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ABSTRACT

Shrimp farming is a very important activity in Brazil and in the world. The use of pre-nursery
and nursery and the use of integrated cultivation systems have been techniques used to enable
a greater stocking density of cultivated shrimp and a better economic performance of shrimp
farms companies. The use of microalgae to control water quality parameters in intensive
aquaculture systems has been widely used, a technique known as “green water”. However, the
cultivation of microalgae for the most diverse applications faces an economic obstacle due to
the high costs of implementation and operation of medium and large-scale cultures. The use of
cheaper culture media and mixo or heterotrophic microalgae growth has been studied by several
authors. The objective of this work is to evaluate the development of the microalgae
Nannochloropsis oceanica cultivated in an alternative medium of low economic cost, made by
agricultural fertilizers, in experimental nursery ponds for marine shrimp Litopenaeus vannamei
and to determinate the zootechnical performance of shrimp cultivated in the described
conditions. The shrimp were cultivated for 28 days. Physical and chemicals parameters of the
water, the cell density of the N. oceanica through the study and the zootechnical performance
of the animals were evaluated. The experimental treatments were a total of five, being carried
out in nursery tanks: a control without fertilization and algal inoculation (CTL), a treatment
with /2 medium, a more complex and complete culture medium in the supply of compounds
for the cultivation of microalgae (T1), one with fertilization by alternative medium
(Fertilizante3) without inclusion of an organic carbon source (T2), one with alternative medium
and inclusion of refined sugar (T3) and one with alternative medium and inclusion of sugarcane
molasses (T4). Treatment T2 had the highest productivity per volume and the highest average
cell density of N. oceanica throughout the experiment with a lower concentration of ammonia
in the water at the end of the experimental period. The concentration of nitrite and nitrate
increases along the culture in the treatments, showing that the phytoplankton cell density was
not capable of mitigate the presence of these compounds. The integrated cultivation of the
microalgae N. oceanica and L. vannamei using and alternative medium composed of
agricultural fertilizers showed low cell growth under the conditions tested and, consequently, a
low regulatory role of the microalgae in the control of nitrogen compounds, not being positive

for the improvement of shrimp zootechnical performance.

Palavras-chave: Agricultural fertilizers; Biofiltration ; Nursery; Postlarvae.



RESUMO

A carcinicultura é uma atividade muito importante no Brasil e no mundo. A utilizagdo de pré-
bergarios e bergarios, e a utilizacdo de sistemas de cultivo integrados tém sido técnicas usadas
para possibilitar uma maior densidade de estocagem de camardes cultivados e um melhor
desempenho econdomico das fazendas e empreendimentos de carcinicultura. O uso de
microalgas para controle de parametros de qualidade de agua em sistemas intensivos de
aquicultura tem sido bastante empregado, uma técnica conhecia como ‘“4gua verde”. Entretanto
o cultivo de microalgas para as mais diversas aplicagdes apresenta um entrave econdmico
devido aos altos custos de implementagdo e operacao de cultivos de média e grande escala.
Uma alternativa de mitigagcdo desse problema ¢ a utilizacdo de meios de cultivo mais baratos e
cultivos mixo ou heterotréficos. O objetivo desse trabalho ¢ de avaliar o desenvolvimento da
microalga Nannochloropsis oceanica cultivada em meio alternativo de baixo custo econdmico
(Fertilizante 3) composto de fertilizantes agricola, em tanques-ber¢éarios experimentais do
camarao marinho L. vannamei e determinar o desempenho zootécnico dos camardes cultivados
nessas condigdes. Os camardes foram cultivados por 28 dias e foram avaliados os parametros
quimicos e fisicos da agua, a densidade celular da N. oceanica ao longo do estudo e o
desempenho zootécnico dos animais. Os tratamentos experimentais foram um total de cinco
sendo realizados em tanques experimentais: controle sem fertilizacdo e inoculagdo de algas
(CTL), tratamento com meio /2, meio mais complexo e completo no aporte de compostos para
o cultivo de microalgas (T1), meio alternativo Fertilizante 3 sem inclusdo de fonte de carbono
organico (T2), meio alternativo e inclusao de agucar refinado (T3) e meio alternativo e inclusao
de melaco de cana-de-agticar (T4). O tratamento T2 obteve a maior produtividade por volume
de cultivo e a maior média de densidade celular de N. oceanica ao longo do experimento com
uma menor concentracdo de amodnia na 4gua no final do periodo experimental. As
concentragdes de nitrito e nitrato aumentaram ao longo do cultivo, evidenciando que a
densidade celular de fitoplancton ndo foi suficiente para a reducdo da presenca desses
compostos. O cultivo integrado da microalga N. oceanica e do L. vannamei utilizando um meio
alternativo composto por fertilizantes agricolas apresentou baixo crescimento das células nas
condigodes testadas e, consequentemente, baixo papel regulador da microalga no controle dos
compostos nitrogenados, ndo sendo positivo para o melhoramento do desempenho zootécnico

do camarao.

Palavras-chave: Fertilizantes agricolas; Biofiltro; bercario; pds-larvas.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Produgdo pesqueira e aquicola mundial (milhdes de ton.) de 1950 a

Figura 2 — Produgdo anual (em milhdes de ton.) dos doze maiores produtores mundiais

de camardo marinho..........cocooceiiiiiiiiiininie e
Figura 3 — Camardo marinho Litopenaues Vannamei ...................ceeeceeceeeeeerecveieenneenennnns
Figura 4 — Produg¢do de camardes no Brasil (1973 —2019) .....ccccoevvviirieerieieieeeeeeree

Figura 5 — Microalga Nannochloropsis oceanica vista em microscopio Optico com

AUIMENTO A€ 00 Xttt e et eeee e e e e eeee e aeeaeeeeeeneannes

Figura 6 — Fotobiorreatores da microalga N. oceanica em crescimento no laboratorio de
microalgas do Centro de Estudos Ambientais Costeiros (CEAC,

LABOMAR/UFC) ..ottt st

Figura 7 — Camara de Neubauer. Numeros indicam sequéncia de contagem de células
para a estimativa da densidade

COIULAT. .o

13

14

15

16

20

22

27



LISTA DE GRAFICOS

Gréafico I — Peso individual médio dos camardes ao longo do experimento. Valores
apresentados como média + desvio padrdo. Letras em comum em cada
coluna indicam diferenca estatistica ndo significativa no peso corporal

semanal segundo o teste de Tuckey HSD ao nivel de significincia de



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Tratamentos experimentais do presente €studo ...........oooveeeeeereiiiiieeenenenn.

Tabela 2 — Pardmetros fisicos e quimicos de qualidade de 4gua medidos ao longo do
experimento. Letras em comum em cada linha indicam diferenga estatistica
nao significativa no parametro de qualidade de 4gua segundo o teste de

Tuckey HSD ao nivel de significancia de 0,05. .......ccccooovvveiiieeiiieenieeen

Tabela 3 — Desempenho zootécnico dos camardes cultivados. Valores apresentados
como média + desvio padrdo. Letras em comum em cada linha indicam
diferenca estatistica significativa no desempenho zootécnico dos camardes

segundo o teste de Tukey HSD ao nivel de significancia de

Tabela 4 — Compostos nitrogenados da agua de cultivo, no 3° dia apds a inoculagio da
N. oceanica ¢ antes da despesca dos camardes. Valores sao apresentados
como média + desvio padrdo. Letras em comum em cada linha indicam
diferenca estatistica ndo significativa na concentracdo de compostos

nitrogenados segundo o teste de Tukey HSD ao nivel de significancia de



BFT
CEAC
CTL
IMTA
IMNV
LABOMAR
NPK
PL
RAS
SPF
SPT
Tl

T2

T3

T4
UFC
WSSV

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Biofloc Technology

Centro de Estudos Ambientais Costeiros
Controle

Integrated Multitrophic Aquaculture
Infectious micronecrosis virus

Instituto de Ciéncias do Mar

Nitrogénio (N), Fosforo (P) e Potassio (K)
Pos-larva

Recirculating Aquaculture System
Specific Pathogen Free

Specific Pathogen Tolerant

Tratamento 1

Tratamento 2

Tratamento 3

Tratamento 4

Universidade Federal do Ceara

White Spot Syndrome Virus



2.1
2.2
2.2.1
2.3
2.3.1
2.3.2
2.3.3
2.4

3.1
3.2
33

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9
4.10
4.11
4.12

SUMARIO
INTRODUGCAO ...t ee et 11
REFERENCIAL TEORICO ......ccooooiiiiiiriiieieeioseeeoee e 13
AQUICUITUIA ..o e e e saae e esae e 13
CarciniCultura ... 14
Sistemas monofdsicos e MUltifasicos ...................ccccoeveeeeeceeeiieeieieeiieieeieeenns 16
MICIOAIZAS ......oooiniiiiie et et e et e e ettt e et ee s b ee e e sennaeeeenns 17
Cultivo de MICTOAIGAS ...................cccveeeeieeeieeeieeeeee et ereeseve e 17
Microalgas como Diofiltros ......................coocuveeeeeeceiieiiieeieeeeeeeee e 18
Nannochloropsis 0CEANICA .......................ccoooeceeeeeeeceeeiieeeeieeesie e eeeeeeeaens 19
Custos associados a producao de camardoes marinhos e microalgas ........... 21
OBJETIVOS .ottt st e 21
ODjJEtivo Geral ..........c.oooiiiiiiiiii e e 21
ODbjetivos eSPecifiCos ...........cocuiiiiiiiiiiie e 21
HAPOTESES ...ttt et e et et e e saae e tae e e aaeeenrae s 22
MATERIAL E METODOS ........coovioiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeese s 22
IMICTOALIZAS ..ottt et e e ee e s saae e e e sanraeeesnneaeennnns 22
Mei0S de CUIIVO ........oooiiiiiiiiiiiie e 23
Preparacio e fertilizacio dos tanques .................ccceeeviiiiiieciiiieciiee e, 23
Inoculacio das microal@as .............cccocoooiiiiiiiiiiiiiii 24
Desenho experimental ...............c.coooooiiiiiiiiiii e 24
Povoamento dos bercarios ..................ccoooooiiiiiiiiii i 25
ANMENTACAD ... e e e e e et ae e et te e e e raeae e ane s 25
Desempenho zootécnico do camario .............ccocceeevieiiiiiiiiieiiin e 26
Desenvolvimento da microalga nos tanques .................ccocovvennienciiccnneennen. 26
Analise de compostos nitrogenados................ccccooieiiiniiiniinc i 27
Parametros quimicos e fiSicos ...............cccoooiiiiiiiiiiii 28
ANALise eStatIStICA ...........oooviiiiiiiiii e 28
RESULTADOS ...ttt e et s 29



5.1
5.2
5.2.1
5.2.2
5.3
5.4

Parametros de qualidade de 4gua ....................coooiiiiiiiiiiii e
Parametros ZOOtECIICOS ............ccceeuiiiiniiiiiiceie e e
Peso corporal MEIo .....................cccoeveeeeeeiiiaiiiieieeeeie e

Desempenho 700t6Cnico .......................ccccooveviiiiiiniiiiiiieieee e
Compostos nitrogenados dissolvidos ...............ccooveiviiiiiiiiieniiiiie e,
Crescimento da V. 0Ceanica .................c.ccoocceevueeviiniiniiiiiiniiiniese e
DISCUSSAQ ... sss et
CONCLUSOES ......cccoootiiimiiinrieiiseseiee e e e
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...........ccocoooovmiveiiieeeeeeeeeeeeseeee s

ANEXO A - MEIO DE CULTIVO F/2 (GUILLARD, 1975)

MODIFICADO ...t e s e s

ANEXO B - MEIO DE CULTIVO FERTILIZANTE3

10

29
29
29
30
31
33
34
39
40

48
49



11

1 INTRODUCAO

A aquicultura ¢ a atividade de producao de organismos aquaticos, sendo considerada
essencial na oferta de alimentos para a crescente populagdo humana, tendo em vista que os
estoques pesqueiros se encontram em estado de sobre explotagdo (SUMAILA et al., 2016). Os
organismos aquaticos marinhos representam, também, fontes de compostos essenciais, como
acidos graxos altamente insaturados da série -3 e -6, os quais podem proporcionar efeitos
benéficos sobre a saude humana (TAPIERO et al.,, 2002).

Um ramo da aquicultura que vem alcancando excelentes resultados de produgdo ¢ a
carcinicultura, que consiste no cultivo de camardes marinhos. Esse mercado movimenta 40,6
bilhdes de dolares por ano, com uma producao de mais 6,5 milhdes de ton. O Brasil € o 12°
maior produtor de camardes do mundo, tendo produzido em 2019, 54.335,72 ton.,
movimentando 300 milhdes de ddlares (FAO, 2019).

A carcinicultura teve inicio no Brasil na década de 70 e ao longo dos anos a atividade
apresentou um crescimento constante, alcancando em 2003 uma produgdo de 90.000 ton.
(NATORI et al., 2011). Entretanto, em 2004, foi identificada a presenca do virus responsavel
pela doenga conhecida como Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV, Infectious Myonecrosis
Virus) pela primeira vez em viveiros de camardes no Brasil (NEGREIROS; SANTOS, 2015).
Isto ocasionou uma alta mortalidade de camardes em empreendimentos de cultivo, impactando
seriamente a producao e até culminando com o fechamento de fazendas (FILHO; RONCANI,
2018).

Atualmente o setor ainda passa por um processo de recuperacdo, € busca alternativas
produtivas para o enfrentamento da constante presenca de patdgenos causadores de doencas
virais e bacterinas em camardes (XU et al., 2007, HOWLADER et al, 2020). Diversas
alternativas tém sido testadas com maior ou menor €xito tanto do ponto de vista econdémico
como ambiental, dentre elas a utilizagdo de pds-larvas (PLs) tolerantes a patdogenos (SPT,
Specific Pathogen Tolerant) ou completamente livres deles (SPF, Specific Pathogen Free)
(ALDAY-SANZ, 2018), a utilizacdo de sistemas de recirculagdo de agua, com o uso de filtros
biologicos, quimicos e mecanicos (RAS, Recirculating Aquaculture Systems), sistema de
bioflocos (BFT, Biofloc Technology) (RAY et al., 2017) e o cultivo integrado multitréfico (IMTA4,
Integrated Multitrophic Aquaculture) (SAMOCHA et al., 2015) ou a divisdao do ciclo de
producdo dos camardes em duas a trés fases, permitindo um maior controle de pardmetros de
crescimento e sanidade (AZEVEDO, 2005).

As microalgas sdo organismos planctonicos que podem ser auto, mixo ou heterotréficos.
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Esses microrganismos sdo muito importantes para o desenvolvimento da vida na terra,
produzindo grandes quantidades de oxigénio através da fotossintese, assimilando CO> e
formando a base da cadeia alimentar (LOURENCO, 2006). As microalgas também podem ser
produzidas em ambientes controlados, para a utilizacdo de compostos, como proteinas, lipidios,
vitaminas ¢ minerais na nutricdo animal. Além disso, esses organismos fitoplanctonicos podem
ser utilizados no tratamento de efluentes, pois necessitam de macro e micronutrientes para seu
desenvolvimento. Como muitos desses nutrientes causam eutrofizacdo e contaminacao de
ambientes, as microalgas podem ser usadas para a remocao de compostos em aguas de rejeito
(CHEW et al., 2018; LEITE et al., 2019; RUIZ et al., 2016).

Essas caracteristicas de remediacao de efluentes, capacidade de produgdo e acumulo de
diversos compostos também fazem com que as microalgas sejam aplicadas na aquicultura,
como fonte de alimentos vivos para larvas de peixes, camardes € moluscos ou no controle de
acimulo de nutrientes provenientes do metabolismo de organismos cultivados, restos de
alimentos, urina e fezes (HAN et al., 2019). Essa técnica ¢ conhecida como agua verde e pode
ser usada na fase de larvicultura ou em etapas mais avancadas de desenvolvimento dos
organismos aquaticos (SHAH et al., 2017).

O custo de produgdo das microalgas pode ser bastante elevado, devido a necessidade da
desinfeccao e/ou esterilizagao da dgua de cultivo e, em grande parte, devido ao aporte de macro
e micronutrientes necessarios para o seu desenvolvimento (ACIEN ef al., 2012). Entretanto,
algumas opgoes tém sido estudadas para diminuir os custos operacionais dessas etapas, como
co-culturas, reciclagem do meio de cultivo e o uso de meios de cultivo alternativos de baixo
custo (NGUYEN et al,, 2020; WANG et al., 2018; SCHNEIDER et al., 2018).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento da microalga Nannochloropsis
ocedanica cultivada em meio alternativo de baixo custo econdmico para o desempenho

zootécnico de camardes marinhos L. vannamei em tanques-bergarios.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aquicultura

A aquicultura ¢ uma atividade essencial, pois, juntamente com a pesca de captura,
garante o fornecimento de alimentos de origem aquatica para consumo animal ¢ humano. A
biomassa de pescado capturado tem se mantido constante desde 1989 (Figura 1). A demanda
por produtos aquaticos tem crescido continuamente ao longo dos anos, acompanhando o
aumento da populagdo humana mundial (FAO, 2020). Essa estagnacao da pesca ¢ explicada
pela situagdo atual dos estoques pesqueiros, visto que na sua maioria estdo sobre explotados ou

colapsados, ndo suportando um aumento das capturas através da pesca (HILBORN, 2011).

Figura 1: Produgao pesqueira e aquicola mundial (milhdes de ton.) de 1950 a 2014.

CAPTURA POR PESCA E PRODUGAO AQUICOLA MUNDIAL
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Fonte: FAO, 2018.

A aquicultura pode ser realizada em d4guas marinhas, dulcicolas ou estuarinas,
permitindo o cultivo de crustaceos, peixes, moluscos, algas e equinodermos. Devido ao grande
nimero de animais e plantas que podem ser cultivados, a aquicultura pode ser desenvolvida em
diversas regides do mundo onde se tenha acesso a dgua de diferentes caracteristicas (GENTRY
etal., 2017).

A seguranca alimentar relacionada ao consumo de pescado também estd associada a

necessidade de inclusdo na alimentagdo humana de certos componentes sintetizados pelos
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organismos marinhos, como € o caso dos acidos graxos altamente insaturados de cadeia longa
da série ®-3 e ®-6. Esses componentes ndo sdo sintetizados pelo metabolismo humano na
quantidade requerida pelo organismo, sendo necessario a suplementacdo alimentar com
alimentos ricos desses compostos carbonados (SIMOPOULOS, 2000). Os acidos graxos
altamente insaturados de cadeia longa desempenham papéis importantes na prevengdo de
doengas cardiovasculares e na reducdo de colesterol (ABDELHAMID et al., 2018), doencas
inflamatérias (MOLFINO et al., 2017) e prevencao ao cancer (ZANOAGA et al., 2017).

O cultivo de organismos marinhos surge entdo como uma solugdo para garantir a
seguranca alimentar da crescente populacio mundial humana no que diz respeito a sua
suplementa¢do alimentar. Isso também permite a redug¢do do esforco de pesca sobre estoques a
beira do colapso, levando assim a uma recuperagao das populagdes naturais enquanto ainda for

possivel (FAO, 2020).

2.2 Carcinicultura

A carcinicultura ¢ uma atividade bastante antiga, com espécies como o Marsupenaeus
Jjaponicus tendo seu ciclo de vida completo em cativeiro no ano de 1934 no Japao (ALDAY-
SANZ, 2010). Atualmente, a carcinicultura ¢ uma atividade industrial que movimenta mais de
38 bilhdes de dolares/ano com uma producdo anual de 6,5 milhdes de ton. Os maiores
produtores mundiais sdo a China, Indonésia, Vietnd, india ¢ Equador. O Brasil ocupa a 12?

posi¢ao, tendo produzido 63.169,90 ton. de camardes em 2020 (FAO, 2021)

Figura 2: Producao anual (em milhdes de ton.) dos doze maiores produtores mundiais de

camardao marinho.
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Fonte: FAO, 2021.

O cultivo de camardes marinhos no Brasil se iniciou nos anos 70, com o cultivo do M.
Jjaponicus (MOLES; BUNGIE, 2002). O camarao marinho Litopenaeus vannamei (Figura 3)
foi introduzido na carcinicultura brasileira em 1988, através de individuos vindos dos Estados
Unidos e do sul da Asia. (ABCC, 2011). A produgdo foi crescente ao longo dos anos, atingindo
um valor maximo de 90.000 ton. em 2003 (Figura 4; FAO, 2021). No ano de 2004, foi
identificado a presenca do infectious mycronecrosis virus (IMNV) em camardes produzidos no
estado do Piaui. A enfermidade rapidamente se espalhou para o restante do Pais, levando a uma
grande redu¢do nos volumes produzidos (NEGREIROS; SANTOS, 2015). A utilizagdo de Pos-
larvas (PLs) Specific Pathogen Free (SPF) e Specific Pathogen Tolerant (SPT), a
implementacao de melhores praticas de cultivo, bem como o uso de sistemas de bercarios

auxiliaram na recuperagao da produgdo (ABCC, 2016).

Figura 3: Camardo marinho Litopenaeus vannamei.

Fonte: ABCC, 2022.

O camardo L. vannamei € a inica espécie de camardo marinho cultivada comercialmente

no Brasil. Esta espécie ¢ conhecida popularmente como camardo branco do Pacifico. Sua
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grande producdo a nivel global se deve ao fato de ser bastante resistente ao manejo, apresentar
um rapido crescimento, boa composi¢do nutricional, além de tolerar uma ampla faixa de

salinidade (BRIGGS et al., 2004).

Figura 4: Produgdo de camardes no Brasil (1973 —2019).
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Fonte: FAO, 2011.

2.2.1 Sistemas monofasicos e multifasicos

A carcinicultura pode ser conduzida adotando diferentes etapas de cultivo, visando a
maximiza¢ao da sobrevivéncia e o crescimento dos camardes. De acordo com Azevedo (2005),
os sistemas podem ser monofésicos, bifdsicos ou trifasicos.

1) Os cultivos monofasicos sdo aqueles onde as PLs sdo estocadas diretamente nos

viveiros de engorda, onde serdo cultivadas até o momento da despesca (ABCC, 2017).

2) Os cultivos bifasicos sdo aqueles onde, previamente ao povoamento dos viveiros de
engorda, as PLs s3o estocadas sob 10 a 30 PLs/L em um sistema de pré-bercarios
intensivos. Essas crescem em um ambiente de maior controle de parametros de
qualidade de 4gua e, ao alcancarem maior peso corporal, sdo transferidas para viveiros

de engorda (ROCHA, 2013).
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3) Os cultivos trifasicos sdo aqueles onde ocorre uma etapa de bergario secundario
posterior a etapa de pré-bergario intensivo. Esta etapa adicional de cultivo permite obter

PLs maiores e mais resistentes para transferéncia para viveiros de engorda. A densidade

de estocagem nesses bergarios secundarios pode ser de 1.000 a 3.000 PLs/m’, reduzindo

o tempo de engorda de 30 a 40 dias (ROCHA, 2013).

A utilizagdo de sistemas multifasicos tem como objetivo reduzir as perdas de PLs que
ocorrem nos sistemas monofasicos. PLs cultivadas em bergarios apresentam maior resisténcia
a a¢ao de enfermidades, por serem menos afetadas por mudangas em paradmetros de d4gua, como
salinidade e temperatura, o que tende a reduzir a imunidade, permitindo a agdo de patdgenos.
Além disso, no caso da utilizagdo de viveiros em ambiente aberto para a engorda, o povoamento

realizado com camardes maiores reduz as perdas por predacio (SAMOCHA, 2010).

2.3 Microalgas

As microalgas sdao organismos fitoplanctonicos que podem ser autotréficos,
mixotroficos ou heterotroficos. Esses organismos habitam ambientes dulcicolas, estuarinos e
marinhos. Atualmente sdo conhecidas de 200.000 a 800.000 espécies de microalgas
(LOURENCO, 2006). As microalgas sao importantes na producdo de oxigénio global através
da fotossintese e na produgdo primaria global, tendo um papel fundamental na base da cadeia
alimentar (LEE, 2008).

Em sistemas aquicolas, as microalgas podem ser utilizadas como biofiltros, na remogao
de compostos toxicos ao cultivo (KIM et al., 2019), na alimentagdo de organismos filtradores
(CHENG et al., 2020), no enriquecimento de organismos zooplanctonicos (CHEBAN et al.,
2020) e no processo chamado de “4dgua verde”, onde desempenham, além das funcdes
supracitadas, o papel de criar contraste visual na dgua, facilitando a captura de presas pelas

larvas (NEORI, 2011).

2.3.1 Cultivo de microalgas

As microalgas produzem diversos compostos que podem ser utilizados nas mais
diversas aplicagdes. Muitos organismos fitoplanctonicos apresentam um alto teor de proteinas
na sua composicdo bioquimica (BECKER, 2007). Além disso muitos desses organismos
apresentam grandes quantidades de aminodcidos essenciais tanto na alimentacdo humana
quanto animal (TIBBETTS et al., 2015). Diversas espécies de microalgas também possuem
elevados teores de lipidios em sua composi¢do. Muitas espécies marinhas apresentam uma alta

concentracdo de 4cidos graxos altamente insaturados de cadeia longa em sua biomassa,
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especialmente os da série ®-3 e ®-6, que sdo extremamente necessarios no cultivo de
organismos aquaticos marinhos, bem como tém efeitos benéficos comprovados na saude
humana (CHAISUTYAKORN et al., 2018). Além disso, muitas espécies de microalgas podem
produzir compostos bioquimicos com ampla utilizacdo em diversas industrias, como pigmentos,
antioxidantes, carboidratos e vitaminas (VENKATESAN et al, 2015).

As microalgas precisam de nutrientes para seu crescimento. No cultivo desses
organismos sao aportados macronutrientes, que sio necessarios em maiores quantidades, e
micronutrientes, que possuem um baixo requerimento para o bom metabolismo dos organismos
fitoplanctonicos. Os principais nutrientes adicionados ao meio aquoso para uma boa producao
de microalgas, no caso do cultivo de diatoméceas, sdo o nitrogénio, fosforo, ferro e silica

( LOURENCO, 2006).

2.3.2 Microalgas como biofiltros

Em sistemas aquicolas, o metabolismo dos organismos cultivados e a lixiviagdo de
restos de racao utilizada para alimentagdo levam a um aumento na concentragao de nutrientes
no meio aquoso, principalmente as formas nitrogenadas organicas e inorganicas, como a ureia
(CH4N,0), nitrito (NOy"), nitrato (NOs3") e amonia (NH4"), assim como de outros nutrientes,
como o fosfato (PO4*), presente em ragdes balanceadas (BOUWMAN, 2011). A carga de
nutrientes que sao aportados para o meio durante um ciclo de cultivo depende do tipo do sistema
de produgdo, do organismo cultivado, da frequéncia de alimentagdo, do tipo de alimentagao
entre outros fatores.

Os compostos nitrogenados inorganicos sao bastante toxicos para os animais marinhos
quando presentes em concentragdes acima da suportada pelos individuos cultivados
(CASTANEDA et al., 2019). A amdnia pode estar presente na forma ionizada (NH4") ou néo-
ionizada (NH3), sendo a propor¢ao desses dois tipos determinada pelo pH da 4gua; quanto maior
for o pH mais téxica € a forma ndo-ionizada (BOYD, 2017). O nitrito, um produto intermediério
da nitrificacdo, também ¢ bastante toxico para organismos aquaticos, mesmo em pequenas
concentragdes (ROCHIN ez al., 2017). Ja o nitrato apenas é toxico em concentragdes bastante
elevadas (NETO et al., 2019).

Em sistemas onde a biomassa estocada de individuos ¢ alta e a frequéncia e volume de
alimentacdo elevados, uma grande carga de nutrientes ¢ aportada para o meio, que pode
rapidamente causar um colapso e uma alta mortalidade nos organismos -cultivados
(CHAIKAEW et al., 2019). Para contornar esse problema pode ser realizada uma renovagado de

agua periodicamente, aportando ou removendo 4gua com uma carga reduzida de nutrientes.
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Entretanto, trocas de agua constantes apresentam um risco a biosseguranca do cultivo, pois
diversos patogenos e organismos deletérios as culturas podem ser introduzidos no ambiente de
cultivo. Esta pratica também pode alterar ambientes adjacentes ao cultivo quando a d4gua com
elevada concentragdo de nutrientes ¢ langada diretamente ao ambiente natural (HASAN et al.,
2020). O tratamento desses efluentes para sua liberagdo no ambiente apresenta altos custos de
operacdo e perda de areas uteis dentro do empreendimento (ANH et al., 2010).

Por conta dos problemas decorrentes da alta densidade de estocagem, cultivos intensivos
e semi-intensivos tém-se utilizado sistemas de recirculacdo (RAS, Recirculating Aquaculture
Systems) para minimizar as necessidades de troca de dgua. Nesses sistemas, a agua de cultivo
passa por diversas etapas de filtragem, como a mecanica, responsavel pela retirada de solidos
suspensos, € a biologica, onde organismos que utilizam nutrientes acumulados no meio para o
seu crescimento reduzem as cargas desses compostos a niveis abaixo dos deletérios para os
organismos cultivados (SCHUUR, 2003).

Vérios organismos podem exercer a fung¢do de filtro biologico, como bactérias
nitrificantes e desnitrificantes, macroalgas e microalgas. As primeiras sao responsaveis pelo
ciclo do nitrogénio, onde a amdnia € convertida em nitrito € posteriormente em nitrato, uma
forma muito menos toxica que as anteriores. As macroalgas e microalgas podem atuar como
biofiltros ao utilizar as formas inorganicas de nitrogénio como nutrientes e transforma-las em
biomassa, apresentando assim a possibilidade da utilizagdo e beneficiamento dessa biomassa

apos a filtragem (KIM ef al., 2019; CUNHA; OTERO, 2017; KUMAR et al., 2016).

2.3.3 Nannochloropsis oceanica

A microalga Nannochloropsis oceanica ¢ uma Eustigmatophyceae, com formato
esférico e tamanho entre 2 e 4 um (HIBBERT, 1980), tendo a clorofila @ como principal
pigmento fotossintetizante (Figura 5; LUBIAN et al., 2000). As microalgas do género
Nannochloropsis sdo conhecidas como oleaginosas, devido a grande porcentagem de lipideos
na sua composicao bioquimica (LIU ef al., 2017). Essa caracteristica torna as espécies desse
género bastante utilizadas na alimentacdo de organismos marinhos (LI et al., 2020), sendo
constantemente alvo de pesquisas relacionadas a producdo de biodiesel proveniente de
microalgas (ASHOUR et al, 2019). Dentro do género Nannochloropsis, devido as
caracteristicas citadas, a espécie N. oceanica se mostrou com maior potencial para uso na

industria do biodiesel (MA et al., 2014).
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Figura 5: Microalga Nannochloropsis oceanica vista em microscopio optico com aumento de

400x.

O
Fonte: Aline Gabrielly, 2022.

A microalga N. oceanica apresenta bom crescimento em meios de cultivo alternativos
de baixo custo, como fertilizantes agricolas (ASHOUR; WAHAB, 2017) e efluentes (MITRA
et al., 2016), além de apresentar potencial para ser usada no tratamento de adguas residuais de
diversas atividades industriais e urbanas (MITRA; MISHRA, 2019; LI et al., 2019).

A N. oceanica também apresenta crescimento mixotrofico em condi¢des que favorecam
esse tipo de metabolismo (LI ef al., 2019; MITRA et al., 2018). Glucose, acetato e melago de
cana-de-agucar foram utilizados como suplementagdo de carbono organico ao meio de cultivo
dessa microalga com sucesso (MISTRA; MISHRA, 2018; OLIVEIRA, 2019; LI et al, 2020).

As microalgas do género Nannochloropsis podem assimilar diversas formas de
nitrogénio, tendo preferéncia pela amonia em relagao ao nitrato, podendo assim serem utilizadas
no tratamento de compostos nitrogenados, toxicos para organismos aquaticos, presentes na agua
utilizada na aquicultura (HI et al., 2011). As caracteristicas descritas tornaram a espécie N.

oceanica a microalga propria podendo ser utilizada como biofiltro.
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2.4 Custos associados a producio de camardes marinhos e microalgas

Os custos associados a produg@o de camardes marinhos sdo elevados, fazendo com que
se maximizem os usos de area, ragdo e agua para que a atividade seja economicamente lucrativa
(PAIVA, 2018). Por conta disso, os produtores buscam manter o0 maximo de organismos por
area que o sistema comporta. Entretanto, uma maior densidade de estocagem de individuos
demanda um maior controle dos parametros de qualidade de 4gua ¢ manejo dos animais, para
garantir a biosseguranca do cultivo e um bom desempenho zootécnico. Assim, cultivos
realizados em sistemas semi-intensivos e intensivos tém sido cada vez mais utilizados.

Com relacao as microalgas, a adicdo de nutrientes ao meio de cultivo representa um
grande custo na produgdo, variando entre 6,2% e 14,8% dos custos totais do material utilizado.
Por conta disso, varios experimentos tém sido realizados com a utilizagdo de compostos de
menor custo, como fertilizantes agricolas, para o aporte dos nutrientes necessarios para o
crescimento desses organismos fitoplanctonicos marinhos (ACIEN et al., 2012; MEDEIROS et
al., 2020). Fertilizantes como o 4cido nitrico, NPK, sulfato de amonia, uréia e superfosfato de
calcio também foram testados (SCHNEIDER et al., 2018; ELNABRIS, 2012; ASHOUR;
WAHAB, 2017).

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o desenvolvimento da microalga N. oceanica, cultivada em meio alternativo de
baixo custo econdmico, em tanques-bercarios experimentais do camarao marinho L. vannamei,

e determinar o desempenho zootécnico dos camardes cultivados nessas condicoes.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar o desempenho zootécnico do camardo L. vannamei cultivado em
associacdo com a microalga N. oceanica durante a fase de bergario.

e Estimar o papel da microalga N. oceanica no controle dos compostos
nitrogenados no cultivo do L. vannamei em fase de bergario.

e Estimar o crescimento da microalga N. oceanica em tanques-bergario
experimentais do L. vannamei, sob diferentes meios de cultivo.

e Determinar o melhor meio de cultivo para o crescimento da N. oceanica em

associacdao ao camarao L. vannamei.
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3.3 HIPOTESES
e A microalga N. oceanica pode atuar como biofiltro no cultivo do camarao
marinho L. vannamei, retirando compostos toxicos que podem se acumular na
agua, como elementos nitrogenados e fosfatados.
e O camardo marinho L. vannamei pode apresentar um melhor crescimento e
sobrevivéncia em tanques com a presenca da microalga N. oceanica, devido ao
controle de pardmetros quimicos, fisicos e biologicos proporcionado pelo

metabolismo da Eustigmatophyceae ao longo da fase de bercario do crustaceo.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Microalgas

A microalga N. oceanica utilizada no presente estudo foi obtida da cole¢do de
microalgas do Laboratorio de Plancton do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da
Universidade Federal do Ceard (UFC). As c€lulas foram inicialmente cultivadas por trés ciclos,
prévios a utilizagdo no experimento, visando a aclimatagdo dos individuos as condigdes de
cultivo utilizadas. Apds a aclimatagdo, os cultivos foram submetidos a um escalonamento de
volume utilizando as mesmas condicdes fisicas e quimicas da agua até o culvito no reatores de
20 L.

O cultivo de maior volume foi realizado em garrafoes de 20 L por 10 dias (Figura 6).
Ap0s esse periodo, a densidade celular das microalgas nos reatores foi estimada e os volumes

ajustados para a inoculagao nos tanques berg¢ario.

Figura 6: Fotobioreatores da microalga N. oceanica em crescimento no laboratorio de nutrigao
de organismos aquaticos do Centro de Estudos Ambientais Costeiros (CEAC,

LABOMAR/UFC).
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Fonte: Paulo Savio Maciel, 2021.
4.2 Meios de cultivo

Os meios de cultivo utilizados foram previamente preparados em laboratdrio. As
solugdes-estoque de nutrientes foram preparadas usando agua destilada como base e
autoclavados a 121°C por 15 minutos.

Foram testados quatro meios de cultivo para o crescimento da microalga N. oceanica
nos tanques-bergario do L. vannamei. O meio de cultivo F/2 (Guillard, 1975) foi modificado e
tem sua composi¢do apresentada no Anexo A. O meio de cultivo Fertilizante 3 (Anexo B) foi
formulado obedecendo as proporg¢des de Redfield, com o fornecimento de 16 mols de nitrogénio
para cada mol de fosforo (GEIDER; LA ROCHE, 2002; TESSARI et al., 2022) para suprir 0s
macronutrientes necessarios para o crescimento do fitoplancton marinho através do uso de
fertilizantes agricolas, componentes de mais facil aquisicdo e menor valor monetario. O meio
de cultivo Fertilizante 3 foi subdivido em dois, (I) um com a adi¢do de actcar refinado e o
outro com (II) melaco de cana-de-agucar liquido (30% de carbono) como fonte de carbono

organico, para estimular o crescimento mixo e heterotrofico das microalgas.

4.3 Preparacao e fertilizacdo dos tanques

Os tanques-bergario utilizados apresentavam um volume méaximo de 60 L. Previamente
a inoculagdo da microalga, os tanques foram preenchidos com 50 L de agua salgada na
salinidade 22 g/L. A agua utilizada foi bombeada do estuario do rio Pacoti, sendo filtrada
previamente a adi¢ao em filtro de areia de 350 um e, posteriormente, em filtro de fibra de
acrilico de 5 pm.

Cada tratamento e controle foi realizado em seis tanques-bergario, totalizando um total
de 30 tanques-bergario utilizados no experimento.

Ap6s o enchimento dos tanques, foi realizada a desinfeccao da 4gua com a adicdo de 8
mL/L de hipoclorito de sd6dio. Ap6s 24 h da adigdo do hipoclorito, foi adicionado aos tanques
200 mg/L de tiossulfato de sddio em cada tanque-bergério, sendo estes aerados vigorosamente
por pedra porosa para a neutraliza¢do do cloro residual presente na 4gua. Em seguida, foi feita
a adi¢do dos nutrientes e entdo as microalgas foram inoculadas nos tanques. Semanalmente foi
feita uma aplicacdo da fonte de carbono organico nos tratamentos onde a inclusdo desse
componente foi avaliada.

Os tanques foram dispostos em um galpdo, com lampadas fluorescentes de 6500K

fornecendo iluminagdo artificial para a realizagdo dos experimentos. As lampadas estavam
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dispostas ao longo do teto do galpao onde os tanques-bergario estavam abrigados. O fotoperiodo

foi de 24 horas de luz. O telhado do galpao permitia a entrada de luz natural de forma difusa.

4.4 Inoculacio das microalgas

Os cultivos de microalgas nos reatores de 20 L tiveram a sua densidade celular estimada
através de contagem em camara de Neubauer, com auxilio de um microscopio optico. Todas as
contagens e observagdo do estado das células utilizadas nos cultivos foram feitas utilizando-se
um aumento de 400x no microscopio. Apos a contagem das células na camara, a densidade
algal (nimero de células/mL) em cada reator foi estimada. Logo em seguida, foi determinada a
inclusdo de microalgas de cada cultivo nos tanques-bercario a fim de alcangar uma densidade
celular final de 5 x 10° células/mL de N. oceanica em cada tanque. Esse valor de inoculagdo foi
determinado apds a estimativa do nimero de células disponiveis para a inoculagao nos tanques-
bergarios.

Os tanques-bergario somente foram povoados com os camardes apdés um dia da
inoculacdo das microalgas. Isto visou permitir que estas se adaptassem ao meio e pudessem
atuar como biofiltro ap6s a introducao das PLs nos tanques.

Na metade do cultivo das PLs (15 dias) foirealizada uma nova inoculagdo de microalgas
nos tanques-bercario atendendo uma densidade algal de 6 x 10° células/mL no momento da
reinoculagdo. Essa densidade também foi determinada apds a estimativa do niimero de células

disponiveis para a inocula¢ao nos tanques-bergarios.

4.5 Desenho experimental

Foram avaliados um tratamento controle e quatro tratamentos experimentais no presente
estudo (Tabela 1). Os cultivos foram classificados em: um grupo controle (CTL) que consistiu
no cultivo de PLs realizado em agua clara, sem a adi¢do de nutrientes e microalgas ao tanque-
bergario; cultivo de PLs com microalga no tanque-bercario utilizando o meio de cultivo F/2
modificado (T1); cultivo de PLs com microalgas utilizando o meio de cultivo Fertilizante 3
(T2); cultivo de PLs com microalgas utilizando o meio de cultivo Fertilizante 3 e aglcar
refinado como fonte de carbono (T3), e; cultivo de PLs com microalgas utilizando o meio de
cultivo Fertilizante 3 e melaco de cana-de-agticar como fonte de carbono (T4). Cada tratamento
e grupo controle foi conduzido em seis tanques-bergérios, totalizando 30 tanques-bergario

utilizados ao longo do experimento.
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Tabela 1: Tratamentos experimentais do presente estudo.

Tratamentos Experimentais Meio de Cultivo Fonte de Carbono Orgéanico
Controle (CTL) - -
T1 F/2 (modificado) -
T2 Fertilizante 3 -
T3 Fertilizante 3 Agucar refinado
T4 Fertilizante 3 Melaco de cana-de-agucar

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 Povoamento dos bercarios

Ap6s a inoculagdo e aclimatacdo das microalgas, os tanques-bergario foram povoados
com camardes com peso corporal inicial de 0,638 g+ 0,12 g (PL 14) sob a densidade de 1 pL/L,
sendo oriundos de um larvicultura comercial (Aquacrusta Marinha, Acarati, Ceard) na fase de
PL14 e cultivados até 0,6 g de peso corporal inicial. Durante o povoamento, os camardes foram
pesados em balanga de precisao (0,02 g a 500 g; Marte Balangas e Aparelhos de Precisdao Ltda.,
Sao Paulo, Brasil) em grupos de cinco animais, tendo seu peso registrado para posteriores

analises.

4.7 Alimentacio

A alimentacao dos camardes foi feita através da racdo comercial para camardes
marinhos (API Camarao Antiestresse, Neovia Nutricao e Satide Animal Ltda., Sao Lourengo da
Mata, Pernambuco). O fornecimento da ragdo foi realizado trés vezes ao dia, as 07:30, 11:00 e
15:00 h. A quantidade de ragdo ofertada em cada tanque-bergario foi calculada através de uma
tabela de alimentagcdo. Na primeira semana a quantidade de ragdo diaria por tanque foi
determinada de acordo com o peso corporal médio dos camardes povoados em cada bergario.
A quantidade didria de ragdo foi reajustada semanalmente, de acordo com os valores de peso
corporal médio dos camardes determinados nas biometrias semanais.

A ragdo foi fornecida em bandejas, com as sobras de racdo coletadas entre uma
alimentacdo e outra. Essas sobras foram armazenadas e congeladas para posterior analise. Ao
final do experimento os restos de ragdo ndo consumidos foram colocados em estufa a 130°C
por 24 horas para a secagem. ApoOs o processo de secagem, o contetido residual foi pesado em
balanga de precisdo (0,02 g a 500g, Marte Balangas e Aparelhos de Precisdo Ltda., Sao Paulo,

Sao Paulo) e seu peso seco registrado para posterior remocao dos dados referentes a alimentacao.
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4.8 Desempenho zootécnico do camarao
As biometrias foram realizadas semanalmente para determinar o desempenho
zootécnico dos camardes cultivados nos tanques-bergario sob as distintas condigdes. No total
foram realizadas trés biometrias. Na despesca, os camardes foram pesados individualmente em
balanga de precisao de 0,02 g a 500 g para determinar os pardmetros zootécnicos:
e Peso corporal final (g): X peso final dos animais vivos (g) / nimero total de
animais.
e (Ganho de biomassa (g): £ do peso corporal final de todos os animais vivos
(g) - Z do peso corporal inicial de todos os animais povoados
e Fator de conversao alimentar (FCA): quantidade de racdo ofertada (g) /
(biomassa final de camardes (g) — biomassa inicial de camardes (g)).
e Sobrevivéncia (%): (namero final de animais / nimero inicial de animais) x
100
e Produtividade (g/L): (biomassa final (g) — biomassa inicial (g)) / volume util
do tanque (L)
e Crescimento didrio (g/dia): (peso corporal final (g) - peso corporal inicial

(g)) /mimero de dias de cultivo

4.9 Desenvolvimento da microalga nos tanques

Foram realizadas amostragens nos tanques-ber¢ario a cada dois dias de cultivo para a
avaliacao do desenvolvimento da N. oceanica. As contagens (células/mL) foram realizadas em
camara de Neubauer utilizando um microscopio Optico eletronico.

Todas as contagens foram realizadas utilizando-se um aumento de 400x do microscopio
optico. Apds a amostra ser colocada no hemocitometro foi dado um intervalo de 10 minutos
para a sedimentacdo das células na camara. Com as células sedimentadas foram realizadas
contagens nos quadrantes centrais da camara de Neubauer. O padrdo de contagem seguiu uma
ordem (Figura 7). Inicialmente foram contabilizadas as células nos quadrantes 1 (Figura 7).
Para a reducdo do erro relativo a contagem de células em hemocitometros (NIELSEN et al.,
1991) foram contadas pelo menos 100 células de cada amostra, seguindo o padrao de contagens
de quadrantes de acordo com a sequéncia numérica (Figura 7). Cada quadrado do quadrante

interno contado teve o nimero de células contabilizadas no centro da area delimitada pela
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camara e sobre as marcacdes delimitantes superiores e direita. As células sobre as marcagdes
esquerda e inferiores ndo foram contabilizadas.

ApoOs a contagem foi determinada a média, onde dividiu-se o numero de células
contabilizadas pela quantidade de quadrados do quadrante determinado contados. Essa média
foi multiplicada por 50.000 para se alcangar o valor de células/mL da microalga N. oceanica

nos tanques-bergario.

Figura 7: Camara de Neubauer. Numeros indicam sequéncia de contagem de células para a

estimativa da densidade celular.
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Fonte: O autor, 2021.

4.10 Analise de compostos nitrogenados

A andlise dos compostos nitrogenados dissolvidos presentes na agua de cultivo foi
realizada no terceiro dia pds-inoculagao das microalgas e no ultimo dia de cultivo das PLs. Os
seguintes parametros foram determinados: amonia, nitrito e nitrato. As analises foram feitas em
triplicata. Foram utilizados kits de reagentes colorimétricos para a analise da agua do sistema
de cultivo, com leituras realizadas em espectrofotometro (DR 2800 Spectrophotometer, Hach
Company, Loveland, EUA).

Para a andlise de amdnia foram amostrados 2 mL de dgua de um tanque-bercario e

adicionado cianureto de amdnia em p6. O frasco foi entdo agitado e apos 20 minutos os valores
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foram medidos. Um tubo com agua destilada foi preparado para a medicdo do branco. As
medi¢des foram realizadas em espectofotometro.

Para a analise de nitrito foram amostrados 10 mL de dgua de um tanque-bercario e
adicionado um teste de tubo NitriVer 3 Nitrite. O frasco foi agitado e as leituras foram feitas
apos 10 minutos de reacdo. Um frasco com agua destilada foi preparado para a medigdo do
branco.

Para a analise de nitrato foi amostrado 1 mL da 4gua de um tanque-bergario e adicionado
o reagente Nitraver. Os frascos foram agitados e as medi¢des realizadas 5 minutos apos a

preparagdao. Um frasco com agua destilada foi preparado para a medi¢ao do branco.

4.11 Parametros quimicos e fisicos

Diariamente, no periodo da manha, foram feitas medi¢des de luminosidade incidente
sobre os tanques, além do pH, temperatura e salinidade da dgua do cultivo. A luminosidade foi
medida com a utilizacao de um luximetro digital portatil (Instrumentos de Medigdo Ltda, Sao
Paulo, Sao Paulo). As medigdes foram feitas pela manha, com o luximetro posicionado alguns
centimetros da coluna d’agua, direcionado para o centro de cada tanque.

A salinidade foi medida com um refratdmetro portatil (RTS-101ATC, Instrutherm
Instrumentos de Medi¢ao Ltda, Sao Paulo, Sao Paulo). Foi permitido que a salinidade atingisse
o valor de 25 g/L, sendo essa concentragdo mantida pela adi¢ao de agua doce previamente
tratada com 6 mL/L de hipoclorito de sodio, neutralizado com 150 mg/L de tiossulfato de sddio
apds 24 h de desinfeccao. O pH e a temperatura foram medidos em um pHmetro portatil

(H98107 pHEP, Hanna Instruments Brasil, Barueri, Sao Paulo).

4.12 Analise estatistica

Os dados obtidos no experimento realizado nesse trabalho tiveram sua normalidade
testada. Os resultados foram analisados através de estatistica Univariada (ANOVA) e quando
detectada diferenca estatistica, as médias foram comparadas através do teste Tukey HSD com
nivel de significancia de P < 0,05. As andlises foram realizadas no software PAST (HAMMER
et al., 2001).
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5 RESULTADOS
5.1 Parametros de qualidade de agua

Os parametros de qualidade de 4gua foram obtidos através das medicdes realizadas ao
longo do experimento (Tabela 2). O maior valor de luz incidente sobre os tanques-bergério foi
medido no CTL, sendo este acompanhado, por ordem decrescente, dos tratamentos T1, T4, T2
e T3, respectivamente. Todos os valores apresentaram diferenga estatistica significativa entre si
(P <0,05). Isso aconteceu devido a disposi¢ao dos tanques no galpao onde foram realizados os
experimentos. A luminosidade artificial fornecida aos tanques variou de acordo com a distancia
da fonte luminosa para a superficie da dgua, que, por conta do formato do teto do galpdo, estava
mais proxima ou mais afastada da agua em diferentes pontos do ambiente. Além disso, a
variagdo entre os dias se deu por conta da oscilagdo de luminosidade natural que conseguia
adentrar de forma difusa no recinto onde os experimentos foram realizados.

A salinidade se manteve em torno de 25, com os valores medidos ndo apresentando
diferencas estatisticas significativas (P > 0,05). Os valores de pH e temperatura também nao

apresentaram diferencgas significativas (P > 0,05) entre os tratamentos experimentais.

Tabela 2: Parametros fisicos e quimicos de qualidade de 4gua medidos ao longo do experimento.
Letras em comum em cada linha indicam diferenga estatistica ndo significativa entre os

tratamentos segundo o teste de Tukey HSD ao nivel de significancia de 0,05.

Parametro de qualidade de 4gua
Tratamento Luminosidade Salinidade oH Temperatura
(lux) (9/L) (°C)
CTL 174,81 +4,06a | 2566+0,48a| 6,85+0,26a 23,04 +0,16a
Tl 166,98 + 3,57 b 25,23+05a | 6,97+0,23a 23,05+0,16a
T2 141,03+3,32¢c | 2526+052a| 6,93+02a 23,05+0,16a
T3 109,78 +4,24d | 25,15+0,48a | 6,97+0,21a 23,1+0,17 a
T4 159,6 £ 2,98 ¢ 252+046a | 6,77+0,25a 23,06 0,16 a

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Parametros zootécnicos
5.2.1 Peso corporal médio

Ao longo das biometrias e pesagem final o maior peso corporal médio dos camardes
cultivados foi observado no tratamento T3 (Grafico 1). Entretanto, ndo houve diferenca
estatistica significativa (P > 0,05) entre os tratamentos experimentais nas biometrias realizadas

no inicio, ao longo e no fim do cultivo dos camardes.
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Grafico 1: Peso individual médio dos camardes (g) ao longo do experimento. Valores
apresentados como média =+ erro padrdo. Letras em comum em cada coluna indicam diferenca
estatistica ndo significativa no peso corporal semanal segundo o teste de Tukey HSD ao nivel

de significancia de 0,05.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.2 Desempenho zootécnico

O peso corporal final dos camardes variou entre 1,80 + 0,10 (T4) e 2,12 £ 0,10 g (T3,
Tabela 3). Contudo, ndo foi possivel verificar uma influéncia significativa do meio de cultivo
sobre esse parametro zootécnico (P > 0,05).

A produtividade teve seu maior valor calculado nos tratamentos T2 e T3. Entretanto,
nao houve diferenga significativa (P > 0,05) entre esses tratamentos e T1 e CTL. O tratamento
T4 obteve a menor produtividade (0,53 + 0,05 g/L) entre todos os tratamentos experimentais
testados.

A sobrevivéncia final variou entre 70,33 &+ 6,77% (T4) e 86,33 = 2,67% (T1). Porém,
ndo foi detectada diferenca significativa entre os tratamentos avaliados (P > 0,05). Da mesma
forma, ndo houve diferenca estatistica significativa no crescimento didrio dos camardes em

funcdo do tratamento (P > 0,05). O fator de conversao alimentar (FCA) variou entre 2,27 + 0,31
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(T1) e 3,24 + 0,4 (T4). Apesar dos diferentes valores registrados ndo foi detectada diferencga

estatisticamente significativa entre os tratamentos avaliados (P > 0,05).

Tabela 3: Desempenho zootécnico dos camardes cultivados. Valores apresentados como média
+ desvio padrdo. Letras em comum indicam diferenca estatistica ndo significativa no

desempenho zootécnico dos camardes segundo o teste de Tukey HSD (P > 0,05).

Produtividade Sobrevivéncia final Crescimento
Desempenho | Peso corporal final (g) FCA )
(g/L) (%) (g/dia)
CTL 2,04+0,09 a 0,69 + 0,06 ab 7433 +494a 3,00+£0,8a 0,0460 + 0,002 a
Tl 1,94+£0,10 a 0,88+0,07 a 86,33 £2,67 a 2,27+0,31a 0,0443 £ 0,003 a
T2 2,05+0,10a 0,92+0,08a 86,33 +4,25a 2,41+£0,54 a 0,0466 + 0,003 a
T3 2,12+0,10a 0,92+0,13 a 82,66 £5,73 a 2,58+1,28a 0,0493 £ 0,003 a
T4 1,80+£0,10 a 0,53+0,05b 70,33 +£6,71 a 324+0,4a 0,0401 £ 0,003 a

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Compostos nitrogenados dissolvidos

A concentracdo de amonia total medida no 3° dia pos-inoculagdo da N. oceanica foi
significativamente maior no tratamento T3 comparado aos demais (P < 0,05, Tabela 4). Os
outros tratamentos nao apresentaram diferenca significativa entre si (P > 0,05). Ao final do
cultivo dos camardes, os tratamentos CTL e T4 apresentaram concentragdes de amonia total
acima do limite méximo detectavel pelo método espectrofotométrico utilizado, que media
concentragdes de 0,02 a 2,5 mg/L. A menor concentracdo desse composto foi detectada no
tratamento T3, porém este ndo se diferenciou do tratamento T2.

Os valores de nitrito ndo apresentaram diferenca estatistica significativa no 3° dia pds-
inoculagdo das algas, com os valores proximos a 1 mg/L. Ao final do experimento, a menor
concentragdo de nitrito, em termos absolutos, foi medida no T2. Esse tratamento nao apresentou
diferenca estatistica em relacdo aos tratamentos CTL, T3 e T4 (P > 0,05). O maior valor
absoluto de nitrito foi medido no T1. O maior valor absoluto de nitrato inicial foi encontrado
em T2, mas os tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa (P > 0,05). O mesmo
ocorreu para o final do experimento, com o maior valor de nitrato também medido em T2, mas

nao houve diferenca estatistica significativa entre eles.
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Tabela 4: Compostos nitrogenados da dgua de cultivo, no 3° dia ap6s a inoculagdo da N. oceanica e antes da despesca dos camardes. Valores sao

apresentados como média + desvio padrdo. Letras em comum em cada linha indicam diferenca estatistica ndo significativa na concentragdo de

composto nitrogenado segundo o teste de Tukey HSD ao nivel de significancia de 0,05.

Amonia Total (mg/L) Nitrito (mg/L) Nitrato (mg/L)
Tratamento Inicio Final Inicio Final Inicio Final
CTL 0,846 +£ 0,043 a ALM! 1,33+£0,235a 19,5 £0,25 ab 1,03 +0,483 a 3,05 £1,025a
T1 0,876 £ 0,051 a 4,245 +0,277 a 1+0,707 a 25+2,5b 1,533 +£0,469 a 1,8£0,7 a
T2 0,813 £0,037 a 0,825 +0,387 b 1+0,408 a 10+0,5a 4+1,245a 42+06a
T3 1,323 £0,049 b 2,52 +0,07 ab 1,33+£0,235a 15+ 0,5 ab 0,866 0,102 a 2,7+0,6 a
T4 0,943 £0,017 a ALM 1+0,408 a 18+ 1 ab 1,866 £ 0,694 a I,1a

"Acima do limite de medic3o.
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5.4 Crescimento da N. oceanica
As maiores concentragdes da N. oceanica nos tanques-bergario foram observadas por

ordem decrescente nos tratamentos T2, T1, T3 e T4 (Gréfico 2).

Grafico 2: Densidade celular da N. oceanica ao longo do experimento.
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Fonte: elaborado pelo autor

A densidade celular média da N. oceanica ao longo do experimento nos tratamentos
onde ela foi inoculada esta apresentada na Tabela 5. O maior valor foi obtido no tratamento T2,
mas a densidade celular média calculada nesse tratamento ndo apresentou diferenca estatistica
significativa quando comparada a obtida no T1 (P > 0,05). A menor densidade celular foi

observada no T4.

Tabela 5: Densidade celular média da N. oceanica ao longo do experimento.

Tratamento Densidade Celular (x 10° células/mL)
T1 1,248 + 0,146
T2 1,348 £0,132
T3 1,078 £ 0,067 ®
T4 0,833 £0,099 ©

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6. DISCUSSAO

Nos experimentos conduzidos nesse trabalho a microalga N. oceanica nao apresentou
um crescimento adequado nos tanques-bercario de camardes, com a utilizagdo de meio de
cultivo f/2 e alternativo composto por fertilizantes agricolas. Diferente dos resultados
encontrados, a V. oceanica pode ser cultivada em diversos meios de cultivos. Ashour ¢ Wahab
(2017) mostraram que essa microalga apresenta bom crescimento com a utilizacdo de meio de
cultivo alternativo composto por fertilizantes agricolas, como o acido nitrico ou o sulfato de
amonia. Os mesmos autores também compararam o custo de producao do meio f/2 com os
meios alternativos, demonstrando as vantagens dessa substituicdo. Bae e Hur (2011) também
obtiveram resultados positivos no cultivo da N. oceanica utilizando fertilizantes agricolas como
base do meio de cultura. Os autores reportaram um maior crescimento da microalga com a
utilizag¢do de nitrato como fonte de nitrogénio, em comparagcdo com a amodnia, € obtiveram a
composi¢cdo de um meio de cultivo de baixo custo que apresentou resultados similares aos
obtidos por culturas em meio /2.

O meio Fertilizante 3 foi utilizado com sucesso no crescimento da N. oceanica nos
reatores onde foram produzidas as culturas utilizadas como indculos para o experimento em
tanques-bercarios, indicando que, possivelmente, a forma e os niveis de aporte dos
macronutrientes necessarios para o crescimento da espécie de microalga testada estao dentro
dos requerimentos minimos para o bom desenvolvimento de um cultivo. Entretanto, sob
condicdes adversas, como a presente no crescimento em associagdo ao L. vannamei em tanque-
bercario como avaliado no presente estudo, as células ndo apresentaram bom crescimento.
Devido ao fato de ndo haver diferencas estatisticamente significativas entre o tratamento que
utilizou o meio de cultivo /2 e o que testou o meio Fertilizante 3 e devido aos resultados obtidos
por outros autores com a utilizacdo de fertilizantes agricolas como meio de cultivo, € provavel
que a razao do baixo desenvolvimento da N. oceanica ndo esteja relacionado ao meio de cultivo
utilizado.

A N. oceanica foi inoculada nos tanques-bercarios fertilizados com o meio de cultivo a
ser utilizado e os camardes apenas foram inoculados um dia apds essa inoculagdo para que as
células se aclimatassem e, entdo, iniciassem o crescimento. Ammar et al. (2018) mostraram que
a microalga Nannochloropsis oculata cultivada em meio BG-11 modificado apresentou apenas
um dia de fase de aclimatagdo, ja iniciando o crescimento no segundo dia. Entretanto, os
mesmos autores encontraram fases de aclimatacdo de 2 a 7 dias ao adicionar efluente

proveniente de campo petrolifero ao meio de cultivo. Ren e Ogden (2014) cultivaram a
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microalga Nannochloropsis gaditana em meio de cultivo onde o nitrato, com diferentes niveis
de inclusdo, foi usado como fonte de nitrogénio. A microalga apresentou apenas um dia de fase
de aclimatagdo. Os autores também testaram a inclusdo ou substitui¢do do nitrato pela ureia,
como fonte de nitrogénio, onde a N. gaditana apresentou uma fase de aclimatacao de trés dias.

E possivel que, dada as outras condi¢des de cultivo que foram testadas nesse
experimento terem divergido daquelas em que os indculos foram cultivados, como a menor
iluminagdo e a adi¢do de camardes e, em alguns tratamentos, a adicao de fontes de carbono
organico, a microalga N. oceanica precisasse de um maior periodo de aclimatacdo, com o
povoamento dos tanques com o L. vannamei apds um maior periodo de dias ou ao se observar
o inicio do aumento da densidade celular no meio.

Oliveira (2019) testou o crescimento da N. oceanica em meio composto por fertilizantes
agricolas comparado ao meio /2. O meio alternativo apresentou um baixo rendimento em
comparacao ao meio mais complexo. Entretanto, apos a adigao de 0,25 g/L de melago de cana-
de-agucar a cultura, o desempenho do meio de cultivo aumentou. N. oceanica pode crescer
utilizando a mixotrofia e heterotrofia como rota metabolica alternativa a autotrofia. Li ef al.
(2020) demonstraram que a microalga pode crescer utilizando acetato de s6dio organico e
bicarbonato de sodio inorganico como fontes de carbono, apresentando, inclusive, um aumento
no crescimento com uma menor luminosidade incidente sobre os fotobiorreatores, devido ao
estimulo das rotas metabodlicas alternativas.

O baixo desenvolvimento da N. oceanica no presente estudo nos tratamentos com adi¢ao
de melaco de cana-de-agucar e agtcar refinado como fontes de carbono organico pode ser
explicado pelo possivel maior favorecimento do crescimento de bactérias nos tanques-bergario,
devido ao aumento na relacdo C/N. Esta condi¢do pode ter levado a uma competicdo pelos
nutrientes disponiveis no meio entre bactérias e microalgas. A determinacdo da densidade
bacteriana, bem como a determinagdo dos grupos de bactérias presentes no meio de cultivo do
tanque-berg¢ario poderia ajudar a avaliar a interferéncia desses organismos no crescimento dos
camardes e das microalgas. Além disso, a medicao dos solidos suspensos totais (SST) poderia
ajudar a estimar o adensamento do niimero de flocos formados por bactérias em associacdo a
outros detritos, como microalgas mortas, restos de rag¢do e detritos dos camardes.

Experimentos inferindo sobre o crescimento mixo e heterotréfico de microalgas
geralmente sdo conduzidos em condig¢des axénicas ou de baixissima contaminag@o por outros
organismos. Portanto, o estimulo do crescimento bacteriano muitas vezes ndo ¢ levado em
consideragdo. Além disso, a presenga de melagco de cana-de-agticar leva a maior formagdo de

bioflocos, agregados de microalgas, bactérias e material organico, o que pode ser um fator
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inibidor para o crescimento da microalga avaliada. A medi¢cdo de SST ajudaria a discorrer sobre
esse parametro de qualidade de agua. A inclusdo de uma fonte de carbono inorganico ao meio
de cultivo para a facilitacdo da assimilagdo da fonte organica poderia ter resultado em uma
melhora no desempenho dos tratamentos T3 e T4.

Em tanques e viveiros de cultivo de camardes, a presenca de bactérias e outros
organismos, como fito e zooplancton, ¢ uma constante. Logo, esse trabalho visou simular um
ambiente mais comumente encontrado em fazendas de carcinicultura.

O desempenho da N. oceanica também nao foi adequado nos tratamentos onde ocorreu
a inoculacdo do meio de cultivo sem a adicdo de fontes de carbono organico. Vdrios fatores
podem ter impedido o bom desenvolvimento das células no ambiente. Zhang et al. (2016)
avaliaram o crescimento da N. oceanica em meio de cultivo reciclado e encontraram menores
valores de crescimento celular nos meios reutilizados. A presenca de 4acidos humicos
polissacarideos e acidos fulvicos podem ter causado a inibi¢ao do crescimento da microalga. A
agua utilizada nesse experimento foi proveniente do estuario do Rio Pacoti (Eusébio, Ceard),
onde componentes inibidores, como os supracitados, poderiam estar presentes.

Fullbright et al. (2016) demonstraram que a bactéria Bacillus pumilus, isolada de um
sistema de crescimento de Nannochloropsis salina com baixa performance, limitou o
crescimento da microalga Nannochloropsis sp., provavelmente pela liberacdo de moléculas na
agua. A presenga de bactérias inibidoras de crescimento da N. oceanica poderia ser um fator
limitante no maior desenvolvimento das células inoculadas nos bercarios. Além disso,
organismos zooplanctonicos, como ciliados e rotiferos, foram observados nos tanques-bergario.
Isto pode ter sido um fator limitante de crescimento da microalga devido a predagao.

Uma avaliacdo dos grupos de organismos presentes nos tanque-bergario ao longo do
experimento poderia ajudar a inferir sobre uma teia de interagdes troficas entre os organismos
que naquele ambiente coexistiram durante os 28 dias de tratamento.

A iluminagdo incidente sobre os tanques-bercario variou entre os tanques devido a
disposi¢ao dos tanques no galpao. Os valores médios de iluminagao registrados ficaram muito
abaixo dos valores indicados como ideais para o crescimento autotrofico das microalgas da
espécie Nannochloropsis. Maynardo et al. (2015) encontraram o menor periodo de tempo até o
inicio da fase de crescimento exponencial da microalga N. oculata na intensidade luminosa de
5.000 lux. Além disso, os mesmos autores registraram a maior densidade celular ao longo da
fase estacionaria de crescimento sob a mesma iluminagdo. Markrose et al. (2020) encontraram
a maior densidade celular da microalga Nannochloropsis gaditana na intensidade de 2.000 lux.

Essa microalga alcangou a menor concentracdo celular em culturas sob a intensidade de 1.000
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lux.

O aumento na intensidade luminosa incidente sobre os tanques-ber¢ario poderia ter
estimulado o maior crescimento da N. oceanica no experimento conduzido, tendo em vista a
incapacidade das células de utilizarem as fontes de carbono organico fornecido em alguns
tratamentos para a realizacdo das rotas metabolicas mixo e heterotréficas. O aumento dessa
iluminacgdo poderia ser proveniente de luz natural ou artificial, levando-se em consideracdo as
mudancas sobre outros fatores importantes no crescimento das microalgas e dos camardes,
como as maiores oscilacdes de temperatura e aumento nos custos operacionais e de instalacao.

O tratamento T2 apresentou o menor valor de amonia total presente no meio ao final do
experimento, que pode ser explicado pela maior densidade celular apresentada pelo mesmo
tratamento no periodo.

Hii ef al. (2011) mostraram que a microalga Nannochloropsis sp. assimila diversas
formas de nitrogénio dissolvido na dgua. A espécie apresentou preferéncia pela assimilacao da
amodnia em comparacdo com a assimilacdo de nitrato. Entretanto, na auséncia de amonia, o
nitrato foi utilizado pelas células. Isso pode explicar a similaridade das concentragdes iniciais
e finais de nitrato nos tratamentos avaliados, tendo em vista que mesmo em tratamentos com a
maior remog¢ao da amonia, esse composto ainda esteve presente. Esta condicao pode ter levado
as células a ndo realizar em nenhum momento a assimilacao do nitrato.

Nos experimentos descritos nesse trabalho ocorreu acumulo de nitrito ao longo do
experimento, sendo detectado altas concentra¢des de nitrito dissolvido. Neto et al. (2018)
sugeriram que o acumulo de nitrito em culturas de N. oculata em meio de cultivo de baixo custo
ocorreu devido a falta de ferro no meio de cultura, levando a uma baixa atividade da ferroxidina.
Entretanto, ambos os meios de cultivo avaliados nesse experimento apresentavam ferro na sua
composi¢do. Faria et al. (2012) sugeriram que a presenga de nitrito na dgua utilizada no cultivo
das microalgas Chlorella sp. e N. oculata, mesmo que o meio de cultivo utilizado ndo possuisse
nitrito em sua composicdo, se deve ao nitrito ja presente na agua. A transformacdo da amdnia
em nitrito por bactérias e possivel excre¢do de nitrito pelas células se deve ao excesso de
nitrogénio em formas mais assimilaveis, como a amdnia. Esses motivos podem explicar a
deteccao dos niveis de nitrito nesse trabalho.

Nao houve diferenca significativa entre a maioria dos diversos parametros zootécnicos
estimados ao final do experimento entre os tratamentos experimentais. Mesmo com maiores
valores absolutos em alguns parametros, muitos deles ndo apresentaram diferencas estatisticas
consideraveis quando comparados entre si. Isso pode ser explicado pela incapacidade da

microalga de atingir grandes densidades no ambiente e nas condi¢des testadas, ndo



38

apresentando toda sua capacidade de regulacdo nos parametros de qualidade de agua e,
consequentemente, resultando num menor desempenho zootécnico dos camardes nos tanques
inoculados com N. oceanica.

As larvas de L. vannamei sdo alimentadas com microalgas do estagio de protozoea I até
mysis 1 (PINA-VALDEZ, 2004). Os camardes utilizados no experimento foram inoculados em
tamanho de PL14, onde ja ingerem particulas maiores, sendo entdo alimentados em sistemas de
aquacultura com ragdes comerciais. Devido a isso ndao € provavel que o baixo crescimento da
microalga N. oceanica nos tanques-bergario seja devido ao consumo das células pelos camardes.
Além disso, em larviculturas do L. vannamei geralmente se utilizam microalgas de maior
tamanho e com composi¢des nutricionais diferentes das do género Nannochloropsis, como a
Chaetoceros muelleri (PINA et al., 2005) e a Thalassiosira weissflogii (TAM et al., 2021).
Portanto, ¢ de se esperar que mesmo que os camardes cultivados nos tanques-bergarios tenham
se alimentado da N. oceanica, possivelmente aderida a bioflocos, essa ingestdo nao levou a uma
melhora no desempenho zootécnico dos animais cultivados em tratamentos onde foi feita a
inoculacdo dessa microalga.

Costa (2017) utilizou a microalga N. oceanica no melhoramento do cultivo do camarao
marinho L. vannamei na forma de cultura fresca, concentrado timido ou biomassa seca. As PL’s
com 0,7 = 0,3 g de peso corporal inicial usadas naquele experimento foram cultivadas por 15
dias e, ao final, apresentaram um valor médio de peso corporal menor que os valores descritos
no presente trabalho. J4 os valores de sobrevivéncia calculados por Costa (2017) foram
proximos aos valores desse experimento. A autora detectou que o tratamento feito com
microalga em meio de cultura manteve os niveis de amonia, nitrito e nitrato abaixo dos valores
toxicos para o L. vannamei. Entretanto, para a manutengao das concentragoes de nutrientes em
niveis baixos foi feita a inoculacdo de melago de cana e troca de 4gua quando necessario. Esse
manejo em periodos de maior acimulo de amdnia e nitrito poderia ter sido utilizado nos
experimentos apresentados nesse trabalho, resultando em um melhor desempenho zootécnico

dos camaroes cultivados.
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7. CONCLUSOES

O cultivo integrado da microalga N. oceanica com pos-larvas do camardo marinho L.
vannamei nao apresentou melhora significativa na maioria dos parametros zootécnicos dos
animais cultivados. A microalga encontrou problemas para atingir maiores densidades celulares
durante o periodo do experimento devido a baixa incidéncia luminosa sobre os tanques e a ndo
assimilacdo das fontes de carbono organico testadas.

A concentragdo de amdnia presente na agua foi significativamente menor em tanques
com a presen¢a da N. oceanica quando comparado com o experimento controle em agua clara,
demonstrando a capacidade das células de assimilacdo e retirada desse nutriente da agua. O
nitrito e o nitrato acumularam no sistema devido a ndo total assimilacdo da amonia, composto
nitrogenado primeiramente assimilado pela microalga.

A estimativa e controle de inibidores quimicos, fisicos e biologicos e a inclusdo de fontes
inorganicas de carbono poderia estimular o crescimento da microalga N. oceanica nos tanques-
bergario do camarao marinho L. vannamei. Além disso, uma maior densidade celular de
inoculagdo nos tanques e reinoculagdes de nutrientes e células mais constantes poderiam refletir
em uma melhor estabilidade das células fitoplanctonicas, levando a uma total redugdo de niveis
de compostos toxicos para os camardes e, consequentemente, melhoras significativas no
desempenho zootécnico dos animais cultivados. A utilizagao de células de maior tamanho que,
além de biofiltro, pudessem atuar mesmo que minimamente na nutri¢do dos camardes poderia
resultar em uma melhoria no desempenho zootécnico dos animais.

A microalga N. oceanica pode ser cultivada em meio de cultivo alternativo de baixo
custo econdomico em condigdes controladas e apresentar estabilizacdo na densidade celular em
tanques fertilizados com meio alternativo de baixo custo e se manter ao longo do experimento
mesmo com a maior turbidez aparente da 4gua e o crescimento de espécies competidoras e
predatorias, como bactérias e zooplancton, mostrando ser promissora e justificando que sejam

feitos mais estudos na utilizagdo desse organismo na aquicultura.
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ANEXO A: MEIO DE CULTIVO F/2 (GUILLARD, 1975) MODIFICADO.
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vitaminas

NaNO; 75 g/L 1 mL
NaH,PO4 H,O 5¢g/L 1 mL
NaSiO; 9H.O 30 g/L 1 mL

Solugdo estoque de metais- - 1 mL
trago
Solugdo estoque de - 1 mL

Solugdo estoque de metais trago

B12)

FeCl; 6H,0O - 3.15¢
Na;EDTA 2H>O - 436 ¢
CuSO4 5SH20 9,8 g/L 1 mL
NaxMoO4 2H,0 6,3 g/L I mL
ZnSO4 TH20 22,0 g/L 1 mL
CoClL, 6H,O 10,0 g/L 1 mL
MnCl; 4H>0 180 g/L 1 mL
Tiamina HCI (Vitamina B1) - 200 mg
Cianocobalamina (Vitamina 1 g/L 1 mL

ANEXO B: MEIO DE CULTIVO FERTILIZANTE3
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Salitre do Chile 150 g/L I mL
Superfosfato triplo 25 ¢/ 1 mL
Cloreto de ferro (III) 4,6 g/L 1 mL

Acgucar refinado

30 g/L

Melago de cana-de-agucar

30 g/L
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