na agua, consumindo,
desde microorganismos, como, bactérias, fitoplancton e zooplancton, até organismos
bentonicos e detritos de matéria animal e vegetal (Pillay & Kutty 2005). O
desenvolvimento do alimento natural pode ser estimulado no ambiente de cultivo, por
meio da adicdo de fertilizantes organicos (e.g. melaco, dejeto de aves, suinos, bovinos e
equinos) ou quimicos (e.g. superfosfato, cloreto de potassio, metafosfato de calcio,
nitrato e sulfato de amonio) que apresentem em sua composicdo, basicamente,
elementos, como, o fosforo, potéssio, carbono e nitrogénio (Pillay & Kutty 2005,
Samocha et al. 2007).
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Com niveis expressos em equivalentes do composto carbonato de célcio, a
alcalinidade representa a concentracdo das bases capazes de neutralizar os acidos
presentes na agua de cultivo, sendo as principais bases responsaveis pelo seu nivel, os
carbonatos e os bicarbonatos (Furtado et al. 2011). A alcalinidade é um fator importante
em um sistema de cultivo, pois sua capacidade buffering (e.g. de manter o equilibrio
acido < base) contribui com a reducdo na variacdo do pH ao longo do dia (Wyk &
Scarpa 1999). E, ainda, a alcalinidade representa uma preocupacdo, em sistemas de
cultivo sem renovacdo de agua, nos quais tende a diminuir (Mclntosh 2001, Ray et al.
2010a, Vinatea et al. 2010, Furtado et al. 2011), devido ao seu consumo,
principalmente, pelas bactérias nitrificantes e pelas heterotréficas (Ebeling et al. 2006).

E, frequentemente presente na &gua de cultivo de camardes, o composto
nitrogenado amonia é originado, principalmente, da sua excrecdo, advinda do
catabolismo de proteinas, pelos animais (Campbell 1973, Regnault 1987), assim como,
da decomposigéo de alimento n&o consumido e fezes dos camardes (Lin & Chen 2001);
ja, o nitrito, origina-se da oxidacdo de amdnia, pelas bactérias nitrificantes, bem como,
da reducdo de nitrato, pelas bactérias desnitrificantes (Lin & Chen 2003, Sowers et al.
2004). Tanto a amdnia, como o nitrito, caso em elevado nivel na dgua de cultivo, podem
afetar o consumo alimentar (Frias-Espericueta et al. 2000, Wasielesky et al. 2003),
dentre varios outros parametros de desempenho e fisioldgicos dos camardes peneideos.
A presenca de amonia, assim como, de nitrito representa uma preocupacao, em sistemas
de cultivo sem renovacgdo de agua, nos quais esses compostos nitrogenados tendem a se
acumular e atingir concentracdes elevadas (Chen et al. 1986, 1988, Chen & Chen 1992,
Sowers et al. 2004).

As bactérias nitrificantes e as heterotréficas atuam na manutencdo do nivel de
nitrogenados nos sistemas de cultivo superintensivos sem renovacdo de agua (Ebeling et
al. 2006, Hargreaves 2006). Fitoplancton, zooplancton e detritos, em conjunto com
essas bactérias, compdem os bioflocos ou sélidos suspensos (Burford et al. 2003,
Avnimelech 2007, De Schryver et al. 2008, Ray et al. 2010b), os quais representam
uma fonte de suplementacdo nutricional para os camarbes (Avnimelech 2007,
Krummenauer et al. 2011).

Contudo, a presenca de bioflocos, em quantidade excessiva, na dgua de cultivo é

capaz de ocasionar efeito negativo, tanto sobre a qualidade de agua (Ray et al. 2010a),
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quanto sobre o desempenho dos camardes (Schveitzer et al. 2013). Os sélidos suspensos
representam uma preocupacdo, em sistemas de cultivo superintensivos sem renovacao
de agua, nos quais tendem a se acumular e atingir niveis elevados, devido ao continuo
input de matéria organica e a elevada taxa de crescimento das bactérias heterotroficas
(Van Wyk 2006, Gaona et al. 2011).

Em funcdo da minima ou ausente renovacdo de agua, os sistemas de cultivo
superintensivos sem renovacdo de agua sdo considerados ambientalmente amigaveis
(Hopkins et al. 1995, Ray et al. 2011). Nesses sistemas de cultivo, devido, também, as
elevadas densidades de estocagem comumente utilizadas, elevadas taxas de
produtividade sdo obtidas (Wasielesky et al. 2006). Em cultivo nos sistemas
superintensivos sem renovacdo de agua, o L. vannamei apresenta 6timo desempenho
(Cuzon et al. 2004, Wasielesky et al. 2006) e, além disso, € a espécie mais cultivada em
varias partes do mundo (FAO 2012).

Dessa forma, diante do exposto, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito da amonia, do nitrito, da alcalinidade e dos solidos suspensos sobre o consumo
alimentar e os demais parametros de desempenho, ganho em peso, taxa de crescimento
especifico, taxa de conversdo alimentar e sobrevivéncia, de L. vannamei cultivado em
agua contendo bioflocos (proveniente de um cultivo superintensivo sem renovacao de

agua) e em agua clara (filtrada, clorada e declorada).
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Objetivos

Objetivo Geral

Avaliar o efeito dos parametros quimicos e fisico-bioldgicos da agua sobre o
desempenho zootécnico de juvenis de L. vannamei cultivados em agua proveniente de
um cultivo superintensivo sem renovacdo de agua (contendo bioflocos) e em agua

filtrada, clorada e declorada (clara).

Objetivos Especificos

o Avaliar o consumo alimentar de juvenis de L. vannamei cultivados sob
diferentes concentracbes de amonia, nitrito, alcalinidade e solidos suspensos, em

sistema de bioflocos e dgua clara.

o Avaliar o efeito da amdnia, nitrito, alcalinidade e solidos suspensos sobre os
demais parametros de desempenho, ganho em peso, taxa de crescimento especifico, taxa
de conversdo alimentar e sobrevivéncia, de juvenis de L. vannamei cultivados em

sistema de bioflocos e agua clara.
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Abstract

Ammonia and nitrite can affect several performance and physiological
parameters of the penaeid shrimp. Ammonia and nitrite tend to accumulate and reach
high concentrations in the culture systems with no water exchange. In superintensive
culture systems with no water exchange, are formed the named biofloc. Biofloc not only
contributes to maintaining the culture water quality, but also acts as a supplementary
nutritional source for the shrimp. The present study aimed to evaluate the effect of
ammonia and nitrite on the food consumption and others performance parameters of
Litopenaeus vannamei juveniles reared in water containing biofloc and clear water. For
this purpose, during 3 days, shrimp of 4.50 £ 0.27 g and 4.98 + 0.36 g were maintained
in containers of 3 L (1 animal/container), respectively under the concentrations Control,
4, 8 and 12 mg L™ of ammonia and Control, 6, 20 and 60 mg L™ of nitrite, with 5
replicates each, in biofloc and clear water. The temperature, dissolved oxygen, salinity,
pH, suspended solids, ammonia and nitrite were daily evaluated. The food consumption,
measured in a period of 1 hour, was verified once a day and the weight gain, specific
growth and feed conversion rates and survival were evaluated at the end of the
experiment. In this study, it is verified that food consumption of the shrimp is not

affected among nitrite levels and in clear water and biofloc systems (0.10, 0.07, 0.08
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and 0.06 g ration/shrimp/hour and 0.10, 0.10, 0.09 and 0.09 g ration/shrimp/hour,
respectively); but in the lowest concentration of ammonia, Control, in biofloc system is
positively affected (0.12 g ration/shrimp/hour). Weight gain and specific growth rate are
positively affected in the lowest levels of nitrite, Control and 6 mg L™, in biofloc
system, and in the lowest concentration of ammonia, Control, also in biofloc system, in
which they present the best results. Feed conversion rate is not affected among nitrite
levels and in clear water and biofloc systems; but in the lowest concentration of
ammonia, Control, in biofloc system is positively affected. And survival is negatively
affected in the highest concentration of nitrite, 60 mg L™, in clear water system; but
among ammonia levels and in clear water and biofloc systems is not affected. However,
considering the possibility that animals are exposed to inadequate ammonia or nitrite
concentrations, for long time periods, thus, negatively affecting them, is emphasized the
importance of water quality maintenance (e.g. nitrogen compounds levels) in

appropriate conditions to the reared species, for their best performance can be exhibited.
Keywords: feeding, Pacific white shrimp, nitrogenous, biofloc technology

Efeito da Amonia e do Nitrito sobre o0 Consumo Alimentar de Juvenis
de Camardao Litopenaeus vannamei (Crustacea, Decapoda) Cultivados

em Sistema de Agua Clara e Bioflocos

Resumo

A amébnia e o nitrito podem afetar diversos parametros de desempenho e
fisiolégicos dos camardes peneideos. A amdnia e o nitrito tendem a se acumular e
atingir concentracdes elevadas, em sistemas de cultivo sem renovacdo de agua. Nos
sistemas de cultivo superintensivos sem renovacao de agua, se formam os denominados
bioflocos. Os bioflocos, ndo apenas contribuem com a manutencgéo da qualidade da agua
de cultivo, mas também atuam como uma fonte de suplementacdo nutricional para o0s
camardes. O presente estudo objetivou avaliar o efeito da aménia e do nitrito sobre o
consumo alimentar e demais parametros de desempenho de juvenis de Litopenaeus
vannamei cultivados em &gua contendo bioflocos e agua clara. Para tanto, durante 3

dias, camardes de 4,50 + 0,27 g e 4,98 + 0,36 g foram mantidos em recipientes de 3 L (1
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animal/recipiente), respectivamente sob as concentragdes Controle, 4, 8 e 12 mg/L de
amonia e Controle, 6, 20 e 60 mg/L de nitrito, com 5 repeti¢bes cada, em bioflocos e
agua clara. A temperatura, oxigénio dissolvido, salinidade, pH, sélidos suspensos,
amonia e nitrito foram avaliados diariamente. O consumo alimentar, mensurado em um
periodo de 1 hora, foi verificado uma vez ao dia e 0 ganho em peso, taxas de
crescimento especifico e conversao alimentar e sobrevivéncia foram avaliados ao final
do experimento. Nesse estudo, verifica-se que o consumo alimentar dos camardes ndo é
afetado entre os niveis de nitrito e nos sistemas de agua clara e bioflocos (0,10, 0,07,
0,08 e 0,06 g racdo/camardo/hora e 0,10, 0,10, 0,09 e 0,09 g racdo/camaréo/hora,
respectivamente); ja na menor concentracdo de aménia, Controle, no sistema de
bioflocos é afetado positivamente (0,12 g racdo/camardo/hora). O ganho em peso e a
taxa de crescimento especifico sdo afetados positivamente nos menores niveis de nitrito,
Controle e 6 mg/L, no sistema de bioflocos, e na menor concentragdo de amonia,
Controle, também no sistema de bioflocos, onde apresentam os melhores resultados. A
taxa de conversdo alimentar ndo é afetada entre os niveis de nitrito e nos sistemas de
agua clara e bioflocos; contudo, na menor concentracdo de amonia, Controle, no sistema
de bioflocos, é afetada positivamente. E a sobrevivéncia é afetada negativamente na
maior concentracdo de nitrito, 60 mg/L, no sistema de &gua clara; ja entre os niveis de
amoOnia e nos sistemas de agua clara e bioflocos néo é afetada. Todavia, considerando a
possibilidade de que os animais sejam expostos a concentracdes de amoénia ou nitrito
inadequadas, por longos periodos de tempo, dessa forma, podendo afeta-los
negativamente, fica enfatizada a importancia da manutencao da qualidade de agua (e.g.
niveis de compostos nitrogenados) em condicBes apropriadas a espécie cultivada, para

que seu melhor desempenho possa ser exibido.

Palavras-chave: alimentagdo, camardo branco do Pacifico, nitrogenados, BFT

Introduction
Feeding is one of the most important factors to be managed in a shrimp farming
system, because, for example, it can represents up to 60% of the production costs in
penaeid cultures (Tacon et al. 2002). A feeding managed in a properly way involves

actions which go, since the adequate selection, receiving, handling and storage of feed
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(Jory 1995), to the consideration of biotic and abiotic factors effect on the farming
system in adjusting the amount of offered feed (Jory et al. 2001). Several studies
verified that the food consumption of the penaeid shrimp Litopenaeus vannamei is
affected by both biotic factors, such as: animals size (Gamboa-Delgado et al. 2003,
Moss & Moss 2006), age (Jory et al. 2001), sex (Moss & Moss 2006), species (Clifford
1998) and molting (Molina et al. 2000) and abiotic factors, such as: artificial feed
quality (Arglello-Guevara & Molina-Poveda 2013), feed supply frequency (Pontes et
al. 2008), natural food availability (Jory et al. 2001), environment luminosity (Pontes &
Arruda 20053, b), water temperature (Wyban et al. 1995), dissolved oxygen, salinity,
pH (Jory et al. 2001), presence / concentration of toxins (e.g. mycotoxins) (Tapia-
Salazar et al. 2012), pesticides (e.g. insecticides) (Garcia-de la Parra et al. 2006), heavy
metals (Wu & Chen 2005) and nitrogen compounds (Frias-Espericueta et al. 2000) in
the farming water. The ammonia, which is a nitrogen compound often present in shrimp
farming water, mainly originates from the animals excretion, by the protein catabolism
(Campbell 1973, Regnault 1987), and from the degradation of unconsumed feed and
shrimp feces (Lin & Chen 2001). Ammonia is available in two forms: ionized (N-NH;4")
and unionized (N-NHs) (Armstrong et al. 1978). Due to the small size of its molecules
and its neutral charge (Schuler et al. 2010) and high lipid solubility (Chen & Kou 1993),
the unionized form is able to easily permeate the cell membranes (e.g. lipid bilayers) of
gills and diffuse into the animals blood (Schuler et al. 2010), thus being more toxic
(Allan et al. 1990). If in high levels in farming water, ammonia can affect the food
consumption (Frias-Espericueta et al. 2000), growth (Colt & Armstrong 1981, Chen
1990), molting (Chen & Lin 1992a), metabolism (Alcaraz et al. 1999), ammonia
excretion (Chen & Cheng 1993, Chen & Lin 1995), gill tissues (Rebelo et al. 2000,
Romano & Zeng 2007), dissolved oxygen consumption (Chen & Lai 1992, Chen & Nan
1993), osmoregulation (Lin et al. 1993), immunity (Le Moullac & Haffner 2000, Jiang
et al. 2004) and survival (Chen et al. 1990) of the shrimp. On the other hand, the nitrite,
nitrogen compound also often present in shrimp farming water, is derived from the
oxidation of ammonia by nitrifying bacteria and from the reduction of nitrate by
denitrifying bacteria (Lin & Chen 2003, Sowers et al. 2004). Nitrite presents in two
forms: ionized (NO") and acid (HNO,) (Romano & Zeng 2013). The acid form is able

to easily permeate the cell membranes of gills and diffuse into the animals blood, so is
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more toxic (Romano & Zeng 2013). In high concentrations in farming water, nitrite can
affect the food consumption (Wasielesky et al. 2003), growth, molting (Chen & Chen
1992a), excretion (Cheng & Chen 1998), gill tissues (Romano & Zeng 2009), dissolved
oxygen consumption (Cheng & Chen 1998), osmoregulation (Chen & Lee 1997),
immunity (Cheng et al. 2002) and survival (Chen & Lei 1990) of the shrimp. Ammonia
and nitrite tend to accumulate and reach high levels in culture systems with no water
exchange (Chen et al. 1986, 1988, Chen & Chen 1992a, Sowers et al. 2004). In the
superintensive culture systems with no water exchange, the nitrogen compounds level is
maintained mainly by two bacteria groups: the chemoautotrophic nitrifying and the
heterotrophic (Ebeling et al. 2006, Hargreaves 2006). The chemoautotrophic nitrifying
bacteria, under constant and intense aeration, oxidize ammonia into nitrite and nitrite
into nitrate (Avnimelech 2006, Ray et al. 2010a). The heterotrophic bacteria, under a
carbon:nitrogen ratio (C:N) from 10 to 20:1, assimilate ammonia, thus forming bacterial
protein (Hargreaves 2006, Asaduzzaman et al. 2008, Ballester et al. 2010). These
bacteria, together with other microorganisms, such as phytoplankton and zooplankton,
besides detritus, form the named microbial aggregates or, more recently, biofloc
(Burford et al. 2003, Avnimelech 2007, De Schryver et al. 2008, Ray et al. 2010a). The
biofloc not only contributes to maintaining the culture water quality (Burford 1997,
Tacon et al. 2002, Crab et al. 2007), but also represents an additional food (Hargreaves
2013), acting as a supplementary nutritional source for the animals (Avnimelech 2007,
Krummenauer et al. 2011). This permits the use of feeds with lower percentages of
protein (e.g. fishmeal) (Kuhn et al. 2009, 2010) and promotes the improvement of
shrimp zootechnical parameters (Moss & Pruder 1995, Epp et al. 2002, Arnold et al.
2009, Megahed 2010, Krummenauer et al. 2014). In the superintensive culture systems
with no water exchange, high productivity rates are obtained, due to, also, the high
stocking densities typically used (Wasielesky et al. 2006). These culture systems are
considered environmentally friendly, because of the minimal or no water exchange,
which prevents the pollution of waters adjacent to the culture and the diseases
transmission between the reared and wild animals (Hopkins et al. 1995, Ray et al.
2011). Additionally, due to the possibility to operate in enclosed locations, such as
greenhouses, the culture can occurs throughout the year, even in subtropical and

temperate regions (Browdy & Moss 2005, Wasielesky et al. 2006). The L. vannamei
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exhibits excellent performance in rearing in the superintensive systems with no water
exchange (Cuzon et al. 2004, Wasielesky et al. 2006) and is the most frequently reared
species worldwide (FAO 2012). Thus, the present study aimed to evaluate the effect of
ammonia and nitrite on the food consumption and the other performance parameters,
weight gain, specific growth rate, feed conversion rate and survival, of L. vannamei
reared in water containing biofloc (from a superintensive culture with no water

exchange) and in clear water (filtered, chlorinated and dechlorinated water).

Materials and Methods
Location
The experiments were conducted at the Laboratory of Shrimp Farming - Marine
Station of Aquaculture “Prof. Marcos Alberto Marchiori” of the Federal University of
Rio Grande, located in Cassino Beach, Rio Grande, RS, Brazil (32°11°S, 52°10°W).

Biological Material

Post-larvae (PL) L. vannamei shrimp at the PL 10 stage, were acquired from the
“Aquatec” commercial laboratory - Marine Shrimp Hatchery, located in Canguaretama,
RN, Brazil. Post-larvae were kept at the Hatchery Sector, in fiber tanks, with seawater
renewed every 2 days (28°C and 30%o.), with feeding comprising commercial feed (40
crude protein - Guabi) and Artemia sp. nauplii for 40 days. Next, the animals were
transferred to wooden tanks (35 m?) coated with high-density polyethylene
geomembrane and covered by an agricultural greenhouse, with water from a
superintensive farming with no water exchange (29°C and 30%.) and feeding
comprising commercial feed (PotiMar/38 crude protein - Active - Guabi) for 29 more
days. After this period, the shrimp, which were already at the juvenile stage, were then

relocated to acclimation tanks under the experimental conditions.

Acclimation

Before the onset of each experiment, which were performed one subsequently to
the other, the animals were acclimated to the experimental conditions for 4 days. For
this purpose, in a room with a 12 h photoperiod, two polyethylene tanks (163-L working

volume) were filled: one with filtered through cuno (5 um) and sand filter, chlorinated
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(15 mL sodium hypochlorite/1,000 L water) and dechlorinated seawater (1 mg ascorbic
acid/1,000 L water) (29°C and 35%o) (Clear Water, named CW system) and another
with water from a superintensive farming with no water exchange, containing
suspended solids (28°C and 37%o, 0.31 mg L™ ammonia and 0.26 mg L™ nitrite, 414 mg
L total suspended solids) (Biofloc, named BF system). Each tank was stocked with
135 shrimp. The tank water was constantly aerated using air diffusers coupled to
silicone hoses supplied by a 4 HP radial air compressor, and 50% of the tank water in
the CW system was renewed daily. The animals were fed commercial feed (PotiMar/38
crude protein - Active - Guabi) two times daily (9:00 am and 3:00 pm) according to
Jory et al. (2001) (initial rate of 3.3% of biomass), by trays; however, an excess of more
50% of food was offered compared to the amount recommended by the authors, to
ensure full satiety of the shrimp. On the subsequent day, the unconsumed feed was
removed from the trays to maintain a good water quality. The animals were kept under
the described conditions for 3 days. Finally, to complete the acclimation period, the
shrimp were acclimated to the experimental conditions for 1 more day. However, for
this acclimation step, at the same aforementioned room, 40 polyethylene containers (3-L
working volume) were filled: 20 with Clear Water - the CW system (28°C and 34%o)
and another 20 with Biofloc - the BF system (27°C and 36%o, 0.11 mg L™ ammonia and
0.22 mg L™ nitrite, 420 mg L™ total suspended solids), for each experiment of ammonia
and nitrite. One animal (4.50 = 0.27 g, for the ammonia experiment and 4.98 + 0.36 g,
for the nitrite experiment) was randomly transferred to each container. The shrimp
feeding and the water of the containers, regarding aeration, were maintained similarly to

in the first acclimation step.

Experimental Protocol

After the end of acclimation period, the animals were kept in the same
containers (40 polyethylene units, with a 3-L working volume, for each experiment of
ammonia and nitrite) and media (CW system and BF system) used for the final
acclimation step and were farmed for an experimental period of 3 days. For the
ammonia experiment, aliquots of an ammonium chloride solution were added to each
group of containers, 20 in the CW system and 20 in the BF system, to obtain different

and preset ammonia levels. Thus, based on the safety level of 3.95 mg L™, in salinity of
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35%o, indicated by Lin & Chen (2001), 4, 8 and 12 mg L™ of ammonia (in the form of
total ammonia nitrogen, TAN or N-NH;z + N-NH;") and a Control level (without
ammonium chloride added) were employed, with 5 replicates each, totaling 40
experimental units. And for the nitrite experiment, aliquots of a sodium nitrite solution
were added to the other groups of containers (20 in CW system and 20 in BF system) to
obtain different and determined nitrite levels. So, considering the safety level of 25.7
mg L, in salinity of 35%o, suggested by Lin & Chen (2003), 6, 20 and 60 mg L™ nitrite
levels (in the form of N-NO;) and a Control (without sodium nitrite added) were used,
with 5 replicates each, also totaling 40 experimental units. The water in the containers
was constantly aerated, similarly to in the first acclimation step, and the ammonia and
nitrite levels were adjusted daily via water exchange and/or additional aliquots of
respective solutions. The shrimp were fed the same feed used in the first acclimation
step, by trays, two times daily (1:00 pm and 3:00 pm), according to Jory et al. (2001)
(initial rate of 3.3% of biomass); however, an excess of more 50% of food was offered
compared to the amount recommended by the researchers to ensure sufficient feed

provision to fully satiate the animals.

Water Physical and Chemical Variables

The temperature and dissolved oxygen in the experimental media were measured
using an Oxi 315i - WTW / USA oximeter, two times daily (9:00 am and 3:00 pm). The
salinity and pH were measured using a Salt Refractometer w/ATC - Sper Scientific /
USA and pHmeter S20 SevenEasy™ - Mettler Toledo / USA, respectively, once daily
(9:00 am). The total suspended solids were evaluated once daily using the Volatilization
Gravimetric method, according to Strickland & Parsons (1972). The ammonia and
nitrite levels were measured using the Indophenol Blue and Griess Reaction methods,
according to UNESCO (1983) and Aminot & Chaussepied (1983), respectively, at the

same frequency (once daily).

Shrimp Performance Parameters
Food consumption by the shrimp was measured using the Food Deprivation and
Provision method, adapted from Soares et al. (2005). Thus, the animals were: (1°)

deprived of feed, from 5:00 pm of the current day until 1:00 pm of the following day -
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totaling 20 h of deprivation - to allow the stomach emptying and presumably stimulate
the appetite of the animals; (2°) fed, at 1:00 pm; (3°) ration was removed, at 2:00 pm -
totaling 1 h of food provision - to measure the amount of feed effectively consumed by
the shrimp, through the amount of unconsumed food; and (4°) fed, from 3:00 pm until
5:00 pm - totaling 2 h of food provision - to ensure that the animals are fully satiated
before the onset of the following deprivation period. The unconsumed food was placed
in aluminium crucibles, dried until constant weight using an oven (1.1 - Odontobras /
Brazil) (60°C) and thus weighed using an analytical balance (ED - Sartorius / USA),
once daily. If it was observed the presence of exuviae, the ration removed from the
respective container was not considered to the evaluation of the food consumption.
Food consumption was evaluated using the following equation:
FC = {[FPxv - (FRCxm - Caw )] - L} - SS
feed provided (g), FRCyw = feed
leaching (1.5%), SS = suspended

solids possibly present in the unconsumed food of the containers in the BF system (6%)

where FC = food consumption (g), FPnm

removed and crucible (g), Cym = crucible (g), L

and v = no moisture (8%).
The weight gain, specific growth rate, feed conversion rate, and survival were
determined using the following formulas at the end of experiments:
WG = We - Wo
where WG = weight gain (g), We = shrimp weight at the end of experiment (g),
and Wo = shrimp weight at the onset of experiment (g);
SGR = [(InWE - InWp) x 100] / ED
where SGR = specific growth rate (% day™), InWg = Napierian logarithm of the
animal weight (g) at the end of experiment, InWo = Napierian logarithm of the animal
weight (g) at the onset of experiment, and ED = number of experimental days;
FCR=FC/WG
where FCR = feed conversion rate, FC = feed consumed (g), and WG = weight
gain (g); and
S=(Le/Lo)x 100
where S = survival (%), Le = number of live shrimp at the end of experiment and

Lo = number of live shrimp at the onset of experiment.
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Statistical Analyses

Before performing the statistical analyses, the animal performance parameters,
specific growth rate and survival, expressed as percentages, were arcsine square-root
transformed. Thus, all of the water physical and chemical variables and shrimp
performance parameters values were subjected to normality (Kolmogorov-Smirnov) and
homoscedasticity (Levene) tests, for which they were transformed if did not meet the
assumptions of normality and homoscedasticity. Finally, the values were subjected to
Factorial analysis of variance, ANOVA, and the means were compared by Tukey HSD
test when significant differences were detected (Zar 1996). The statistical analyses were
performed using the STATISTICA 7.0 software.

Results
Water Physical and Chemical Variables
The water physical and chemical variables exhibited significant differences

among treatments in the studies of ammonia and nitrite (p<0.05) (Tabs. I and II).
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Table I. Water physical and chemical variables of the Litopenaeus vannamei juveniles culture under different ammonia levels (mg L™ of N-NH; + N-

NH." in clear water and biofloc systems'?.

T*morning T afternoon  DO* morning DO afternoon Salinity " Nitrite TSS*
§ . p . .
(°C) (°C) (mg L™ (mg L™) (%0) (mg L™) (mg L™)
Clear Water
Controles 27.14 +0.49%® 2814 +0.33" 6.25+0.22° 588+0.22° 34.00+0.00° 8.33+0.07% 0.05+0.02° -
4 27.18 +0.42% 2858 +0.35%° 6.28+0.22® 581+0.31" 33.80+0.41° 8.33+0.08% 0.05+0.02° -
8 27.07 +0.62% 28.45+0.38" 6.27+0.12° 575+0.34" 33.80+0.41° 8.16+0.56% 0.05+0.03° -
12 27.45+0.72% 2858+0.29° 6.27+0.29° 557+0.35° 34.00+0.00° 8.27+0.07% 0.06 +0.02° -
Biofloc
Control 26.13+0.50° 27.86+0.34“ 652+0.17° 6.22+0.18 35.00+0.00° 8.05+0.12®8 0.10+0.13° 362.55 + 67.87"
4 26.41 +0.42° 27.90+037" 6.40+0.16®° 6.29+0.10° 34.93+0.26° 7.68+0.25° 1.71+0.69° 431.00+76.21%
8 26.65+0.68° 27.62+0.36° 6.52+0.27%° 6.33+0.17° 3453+0.52° 7.53+0.40° 1.97+0.47° 439.33 +63.92®
12 26.38 +£0.43° 27.87+0.39“ 6.43+0.19° 6.27+0.10° 34.67+062® 7.49+043° 243+0.62° 444.80+51.37°

“T = temperature, DO = dissolved oxygen and TSS = total suspended solids.

'Means + standard deviations of five replicates.

“Different superscript letters in the columns indicate significant differences (p<0.05).
«Corresponding to Control, 4, 8 and 12: 1.32 + 0.35, 4.85 + 0.44, 8.81 + 1.23 and 12.38 + 1.58 mg L™, for clear water system and 0.22 + 0.22, 3.40 +

0.80, 7.85+1.18 and 10.26 + 0.94 mg L™, for biofloc system, respectively.

=Also, corresponding to Control, 4, 8 and 12, the ammonia levels in gas form (N-NHj3): 0.11, 0.42, 0.52 and 0.94 mg L, for clear water system and

0.01, 0.04, 0.11 and 0.20 mg L, for biofloc system, respectively.
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Table 11. Water physical and chemical variables of the Litopenaeus vannamei juveniles culture under different nitrite concentrations (mg L™ of N-NO,)

in clear water and biofloc systems™?,

T*morning T afternoon DO* morning DO afternoon Salinity Ammonia TSS*
cc) co) (mgl®  (mgL? (%) PH (mgLy  (mgL?
Clear Water

Control** | 28.63+0.12° 29.60+0.24*° 6.27+0.10° 567+0.07 32.13+1.77" 8.31+0.06® 3.47 +1.60° -

6 28.36 +0.21° 29.37+0.32® 6.29+0.12° 582+0.18° 33.33+1.05" 8.35+0.04° 3.45+1.10° -

20 28.54 +0.09° 29.19+0.24* 6.23+0.11° 582+0.13" 32.27+1.75" 8.28+0.07° 3.42+0.99 -

60 28.63+0.14° 29.71+0.26° 6.20+0.11° 560+0.18° 33.13+0.92° 8.34+0.05® 3.80+1.57° -

Biofloc

Control 28.12+0.16° 29.03+0.43° 6.45+0.08° 595+0.22° 34.93+1.91" 8.01+0.06“ 0.39+0.34"° 471.33+55.78"
6 27.74+0.17" 2893+0.32° 6.49+023"  6.07+0.04° 3447+1.60™ 8.03+0.06 0.33+0.25° 524.92+53.33"
20 27.75+0.15" 29.15+0.42" 6.49+0.09° 6.05+0.10° 3573+0.70° 8.07+0.05° 0.30+0.30° 513.38 +55.82%
60 27.81£0.16° 29.02+0.40° 651+0.11* 6.04+0.10° 34.47+2.00" 7.99+0.05" 0.29+0.31° 528.83 +56.92°

“T = temperature, DO = dissolved oxygen and TSS = total suspended solids.

'Means + standard deviations of five replicates.

“Different superscript letters in the columns indicate significant differences (p<0.05).
“Corresponding to Control, 6, 20 and 60: 0.07 + 0.02, 7.20 + 1.01, 22.60 + 1.75 and 61.42 + 2.43 mg L™, for clear water system and 0.15 + 0.10, 6.00 +
1.15, 20.08 + 1.96 and 62.25 + 4.52 mg L™, for biofloc system, respectively.
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Shrimp Performance Parameters

Ammonia Concentration

Some shrimp performance parameters presented significant differences among
treatments in the study of ammonia (p<0.05) (Tab. Ill and Fig. 1a). Food consumption
significantly differed among ammonia levels and in CW and BF systems, being higher
in Control level (0.12 g ration/shrimp/hour), in BF system, and lower in 4 and 12 mg L™
concentrations (0.06 and 0.05 g ration/shrimp/hour, respectively), in CW system
(p<0.05) (Fig. 1a). Weight gain significantly differed among ammonia levels and in CW
and BF systems. The parameter was higher in Control level (0.49 g), in BF system, and
lower in 8 and 12 mg L™ concentrations (0.02 and 0.02 g, respectively), in CW system,
and in 12 mg L™ level (0.04 g), in BF system (p<0.05). Specific growth rate
significantly differed among ammonia levels and in CW and BF systems, being higher
in Control concentration (2.70% day™), in BF system, and lower in 8 and 12 mg L™
levels (0.11 and 0.12% day™, respectively), in CW system, and in 12 mg L™
concentration (0.23% day™), in BF system (p<0.05). Feed conversion rate significantly
differed among ammonia concentrations and in CW and BF systems. The parameter
was higher in 8 mg L™ level (8.86), in CW system, and lower in Control concentration
(0.59), in BF system (p<0.05). And survival did not significantly differ, being equal

(100%) among ammonia levels and in CW and BF systems.
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Table I11. Performance parameters of Litopenaeus vannamei juveniles reared under different
ammonia levels (mg L™ of N-NH; + N-NH,") in clear water and biofloc systems'?,

Weight gain  Specific growth rate Survival
Feed conversion rate
9 (% day™) (%)
Clear Water
Controles | 0.33 £0.12% 1.93 £ 0.84® 0.80 £ 0.29 1002
4 0.17 £ 0.08"™ 0.94 + 0.49™° 1.09 + 0.51%* 1002
8 0.02 £0.01° 0.11 +0.04° 8.86 + 4.43° 100?
12 0.02 +0.03° 0.12 +£0.17° 7.11 £ 10.67® 100?
Biofloc
Control | 0.49 +0.10° 2.70 + 0.422 0.59 +0.12° 100°
4 0.30 +0.11* 1.68 +0.57* 0.82 +0.30" 100°
8 0.15 + 0.09" 0.80 + 0.50™ 1.67 +1.00%° 1002
12 0.04 +0.03° 0.23 +0.16° 5.05 + 3.79™° 100°

"Means + standard deviations of five replicates.

*Different superscript letters in the columns indicate significant differences (p<0.05).
«Corresponding to Control, 4, 8 and 12: 1.32 +£ 0.35, 4.85 £ 0.44, 8.81 £ 1.23 and 12.38 + 1.58
mg L, for clear water system and 0.22 + 0.22, 3.40 + 0.80, 7.85 + 1.18 and 10.26 + 0.94 mg L~
! for biofloc system, respectively.

=*Also, corresponding to Control, 4, 8 and 12, the ammonia levels in gas form (N-NHz): 0.11,
0.42, 0.52 and 0.94 mg L™, for clear water system and 0.01, 0.04, 0.11 and 0.20 mg L™, for

biofloc system, respectively.
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Figure la. Food consumption (FC) of Litopenaeus vannamei juveniles reared under different
ammonia levels in clear water system (CW) and biofloc system (BF). Means + standard errors
of five replicates. Different letters above the bars indicate significant differences (p<0.05).
Values inside the bars (-=-) correspond to means of food consumption expressed in g ration/g

shrimp/hour.

Nitrite Concentration

Some shrimp performance parameters presented significant differences among
treatments in the study of nitrite (p<0.05) (Tab. IV and Fig. 1b). Food consumption did
not significantly differ, being equal among nitrite levels and in CW and BF systems
(0.10, 0.07, 0.08 and 0.06 g ration/shrimp/hour and 0.10, 0.10, 0.09 and 0.09 g
ration/shrimp/hour, respectively) (Fig. 1b). Weight gain significantly differed among
nitrite levels and in CW and BF systems. The parameter was higher in Control and 6 mg
L concentrations (0.71 and 0.72 g, respectively), in BF system, and lower in 60 mg L™
level (0.12 g), in CW system, and in 60 mg L™ concentration (0.22 g), in BF system
(p<0.05). Specific growth rate significantly differed among nitrite levels and in CW and
BF systems, being higher in Control and 6 mg L™ levels (3.27 and 3.34% day*,
respectively), in BF system, and lower in 60 mg L™ concentration (0.61% day™), in CW
system (p<0.05). Feed conversion rate did not significantly differ among nitrite levels
and in CW and BF systems. The parameter was equal among nitrite levels and in CW

37



and BF systems (0.47, 0.67, 0.66 and 1.32 and 0.34, 0.36, 0.35 and 0.96, respectively).
And survival significantly differed among nitrite levels and in CW and BF systems,
being higher in Control, 6 and 20 mg L™ levels (100%), in CW system, and in Control,
6, 20 and 60 mg L™ concentrations (100%), in BF system, and lower in 60 mg L™ level
(40%), in CW system (p<0.05).

Table V. Performance parameters of Litopenaeus vannamei juveniles reared under different

nitrite levels (mg L™ of N-NO,) in clear water and biofloc systems™?,

Weight gain  Specific growth rate ) Survival
Feed conversion rate
) (% day™) (%)
Clear Water

Control* | 0.59 + 0.04*® 2.63 +0.21%" 0.47 £ 0.03 100
6 0.30 + 0.10* 1.51 +1.29" 0.67 +0.22° 100

20 0.30 +0.27 1.45 + 0.48% 0.66 + 0.59° 100°
60 0.12 +0.11° 0.61 + 0.49° 1.32 +1.21° 40°

Biofloc

Control | 0.71+0.04° 3.27 £0.27° 0.34 +0.02° 100°
6 0.72 £0.11° 3.34+0.51° 0.36 + 0.06° 100°

20 0.66 +0.13% 3.17 £0.41* 0.35 +0.07° 100°
60 0.22 +0.11° 1.04 + 0.46% 0.96 + 0.48° 100°

"Means + standard deviations of five replicates.

“Different superscript letters in the columns indicate significant differences (p<0.05).
“Corresponding to Control, 6, 20 and 60: 0.07 + 0.02, 7.20 + 1.01, 22.60 + 1.75 and 61.42 +
2.43 mg L, for clear water system and 0.15 + 0.10, 6.00 + 1.15, 20.08 + 1.96 and 62.25 # 4.52

mg L™, for biofloc system, respectively.
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Figure 1b. Food consumption (FC) of Litopenaeus vannamei juveniles reared under different
nitrite levels in clear water system (CW) and biofloc system (BF). Means + standard errors of
five replicates. Different letters above the bars indicate significant differences (p<0.05). Values
inside the bars (-=-) correspond to means of food consumption expressed in g ration/g

shrimp/hour.

Discussion

Water Physical and Chemical Variables
The morning temperature under both systems and the afternoon temperature
under the biofloc system, in all ammonia levels, stayed slightly outside the 28 to 32°C
range indicated by Walker et al. (2011) for the maximal growth and survival of L.
vannamei juveniles. Among nitrite concentrations, in the biofloc system at
concentrations of 6, 20 and 60 mg L™ of nitrite, the morning temperature was slightly
outside the indicated range. Under both systems at all ammonia and nitrite levels, the
dissolved oxygen in the morning and afternoon was close to the 5 mg L™ concentration
recommended by Carbajal-Hernandez et al. (2013) for the marine shrimp farming.
Under both systems at all ammonia levels, the salinity remained within the 33 to 40%o
range proposed by Ponce-Palafox et al. (1997) for the maximal growth and survival of
L. vannamei juveniles. The salinity at the Control and 20 mg L™ of nitrite
concentrations in the clear water system was slightly outside the proposed range. At all
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ammonia and nitrite levels under both systems, the pH was approximately at the 7 value
indicated by Ferreira et al. (2011) for the marine shrimp farming. In the biofloc and
clear water systems, in all ammonia levels, the nitrite concentration was below the
safety level of 25.7 mg L™, in salinity of 35%o, recommended by Lin & Chen (2003)
and in all nitrite levels, the ammonia concentration was below the safety level of 3.95
mg L™, in salinity of 35%o, recommended by Lin & Chen (2001) for the L. vannamei
juveniles farming. The total suspended solids presented the lowest value in Control
level of ammonia and nitrite and the highest in 12 mg L™ concentration of ammonia and
60 mg L™ level of nitrite. Silva et al. (2013a) explain that in superintensive culture
systems with no water exchange containing suspended solids (biofloc), nitrogen is
assimilated by the microbial community, in ammonia form, by heterotrophic and
nitrifying bacteria and phytoplankton; in nitrite form, by nitrifying bacteria; and in
nitrate form, by phytoplankton. So, the nitrogen availability allows it to be incorporated
by the microbial community and, thus, favors the biofloc development, which was
suggested in the highest concentrations of ammonia (12 mg L) and nitrite (60 mg L™).
Among all ammonia and nitrite levels, the total suspended solids remained slightly
outside the 453 to 465 mg L™ range indicated by Ray et al. (2010b) for the maximal
growth of L. vannamei juveniles farmed under superintensive system with minimal

water exchange.

Shrimp Performance Parameters

Ammonia Concentration

Food consumption showed the highest value in Control level, in biofloc system,
and the lowest in 4 and 12 mg L™ concentrations, in clear water system. Similarly to the
current study, in farming L. vannamei post-larvae exposed to TAN concentrations of 5,
10, 15, 20 and 30 mg L™ for 12, 24, 48 and 72 h, with feeding comprising Artemia sp.
nauplii, Frias-Espericueta et al. (2000) registered higher food consumption value in the
lowest ammonia level (200 nauplii animal™). And also, in farming Farfantepenaeus
paulensis juveniles exposed to TAN levels of 0.91, 3.65 and 7.30 mg L™ for 16 days,
with feeding comprising commercial feed, Wasielesky et al. (2003) verified higher food
consumption value in the lowest ammonia concentration (0.34 g/g shrimp/day). Campos

et al. (2013), in farming Farfantepenaeus brasiliensis juveniles exposed do TAN levels
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of 0.49, 0.91 and 1.74 mg L™ for 28 days, with feeding comprising commercial feed,
reported lower food consumption in the highest ammonia concentration (0.044 g/g
shrimp/day). The cited studies evaluated the food consumption by methods different
from the used in the current study, however these studies can serve as comparative, in
relation to alimentary behavior of penaeid exposed to several ammonia concentrations.
Several authors explain that the high ammonia concentration in farming environment
causes a reduction of the ammonia excretion (e.g. unionized, N-NHs), by animals, thus
leading to the increase of ammonia level in both their blood and tissues (Chen & Kou
1993, Chen et al. 1994, Chen & Chen 2000). So, to prevent a further increase of their
ammonia concentration, due to some possible metabolic process triggered by an
eventual food consumption, the shrimp can reduce or even cease their feeding activity
(Colt & Armstrong 1981, Frias-Espericueta et al. 2000, Miranda et al. 2009), as was
signalized in the present study. Weight gain exhibited the highest value in Control level,
in biofloc system, and the lowest in 8 and 12 mg L™ concentrations, in clear water
system, and in 12 mg L™ level, in biofloc system. Specific growth rate presented the
highest value in Control concentration, in biofloc system, and the lowest in 8 and 12 mg
L levels, in clear water system, and in 12 mg L™ concentration, in biofloc system. Feed
conversion rate showed the highest value in 8 mg L™ level, in clear water system, and
the lowest in Control concentration, in biofloc system. Similarly to the present study, in
farming Penaeus japonicus juveniles exposed to TAN concentrations of 5, 10, 20 and
30 mg L for 10, 20, 30, 40, 50 and 60 days, Chen & Kou (1992) observed higher
weight gain in the lowest ammonia level (89.97%), compared to in the highest
concentration (7.26%). And either, in farming Penaeus monodon post-larvae exposed to
TAN levels of 3 and 6 ppm for 96 h, Noor-Hamid et al. (1994) registered higher growth
index value in the lowest ammonia concentration (8.00), compared to in the highest
level (7.88). Romano & Zeng (2013) mention that the ammonia is toxic to shrimp, being
its acute toxicity influenced by several factors, such as water alkalinity (Warren 1962,
Skarheim 1973, Chen & Chin 1989), dissolved oxygen (Allan et al. 1990), pH (Noor-
Hamid et al. 1994, Romano & Zeng 2013), salinity (Lin & Chen 2001, Li et al. 2007)
and temperature (Schuler et al. 2010); shrimp species (Schuler et al. 2010),
developmental stage (Frias-Espericueta et al. 1999, Barajas et al. 2006a) and molting

(Barajas et al. 2006b); and ammonia exposure time (Frias-Espericueta et al. 2000, Lin
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& Chen 2001). However, the crustaceans, in general, are able to down-regulate their
ammonia level via mechanisms, such as active excretion, detoxification and reduction
of permeability of the gills (Romano & Zeng 2013). The high ammonia concentration in
farming environment causes an increase of the protein catabolism (Chen et al. 1994),
thus leading to increase of free amino acids level and resulting osmoregulatory
disorders (Chen et al. 1994). In turn, they are caused an increase of the dissolved
oxygen demand / consumption, and thus an increase of energy demand / expenditure by
the shrimp (Chen & Lai 1992, Chen & Lin 1992b). Additionally, Racotta & Hernandez-
Herrera (2000) state that the increased energy demand in high ammonia concentration is
not supplied by sources, such as carbohydrates (e.g. glycogen), but lipids (e.g.
acylglycerol and cholesterol) and proteins, thus leading to increase even higher of the
ammonia level in animals blood (Chen et al. 1994). The increased energy demand /
expenditure and the supply of increased energy demand by sources, such as proteins,
besides the probable reduced feeding activity, in high ammonia concentrations, can
worsen the shrimp zootechnical performance (Colt & Armstrong 1981, Wasielesky et
al. 1994, Miranda et al. 2009), which could be observed for weight gain and specific
growth rate in the current study. Survival exhibited equal values among ammonia levels
and in clear water and biofloc systems. These values (100%) were equal to the verified
by Barajas et al. (2006a) farming L. vannamei post-larvae exposed to TAN
concentration of 7 mg L™ for 4 h, with pH of 7 (100%), and higher than the observed by
Noor-Hamid et al. (1994) farming P. monodon exposed to ammonia (mean of 17%).

Nitrite Concentration

Food consumption presented equal values among nitrite levels and in clear water
and biofloc systems. In farming F. paulensis juveniles exposed to concentrations of
2.04,10.2 and 20.4 mg L™ of N-NO,™ for 16 days, with commercial diet, Wasielesky et
al. (2003) registered higher food consumption in the lowest nitrite level (0.19 g/g
animal/day), compared to in the highest concentration (0.07 g/g animal/day). Campos et
al. (2013), in farming F. brasiliensis juveniles exposed do N-NO;" levels of 5.36, 10.64
and 21.21 mg L™ for 28 days, with commercial diet, reported higher food consumption
in the lowest nitrite concentration (0.059 g/g animal/day). In the mentioned studies,

although the food consumption has been verified by measurements in a period different
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from the used in the present study (e.g. 24 h), these studies serve as comparative,
concerning the alimentary behavior of penaeid exposed to many nitrite levels. Weight
gain showed the highest values in Control and 6 mg L™ concentrations, in biofloc
system, and the lowest in 60 mg L™ level, in clear water system, and in 60 mg L™
concentration, in biofloc system. Specific growth rate exhibited the highest values in
Control and 6 mg L™ levels, in biofloc system, and the lowest in 60 mg L*
concentration, in clear water system. Feed conversion rate presented equal values
among nitrite levels and in clear water and biofloc systems. Similarly to the current
study, in farming Penaeus monodon juveniles exposed to concentrations of 2, 4, 8 and
20 mg L™ of N-NO, for 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 and 80 days, Chen & Chen (1992a)
observed higher final weight in the lowest nitrite level (5.12 g), compared to in the
highest concentration (4.00 g). And also, in farming L. vannamei juveniles exposed to
levels of 1, 2, 4 and 8 mg L™ of N-NO; for 2 days, Gross et al. (2004) registered higher
final weight value in the lowest nitrite concentration (0.46 g), compared to in the
highest level (0.33 g). Romano & Zeng (2013) explain that the nitrite is toxic to animals
(especially in the acid form, HNO,), being its acute toxicity influenced by several
factors, such as water dissolved oxygen (Sowers et al. 2004), pH (Chen & Cheng 2000),
salinity (Chen & Lin 1991) and temperature (Jeberg & Jensen 1994); shrimp species,
developmental stage (Chen & Lei 1990) and molting (Sowers et al. 2004); and nitrite
exposure time (Chen & Chen 1992a, Lin & Chen 2003). However, the crustaceans, in
general, are able to downregulate their nitrite level via mechanisms, such as excretion,
detoxification and reduction of passive diffusion (decrease of the gills permeability)
(Romano & Zeng 2013). In addition to the effects on aerobic metabolism of the shrimp,
high concentration of nitrite in the farming environment causes osmoregulatory
disorders, resulting from competition, in their gills, between the nitrite and salts
possibly present in farming water, such as calcium, chlorine, magnesium, potassium and
sodium (Chen & Chen 1992b, c). This leads to an expenditure of the energy obtained
from food, not only for growth, but also for maintenance of the animals homeostasis,
especially in low salinity environments (Wasielesky et al. 2003). The effects on aerobic
metabolism and the expenditure of energy in high nitrite levels can lead to the
worsening of shrimp zootechnical performance (Wasielesky et al. 2003, Mallasen &

Valenti 2006, Schock et al. 2013), as was observed for weight gain and specific growth
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rate in the present study. Survival showed the highest values in Control, 6 and 20 mg L™
levels, in clear water system, and in Control, 6, 20 and 60 mg L™ concentrations, in
biofloc system, and the lowest in 60 mg L™ level, in clear water system. Similarly to the
present study, Gross et al. (2004) verified lower survival in the highest nitrite level
(20%), compared to in the lowest concentration (50%). Mevel & Chamroux (1981) and
Cohen et al. (2005) explain that the nitrite can reach high levels in culture systems with
no water exchange as result of the imbalances in activity of the nitrifying bacteria
(Nitrosomonas and Nitrobacter sp.), and thus lead shrimp to death. Several studies have
already determined the nitrite LCs, for L. vannamei post-larvae and juveniles for 12, 24,
48, 72 and 96 h of exposure (Lin & Chen 2003, Gross et al. 2004, Sowers et al. 2004).
Romano & Zeng (2009) state that the death of crustaceans in the high nitrite
concentrations is due to morphological and physiological damages, such as epithelial
thickening, necrosis, hemocyte infiltration into the lamellae and disruption of pillar
cells, in the qgills, a fragile organ that performs several vital functions, such as gas
exchange, excretion, acid / base equilibrium and osmoregulation (Péqueux 1995).
Additionally, Tseng & Chen (2004) explain that the immunity (e.g. resistance to
infectious diseases) of animals is reduced in the high nitrite levels, as observed in a
study subjecting L. vannamei juveniles to infection by Vibrio alginolyticus bacterium,

thus can leading them to death.

Culture System

Food consumption presented equal values among nitrite levels and in clear water
and biofloc systems. However, the parameter showed the highest value in Control level,
in biofloc system, and the lowest in 4 and 12 mg L™ concentrations of ammonia, in
clear water system. Similarly, in farming L. vannamei juveniles in a superintensive
system with no water exchange, Wasielesky et al. (2006) verified lower food
consumption value in the clear water system (control) (145.89 g replicate™), compared
to in the biofloc system (158.81 g replicate™). The cited study evaluated the food
consumption by a feeding regime different from the used in the current study (e.g.
ration provided three times daily, at 9:00 am, 3:00 pm and 9:00 pm, with measurements
in a period of 24 h), however this study can serve as comparative, in relation to

alimentary behavior of L. vannamei reared in system with no water exchange,
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containing biofloc, and in clear water. By the behavior verified in ammonia study, it
seems that the microbial community present in farming environment stimulates the
feeding activity (e.g. consumption of artificial food) of shrimp. Porchas-Cornejo et al.
(2012), in farming L. vannamei juveniles in ponds without and with enhancement of the
natural productivity by addition of vitamins and nitrogen sources, phosphorus and
carbon, besides the allocation of fixed and floating substrates, verified the highest index
of full stomachs (proportion of completely full stomachs) in the treatment in which
microbial community was enhanced. Considering this, the authors inferred that high
densities of natural productivity promote the increase of food consumption of that
juveniles species. In addition, Xu & Pan (2012) explain that the microbial community
present in culture systems with no water exchange is able to produce digestive enzymes,
such as amylases and proteases, which when ingested by the animals, through
consumption of the biofloc, act in their digestive tract as an enzymatic supplement, thus
contributing to shrimp food digestion process. And also, this microbial community is
able to stimulate the production of, not only amylases and proteases, but trypsins, by
animals, thus increasing the enzymatic activity in their digestive tissues (e.g. stomach
and digestive gland) and favoring digestion and absorption of the food nutrients
(Becerra-Dérame et al. 2012, Xu & Pan 2012, Xu et al. 2012). The promotion of
increasing in food consumption, by the high densities of natural productivity (as in
biofloc system treatment), and the enzymatic contribution with digestion process of the
food, by biofloc, seem to have stimulated the feeding activity of shrimp in the ammonia
study. Weight gain showed the highest values in Control and 6 mg L™ concentrations, in
biofloc system, and the lowest in 60 mg L™ level, in clear water system, and in 60 mg L’
! concentration of nitrite, in biofloc system. And, the parameter exhibited the highest
value in Control level, in biofloc system, and the lowest in 8 and 12 mg L™
concentrations, in clear water system, and in 12 mg L™ level of ammonia, in biofloc
system. In farming L. vannamei juveniles in a system with no water exchange, Xu et al.
(2012) observed lower weight gain in the clear water system (control) (97.1%),
compared to in the biofloc system (110.3%). And Frdes et al. (2013) farming L.
vannamei juveniles in a biofloc system for 3 months registered weight gain of up to 6.3
g or 84%. Specific growth rate presented the highest value in Control concentration, in

biofloc system, and the lowest in 8 and 12 mg L™ levels, in clear water system, and in
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12 mg L™ concentration of ammonia, in biofloc system. And, the parameter exhibited
the highest values in Control and 6 mg L™ levels, in biofloc system, and the lowest in 60
mg L™ concentration of nitrite, in clear water system. Similarly, in farming L. vannamei
juveniles in a system with no water exchange, Xu & Pan (2012) verified lower specific
growth rate in the clear water system (control) (1.16% day™), compared to in the biofloc
system (1.49% day™). Becerra-Dérame et al. (2012) farming L. vannamei in a
superintensive system with no water exchange for 9 weeks observed specific growth
rate mean of 6.70% day™, thus being higher than the general mean among treatments in
biofloc system registered in each of present study (1.35 and 2.71% day™ for the
ammonia and nitrite studies, respectively). Krummenauer et al (2011) mention that the
biofloc present in culture systems with no water exchange acts as a supplementary
nutritional source for the penaeid shrimp. The biofloc represents an additional food that
is available 24 hours per day (Avnimelech 2007) and can contribute with 18 - 22% to 26
- 29% of the nitrogen retention of 9 and 5 g L. vannamei juveniles, respectively
(Burford et al. 2004). Krummenauer et al (2014) emphasize the importance of biofloc in
improving the zootechnical performance of penaeid shrimp, which was more clearly
observed for specific growth rate in the nitrite study. Feed conversion rate presented
equal values among nitrite levels and in clear water and biofloc systems. However, the
parameter showed the highest value in 8 mg L™ level, in clear water system, and the
lowest in Control concentration of ammonia, in biofloc system. Similarly, Wasielesky et
al. (2006) verified lower feed conversion rate in the biofloc system (1.03), compared to
in the clear water system (control) (1.39). And Silva et al. (2013b) farming L. vannamei
juveniles in a biofloc system for 45 days registered minimal feed conversion rate of
1.54. Moriarty (1997), Decamp et al. (2003), Hargreaves (2006) and Otoshi et al.
(2011) explain that the ability of L. vannamei to consume, digest and absorb nutrients of
the biofloc present in culture systems with no water exchange contributes to reduce,
thus improve their feed conversion rates (Moss & Pruder 1995, Mishra et al. 2008,
Ballester et al. 2010, Bauer et al. 2012), as was verified in the ammonia study. Survival
exhibited equal values among ammonia levels and in clear water and biofloc systems.
However, the parameter showed the highest values in Control, 6 and 20 mg L™ levels,
in clear water system, and in Control, 6, 20 and 60 mg L™ concentrations, in biofloc

system, and the lowest in 60 mg L™ level of nitrite, in clear water system. Becerra-
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Dorame et al. (2012) and Froes et al. (2013), in superintensive systems with no water
exchange, containing biofloc, registered survival of up to 86 and 95%, respectively. The
biofloc present in culture systems with no water exchange exerts a protective function
against infectious diseases in the animals (Zhou et al. 2009, Crab et al. 2010). Defoirdt
et al. (2007) and Halet et al. (2007) state that this function is due to the presence of
polyhydroxyalkanoate polyesters (e.g. poly-R-hydroxybutyrate) in biofloc and the
interference that they are able to cause in cell-to-cell communication system (which
regulates the expression of virulence) of the pathogen (Defoirdt et al. 2004, 2008).
Additionally, the biofloc has immunostimulatory properties that contribute to shrimp
resistence to infections (Crab et al. 2012). The protection against infectious diseases and
the immunostimulation of biofloc can favor the animal survival (Lezama-Cervantes &
Paniagua-Michel 2010).

Conclusions

Food consumption of L. vannamei juveniles is not affected among nitrite levels
(Control, 6, 20 and 60 mg L™) and in clear water and biofloc systems; but in the lowest
concentration of ammonia, Control, in biofloc system is positively affected. Weight
gain and specific growth rate are positively affected in the lowest levels of nitrite,
Control and 6 mg L™, in biofloc system, and in the lowest concentration of ammonia,
Control, also in biofloc system, in which they present the best results. Feed conversion
rate is not affected among nitrite levels and in clear water and biofloc systems; but in
the lowest concentration of ammonia, Control, in biofloc system is positively affected.
And survival is negatively affected in the highest concentration of nitrite, 60 mg L™, in
clear water system; but among ammonia levels (Control, 4, 8 and 12 mg L™) and in
clear water and biofloc systems is not affected. However, considering the possibility
that animals are exposed to inadequate ammonia or nitrite concentrations, for long time
periods, thus, negatively affecting them, is emphasized the importance of water quality
maintenance (e.g. nitrogen compounds levels) in appropriate conditions to the reared

species, for their best performance can be exhibited.
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Resumo

A alcalinidade tende a diminuir, em sistemas de cultivo sem renovacdo de agua.
Nos sistemas de cultivo sem renovacdo de agua, constituem-se os bioflocos. Os
bioflocos representam um alimento adicional a ragdo comercial para os camardes. O
presente estudo objetivou avaliar o efeito da alcalinidade sobre o consumo alimentar e
demais parametros de desempenho de juvenis de Litopenaeus vannamei cultivados em
agua contendo bioflocos e agua filtrada, clorada e declorada (agua clara). Para tanto,
durante 3 dias, camardes de 4,06 = 0,34 g foram mantidos em recipientes de 3 L (1
animal/recipiente), sob as concentra¢Ges Controle, 50, 100 e 200 mg/L de alcalinidade,
com 5 repeticdes cada, em bioflocos e agua clara. A temperatura, oxigénio dissolvido,
salinidade, pH, sélidos suspensos, amonia, nitrito e alcalinidade foram avaliados
diariamente. O consumo alimentar, mensurado em um periodo de 1 hora, foi verificado
uma vez ao dia e o ganho em peso, taxas de crescimento especifico e conversdo
alimentar e sobrevivéncia foram avaliados ao final do experimento. Nesse estudo,
verifica-se que o consumo alimentar dos camarbes ndo é afetado entre os niveis de
alcalinidade e nos sistemas de agua clara e bioflocos (0,06, 0,05, 0,06 e 0,07 g
racao/camarao/hora e 0,08, 0,07, 0,07 e 0,09 g racdo/camarao/hora, respectivamente). Ja
0 ganho em peso e a taxa de crescimento especifico sdo afetados positivamente nas

maiores concentracdes de alcalinidade, Controle e 200 mg/L, no sistema de bioflocos,
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onde demonstram os melhores resultados. E a sobrevivéncia, assim como 0 consumo
alimentar, ndo é afetada entre os niveis de alcalinidade e nos sistemas de agua clara e
bioflocos. Contudo, a possibilidade de exposicdo a concentracdes de alcalinidade
inapropriadas, durante longos periodos de tempo, pode afetar negativamente os animais,
assim, ressaltando a importancia da manutengédo da alcalinidade em niveis adequados a

espeécie cultivada.

Palavras-chave: carbonato de calcio, alimentacdo, camardo branco do Pacifico, flocos

microbianos

Introducéo

Em um cultivo de camardes, a manutencdo da alimentacdo é um fator de
extrema importancia a ser considerado, visto que conforme o modo de gerenciamento
da alimentacdo, ela pode afetar, por exemplo o crescimento, taxa de conversdo
alimentar e sobrevivéncia dos animais (Nunes & Parsons 1998, Cuzon et al. 2004). Da
adequada manutencao da alimentacdo fazem parte acdes, como, a consideracdo do peso
e sobrevivéncia (e.g. biomassa) dos camardes (Pontes et al. 2008), bem como, a
consideracdo do efeito de parametros bi6ticos e abidticos, no célculo da quantidade de
racao a ser ofertada (Jory et al. 2001). Sabe-se que, tanto 0s parametros bidticos, quanto
abioticos afetam o consumo alimentar do camardo branco do Pacifico Litopenaeus
vannamei (Jory et al. 2001). O parametro abidtico alcalinidade representa a
concentracdo das bases capazes de neutralizar os acidos presentes na agua de cultivo. As
principais bases responsaveis pela alcalinidade sdo os carbonatos (COs?) e os
bicarbonatos (HCOg3) e seus niveis sdo expressos em equivalentes de carbonato de
calcio (CaCO3) (Furtado et al. 2011). De acordo com Wyk & Scarpa (1999), a
alcalinidade é um fator importante em um sistema de cultivo, pois sua capacidade
buffering (e.g. de manter o equilibrio acido <> base) favorece a diminuigdo na variagao
do pH ao longo do dia. Além disso, a alcalinidade tende a reduzir em sistemas de
cultivo sem renovacédo de agua (Mclintosh 2001, Ray et al. 2010a, Vinatea et al. 2010,
Furtado et al. 2011). Nos sistemas de cultivo superintensivos sem renovacdo de agua,
pode ocorrer a diminui¢do da concentracéo de alcalinidade e do pH, devido ao consumo

de alcalinidade, pelas bactérias nitrificantes e pelas heterotréficas (Ebeling et al. 2006).
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Conforme Chen et al. (2006), para cada grama de aménia (N-NHz + N-NH,;") oxidado a
nitrato (N-NOg3): 7,07 g de alcalinidade e 4,18 g de oxigénio dissolvido sao
consumidos, sendo 0,17 g de biomassa bacteriana constituidos. Porém, Ebeling et al.
(2006) esclarecem que para cada grama de amonia assimilado & proteina bacteriana:
3,57 g de alcalinidade, 4,71 g de oxigénio dissolvido e 15,17 g de carboidratos séo
consumidos, enquanto que 8,07 g de biomassa bacteriana sdo constituidos e 9,65 g de
diéxido de carbono sdo produzidos. Ao comparar-se 0 desempenho das bactérias
heterotroficas e o das nitrificantes, as bactérias heterotroficas consomem em torno da
metade de alcalinidade e constituem em torno de oito vezes mais biomassa bacteriana,
com aproximadamente o mesmo consumo de oxigénio dissolvido, em relacdo as
nitrificantes (Ebeling et al. 2006). Furtado et al. (2011) recomendam que, em sistemas
de cultivo sem renovacdo de agua, o nivel de alcalinidade seja mantido acima de 100
mg/L de CaCOs, para 0 melhor desempenho de bactérias nitrificantes. Juntamente ao
fitoplancton, zoopléancton e detritos, essa biomassa bacteriana constitui os flocos
microbianos ou bioflocos (Burford et al. 2003, Avnimelech 2007, De Schryver et al.
2008, Ray et al. 2010b). Ao representar um alimento adicional a racdo comercial
(Hargreaves 2013), os bioflocos sdo capazes de favorecer a obtencdo de melhores
resultados de desempenho dos camardes (Moss & Pruder 1995, Epp et al. 2002, Arnold
et al. 2009, Megahed 2010, Krummenauer et al 2014). O L. vannamei € a espécie mais
cultivada em diversas partes do mundo, principalmente no Hemisfério Ocidental (Saoud
et al. 2003) e, em cultivo nos sistemas superintensivos sem renovacdo de agua,
apresenta 6timo desempenho (Cuzon et al. 2004, Wasielesky et al. 2006a). Desse modo,
0 presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da alcalinidade sobre o consumo
alimentar e os demais parametros de desempenho, ganho em peso, taxa de crescimento
especifico, taxa de conversdo alimentar e sobrevivéncia, de L. vannamei cultivado em
agua contendo bioflocos (proveniente de um cultivo superintensivo sem renovacgéo de

agua) e em agua clara (filtrada, clorada e declorada).

Materiais e métodos
Local
O experimento foi realizado no Laboratorio de Carcinicultura - Estacdo Marinha

de Aquacultura “Prof. Marcos Alberto Marchiori”, da Universidade Federal do Rio
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Grande, localizado no Balneario Cassino, Municipio de Rio Grande / RS / Brasil
(32°11°S, 52°10°W).

Material bioldgico

As pos-larvas (PL’s) do camardo Litopenaeus vannamei, em estagio de PL 10,
foram adquiridas no laboratorio comercial “Aquatec” - Larvicultura de Camardes
Marinhos, localizado no Municipio de Canguaretama / RN / Brasil e mantidas no Setor
de Larvicultura, em tanques de fibra, com agua do mar renovada a cada 2 dias (28°C e
30%o), com alimentacdo advinda de ragdo comercial (40 proteina bruta - Guabi) e
nauplios de Artemia sp. por 40 dias. Em seguida, os animais foram transferidos para
tanques de madeira (35 m?) revestidos de geomembrana de polietileno de alta densidade
e cobertos por uma estufa agricola, com agua proveniente de um cultivo superintensivo
sem renovacgdo de agua (29°C e 30%o) e mantidos com alimenta¢io provinda de ragdo
comercial (PotiMar/38 proteina bruta - Active - Guabi) durante mais 27 dias. Ap0s esse
periodo, os camardes, ja em estagio de juvenil, foram, entdo, realocados para tanques de

aclimatacao as condicGes experimentais.

Aclimatacao

Previamente ao inicio do experimento, os animais foram aclimatados as
condicdes experimentais por 4 dias. Para tanto, em uma sala com fotoperiodo de 12 h,
dois tanques de polietileno (163 L de volume atil) foram preenchidos, um com &gua do
mar filtrada em filtro de areia e cuno (5 um), clorada (15 mL hipoclorito de s6dio/1000
L 4gua) e declorada (1 mg acido ascorbico/1000 L agua) (29°C e 33%o) (Agua Clara,
denominado sistema AC) e outro com agua proveniente de um cultivo superintensivo
sem renovacéo de agua, contendo sélidos suspensos (28°C e 35%o, 0,18 mg/L aménia e
0,54 mg/L nitrito, 461 mg/L soélidos suspensos totais, 120 mg/L alcalinidade)
(Bioflocos, denominado sistema BF), e estocados com 130 camardes, cada. A agua dos
tanques foi aerada constantemente com o auxilio de difusores de ar acoplados a
mangueiras de silicone supridas por um compressor de ar radial de 4 CV, tendo sido,
ainda, a agua do tanque em sistema AC, renovada em 50%, diariamente. Os animais
foram alimentados com uma racdo comercial (PotiMar/38 proteina bruta - Active -
Guabi), por meio de bandejas, duas vezes ao dia (9:00 e 15:00 h), de acordo com Jory et
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al. (2001) (taxa inicial de 5% da biomassa), todavia um excesso de mais 50% de
alimento, em relacdo a quantidade recomendada pelos autores, era oferecido, visando
assegurar a plena saciedade dos camardes. No entanto, no dia seguinte, a racdo nédo
consumida era removida das bandejas, com o intuito de se conservar uma boa qualidade
de &gua. Os animais foram mantidos nas circunstancias descritas durante 3 dias. Por
fim, encerrando a aclimatacdo, os camardes foram aclimatados as condicdes
experimentais durante mais 1 e ultimo dia. Porém, para essa etapa da aclimatacdo, no
mesmo local citado anteriormente, 40 recipientes de polietileno (3 L de volume util)
foram preenchidos, 20 com Agua Clara - sistema AC (27°C e 34%o) e outros 20 com
Bioflocos - sistema BF (27°C e 37%o, 0,18 mg/L aménia e 0,08 mg/L nitrito, 511 mg/L
solidos suspensos totais, 115 mg/L alcalinidade), e transferido, de forma aleatéria, 1
animal (4,06 + 0,34 g) para cada. Para com a agua dos recipientes, quanto a aeracao,
bem como, com a alimentacdo dos camardes, procedeu-se do mesmo modo exposto

previamente, quando da etapa inicial da aclimatag&o.

Protocolo experimental

Ap0s o encerramento do periodo de aclimatacdo, os animais foram mantidos nos
mesmos recipientes (40 unidades de polietileno, com 3 L de volume util) e meios
(sistema AC e sistema BF) mencionados anteriormente, quando da etapa final da
aclimataco, e cultivados por um periodo experimental de 3 dias. A cada grupo de
recipientes, 20 em sistema AC e 20 em sistema BF, foram adicionadas aliquotas de
solucBes de acido cloridrico e hidréxido de calcio, objetivando-se obter diferentes e pré-
determinadas concentracdes de alcalinidade. Assim, com base no nivel de 100 mg/L
indicado por Wyk & Scarpa (1999), foram empregadas as concentracdes 50, 100 e 200
mg/L (na forma de carbonato de célcio, CaCQOg), além de um nivel Controle (sem adi¢do
de acido cloridrico e hidroxido de célcio), com 5 repeti¢Oes, cada, totalizando, dessa
forma, 40 unidades experimentais. A agua dos recipientes foi aerada constantemente, do
mesmo modo exposto previamente, quando da etapa inicial da aclimatagdo, e as
concentracdes de alcalinidade, ajustadas diariamente com o auxilio de re-adi¢cdes de
aliquotas das solugdes. Os camardes foram alimentados com a mesma ragdo citada
anteriormente, quando da etapa inicial da aclimatacdo, por meio de bandejas, duas vezes
ao dia (13:00 e 15:00 h), conforme Jory et al. (2001) (taxa inicial de 5% da biomassa),
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contudo um excesso de mais 50% de alimento, em relacdo a quantia recomendada pelos
pesquisadores, era ofertado, visando garantir o provimento de racéo suficiente a plena

satisfacdo dos animais.

Variaveis fisicas e quimicas da 4gua

A temperatura e o0 oxigénio dissolvido nos meios experimentais foram
verificados com o auxilio do oximetro Oxi 315i - WTW / EUA, duas vezes ao dia (9:00
e 15:00 h). Todavia, a salinidade e o pH foram medidos por meio do refratbmetro Salt
Refractometer W/ATC - Sper Scientific / EUA e do pHmetro S20 SevenEasy™ -
Mettler Toledo / EUA, respectivamente, uma vez ao dia (9:00 h). Os sélidos suspensos
totais foram avaliados com o auxilio do método de Gravimetria de Volatilizacdo, de
acordo com Strickland & Parsons (1972), uma vez ao dia. E, os niveis de alcalinidade,
amonia e nitrito foram aferidos por meio dos métodos da Titrimetria, de Azul de
Indofenol e da Reacdo de Griess, conforme APHA (1998), UNESCO (1983) e Aminot

& Chaussepied (1983), respectivamente, com a mesma frequéncia (uma vez ao dia).

Parametros de desempenho dos camardes

O consumo alimentar dos camardes foi verificado com o auxilio do método de
Supressao e Provisdo de Alimento, adaptado de Soares et al. (2005). Para tanto, a racédo
foi: (1°) suprimida, das 17:00 h do dia corrente até as 13:00 h do dia seguinte -
totalizando 20 h de supresséo - com o intuito de permitir a evacuacdo do estdbmago e
presumivelmente estimular o apetite dos animais; (2°) provida, as 13:00 h; (3°)
removida, as 14:00 h - totalizando 1 h de provisdo - objetivando-se medir, a partir do
alimento ndo consumido, a quantidade de racdo efetivamente consumida pelos
camardes; e (4°) provida, das 15:00 h até as 17:00 h - totalizando 2 h de provisédo -
visando assegurar a plena saciedade dos animais, previamente ao inicio do periodo de
supressdo seguinte. O alimento ndo consumido era colocado em cadinhos de aluminio e
seco até peso constante e, em seguida, pesado por meio da estufa Para Esterilizagdo e
Secagem 1.1 - Odontobras / Brasil (60°C) e balanca Analitica ED - Sartorius / EUA,
respectivamente, uma vez ao dia. Caso fosse observada a presencga de exuvia, a racao
retirada do respectivo recipiente ndo era considerada para a avaliagdo do consumo

alimentar.
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O consumo alimentar foi avaliado com o auxilio da seguinte equagao:
CA ={[RPsy" - (RRCsy" - Csy)] - L} - SS

Onde, CA = consumo alimentar (g), RPsy = racdo provida (g), RRCgy = ragéo
removida e cadinho (g), Csy = cadinho (g), L = lixiviagdo (1,5%), SS = solidos
suspensos possivelmente presentes no alimento ndo consumido dos recipientes em
sistema BF (5%) e sy = sem umidade (8%).

O ganho em peso, a taxa de crescimento especifico, a taxa de conversao
alimentar e a sobrevivéncia foram verificados por meio das seguintes formulas, quando
do término do experimento:

GP =Pr-Pc

Onde, GP = ganho em peso (g), Pt = peso dos camardes, quando do término do

experimento (g) e Pc = peso dos camardes, quando do comeco do experimento (g).
TCE = [(InP+ - InP¢) x 100] / DE

Onde, TCE = taxa de crescimento especifico (%/dia), InPt = logaritmo neperiano
do peso dos animais (g), quando do término do experimento, InPc = logaritmo
neperiano do peso dos animais (g), quando do comec¢o do experimento e DE = nimero
de dias experimentais.

TCA=RC/GP

Onde, TCA = taxa de conversdo alimentar, RC = racdo consumida (g) e GP =
ganho em peso (g).

S=(Vr/Vc)x100

Onde, S = sobrevivéncia (%), Vr = nimero de camarfes vivos, quando do
término do experimento e V¢ = nlmero de camardes vivos, quando do comec¢o do

experimento.

Analises estatisticas

Anteriormente a realizagdo das analises estatisticas, os pardmetros de
desempenho dos animais, taxa de crescimento especifico e sobrevivéncia, expressos em
porcentagem, foram transformados com o auxilio da funcéo arco seno da raiz quadrada.
Entdo, todos os valores das variaveis fisicas e quimicas da dgua e dos parametros de
desempenho dos camardes foram submetidos aos testes de normalidade (Kolmogorov-

Smirnov) e homocedasticidade (Levene), tendo sido, ainda, transformados caso néo
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tivessem resultado na situacdo de normais e homocedasticos. Por fim, os valores foram
submetidos a analise de variancia, ANOVA, Fatorial, e ao teste de comparacdo de
médias, Tukey HSD, quando detectadas diferencas significativas (Zar 1996). As
analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software STATISTICA 7.0.

Resultados
Variaveis fisicas e quimicas da agua
Algumas varidveis fisicas e quimicas da &agua apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos (p<0,05) (Tab. 1).

70



Tabela 1. Varidveis fisicas e quimicas da &gua do cultivo de juvenis de Litopenaeus vannamei, sob diferentes concentracfes de alcalinidade (mg/L de CaCOg3), em

sistema de agua clara e bioflocos™?.

T* manha T tarde OD* manha OD tarde Salinidade Amodnia Nitrito SST*
(°C) (°C) (mg/L) (mg/L) (%) PH (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Agua Clara
Controle** | 27,11+0,37° 27,49+0,18% 6,23+0,13* 6,19+0,09° 3440+051° 830+0,044 1,98+0,79° 0,04+0,03 -
50 26,94+0,28 27,17+0,12*° 6,30+0,11* 6,44+0,09° 34,33+049" 7,78+0,14* 233+103* 0,02+0,02° -
100 27,03+0,30° 2757+0,23 6,36+020° 629+0,15 3480+041" 818+0,06*° 223+102° 0,02+0,02° -
200 27,00 +0,34*° 2756+0,24*° 6,30+0,13* 6,35+0,21° 3453+0,52° 837+0,05 218+103* 0,05+0,04° -
Bioflocos
Controle | 2541+0,32° 26,33+0,21° 6,52+0,05 6,63+0,05 3813+0,92"° 8,12+0,26° 0,08+0,04" 022+0,16° 518,17 + 140,45
50 2549+0,29° 26,25+0,26° 6,52+006"° 6,68+006° 3836+145 7,00+0,40° 0,67+030" 0,06+0,03" 391,69 + 86,26"
100 26,21+0,68° 26,61+0,10° 6,40+0,11° 6,58+0,08° 37,80+1,08 7,88+0,12° 0,25+0,18" 0,14+0,06° 478,29 +92,41®
200 2578+0,38® 26,59+0,18° 6,47 +0,06° 6,60+0,06° 37,87+0,83* 839+0,08 0,14+0,09" 0,13+0,03° 506,67 + 98,28

“T = temperatura, OD = oxigénio dissolvido e SST = s6lidos suspensos totais.

'Médias + desvios padréo de cinco repeticdes.

*Letras sobrescritas diferentes nas colunas indicam diferencas significativas (p<0,05).

“Correspondentemente aos niveis Controle, 50, 100 e 200, as concentragdes verificadas sdo, respectivamente, de 147,33 + 3,72, 51,33 + 2,29, 107,00 + 7,02 e 188,67 +
3,52 mg/L, para o sistema de agua clara, e 135,33 + 8,76, 43,93 + 4,46, 89,00 + 3,38 e 185,67 + 4,17 mg/L, para o de bioflocos.
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Parametros de desempenho dos camardes

Alguns parametros de desempenho dos camarbes exibiram diferencas
significativas entre os tratamentos (p<0,05) (Tab. 2 e Fig. 1). Quanto ao consumo
alimentar, esse nao diferiu significativamente, tendo sido igual entre os niveis de
alcalinidade e nos sistemas AC e BF (0,06, 0,05, 0,06 e 0,07 g racdo/camardo/hora e
0,08, 0,07, 0,07 e 0,09 g racdo/camardo/hora, respectivamente) (Fig. 1). Em ambos os
sistemas, o ganho em peso diferiu significativamente entre as concentracdes de
alcalinidade. O parametro foi menor na concentracdo 50 mg/L (0,13 g), no sistema AC,
e maior nos niveis Controle e 200 mg/L (0,50 e 0,49 g, respectivamente), no sistema BF
(p<0,05). Em relacdo a taxa de crescimento especifico, essa diferiu significativamente
entre os niveis de alcalinidade e nos sistemas AC e BF, tendo sido menor no nivel 50
mg/L (0,81%/dia), no sistema AC, e maior nas concentracfes Controle e 200 mg/L
(3,18 e 3,13%/dia, respectivamente), no sistema BF (p<0,05). Em ambos os sistemas, a
taxa de conversdo alimentar diferiu significativamente entre as concentracfes de
alcalinidade. O parametro foi maior nos niveis 50, 100 e 200 mg/L (1,39, 0,64 e 0,61,
respectivamente), no sistema AC, e na concentra¢do 50 mg/L (0,65), no sistema BF, e
menor no nivel Controle (0,46), no sistema AC, e nas concentra¢cbes Controle, 100 e
200 mg/L (0,32, 0,45 e 0,44, respectivamente), no sistema BF (p<0,05). Quanto a
sobrevivéncia, essa nao diferiu significativamente, tendo sido igual (100%) entre as

concentracdes de alcalinidade e nos sistemas AC e BF.
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Tabela 2. Parametros de desempenho de juvenis de Litopenaeus vannamei cultivados sob diferentes
concentracdes de alcalinidade (mg/L de CaCOs), em sistema de &gua clara e bioflocos*?.

Ganho em Taxa de
. ) Taxa de Sobrevivéncia
Peso Crescimento Especifico )

. Conversao Alimentar (%)

(9) (%/dia)

Agua Clara
Controle* | 0,41 +0,13® 2,23+0,72% 0,46 + 0,09° 100°
50 0,13 + 0,08° 0,81 +0,55° 1,39 + 0,28 100°
100 0,30 + 0,09° 1,79 £ 0,42% 0,64 +0,13% 100°
200 0,45 + 0,06% 2,57 +0,38% 0,61+0,12° 100°
Bioflocos

Controle | 0,50 +0,10° 3,18 +0,70° 0,32+0,07° 100°
50 0,35+0,10° 1,80 + 0,53% 0,65+ 0,13 100°
100 0,39 + 0,08% 2,31 +0,59% 0,45 + 0,09 100°
200 0,49 + 0,07 3,13 +0,81° 0,44 +0,09° 100°

"Médias + desvios padréo de cinco repeticdes.

?Letras sobrescritas diferentes nas colunas indicam diferencas significativas (p<0,05).
“Correspondentemente aos niveis Controle, 50, 100 e 200, as concentragdes verificadas s&o,
respectivamente, de 147,33 + 3,72, 51,33 + 2,29, 107,00 + 7,02 e 188,67 + 3,52 mg/L, para o sistema
de dgua clara, e 135,33 + 8,76, 43,93 + 4,46, 89,00 £ 3,38 e 185,67 £+ 4,17 mg/L, para o de bioflocos.
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Figura 1. Consumo alimentar (CA) de juvenis de Litopenaeus vannamei cultivados sob
diferentes concentragBes de alcalinidade, em sistema de &gua clara (AC) e bioflocos (BF).
Médias + erros padrdo de cinco repeticdes. Letras diferentes acima das barras indicam
diferencas significativas (p<0,05). Valores dentro das barras (-=-) correspondem a médias de

consumo alimentar expressas em g ra¢do/g camardo/hora.

Discusséo

Variaveis fisicas e quimicas da agua

No sistema de agua clara e de bioflocos, em todas as concentragbes de
alcalinidade, a temperatura da parte da manhda e a da parte da tarde estiveram
ligeiramente fora da faixa de 28 a 32°C indicada por Walker et al. (2011) para o maior
crescimento e sobrevivéncia de juvenis de L. vannamei. O oxigénio dissolvido da parte
da manhd e o da parte da tarde, em todos os niveis de alcalinidade, em ambos 0s
sistemas, estiveram em torno da concentragdo de 5 mg/L sugerida por Carbajal-
Hernandez et al. (2013) para o cultivo de camardes marinhos. No sistema de agua clara
e no de bioflocos, em todos os niveis de alcalinidade, a salinidade esteve dentro da faixa
de 33 a 40%o preconizada por Ponce-Palafox et al. (1997) para 0 maior crescimento e
sobrevivéncia de juvenis de L. vannamei. O pH, em todas as concentracdes de
alcalinidade, em ambos os sistemas, esteve dentro da faixa de 7 a 9 sugerida por Chen et
al. (2006) para o maior desenvolvimento de bactérias heterotrdficas e nitrificantes. No

sistema de agua clara e no de bioflocos, em todos os niveis de alcalinidade, as

74



concentracOes de amonia e de nitrito estiveram abaixo dos niveis de seguranca de 3,95 e
25,7 mg/L, em salinidade de 35%o, preconizados por Lin & Chen (2001) e (2003),
respectivamente, para o cultivo de juvenis de L. vannamei. Em todos os niveis de
alcalinidade, os solidos suspensos totais estiveram ligeiramente fora da faixa de 453 a
465 mg/L indicada por Ray et al. (2010a) para o maior crescimento de juvenis de L.

vannamei cultivados em sistema superintensivo com minina renovacao de agua.

Parametros de desempenho dos camardes

Concentracéo de alcalinidade

O consumo alimentar apresentou iguais valores entre 0s niveis de alcalinidade e
nos sistemas de agua clara e bioflocos, contudo o ganho em peso demonstrou 0 menor
valor na concentracdo 50 mg/L, no sistema de agua clara, e 0s maiores nos niveis
Controle e 200 mg/L, no sistema de bioflocos. Similarmente ao atual estudo, Furtado et
al. (2011) cultivando juvenis de L. vannamei, com corre¢des de pH e alcalinidade com o
auxilio da adicdo de Na,COg3, Ca(OH), e NaHCO3, expostos a niveis de 78, 100, 144,5 e
162,2 mg/L de CaCOg3 durante 60 dias, registraram menor ganho em peso no tratamento
em menor concentragdo de alcalinidade (6,2 g) e, da mesma forma, Furtado et al. (2015)
cultivando juvenis de mesma espécie sob niveis de 70,26, 145,50, 224,33 e 299,13 mg/L
de CaCOj3 por 49 dias, também, verificaram menor ganho em peso no tratamento em
menor concentracdo de alcalinidade (4,57 g). A taxa de crescimento especifico exibiu o
menor valor no nivel 50 mg/L, no sistema de agua clara, e 0s maiores nas concentracdes
Controle e 200 mg/L, no sistema de bioflocos. Semelhantemente ao presente estudo,
Furtado et al. (2015) registraram menor taxa de crescimento especifico no tratamento
em menor concentracdo de alcalinidade (6,41%/dia). No entanto, contrariamente ao
atual estudo, Furtado et al. (2014) cultivando juvenis de L. vannamei, sob diferentes
doses de Ca(OH),, expostos a niveis de 82,05, 90,65, 132,17 e 159,27 mg/L de CaCOs3
por 56 dias, verificaram menor taxa de crescimento especifico no tratamento em maior
concentracéo de alcalinidade (5,07%/dia). A taxa de conversdo alimentar apresentou 0s
maiores valores nos niveis 50, 100 e 200 mg/L, no sistema de agua clara, e na
concentracdo 50 mg/L, no sistema de bioflocos, e os menores no nivel Controle, no
sistema de agua clara, e nas concentragfes Controle, 100 e 200 mg/L, no sistema de

bioflocos. Furtado et al. (2011) e (2015) observaram maior taxa de conversao alimentar
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no tratamento em menor concentracdo de alcalinidade (3,0 e 1,15, respectivamente).
Todavia, Furtado et al. (2014) registraram maior taxa de conversdo alimentar no
tratamento em maior nivel de alcalinidade (1,79). A sobrevivéncia demonstrou iguais
valores entre as concentracfes de alcalinidade e nos sistemas de agua clara e bioflocos.
Esses valores (100%) foram superiores aos verificados por Furtado et al. (2011), (2014)
e (2015) cultivando L. vannamei (de 80,0 a 85,0%, de 85,03 a 93,72% e de 88,00 a
92,12%, respectivamente) expostos a diferentes niveis de alcalinidade. Contudo, cabe
ressaltar que o presente estudo teve tempo de duracdo muito menor do que o dos
estudos citados. Em conjunto com a alcalinidade, o pH da &gua de cultivo é capaz de
afetar o crescimento dos animais, o que pdde ser sinalizado no atual estudo. Pan et al.
(2007) cultivando pds-larvas de L. vannamei, expostas a 7,1, 7,6, 8,1, 8,6 € 9,1 de pH
por 96 horas, registraram menor ganho em peso no tratamento em menor pH, porém
igual sobrevivéncia entre todos os tratamentos. Wang et al. (2012) esclarecem que o pH
pode ocasionar efeito sobre o crescimento, metabolismo, homeostase, osmorregulagéo e
imunidade de peneideos, como o L. vannamei. Allan & Maguire (1992) explicam que
baixos valores de pH causam diminuicdo no crescimento de Penaeus monodon e
Wasielesky et al. (2006b) esclarecem que a reducdo do pH para valores abaixo de 7, em
sistemas de cultivo sem renovacdo de agua, ocasiona diminui¢do no crescimento de L.
vannamei. Além disso, Wickins (1976) explica que baixos valores de pH causam
reducdo na frequéncia de ecdise de P. monodon. E, ainda, Abbink et al. (2011)
cultivando juvenis de peixes da espécie Seriola lalandi, expostos a 6,58, 7,16 e 7,85 de
pH durante 27 dias, verificaram diminuicdo do peso final e taxa de crescimento
especifico no tratamento em menor pH. Os autores explicam que a acidificacdo da agua
de cultivo pode causar uma acidose no sangue dos animais, levando, dessa forma, ao

rompimento da sua homeostase e a elevacdo da sua demanda / gasto de energia.

Sistema de cultivo

O consumo alimentar apresentou iguais valores entre os niveis de alcalinidade e
nos sistemas de agua clara e bioflocos. Wasielesky et al. (2006a), em cultivo de juvenis
de L. vannamei em sistema superintensivo sem renovacgéo de agua, com racdo comercial
contendo 35% de proteina bruta, verificaram menor valor de consumo alimentar no

tratamento em sistema de &gua clara (controle) (145,89 g/réplica), em comparacdo ao
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em sistema de bioflocos (158,81 g/réplica). No estudo citado, embora o consumo
alimentar tenha sido avaliado com o auxilio de um regime de alimentacdo diferente do
utilizado no atual estudo, esse estudo serve de comparativo, em relacdo ao
comportamento alimentar de L. vannamei cultivado em sistema sem renovacéo de agua,
contendo bioflocos, e em &gua clara. O ganho em peso demonstrou 0 menor valor na
concentracdo 50 mg/L, no sistema de &gua clara, e os maiores nos niveis Controle e 200
mg/L, no sistema de bioflocos. Semelhantemente ao presente estudo, Xu & Pan (2012),
em cultivo de juvenis de L. vannamei em sistema sem renovacdo de agua, sob relacdes
C:N de 15:1 e 20:1, observaram menor ganho em peso no tratamento em sistema de
agua clara (controle) (41,7%), em comparacdo ao em sistema de bioflocos (56,5%). A
taxa de crescimento especifico exibiu o menor valor no nivel 50 mg/L, no sistema de
agua clara, e os maiores nas concentraces Controle e 200 mg/L, no sistema de
bioflocos. Similarmente ao atual estudo, Xu et al. (2012), em cultivo de juvenis de L.
vannamei em sistema sem renovacao de agua, com racdo contendo 35% de proteina
bruta, verificaram menor taxa de crescimento especifico no tratamento em sistema de
agua clara (controle) (1,38%/dia), em comparacdo ao em sistema de bioflocos
(1,52%/dia). E Krummenauer et al. (2011) e (2014) cultivando juvenis de L. vannamei
em sistema de bioflocos por 120 e 30 dias observaram crescimento de até 0,92 e 1,14
g/semana ou 2,39 e 2,93%l/dia, respectivamente. Hargreaves (2013) explica que os
bioflocos presentes nos sistemas de cultivo sem renovacdo de agua representam um
alimento adicional (além da racdo comercial) para os animais. Diversos estudos
avaliaram a composi¢do centesimal dos bioflocos, tendo registrado percentuais de 14,50
até 52,05% de proteinas (aminoacidos essenciais e ndo-essenciais), de 0,10 até 9,90% de
lipidios (acidos graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados) e de 28,25 até
36,40% de carboidratos, além de pigmentos (carotendides e clorofilas) e sais minerais
(Wasielesky et al. 2006a, Azim & Little 2008, Azim et al. 2008, Ju et al. 2008, Kuhn et
al. 2009, 2010, Becerra-Dorame et al. 2012, Maic4 et al. 2012, Xu & Pan 2012, Xu et
al. 2012). Tal composicdo, de excelente qualidade nutricional, é capaz de promover a
melhora dos indices zootécnicos dos camardes, como pdde ser registrado para o ganho
em peso e a taxa de crescimento especifico no presente estudo. No entanto, Crab et al.
(2010) salientam que as propriedades nutricionais dos bioflocos sdo influenciadas por

fatores, como, por exemplo, a fonte de carbono adicionada ao cultivo para o
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favorecimento da produtividade natural. Os pesquisadores esclarecem que cada fonte de
carbono estimula o desenvolvimento de determinadas espécies de bactérias,
protozoarios e microalgas, que constituem, desse modo, comunidades microbianas
especificas, as quais acabam por conferir, aos bioflocos, composi¢fes proximais, além
de outras -caracteristicas, como, atratibilidade, palatabilidade e digestibilidade,
particulares. A taxa de conversao alimentar apresentou 0s maiores valores nos niveis 50,
100 e 200 mg/L, no sistema de agua clara, e na concentracdo 50 mg/L, no sistema de
bioflocos, e os menores no nivel Controle, no sistema de agua clara, e nas concentracfes
Controle, 100 e 200 mg/L, no sistema de bioflocos. Vinatea et al. (2010) e Scopel et al.
(2011) cultivando juvenis de L. vannamei em sistemas sem renovagdo de agua durante
21 semanas e 76 dias, respectivamente, verificaram taxas de conversao alimentar
médias de 1,36 e 1,57, sendo, assim, superiores a média geral entre 0s tratamentos em
sistema de bioflocos registrada no presente estudo (0,47). A sobrevivéncia demonstrou
iguais valores entre as concentraces de alcalinidade e nos sistemas de agua clara e
bioflocos. Esses valores (100%) foram superiores aos observados por Audelo-Naranjo
et al. (2012) e Froes et al. (2013) cultivando juvenis de L. vannamei em sistemas sem

renovacao de agua por 40 dias e 3 meses (valores de até 97 e 95%), respectivamente.

Conclusdes

O consumo alimentar de juvenis de L. vannamei ndo ¢ afetado entre os niveis de
alcalinidade (Controle, 50, 100 e 200 mg/L) e nos sistemas de agua clara e bioflocos. J&
0 ganho em peso e a taxa de crescimento especifico sdo afetados positivamente nas
maiores concentracdes de alcalinidade, Controle e 200 mg/L, no sistema de bioflocos,
onde demonstram os melhores resultados. E a sobrevivéncia, assim como 0 consumo
alimentar, ndo é afetada entre os niveis de alcalinidade e nos sistemas de agua clara e
bioflocos. Contudo, a possibilidade de exposicdo a concentracdes de alcalinidade
inapropriadas, durante longos periodos de tempo, pode afetar negativamente 0s animais,
assim, ressaltando a importancia da manutengéo da alcalinidade em niveis adequados a

espécie cultivada.
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Resumo

Os solidos suspensos, ou bioflocos, tendem a se acumular e atingir niveis
elevados, em sistemas de cultivo superintensivos sem renovacao de agua. Os bioflocos,
além de contribuir com a manutencao da qualidade da agua de cultivo, atuam como uma
fonte de suplementacdo nutricional para os camardes. Todavia, a presenca de bioflocos,
em quantidade excessiva, na agua de cultivo pode ocasionar efeito negativo, tanto sobre
a qualidade de agua, gquanto sobre o desempenho dos animais. O presente estudo
objetivou avaliar o efeito dos sélidos suspensos sobre o consumo alimentar e demais
parametros de desempenho de juvenis de Litopenaeus vannamei cultivados em agua
contendo bioflocos e dgua clara. Para tanto, durante 3 dias, camardes de 3,20 £ 0,22 g
foram mantidos em recipientes de 3 L (1 animal/recipiente), sob as concentra¢fes agua
clara, 325, 750, 1000 e 1500 mg/L de sélidos suspensos, com 5 repeticdes cada. A
temperatura, oxigénio dissolvido, salinidade, pH, alcalinidade, amdnia, nitrito, nitrato e
solidos suspensos foram avaliados diariamente. O consumo alimentar, mensurado em
um periodo de 1 hora, foi verificado uma vez ao dia e 0 ganho em peso, taxas de
crescimento especifico e conversdo alimentar e sobrevivéncia foram avaliados ao final
do experimento. Nesse estudo, verifica-se que o consumo alimentar dos camarfes é
afetado negativamente na maior concentragcdo, 1500 mg/L de bioflocos (0,01 g

ragcdo/camardo/hora). E 0 ganho em peso, a taxa de crescimento especifico e a
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sobrevivéncia, também sdo afetados negativamente no maior nivel, 1500 mg/L de
solidos suspensos, onde apresentam os piores resultados. Desse modo, fica salientada a
importancia da manutencao da qualidade de dgua nas condicdes apropriadas a espécie

cultivada, para que o seu melhor desempenho possa ser demonstrado.

Palavras-chave: SST, alimentacéo, camardo branco do Pacifico, flocos microbianos

Introducéo

Um aspecto muito importante a ser gerenciado em um sistema de cultivo de
camardes € a alimentacgdo, pois de acordo com a forma como ¢é feita a sua manutencao,
pode afetar, por exemplo a qualidade da agua e substrato do sistema (Nunes et al. 1996,
Bador 1998) e o grau de impacto ambiental, pelos efluentes do cultivo, sobre as suas
areas adjacentes (Gamboa-Delgado et al. 2003). A alimentagdo gerenciada
apropriadamente envolve, entre outras, acdes, como, a adequada determinagdo do
namero de vezes, horario e modo de oferecimento do alimento (Jory & Cabrera 1998); o
monitoramento do consumo da racdo ofertada, por meio da utilizacdo de bandejas de
alimentacdo (Martinez-Cordova et al. 1998, Pontes et al. 2008); além da consideragdo
do efeito de fatores bidticos e abidticos, no ajuste da quantia de alimento oferecido (Jory
et al. 2001). Jory et al. (2001) observaram que o consumo alimentar do camardo
Litopenaeus vannamei é afetado, tanto pelos fatores bioticos, quanto abioticos, como,
disponibilidade de alimento natural na &gua de cultivo. O alimento natural é
representado por microorganismos, como, bactérias, fitoplancton, zooplancton e
detritos, em sistemas de cultivo superintensivos sem renovacao de agua, nos quais ele
recebe a denominacdo de bioflocos (Avnimelech 2007, Ray et al. 2010b). As bactérias
nitrificantes quimioautotréficas e as heterotroficas atuam na manutencdo da
concentracédo de nitrogenados nos sistemas de cultivo superintensivos sem renovacao de
agua (Ebeling et al. 2006, Hargreaves 2006). Sob intensa e constante aeracdo, as
bactérias nitrificantes quimioautotroficas realizam a nitrificacdo, da amonia até o nitrato
(Avnimelech 2006, Ray et al. 2010b). Ja sob uma relacdo carbono:nitrogénio de 10 a
20:1, as bacterias heterotroficas realizam a constituicdo de biomassa bacteriana
(Hargreaves 2006, Ballester et al. 2010). Além de contribuir com a manutencdo da
qualidade da agua de cultivo (Burford 1997, Tacon et al. 2002, Crab et al. 2007), os
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bioflocos atuam como uma fonte de suplementagdo nutricional para os camarfes
(Avnimelech 2007, Krummenauer et al. 2011), podendo promover melhorias nos seus
indices zootécnicos (Moss & Pruder 1995, Megahed 2010, Krummenauer et al. 2014).
No entanto, a presenca de bioflocos, em quantidade excessiva, na &gua de cultivo é
capaz de causar efeito negativo, tanto sobre a qualidade de &gua, quanto sobre o
desempenho dos animais. Tais efeitos incluem: supressdo do desenvolvimento de
microalgas benéficas e favorecimento da proliferacdo de microalgas nocivas e bactérias,
elevacdo da demanda bioquimica de oxigénio (Browdy et al. 2001, Alonso-Rodriguez
& Paez-Osuna 2003, Hargreaves 2006), desestabilizagcdo do oxigénio dissolvido e pH
(Atwood et al. 2004), aumento das concentragdes de fosfato e nitrato, reducéo do nivel
de alcalinidade (Ray et al. 2010a); e diminuicdo do crescimento, piora da eficiéncia de
conversdo alimentar (Vinatea et al. 2010), obstrucdo das branquias, ocasionando uma
maior sensibilidade a situa¢fes de hipoxia e podendo levar a asfixia (Schveitzer et al.
2013). Um modo de se quantificar a concentracdo de bioflocos é por meio da medigédo
do nivel de solidos suspensos totais, SST, presente na agua de cultivo (Schryver et al.
2008, Avnimelech 2009). Os soélidos suspensos totais tendem a se acumular e atingir
concentragdes elevadas em sistemas de cultivo superintensivos sem renovagdo de agua,
devido ao continuo input de matéria organica e a elevada taxa de crescimento das
bactérias heterotroficas (Van Wyk 2006, Gaona et al. 2011). Portanto, levando-se em
consideracdo os efeitos mencionados acima, assim como, o lento estabelecimento (e.g.
reduzida taxa de crescimento) das bactérias nitrificantes (Ebeling et al. 2006), um
determinado grau de controle do nivel de SST é recomendado (Van Wyk 2006) e pode
ser obtido com o auxilio, desde filtros de micro malha e foam fractionators (Davis &
Arnold 1998), até camaras de sedimentacdo (Ray et al. 2011), para a sua remocdo da
agua de cultivo. Em cultivo nos sistemas superintensivos sem renovacao de agua, o L.
vannamei exibe excelente desempenho (Cuzon et al. 2004, Wasielesky et al. 2006) e,
além disso, € a espécie mais cultivada mundialmente (FAO 2012). Dessa forma, o
presente estudo objetivou avaliar o efeito dos sélidos suspensos sobre o consumo
alimentar e os demais parametros de desempenho, ganho em peso, taxa de crescimento
especifico, taxa de conversdo alimentar e sobrevivéncia, de L. vannamei cultivado em
agua contendo bioflocos (proveniente de um cultivo superintensivo sem renovagéo de

agua).
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Materiais e métodos
Local
O experimento foi realizado no Laboratério de Carcinicultura - Estacdo Marinha
de Aquacultura “Prof. Marcos Alberto Marchiori”, da Universidade Federal do Rio
Grande, localizado no Balneario Cassino, Municipio de Rio Grande / RS / Brasil
(32°11°S, 52°10°W).

Material bioldgico

As pos-larvas (PL’s) do camardo Litopenaeus vannamei, em estagio de PL 10,
foram adquiridas no laboratorio comercial “Aquatec” - Larvicultura de Camardes
Marinhos, localizado no Municipio de Canguaretama / RN / Brasil e mantidas no Setor
de Larvicultura, em tanques de fibra, com agua do mar renovada a cada 2 dias (28°C e
30%o), com alimentacdo advinda de ragdo comercial (40 proteina bruta - Guabi) e
nauplios de Artemia sp. por 40 dias. Em seguida, os animais foram transferidos para
tanques de madeira (35 m?) revestidos de geomembrana de polietileno de alta densidade
e cobertos por uma estufa agricola, com agua proveniente de um cultivo superintensivo
sem renovacgdo de agua (26°C e 33%o) e mantidos com alimentagiio provinda de ragio
comercial (PotiMar/38 proteina bruta - Active - Guabi) durante mais 31 dias. Apos esse
periodo, os camardes, ja em estagio de juvenil, foram, entdo, realocados para tanques de

aclimatacdo as condicdes experimentais.

Aclimatacéao

Previamente ao inicio do experimento, os animais foram aclimatados as
condicBes experimentais por 4 dias. Para tanto, em uma sala com fotoperiodo de 12 h,
cinco tanques de polietileno (45 L de volume util) foram preenchidos, um com agua do
mar filtrada em filtro de areia e cuno (5 um), clorada (15 mL hipoclorito de s6dio/1000
L agua) e declorada (1 mg écido ascorbico/1000 L agua) (24°C e 32%o) (denominado
Agua Clara) e outros quatro com é&gua proveniente de um cultivo superintensivo sem
renovacdo de agua, contendo diferentes e pré-determinados niveis de bioflocos (24°C e
34%o, 0,04 mg/L amonia e 0,03 mg/L nitrito, 132 mg/L alcalinidade) (denominados
Solidos Suspensos Totais, SST), e estocados com 12 camarfes, cada. A agua dos
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tanques foi aerada constantemente com o auxilio de difusores de ar acoplados a
mangueiras de silicone supridas por um compressor de ar radial de 4 CV, tendo sido,
ainda, a agua do tanque em Agua Clara, renovada em 50%, diariamente. Os animais
foram alimentados com uma racdo comercial (PotiMar/38 proteina bruta - Active -
Guabi), por meio de bandejas, duas vezes ao dia (9:00 e 15:00 h), de acordo com Jory et
al. (2001) (taxa inicial de 7,5% da biomassa), todavia um excesso de mais 50% de
alimento, em relacdo a quantidade recomendada pelos autores, era oferecido, visando
assegurar a plena saciedade dos camardes. No entanto, no dia seguinte, a racdo nédo
consumida era removida das bandejas, com o intuito de se conservar uma boa qualidade
de &gua. Os animais foram mantidos nas circunstancias descritas durante 3 dias. Por
fim, encerrando a aclimatacdo, os camardes foram aclimatados as condicdes
experimentais durante mais 1 e Gltimo dia. Porém, para essa etapa da aclimatacdo, no
mesmo local citado anteriormente, 25 recipientes de polietileno (3 L de volume util)
foram preenchidos, 5 com Agua Clara (29°C e 32%o) e outros 20 com SST (29°C e
34%o, 0,04 mg/L amonia e 0,18 mg/L nitrito, 128 mg/L alcalinidade), e transferido, de
forma aleatdria, 1 animal (3,20 £ 0,22 g) para cada. Para com a agua dos recipientes,
quanto a aeracdo, bem como, com a alimentacdo dos camardes, procedeu-se do mesmo

modo exposto previamente, quando da etapa inicial da aclimatacéo.

Protocolo experimental

Apobs o0 encerramento do periodo de aclimatagdo, os animais foram mantidos nos
mesmos recipientes (25 unidades de polietileno, com 3 L de volume dtil) e meios (Agua
Clara e SST) mencionados anteriormente, quando da etapa final da aclimatacdo, e
cultivados por um periodo experimental de 3 dias. Para os recipientes em SST, foram
realizadas diluicBes, com agua do mar filtrada em filtro de areia e cuno, clorada e
declorada, e/ou filtragdes, através de malha de 50 um, de &gua proveniente de um
cultivo superintensivo sem renovacdo de agua (600 mg/L solidos suspensos totais -
concentragdo inicial, na aclimatacéo e no periodo experimental), objetivando-se obter as
diferentes e pré-determinadas concentragdes de bioflocos. Assim, com base na faixa de
453 a 465 mg/L indicada por Ray et al. (2010a) para 0 maior crescimento de juvenis de
L. vannamei cultivados em sistema superintensivo com minina renovacdo de &gua,

foram empregadas as concentraces 325, 750, 1000 e 1500 mg/L de SST, além de um
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nivel Agua Clara (sem presenca de bioflocos) (Fig. 1), com 5 repeticdes, cada,
totalizando, dessa forma, 25 unidades experimentais. A agua dos recipientes foi aerada
constantemente, do mesmo modo exposto previamente, quando da etapa inicial da
aclimatagio, e as concentracdes de compostos nitrogenados dos recipientes em Agua
Clara, ajustadas quando necessario com o auxilio de renovagdes de agua. Os camardes
foram alimentados com a mesma ragdo citada anteriormente, quando da etapa inicial da
aclimatacdo, por meio de bandejas, duas vezes ao dia (13:00 e 15:00 h), conforme Jory
et al. (2001) (taxa inicial de 7,5% da biomassa), contudo um excesso de mais 50% de
alimento, em relacdo a quantia recomendada pelos pesquisadores, era ofertado, visando

garantir o provimento de racao suficiente a plena satisfacdo dos animais.

R

Figura 1. Solidos suspensos obtidos por meio de filtragdes de aliquotas de 20 mL das
concentrages 325, 750, 1000 e 1500 mg/L de Solidos Suspensos Totais, além de uma da Agua
Clara, através de micro filtros de fibra de vidro (GF/50 - A 47 + 0,5 mm).

Variaveis fisicas e quimicas da agua

A temperatura e 0 oxigénio dissolvido nos meios experimentais foram
verificados com o auxilio do oximetro Oxi 315i - WTW / EUA, duas vezes ao dia (9:00
e 15:00 h). Todavia, a salinidade e o pH foram medidos por meio do refratdmetro Salt
Refractometer W/ATC - Sper Scientific / EUA e do pHmetro S20 SevenEasy™ -
Mettler Toledo / EUA, respectivamente, uma vez ao dia (9:00 h). Os s6lidos suspensos

totais foram avaliados com o auxilio do método de Gravimetria de Volatilizacdo, de
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acordo com Strickland & Parsons (1972), uma vez ao dia. E, os niveis de alcalinidade,
amonia, nitrito e nitrato foram aferidos por meio dos métodos da Titrimetria, de Azul de
Indofenol, da Reacdo de Griess e de Cloreto de Amonio, conforme APHA (1998),
UNESCO (1983) e Aminot & Chaussepied (1983), respectivamente, com a mesma

frequéncia (uma vez ao dia).

Parametros de desempenho dos camardes

O consumo alimentar dos camardes foi verificado com o auxilio do método de
Supressao e Provisdo de Alimento, adaptado de Soares et al. (2005). Para tanto, a ragdo
foi: (1°) suprimida, das 17:00 h do dia corrente até as 13:00 h do dia seguinte -
totalizando 20 h de supressdo - com o intuito de permitir a evacuacdo do estdbmago e
presumivelmente estimular o apetite dos animais; (2°) provida, as 13:00 h; (3°)
removida, as 14:00 h - totalizando 1 h de provisdo - objetivando-se medir, a partir do
alimento ndo consumido, a quantidade de racdo efetivamente consumida pelos
camardes; e (4°) provida, das 15:00 h até as 17:00 h - totalizando 2 h de provisdo -
visando assegurar a plena saciedade dos animais, previamente ao inicio do periodo de
supressao seguinte. O alimento ndo consumido era colocado em cadinhos de aluminio e
seco até peso constante e, em seguida, pesado por meio da estufa Para Esterilizagdo e
Secagem 1.1 - Odontobras / Brasil (60°C) e balanga Analitica ED - Sartorius / EUA,
respectivamente, uma vez ao dia. Caso fosse observada a presenca de exuvia, a racao
retirada do respectivo recipiente ndo era considerada para a avaliagdo do consumo
alimentar.

O consumo alimentar foi avaliado com o auxilio da seguinte equacéo:

CA={[RPsy - (RRCsy - Csu)] - L} - SS

Onde, CA = consumo alimentar (g), RPsy = ragédo provida (g), RRCgsy = ragéo
removida e cadinho (g), Csy = cadinho (g), L = lixiviacdo (1,5%), SS = bioflocos
possivelmente presentes no alimento ndo consumido dos recipientes em SST (2, 6, 7 e
9%, respectivamente, para as concentraces 325, 750, 1000 e 1500 mg/L de SST) e sy
= sem umidade (8%).

O ganho em peso, a taxa de crescimento especifico, a taxa de conversdo
alimentar e a sobrevivéncia foram verificados por meio das seguintes formulas, quando

do término do experimento:
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GP =Pr-Pc

Onde, GP = ganho em peso (g), Pt = peso dos camardes, quando do término do

experimento (g) e Pc = peso dos camardes, quando do comeco do experimento (g).
TCE = [(InP+ - InP¢) x 100] / DE

Onde, TCE = taxa de crescimento especifico (%/dia), InPt = logaritmo neperiano
do peso dos animais (g), quando do término do experimento, InPc = logaritmo
neperiano do peso dos animais (g), quando do comec¢o do experimento e DE = nimero
de dias experimentais.

TCA=RC/GP

Onde, TCA = taxa de conversdo alimentar, RC = racdo consumida (g) e GP =

ganho em peso (g).
S=(Vr/Vc)x100

Onde, S = sobrevivéncia (%), Vr = numero de camarfes vivos, quando do

término do experimento e Vc = nimero de camarfes vivos, quando do comeco do

experimento.

Andlises estatisticas

Anteriormente a realizacdo das analises estatisticas, 0s parametros de
desempenho dos animais, taxa de crescimento especifico e sobrevivéncia, expressos em
porcentagem, foram transformados com o auxilio da funcdo arco seno da raiz quadrada.
Entdo, todos os valores das varidveis fisicas e quimicas da agua e dos parametros de
desempenho dos camardes foram submetidos aos testes de normalidade (Kolmogorov-
Smirnov) e homocedasticidade (Levene), tendo sido, ainda, transformados caso ndo
tivessem resultado na situacdo de normais e homocedasticos. Por fim, os valores foram
submetidos a analise de variancia, ANOVA, Uma-via, e ao teste de comparacdo de
médias, Tukey HSD, quando detectadas diferencas significativas (Zar 1996). As

analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software STATISTICA 7.0.

Resultados
Variaveis fisicas e quimicas da agua
Algumas varidveis fisicas e quimicas da agua apresentaram diferencas

significativas entre os tratamentos (p<0,05) (Tab. 1).
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Tabela 1. Varidveis fisicas e quimicas da agua do cultivo de juvenis de Litopenaeus vannamei, sob diferentes concentragdes de sélidos suspensos (mg/L

de SST), em sistema de bioflocos, e em &gua clara®?.

AouaClara 325 750 1000 1500

(325,00 £ 185,14) (740,00 +£190,13)  (1025,56 + 71,74)  (1423,13 + 79,50)
T* manha (°C) 29,02 +0,62° 28,52 + 0,35 28,95 + 0,88" 28,67 +0,47° 28,66 + 0,64°
T tarde (°C) 30,12 £ 0,19 29,82 £ 0,17 30,02 + 0,33 29,87 + 0,16 29,90 + 0,29
OD* manha (mg/L) | 4,83+0,13" 4,79 0,13 4,64 +0,14° 4,70 +0,16* 4,62 +0,11°
OD tarde (mg/L) 4,55+0,17° 4,58 +0,09° 4,56 + 0,13 4,58 + 0,49 4,59 + 0,15
Salinidade (%o) 33,50 # 0,24° 33,66 +0,18° 34,80 + 0,20° 34,69 + 0,20 34,01 +£0,22°
pH 7,93 £0,07° 7,97 £ 0,05° 7,98 £ 0,05° 7,81 40,06 7,85+0,07"
Ambnia (mg/L) 0,78 +0,22° 0,04 +0,01° 0,03 +0,01° 0,02 +0,00° 0,02 +0,00°
Nitrito (mg/L) 0,00 +0,00° 0,14 +0,03° 0,08 +0,02° 0,08 +0,02° 0,07 +0,01°
Nitrato (mg/L) 0,00 + 0,00° 14,80 + 2,28° 22,80 + 2,68° 35,80 + 2,77 44,80 + 3,11°
Alcalinidade (mg/L) | 142,00 +2,74* 127,00 £ 2,74 120,00 + 3,54° 102,00 * 2,74° 77,00 £2,74°

“T = temperatura e OD = oxigénio dissolvido.
'Médias + desvios padréo de cinco repeticdes.

?Letras sobrescritas diferentes nas linhas indicam diferencas significativas (p<0,05).
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Parametros de desempenho dos camardes

Os parametros de desempenho dos camardes exibiram diferencas significativas
entre os tratamentos (p<0,05) (Tab. 2 e Fig. 2). Quanto ao consumo alimentar, esse
diferiu significativamente entre os niveis de soélidos suspensos, tendo sido maior (0,06 g
racdo/camardao/hora) na concentracdo 750 mg/L de SST e menor (0,01 g
ragdo/camardo/hora) no maior nivel, 1500 mg/L de SST (p<0,05) (Fig. 2). O ganho em
peso diferiu significativamente entre as concentracbes de solidos suspensos. O
parametro foi menor (0,06 g) no maior nivel, 1500 mg/L de SST, e maior (0,31, 0,34,
0,29 e 0,32 g, respectivamente) nas demais concentracdes, dgua clara, 325, 750 e 1000
mg/L de SST (p<0,05). Em relacdo a taxa de crescimento especifico, essa diferiu
significativamente entre os niveis de sélidos suspensos, tendo sido, também, menor
(0,45%/dia) na maior concentracdo, 1500 mg/L de SST, e maior (2,24, 2,41, 2,13 e
2,47%l/dia, respectivamente) nos demais niveis, dgua clara, 325, 750 e 1000 mg/L de
SST (p<0,05). A taxa de conversdo alimentar diferiu significativamente entre as
concentragdes de solidos suspensos. O parametro foi menor (0,14 e 0,12,
respectivamente) nos niveis 325 e 1500 mg/L de SST e maior (0,39) na concentracao
750 mg/L de SST (p<0,05). Quanto a sobrevivéncia, essa diferiu significativamente
entre os niveis de sélidos suspensos, tendo sido menor (60%) na maior concentracao,
1500 mg/L de SST, e maior (100%) nos demais niveis, dgua clara, 325, 750 e 1000
mg/L de SST (p<0,05).
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Tabela 2. Parametros de desempenho de juvenis de Litopenaeus vannamei cultivados sob diferentes concentragdes de sélidos suspensos (mg/L de SST),
em sistema de bioflocos, e em agua clara™?.

] 325 750 1000 1500
Agua Clara
(325,00 + 185,14) (740,00 +190,13) (102556 + 71,74)  (1423,13 + 79,50)
GP* (g) 0,31+0,13° 0,34 +0,13° 0,29 +0,11% 0,32+0,17° 0,06 + 0,03"
TCE* (%/dia) 2,24 +0,76° 2.41+0,81° 2,13+0,75° 2,47 +1,25° 0,45 +0,20°
TCA* 0,21 +0,08° 0,14 + 0,05° 0,39 +0,15° 0,17 + 0,06° 0,12 + 0,05°
Sobrevivéncia (%) 100° 100° 100° 100° 60°

"GP = ganho em peso, TCE = taxa de crescimento especifico e TCA = taxa de converso alimentar.
'Médias + desvios padréo de cinco repeticdes.
?Letras sobrescritas diferentes nas linhas indicam diferencas significativas (p<0,05).

97



0,08 -

0,06 +0,01°
€ 05 | 005%001° I
e
S [ 0,04 +£0,01° \ 0,03 +0,02*
J |
S 0,04 -
2 \
uT
g
> 0,019 .
= 0,02 - 0,016 ’ 0,01 +£0,01
' | 0,013 ]
8 — 0,009
0,00 x x : :
Agua Clara 325 750 1000 1500

Sélidos Suspensos Totais (mg/L)

Figura 2. Consumo alimentar (CA) de juvenis de Litopenaeus vannamei cultivados sob
diferentes concentracdes de sélidos suspensos, em sistema de bioflocos, e em agua clara.
Médias + desvios padrdo de cinco repeti¢des. Letras diferentes acima das barras indicam
diferencas significativas (p<0,05). Valores dentro das barras (-=-) correspondem a médias de

consumo alimentar expressas em g racdo/g camarao/hora.

Discusséo

Variaveis fisicas e quimicas da agua

A temperatura da parte da manha e a da parte da tarde estiveram dentro da faixa
de 28 a 32°C indicada por Walker et al. (2011) para o maior crescimento e
sobrevivéncia de juvenis de L. vannamei. Em relacdo ao oxigénio dissolvido da parte da
manha e ao da parte da tarde, esses, estiveram ligeiramente abaixo da concentracdo de 5
mg/L sugerida por Carbajal-Hernandez et al. (2013) para o cultivo de camarfes
marinhos. A salinidade esteve dentro da faixa de 33 a 40%o preconizada por Ponce-
Palafox et al. (1997) para o maior crescimento e sobrevivéncia de juvenis de L.
vannamei. Quanto ao pH, esse, esteve em torno de 7 recomendado por Ferreira et al.
(2011) para o cultivo de camardes marinhos. A alcalinidade esteve ligeiramente abaixo
do nivel de 100 mg/L indicado por Wyk & Scarpa (1999) para o cultivo de camardes
marinhos, na maior concentracao de sélidos suspensos, tendo apresentado o maior valor
na agua clara e o0 menor no maior nivel, 1500 mg/L de SST. Ebeling et al. (2006) e

Schveitzer et al. (2013) esclarecem que menores valores de alcalinidade, em maiores
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concentracdes de solidos suspensos, ocorrem devido ao maior consumo de alcalinidade,
decorrente da maior taxa de nitrificacdo, caracteristica de ambientes em elevados niveis
de bioflocos. Em relagcdo a amonia, ao nitrito e ao nitrato, esses, estiveram abaixo das
concentracdes de seguranca de 3,95 e 25,7 mg/L, em salinidade de 35%., sugeridas por
Lin & Chen (2001, 2003) e do nivel de 60 mg/L recomendado por Wyk & Scarpa
(1999), respectivamente, para 0 maior crescimento e sobrevivéncia de juvenis de L.
vannamei. A amonia demonstrou 0os menores valores nos niveis 325, 750, 1000 e 1500
mg/L de SST e o0 maior na agua clara; o nitrito exibiu o maior valor na concentracao
325 mg/L de SST; e o nitrato apresentou o menor valor na &gua clara e o maior no
maior nivel, 1500 mg/L de SST. Cohen et al. (2005), Ray et al. (2011) e Schveitzer et
al. (2013) explicam que em maiores concentracdes de solidos suspensos, as bactérias
nitrificantes dispdem de uma maior area de substrato para a sua fixacdo e
desenvolvimento, o que promove, dessa forma, processos de oxidacdo, de aménia até
nitrato, mais completos e estaveis. Além disso, em menores niveis de solidos suspensos,
em decorréncia da maior disponibilidade de luminosidade, as microalgas apresentam
maior desenvolvimento, o que favorece, desse modo, a sua assimilacdo de maiores
quantidades de nitrato (Ray et al. 2011). E, ainda, as menores quantias de nitrato, bem
como, os maiores valores de alcalinidade registrados nas menores concentraces de
solidos suspensos indicam a ocorréncia de denitrificacdo e decorrente producdo de
alcalinidade (Ebeling et al. 2006, Ray et al. 2010a, 2011, Schveitzer et al. 2013). Os
comportamentos da alcalinidade, amonia, nitrito e nitrato, verificados no atual estudo,
foram semelhantes aos observados por Ray et al. (2010a, 2011), Schveitzer et al. (2013)
e Gaona et al. (2015a, b) cultivando juvenis de L. vannamei expostos a diferentes

concentracdes de sélidos suspensos, em sistema de cultivo sem renovacao de agua.

Parametros de desempenho dos camardes

O consumo alimentar apresentou o maior valor na concentragdo 750 mg/L de
SST e 0 menor no maior nivel, 1500 mg/L de SST. Maicé et al. (2012) e Baloi et al.
(2013) cultivando juvenis de L. vannamei em sistemas superintensivos sem renovagao
de agua durante 40 dias verificaram média de consumo alimentar de aproximadamente
0,02 g/camardo/hora, sendo, assim, inferior a média geral entre os tratamentos contendo

bioflocos registrada no atual estudo (0,04 g/camardo/hora). O ganho em peso
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demonstrou 0 menor valor no maior nivel, 1500 mg/L de SST, e 0os maiores nas demais
concentracdes, agua clara, 325, 750 e 1000 mg/L de SST. E, a taxa de crescimento
especifico, também, exibiu 0 menor valor na maior concentracdo, 1500 mg/L de SST, e
0s maiores nos demais niveis, dgua clara, 325, 750 e 1000 mg/L de SST. Similarmente
ao presente estudo, Ray et al. (2010a), em cultivo de juvenis de L. vannamei expostos a
niveis de 820, 453, 745 e 465 mg/L de SST por 129 dias, observaram menor
crescimento nos tratamentos em maior concentracdo de solidos suspensos (0,66 e 0,60
g/semana), em comparacdo aos em menor nivel (0,89 e 0,86 g/semana); Ray et al.
(2011) cultivando juvenis de mesma espécie expostos a concentragdes de 196,8 e 313,0
mg/L de SST durante 91 dias, registraram menor crescimento no tratamento em maior
nivel de so6lidos suspensos (1,3 g/semana), comparado ao em menor concentracao (1,7
g/semana); Schveitzer et al. (2013), em cultivo de juvenis de L. vannamei expostos a
niveis de 200, 400 a 600 e 800 a 1000 mg/L de SST por 44 dias, verificaram menor
valor de crescimento no tratamento em maior concentracdo de solidos suspensos (0,61
g/semana), em comparacao ao em menor nivel (0,75 g/semana); e Gaona et al. (2015b)
cultivando juvenis de mesma espécie expostos a concentragdes de 276,5, 563,0, 1106,7,
2054,2 e 3829,3 mg/L de SST durante 42 dias, observaram menor valor de crescimento
no tratamento em 3829,3 mg/L de SST (0,81 g/semana), comparado aos em 276,5 e
1106,7 mg/L de SST (0,87 g/semana). No presente estudo, 0s animais apresentaram
menor consumo alimentar e crescimento no maior nivel de sélidos suspensos. Alonso-
Rodriguez & Paez-Osuna (2003), Hargreaves (2006) e Ray et al. (2010b) esclarecem
que as elevadas concentrac@es de solidos suspensos podem suprimir o desenvolvimento
de microalgas benéficas, bem como, promover a proliferacdo de microalgas nocivas,
como, por exemplo, as cianobactérias, o que pode ter contribuido com o
comprometimento, tanto da alimentacdo, quanto do crescimento dos camardes no maior
nivel de bioflocos. A taxa de conversdo alimentar apresentou 0os menores valores nos
niveis 325 e 1500 mg/L de SST e o maior na concentra¢do 750 mg/L de SST. Ray et al.
(2010a) registraram menor taxa de conversdo alimentar nos tratamentos em menor nivel
de solidos suspensos (1,95 e 2,15), em comparagdo aos em maior concentracao (2,74 e
2,89); Ray et al. (2011) verificaram menor valor de taxa de conversdo alimentar no
tratamento em menor nivel de sélidos suspensos (2,5), comparado a0 em maior

concentracgéo (3,3); Gaona et al. (2015a), em cultivo de juvenis de L. vannamei expostos
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a niveis de 306,3, 532,4 e 745,2 mg/L de SST por 42 dias, observaram menor taxa de
conversdo alimentar no tratamento em menor concentracdo de solidos suspensos (1,08),
em comparacdo ao em maior nivel (5,28); e Gaona et al. (2015b) registraram menor
valor de taxa de conversdo alimentar no tratamento em menor concentracdo de sélidos
suspensos (1,40), comparado ao em maior nivel (1,55). No entanto, Schveitzer et al.
(2013) verificaram menor valor de taxa de conversao alimentar no tratamento em 400 a
600 mg/L de SST (3,2), em comparacdo ao em 200 mg/L de SST (4,8). A sobrevivéncia
demonstrou 0 menor valor na maior concentragcdo, 1500 mg/L de SST, e 0os maiores nos
demais niveis, agua clara, 325, 750 e 1000 mg/L de SST. Semelhantemente ao atual
estudo, Ray et al. (2011) observaram menor valor de sobrevivéncia no tratamento em
maior concentracdo de solidos suspensos (49,4%), em comparacdo ao em menor nivel
(49,7%); Schveitzer et al. (2013) registraram menor sobrevivéncia no tratamento em
maior concentracdo de sélidos suspensos (65,9%); Gaona et al. (2015a) verificaram
menor sobrevivéncia no tratamento em maior nivel de sélidos suspensos (20,7%),
comparado aos em menor concentracdo (94,7 e 84,1%); e Gaona et al. (2015b)
observaram menor valor de sobrevivéncia no tratamento em maior nivel de solidos
suspensos (86,0%), em comparagio ao em menor concentracio (94,0%). E importante
ressaltar, aqui, que embora os estudos mencionados tenham tido tempo de duracdo
muito maior do que o do atual estudo, os resultados de desempenho dos camardes
obtidos em ambos estudos, os citados e o presente, foram, em geral, similares entre si.
Assim como constatado por Schveitzer et al. (2013), os animais mortos, retirados do
maior nivel de sélidos suspensos, demonstravam as branquias escurecidas, devido,
provavelmente, a presenca das elevadas concentracBes de bioflocos. Hopkins et al.
(1993) e Schveitzer et al. (2013) explicam que os elevados niveis de solidos suspensos
causam a obstrucdo das branquias, 6rgdo fragil que exerce diversas fungdes vitais,
como, troca de gases, excrecdo, equilibrio acido / base e osmorregulacdo (Pequeux
1995) e, desse modo, levam os camardes a morte. De acordo com Schveitzer et al.
(2013), a manutengdo dos solidos suspensos em concentragdes até 600 mg/L de SST é
indicada, tanto para a preservacdo da integridade fisica das branquias, quanto para a
obtengédo de melhorias nos indices zootécnicos dos animais em sistemas de cultivo sem

renovacao de agua.
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Conclusdes

O consumo alimentar de juvenis de L. vannamei cultivados sob diferentes niveis
de sélidos suspensos (agua clara, 325, 750, 1000 e 1500 mg/L) é afetado negativamente
na maior concentracdo, 1500 mg/L de bioflocos. E 0o ganho em peso, a taxa de
crescimento especifico e a sobrevivéncia, também séo afetados negativamente no maior
nivel, 1500 mg/L de sélidos suspensos, onde apresentam o0s piores resultados. Desse
modo, fica salientada a importancia da manutencdo da qualidade de dgua nas condicbes
apropriadas a espécie cultivada, para que o seu melhor desempenho possa ser

demonstrado.
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Conclusdes Gerais

Por meio do estudo realizado no Capitulo I, verifica-se que o consumo alimentar
de juvenis de L. vannamei ndo é afetado entre os niveis de nitrito (Controle, 6, 20 e 60
mg/L) e nos sistemas de &gua clara e bioflocos; ja na menor concentracdo de amonia,
Controle, no sistema de bioflocos é afetado positivamente. O ganho em peso e a taxa de
crescimento especifico sdo afetados positivamente nos menores niveis de nitrito,
Controle e 6 mg/L, no sistema de bioflocos, e na menor concentracdo de amonia,
Controle, também no sistema de bioflocos, onde apresentam os melhores resultados. A
taxa de conversdo alimentar ndo é afetada entre os niveis de nitrito e nos sistemas de
agua clara e bioflocos; contudo, na menor concentracdo de amonia, Controle, no sistema
de bioflocos, é afetada positivamente. E a sobrevivéncia é afetada negativamente na
maior concentracdo de nitrito, 60 mg/L, no sistema de agua clara; todavia, entre 0s
niveis de aménia (Controle, 4, 8 e 12 mg/L) e nos sistemas de agua clara e bioflocos,
ndo é afetada.

Com o estudo realizado no Capitulo 11, se verifica que o consumo alimentar de
juvenis de L. vannamei ndo é afetado entre os niveis de alcalinidade (Controle, 50, 100
e 200 mg/L) e nos sistemas de agua clara e bioflocos. J& 0 ganho em peso e a taxa de
crescimento especifico sdo afetados positivamente nas maiores concentragdes de
alcalinidade, Controle e 200 mg/L, no sistema de bioflocos, onde demonstram os
melhores resultados. E a sobrevivéncia, assim como o consumo alimentar, ndo € afetada
entre os niveis de alcalinidade e nos sistemas de agua clara e bioflocos.

Finalmente, por meio do estudo realizado no Capitulo Ill, observa-se que o
consumo alimentar de juvenis de L. vannamei cultivados sob diferentes niveis de
solidos suspensos (agua clara, 325, 750, 1000 e 1500 mg/L) ¢ afetado negativamente na
maior concentracdo, 1500 mg/L de bioflocos. E o ganho em peso, a taxa de crescimento
especifico e a sobrevivéncia, também sdo afetados negativamente no maior nivel, 1500
mg/L de solidos suspensos, onde apresentam os piores resultados.

Desse modo, embora alguns parametros de desempenho dos camarfes nao
tenham sido afetados nos estudos realizados, a possibilidade de exposicdo a
concentracdes inapropriadas dos parametros quimicos e fisico-bioldgicos da agua,
durante longos periodos de tempo, pode afetar negativamente 0s animais. Assim,

enfatiza-se a importancia da manutencdo da qualidade de agua em condic¢fes adequadas
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a espécie cultivada, independentemente do sistema de cultivo adotado, para que seu

melhor desempenho possa ser exibido.

110



