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Resumo

O  presente  estudo  avaliou  o  efeito  da  fertilização  orgânica  e  inorgânica  no

estabelecimento de bactérias oxidantes de amônia (AOB) e de nitrito (NOB) em um

cultivo integrado de Penaeus vannamei e Oreochromis niloticus e sua interação com a

comunidade microbiana. Foi realizado um experimento com duração de 43 dias em uma

estufa aquícola, utilizando um sistema de cultivo composto por seis tanques de 20 m3 e

seis tanques de 4 m3 cada, nos quais foram estocados os camarões (400 camarões m-2) e

juvenis de tilápia (45 peixes m-3). O experimento foi composto por dois tratamentos,

com três repetições cada, e dispostos em um delineamento experimental inteiramente

casualizado: tratamento Quimioautotrófico e tratamento Heterotrófico. A identificação e

quantificação da comunidade do fitoplâncton e zooplâncton foi realizada  por meio de

contagem direta dos microrganimos em câmara de sedimentação ao início e ao final do

periodo  experimental.  A quantificação  da  comunidade  de  bactérias  nitrificantes  foi

realizada por meio da técnica de hibridização in situ fluorescente ao início e ao final do

experimento. Ao final do ensaio, o peso e a sobrevivência dos camarões e tilápias foram

avaliados. Ao final do período experimental, em ambos os tratamentos, o sistema foi

dominado por protozoários flagelados. A abundância de microalgas e ciliados foi maior

no tratamento quimioautotrófico. A abundância relativa das AOB e NOB em relação a

abundância total foi menor que 0,1%. Não foram observadas diferenças significativas na

abundância de AOB e NOB entre os tratamentos.  Ao final do período experimental, o

peso do camarão foi maior no tratamento quimioautotrófico. O peso das tilápias esteve

entre  171,60  e  180,80g  nos  tratamentos  quimioautotrófico  e  heterotrófico,

respectivamente. O uso de sistemas de bioflocos predominantemente quimioautotrófico

e heterotróficos não altera significativamente o estabelecimento da comunidade de AOB

e  NOB  em  cultivos  multitrófico  integrado  de  Penaeus  vannamei e  Oreochromis

niloticus.  As  duas  estratégias  de  fertilização  são  igualmente  eficientes  para  o

desenvolvimento da alça microbiana e para o processo de nitrificação nesses tipos de

sistema de cultivo.

Palavras-chave: IMTA; Fitoplâncton; Zooplâncton; Bactérias quimioautotróficas.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of organic and inorganic fertilization on

the establishment of ammonia-oxidizing bacteria (AOB) and nitrite-oxidizing bacteria

(NOB) in a  Penaeus vannamei and  Oreochromis niloticus  integrated culture and their

interaction with the microbial community. The study was carried out for 43 days in a

greenhouse, using a system consisting of a six 20 m3 tank and a six 4 m3 tank, in which

shrimp (400 shrimp m-2) and juvenile tilapia (45 fish m-3) were stocked. The experiment

consisted of two treatments, with three repetitions each, and arranged in a completely

randomized  experimental  design:  Chemoautotrophic  treatment  and  Heterotrophic

treatment. The identification and quantification of the phytoplankton and zooplankton

community  were  carried  out  through  direct  counting  of  microorganisms  in  a

sedimentation chamber at the beginning and end of the experiment. The quantification

of  the  nitrifying  bacteria  community  was  carried  out  using  the  fluorescence  in  situ

hybridization at the beginning and end of the trial. At the end of the experimental time,

the final weight and survival of shrimp and tilapia were evaluated. At the end of the

trial,  in  both  treatments,  the  system  was  dominated  by  flagellated  protozoa.  The

abundance of microalgae and ciliates was higher in the chemoautotrophic treatment.

The relative abundance of AOB and NOB in relation to the total abundance was less

than 0.1%. No significant  differences were observed in  the abundance of  AOB and

NOB between treatments. At the end of the experimental time, the shrimp final weight

was higher in the chemoautotrophic treatment. The tilapia weight was between 171.60

and 180.80g in the chemoautotrophic and heterotrophic treatments,  respectively. The

use  of  biofloc  systems  predominantly  chemoautotrophic  and  heterotrophic  does  not

significantly alter the establishment of the AOB and NOB community in a  Penaeus

vannamei and  Oreochromis  niloticus multitrophic  culture.  The  two  fertilization

strategies  are  equally  efficient  for  the  microbial  loop  development  and  for  the

nitrification process in this system.

Keywords: IMTA; Phytoplankton; Zooplankton; Chemoautotrophic bacteria.
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1. Introdução

A aquicultura  é  um  setor  de  produção  de  pescados  de  alto  valor  nutricional,

rendimento  e  uma  fonte  de  subsistência  significativa  para  centenas  de  milhões  de

pessoas ao redor do mundo, tornando-se o principal meio de obtenção de organismos

marinhos e  continentais  (Emerenciano  et  al.,  2017;  Tacon,  2019).  O setor  tem uma

grande importância na economia, contribuindo para a geração de empregos e renda. No

ano de 2018, a atividade foi responsável por uma produção equivalente a 87,5 milhões

de toneladas de pescado (FAO, 2022).

Essa  atividade  pode  ser  realizada  em  diferentes  tipos  de  produção,  como  o

extensivo, semi-intensivo e intensivo  (Oliveira  et al., 2006). A criação de organismos

aquáticos em sistemas abertos convencionais usa alimento natural e dietas comerciais

(Oliveira et al.,, 2006). Nesse tipo de sistema, a manutenção da qualidade é alcançada

por meio de constantes renovações de água (Burford  et al.,  2003).  Entretanto,  estas

constantes renovações geram uma grande quantidade de efluentes, que se lançados nos

ambientes naturais podem provocar impactos ambientais, deteriorar a qualidade da água

e levar à perda de espécies funcionais, além de elevar o custo de produção (Western,

2001; Burford et al., 2003; Wasielesky et al., 2006; Yang et al., 2008).

Assim, para que a aquicultura possa manter o seu crescimento, é necessário procurar

estratégias  inovadoras  que  possam  reduzir  o  impacto  sobre  o  meio  ambiente  e

maximizar a sua eficiência e produção em larga escala (Suneetha e Padmavathi, 2019).

Dessa  forma,  faz-se  necessário  que  os  sistemas  de  produção  conciliem  a

sustentabilidade  ecológica,  econômica  e  social  (Crab  et  al., 2012).  Para  tal,  é

fundamental adotar estratégias que permitam não só a reutilização da água, mas também

a de nutrientes,  de  modo que os  impactos  ecológicos  e  sociais  sejam minimizados,

promovendo uma maior segurança ambiental (Suneetha e Padmavathi, 2019).

Estratégias de cultivo com mínima ou nenhuma renovação de água, com base na

produtividade  natural,  estão  sendo  desenvolvidas  com  excelentes  resultados  de

crescimento e principalmente na redução de descarga dos efluentes e redução do uso de

água (Panigrahi et al., 2018; Costa e Streit Junior, 2019). Como um exemplo, o sistema

de bioflocos (BFT), que é uma técnica baseada no estímulo e estabelecimento de uma

comunidade microbiana  específica  buscando proporcionar  uma maior  reciclagem de

nutrientes, principalmente nitrogênio dissolvido, e manter uma boa qualidade da água

(Avnimelech e Kochba, 2009; Avnimelech, 2012). O uso desse sistema proporciona o
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crescimento  de  agregados  microbianos  compostos  por  bactérias  heterotróficas,

microalgas,  ciliados,  flagelados,  protozoários,  bactérias  nitrificantes,  exoesqueletos,

fezes  e  matéria  orgânica  (De  Schryver  et  al.,  2008;  Kumar  et  al.,  2020).  Esses

microrganismos,  além de  contribuírem para  a  manutenção da  qualidade  da água do

sistema,  controlando  a  concentração  de  amônia  e  nitrito,  servem  como  fonte

suplementar de alimento para os animais cultivados, melhorando a taxa de crescimento,

a conversão alimentar e o ganho de peso (Wasielesky  et al., 2006; Panigrahi  et al.,

2014). Ainda, o uso desse sistema permite a redução de mais de 90% das trocas de água,

sem comprometer a qualidade da água (Wasielesky et al.,  2006; Manan et al.,  2017) e

ainda  proporciona,  através  da  intensificação  do  cultivo,  reduzir  o  uso  de  área

(Krummenauer et al., 2011).

No sistema BFT, os principais grupos de bactérias que compõem a comunidade dos

bioflocos são, em termos gerais, as bactérias heterotróficas e as quimioautotróficas, que

controlam os compostos nitrogenados tóxicos da água (Samocha et al., 2017; Souza et

al., 2019). As bactérias heterotróficas crescem rapidamente, degradando a amônia e a

matéria  orgânica,  transformando-as  em  biomassa  através  de  um  processo  no  qual

exigem uma fonte  de  carbono  orgânico,  nitrogênio  e  oxigênio  (Serra  et  al.,  2015).

Quando o sistema apresenta predominância de bactérias heterotróficas, o acúmulo de

sólidos suspensos totais  (SST) pode ser elevado devido ao rápido crescimento deste

grupo, aumentando consequentemente a demanda do sistema por oxigênio (Fleckenstein

et al.,  2020). As bactérias quimioautotróficas possuem papel fundamental no processo

de nitrificação no sistema BFT, pois um grupo específico dessas bactérias (bactérias

oxidantes de amônia – AOB) atua oxidando a amônia em nitrito e que, posteriormente, é

utilizado  pelas  bactérias  oxidantes  de  nitrito  (NOB)  formando  o  nitrato  que  é

considerado o composto menos tóxico para o camarão marinho (Avnimelech e Kochba,

2009; Otoshi e Moss, 2011; Avnimelech, 2015).

Apesar do BFT ser um sistema com inúmeras vantagens, este necessita de alguns

cuidados específicos, principalmente em relação a concentração de SST (Fleckenstein et

al.,  2020). A biomassa bacteriana quando não aproveitada no sistema acaba gerando a

formação de um efluente com elevada carga de matéria orgânica, rica em nitrogênio e

fósforo,  que  não  sendo  descartado  de  maneira  adequada  pode  ser  um  problema

ambiental (Ray et al., 2010; Silva et al., 2013). Há relatos de efeitos negativos sobre a

saúde e  o desempenho dos  organismos  cultivados  quando o sistema apresenta  altas

concentrações de sólidos, como o aumento da demanda biológica de oxigênio e oclusão
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de brânquias, podendo comprometer índices de crescimento e sobrevivência (Gaona et

al., 2011; Schveitzer et al., 2013; Furtado, 2015; Lara et al., 2016). O excesso de SST

pode ser reduzido com o uso de um sistema predominantemente quimioautotrófico, uma

vez que essas bactérias têm uma taxa máxima de crescimento significativamente menor

do que as heterotróficas. Em cultivos com BFT predominantemente heterotrófico, o uso

de altas relações carbono:nitrogênio (C:N) faz com que ocorra um aumento na produção

de  bactérias  heterotróficas,  exigindo  a  remoção  do  excesso  dessas  bactérias.  Uma

desvantagem do uso desse sistema é que o alto crescimento de bactérias heterotróficas

inibe  o  desenvolvimento  das  bactérias  nitrificantes,  podendo  causar  problemas  no

processo de nitrificação do sistema (Ebeling et al., 2006). Uma alternativa que pode ser

utilizada para reduzir o excedente de SST no sistema de cultivo é a integração com

outras espécies de interesse na aquicultura que podem atuar controlando a concentração

dos sólidos, contribuindo para melhorar as condições de cultivo (Chopin  et al., 2012;

Troell et al., 2009).

Nos sistemas multitrófico integrados (Integrated Multitrophic Aquaculture – IMTA),

a  utilização  de  organismos  de  diferentes  níveis  tróficos  em um mesmo  sistema  de

produção, recria as interações que acontecem no meio natural (Bakke, 2017). O objetivo

do IMTA é diversificar a produção através da utilização de espécies de diferentes níveis

tróficos,  podendo, para além de peixes,  incluir  bivalves,  equinodermes,  crustáceos e

algas, maximizando a utilização dos nutrientes, enquanto limita a utilização de água e o

risco de impacto ecológico da produção (Barrington et al., 2009; Poli et al., 2019). Os

nutrientes  não  utilizados  pelos  animais  da  cadeia  trófica  mais  elevada  passam  a

constituir  um  recurso  que  permite  a  produção  de  organismos  de  níveis  tróficos

inferiores. Assim, não só aumenta o valor econômico da produção, já que com a mesma

quantidade de alimento é possível produzir mais espécies de valor econômico, como

também melhora a qualidade da água e diminui a concentração de nutrientes do efluente

(Neori et al., 2004; Suneetha et al., 2018; Mansour et al., 2022).

Tanto os sistemas IMTA como BFT proporcionam vantagens, como: otimização da

utilização dos recursos naturais, redução do uso de terra e água, permite o aumento da

produtividade do cultivo devido ao uso de elevadas densidades de estocagem, reduz os

impactos ambientais, diversifica a produção, proporciona vantagens financeiras para os

produtores e pode melhorar a visão social da aquicultura (Avnimelech, 2012; Liu et al.,

2014; La Macchia Pedra  et al.,  2017; Mendoza-López  et al.,  2017; Poli  et al.,  2018;

Campos et al., 2019; Mansour et al., 2022).
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Levando em consideração a importância dos microrganismos para o cultivo e a falta

de informações acerca da composição microbiana de sistemas IMTA, faz-se necessário

entender os efeitos do uso de um sistema BFT predominantemente quimioautotrófico e

heterotrófico sobre a estrutura da comunidade planctônica e de bactérias nitrificantes,

buscando elucidar a função e atividade dessas comunidades e melhorar o manejo desse

sistema.  Dessa  forma,  o  objetivo  deste  trabalho  foi  avaliar  o  efeito  da  fertilização

orgânica e inorgânica no estabelecimento de bactérias oxidantes de amônia (AOB) e de

nitrito (NOB) em um cultivo integrado de Penaeus vannamei e Oreochromis niloticus e

sua interação com a comunidade microbiana.

2. Materiais e métodos

O estudo foi realizado por 43 dias na Estação Marinha de Aquacultura, Universidade

Federal do Rio Grande -FURG, Brasil. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e

Comitê de Bem-Estar Animal da FURG (Processo nº: 23116.005895/2016-42).

2.1. Delineamento e condições experimentais

O  experimento  foi  realizado  em  estufa  aquícola.  Cada  sistema  de  cultivo  era

composto por um tanque de 20 m3 e um de 4 m3, nos quais foram estocados os camarões

Penaeus vannamei (400 camarões m-2) e os juvenis de tilápia Oreochromis niloticus (45

peixes m-3), respectivamente. As pós-larvas de camarão foram adquiridas de larvicultura

comercial. Os camarões foram inicialmente mantidos em um berçário e foram estocados

quando atingiram um peso médio de 1g. Os alevinos de tilápia (25g) foram adquiridos

de uma piscicultura comercial e mantidos em uma estufa em dois tanques de 4 m3 de

volume útil com água clara e aeração constante. Previamente ao início do experimento,

durante 10 dias, os alevinos foram aclimatados para a salinidade de 20 g L -1. Para isso,

10% da água doce era substituída por água do mar a cada dois dias.

Em cada sistema, os tanques foram interligados para a recirculação de água através

de uma bomba submersa com vasão de 2000 L h-1 (Sarlo Better ®, SB 2700C) instalada

no tanque dos camarões para o tanque das tilápias que, por gravidade, retornava para o

tanque dos camarões (Figura 1). O experimento teve dois tratamentos, todos com três

repetições  e  em  um  delineamento  inteiramente  casualizado:  tratamento

Quimioautotrófico e tratamento Heterotrófico.
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Figura  1. Esquema  do  sistema  de  cultivo  multitrófico  de  Penaeus  vannamei e

Oreochromis  niloticus em meio  a  bioflocos  predominantemente  quimioautotrófico  e

heterotrófico (Fonte: o autor).

2.2. Fertilização 

Para o desenvolvimento do sistema quimioautotrófico, 45 dias prévios a estocagem

dos animais, os três tanques de 20 m3 foram fertilizados, uma vez ao dia, com 1 mg L-1

de cloreto de amônio (NH4Cl) e 1 mg L-1 nitrito de sódio (NaNO2) para estimular o

crescimento das bactérias nitrificantes (Ferreira et al., 2021).

No  tratamento  heterotrófico,  o  cultivo  foi  iniciado  com  água  clara  e,  após  a

estocagem  dos  animais,  a  concentração  de  nitrogênio  amoniacal  total  (NAT)  foi

monitorada diariamente até que atingisse 1 mg L-1. A partir deste momento, melaço de

cana de açúcar foi utilizado como fonte de carbono orgânico, mantendo uma a relação

carbono:nitrogênio de 15:1 (Avnimelech, 1999; Ebeling et al.,  2006). Esta fertilização

foi realizada até a estabilização da concentração do NAT.

2.3. Manejo alimentar

Durante o período experimental, os animais foram alimentados duas vezes ao dia

(8:00 e 16:00 horas), com ração comercial Guabi, com 36% de proteína bruta, para as

tilápias e ração Guabi com 40% de proteína bruta para os camarões. A quantidade de

ração ofertada foi  determinada de acordo com Jory  et  al. (2001).  As tilápias  foram

subalimentadas com 1% da biomassa do tanque para estimular o consumo de bioflocos.
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2.4. Qualidade de água

Temperatura (°C), oxigênio dissolvido (OD, mg L-1; oxímetro YSI modelo Pro-20),

pH  (pHmetro  Mettler  Toledo,  FEP20)  nitrogênio  amoniacal  total  (NAT,  mg  L-1)

(UNESCO,  1983) e  nitrogênio  do nitrito  (N-NO2
-,  mg L-1)  (Aminot  e  Chaussepied,

1983) foram monitorados diariamente. Nitrogênio do nitrato (N-NO3
-, mg L-1) (García-

Robledo  et  al., 2014),  ortofosfato  (PO4
3-,  mg  L-1)  (Aminot  e  Chaussepied,  1983),

alcalinidade (mg L-1) (APHA, 2012), salinidade (g L-1) (Multiparametro Hanna, modelo

HI98194), sólidos suspensos totais (TSS, mg L-1) (Strickland e Parsons, 1972) e sólidos

sedimentáveis (SS, mL L-1) (Eaton et al., 1995) foram analisados semanalmente.

2.5. Composição da comunidade planctônica e de bactérias nitrificantes

Amostras da água dos tanques de camarão e peixe foram coletadas ao início e ao

final do ensaio, na superfície e no fundo (com o auxílio de garrafa de Niskin), para

identificação e quantificação da comunidade microbiana do sistema.

O  fitoplâncton  e  zooplâncton  foi  identificado  e  quantificado  com  câmara  de

sedimentação  em  um  microscópio  invertido  (Nikon  Eclipse  TS100)  em  uma

magnificação final de 200× (Utermöhl, 1958). A abundância dos microrganismos foi

expressa em organismos mL-1.

A quantificação da comunidade de bactérias nitrificantes foi realizada por meio da

técnica de hibridização  in situ fluorescente (FISH), seguindo a metodologia proposta

por Cottrell  e Kirchman (2003). Previamente,  as amostras foram sonicadas (Qsonica

sonicators, modelo Q55) com três pulsos de 30 segundos usando uma frequência de 10

kHz.  Foram  adotados  intervalos  de  1  minuto  entre  os  pulsos.  Posteriormente,  as

amostras foram filtradas em filtro de 0,2 μm de retenção média e hibridizados com

sondas oligonucleotídicas para identificar e quantificar bactérias oxidantes de amônia

(AOB: Nitrossomonas e Nitrosospira) e nitrito (NOB: Nitrobacter e Nitrospira) (Tabela

1).  Todas  as  sondas  foram marcadas  com fluorocromo  Cy3.  Um controle  negativo

(NON) feito com uma sonda sem qualquer especificidade para bactérias foi utilizado

para avaliar a eficiência da hibridização. A abundância total de bactérias foi determinada

a partir da contagem das bactérias coradas com DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole).

Abundância bacteriana foi obtida a partir da contagem direta usando um microscópio de
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epifluorescência (AxioPlan Zeiss) em uma magnificação final de 1000×. A abundância

das bactérias foi expressa em organismos mL-1.

Tabela  1: Sondas  oligonucleotídicas  usadas  para  identificação  da  comunidade  de

bactérias  nitrificantes  durante  um cultivo  multitrófico  de  Penaeus  vannamei e

Oreochromis  niloticus em meio  a  bioflocos  predominantemente  quimioautotrófico  e

heterotrófico.

Sonda Especificidade Sequência 5’ → 3’ %F Referência
NON Controle negativo TAGTGACGCCGTCGA 30 Yokokawa e Nagata, 2005
NEU Nitrosomonas CCCCTCTGCTGCACTCTA 40 Wagner et al., 1995
NIT3 Nitrobacter CCTGTGCTCCATGCTCCG 40 Wagner et al., 1996
NSR447 Nitrospira GGTTTCCCGTTCCATCTT 30 Schramm et al., 1998

Nsv443 Nitrosospira
CCGTGACCGTTTCGTTCC

G
30 Mobarry et al., 1996

%F: percentual de formamida na solução de hibridização.

2.6. Análise dos dados

Os dados de qualidade de água foram testados para a normalidade, com o teste de

Shapiro-Wilk,  e homoscedasticidade,  com o teste  de Levene.  As diferenças  entre os

tratamentos  foram  avaliadas  com  uma  análise  de  variância  (ANOVA)  de  medidas

repetidas.  Quando  necessário,  os  dados  foram  transformados  para  atender  aos

pressupostos de normalidade de homoscedasticidade. Para os dados não paramétricos, o

teste de Friedman foi utilizado para comparar os tratamentos.

Os dados de abundância  dos  principais  grupos do plâncton,  abundância  total  de

bactérias,  abundância  de  AOB e  NOB,  peso  final  e  sobrevivência  dos  camarões  e

tilápias  foram  testados  para  a  normalidade,  com  o  teste  de  Shapiro-Wilk,  e

homoscedasticidade, com o teste de Levene. As diferenças entre os tratamentos foram

avaliadas  com  teste  T.  Os  dados  percentuais  de  sobrevivência  foram  arco  seno

transformados  antes  da  análise  (Zar,  2010).  Quando  necessário,  os  dados  foram

transformados  para  atender  aos  pressupostos  aos  pressupostos  de  normalidade  e

homoscedasticidade. Para os dados não paramétricos, o teste de Wilcoxon foi utilizado

para comparar os grupos.
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Uma correlação de Spearman foi calculada para verificar a existência de correlações

entre  as  principais  variáveis  de  qualidade  de  água  e  a  composição  da  comunidade

microbiana do sistema.

Os gráficos e os testes de Friedman, teste T, Wilcoxon e a correlação de Spearman

foram realizados no software R (R Core Team, 2023), usando os pacotes car (Fox e

Weisberg, 2019), stats (R Core Team, 2023), rstatix (Kassambara, 2023), corrplot (Wei e

Simko,  2021),  Hmisc (Harrell  Jr,  2023)  e  ggplot2  (Wickham,  2016).  A ANOVA de

medidas repetidas foi realizada no software Past 4.03 2020 (Hammer et al., 2001).

3. Resultados

3.1. Qualidade de água

Durante o período experimental, a temperatura média variou entre 28,87 e 29,00 °C

entre os tratamentos. O oxigênio dissolvido foi mantido acima de 5 mg L-1 e o pH médio

esteve próximo a 7.8 (Tabela 2).

A  concentração  de  NAT  foi  maior  no  tratamento  heterotrófico,  enquanto  a

concentração de N-NO3
- foi maior no tratamento quimioautotrófico (Tabela 2).

Tabela 2. Variáveis de qualidade de água durante um cultivo multitrófico de Penaeus

vannamei e  Oreochromis  niloticus em  meio  a  bioflocos  predominantemente

quimioautotrófico e heterotrófico.

Variáveis
Tratamentos
Quimioautotrófico Heterotrófico

Temperatura (°C) 28,87 ± 1,14 29,00 ± 1,33
OD (mg L-1) 5,77 ± 0,45 5,82 ± 0,49
pH 7,81 ± 0,12 7,83 ± 0,15
Salinidade (g L-1) 21,84 ± 2,61 25,39 ± 1,41
NAT (mg L-1) 0,92 ± 1,36b 2,21 ± 2,63ª 
N-NO2

- (mg L-1) 4,57 ± 4,38 9,35 ± 7,62
N-NO3

- (mg L-1) 33,17 ± 12,53ª 9,70 ± 7,00b

PO4
3- (mg L-1) 1,22 ± 1,05 0,93 ± 0,64

Alcalinidade (mg L-1) 177,40 ± 24,24 160,20 ± 25,25
SST (mg L-1) 254,50 ± 80,91 238,30 ± 76,20
SS (ml L-1) 6,54 ± 3,66 5,30 ± 3,82
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Os  dados  são  média  ±  desvio  padrão.  OD:  oxigênio  dissolvido,  NAT:  nitrogênio

amoniacal  total,  N-NO2
-:  nitrogênio  do  nitrito,  N-NO3

-:  nitrogênio  do  nitrato,  PO4
3-:

ortofosfato, SST: sólidos suspensos totais, SS: sólidos sedimentáveis.

3.2. Composição do fitoplâncton e zooplâncton

Ao início do ensaio,  o ambos os tratamentos foram dominados por protozoários

ciliados (Figura 2a). Na amostra final, os tratamentos quimioautotrófico e heterotrófico

foram dominados por flagelados (Figura 2a). 

Ao  final  do  período  experimental,  a  abundância  de  microalgas  e  protozoários

ciliados foi maior no tratamento quimioautotrófico (Figura 3 a e c).
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Figura 2. Abundância relativa dos principais grupos componentes do zooplâncton (a) e bactérias nitrificantes (b) durante um cultivo multitrófico

de  Penaeus vannamei e  Oreochromis  niloticus em meio  a  bioflocos  predominantemente  quimioautotrófico e  heterotrófico.  AOB: bactérias

oxidantes de amônia; NOB: bactérias oxidantes de nitrito.
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Figura 3. Abundância (organismos mL-1, média ± desvio padrão) de microalgas (a), flagelados (b) e ciliados (c) durante um cultivo multitrófico

de Penaeus vannamei e Oreochromis niloticus em meio a bioflocos predominantemente quimioautotrófico e heterotrófico.
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3.3. Composição da comunidade de bactérias nitrificantes

Ao  início  do  período  experimental,  em  ambos  os  tratamentos,  o  sistema  foi

dominado  por  bactérias  AOB  (Figura  2b).  Ao  final  do  experimento,  a  abundância

relativa das AOB e NOB correspondeu a 50% em ambos os tratamentos (Figura 2b). A

abundância  relativa  das  bactérias  AOB  e  NOB  em  relação  a  abundância  total  de

bactérias  foi  de  0,43%  ao  início  do  ensaio.  Ao  final  do  período  experimental,  a

abundância  relativa  dos  dois  grupos  de  bactérias  em relação a  abundância  total  foi

menor que 0,1% nos tratamentos quimioautotrófico e heterotrófico.

Ao  final  do  período  experimental,  a  abundância  total  de  bactéria  foi  maior  no

tratamento heterotrófico (Figura 4a). Não foram observadas diferenças significativas na

abundância AOB e NOB entre os tratamentos ao início e ao final do ensaio (Figura 4b e

c).

23

458

459

460

461

462

463

464

465

466

467

468

469

45
46



Figura 4. Abundância (organismos mL-1, média ± desvio padrão) total de bactérias (a), de bactérias oxidantes de amônia (AOB, b) e bactérias

oxidantes  de  nitrito  (NOB,  c)  durante  um  cultivo  multitrófico  de  Penaeus  vannamei e  Oreochromis  niloticus em  meio  a  bioflocos

predominantemente quimioautotrófico e heterotrófico.
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3.4. Correlação entre variáveis de qualidade de água e composição microbiana

A abundância total de bactérias foi positivamente correlacionada com SS, nitrito,

abundância  de  flagelados  e  microalgas  e  negativamente  correlacionada  com  a

concentração de nitrogênio amoniacal total (Figura 3). A abundância de flagelados foi

positivamente correlacionada com SS, ortofosfato e com a abundância de microalgas e

negativamente  correlacionada  com  a  concentração  do  nitrogênio  amoniacal  total  e

oxigênio  dissolvido  (Figura  3).  A  abundância  de  microalgas  foi  positivamente

correlacionada  com  SST,  SS  e  ortofosfato  e  negativamente  correlacionada  com  a

concentração de oxigênio dissolvido e nitrogênio amoniacal total (Figura 3).

Figura 5. Matriz de correlação de Spearman entre as variáveis de qualidade de água a

composição  microbiana  durante  um  cultivo  multitrófico  de  Penaeus  vannamei e

Oreochromis  niloticus em meio  a  bioflocos  predominantemente  quimioautotrófico  e

474

475

476

477

478

479

480

481

482

483

484

485

486



heterotrófico. Números dentro das caixas correspondem ao coeficiente de correlação. *

correlações  significativas  (p-valor  <  0,05).  OD:  oxigênio  dissolvido;  SST:  sólidos

suspensos  totais;  SS:  sólidos  sedimentáveis;  NAT:  nitrogênio  amoniacal  total;  AT:

abundância total de bactérias.

3.5. Crescimento do camarão e da tilápia

Ao final  do  período  experimental,  o  peso  do  camarão  foi  maior  no  tratamento

quimioautotrófico.  A sobrevivência  dos  camarões  foi  superior  a  90% em ambos  os

tratamentos (Tabela 3).

O  peso  final  médio  das  tilápias  variou  entre  171,60  e  180,80g,  sem diferenças

significativas entre os tratamentos. A sobrevivência variou entre 76,19 e 83,81%, sem

diferenças significativas entre os tratamentos (Tabela 3).

Tabela  3.  Crescimento  do  camarão  Penaeus  vannamei e  da  tilápia  Oreochromis

niloticus  ao final de um cultivo multitrófico em meio a bioflocos predominantemente

quimioautotrófico e heterotrófico.

Camarão
Tratamentos
Quimioautotrófico Heterotrófico

Peso final (g) 6,63 ± 0,14ª 4,80 ± 0,12b

Sobrevivência (%) 95,17 ± 2,69 92,54 ± 2,98
Tilápia

Tratamentos
Quimioautotrófico Heterotrófico

Peso final (g) 171,60 ± 17,81 180,80 ± 9,23
Sobrevivência (%) 76,19 ± 25,42 83,81 ± 8,93
Os dados são média ± desvio padrão.

4. Discussão

Os microrganismos são uma parte essencial da vida de qualquer ecossistema (Lopez

e  Zaballos,  2005).  Muitos  grupos  microbianos  encontrados  em  sistemas  aquícolas

podem ter efeitos positivos no cultivo, como no tratamento da qualidade da água e na

disponibilidade de proteína microbiana, servindo como fonte suplementar de alimento

(De Schryver  et al.,  2008; Emerenciano  et al.,  2017). A comunidade microbiana em

sistemas de bioflocos pode influenciar diretamente na composição da flora intestinal e
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na saúde dos organismos aquáticos (Chaiyapechara et al., 2012; Cardona et al., 2016).

No sistema de bioflocos predominantemente heterotrófico, as bactérias heterotróficas

desempenham  um  papel  importante  para  a  estabilidade  do  sistema,  pois  estão

envolvidas na digestão de excretas, alimentos não consumidos e matéria orgânica morta

(Ebeling et al., 2006; Monroy-Dosta et al., 2013; Kumar et al., 2021). Em sistemas de

bioflocos  predominantemente  quimioautotrófico,  as  bactérias  quimioautotróficas

possuem efeito direto sobre a qualidade da água, uma vez que atuam no processo de

nitrificação,  sendo  capaz  de  oxidar  os  compostos  nitrogenados  tóxicos  em  formas

menos  tóxicas  para  os  animais  (Musyoka,  2016).  Sistemas  quimioautotróficos

consomem  menos  oxigênio  e  liberam  menos  CO2 do  que  os  sistemas

predominantemente  heterotróficos  e  geram  uma  biomassa  bacteriana  menor  que  a

quimioautotrófica (Ebeling et al., 2006).

Em sistemas de cultivo de camarão, a amônia é o principal produto do catabolismo

das proteínas provenientes da ração ofertada (Timmons et al., 2002). Este composto é o

resultado da excreção dos animais cultivados e da mineralização de detritos orgânicos

como a  ração  não  consumida  e  fezes  (Lin  e  Chen,  2001).  O nitrito  é  um produto

intermediário  do  processo  de  nitrificação  (Thurston  et  al.,  1978).  As  bactérias  que

convertem amônia em nitrito têm uma taxa de crescimento mais rápido do que aquelas

que convertem nitrito em nitrato, especialmente em água salgada (Madigan et al., 2016).

Os  picos  de  compostos  nitrogenados  podem  causar  estresse  aos  animais,  além  de

prejudicar  o  crescimento  (Cohen  et  al.,  2005).  Durante  o  experimento,  tanto  o

tratamento  quimioautotrófico  quanto  o  heterotrófico  mantiveram  as  variáveis  de

qualidade de água dentro dos limites aceitáveis para as espécies.

Neste  estudo,  a  maior  abundância  de  microalgas  e  protozoários  ciliados  no

tratamento quimioautotrófico ao final do período experimental pode ser explicada pelas

fertilizações  com  cloreto  de  amônia  e  nitrito  de  sódio  realizadas  previamente  à

estocagem  dos  camarões.  Isso  provavelmente  beneficiou  o  desenvolvimento  das

microalgas  e,  consequentemente,  o  crescimento  dos  ciliados,  que  se  comportam

pastando sobre  a  comunidade fitoplanctônica.  Em sistemas multitrófico com uso da

tecnologia de bioflocos, a fertilização orgânica e/ou inorgânica, aliada a distribuição de

nutrientes pelo sistema, podem se refletir  em mudanças na estrutura da comunidade

planctônica do sistema, uma vez que a comunidade microbiana responde rapidamente às

mudanças nos parâmetros ambientais. Em que pese essas mudanças sejam difíceis de

observar,  elas  podem  se  manifestar  na  mudança  da  composição,  estrutura  e
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funcionalidade  das  comunidades  microbianas  (Bentzon  et  al.,  2016).  Mudanças

ambientais,  incluindo  fatores  bióticos  como a  predação  e  fatores  abióticos,  como a

salinidade,  podem  afetar  a  produção,  as  atividades  de  ciclagem  de  nutrientes  e

abundância  dos  microrganismos  (Avnimelech,  2007).  A  proliferação  das  espécies

também pode  ser  influenciada  pelo  tipo  de  cultivo,  espécies,  condições  ambientais,

disponibilidade  de  alimentos  (Monroy-Dosta  et  al., 2013).  No estudo  realizado  por

Vilani  (2011),  foi  observado que,  independentemente da fonte  de carbono usada  no

processo de fertilização, foi possível observar o desenvolvimento da alça microbiana

criando um ambiente rico em microrganismos como protozoários. O desenvolvimento

de microrganismos é uma característica marcante do sistema de bioflocos (Ahmad  et

al., 2019; Khanjani et al., 2021).

Nesse sistema, os protozoários são um dos grupos de zooplâncton mais relevantes.

Eles desempenham um papel essencial (juntamente com as bactérias) na reciclagem da

matéria orgânica. Ambos os grupos são a base da transferência trófica de energia para os

níveis mais elevados. São abundantes em muitos tipos de ambientes e muitas vezes são

encontrados  vivendo  livremente  na  coluna  d’água  ou  colonizando  sedimentos

(Emerenciano et al., 2017). A presença destes protozoários no BFT se deve ao consumo

da  matéria  orgânica  e  outros  microrganismos  (e.g.,  bactérias)  como  alimento  e  ao

aproveitamento dos nutrientes para a produção de biomassa microbiana (Manan et al.,

2017). De fato, isso pode ser observado neste estudo, uma vez que o volume de sólidos

sedimentáveis e a abundância total de bactérias foi positivamente correlacionada com a

abundância de protozoários flagelados. Esses resultados confirmam a interação entre

esses microrganismos e os padrões de aumento da abundância de protozoários com o

aumento da concentração matéria orgânica no sistema, o que é mais provável ocorrer

nos estágios finais do cultivo.

No cultivo intensivo de camarão, a dominância das comunidades microbianas muda

ao  longo  de  um  ciclo.  Normalmente,  ocorre  a  substituição  de  uma  comunidade

fotoautotrófica (dominada por algas) por uma comunidade heterotrófica (Kirk, 2010;

Hargreaves,  2013).  Essa  mudança  faz  com que  a  cor  da  água  mude  de  tons  mais

esverdeados  para  tons  mais  acastanhados  (Hargreaves,  2013).  Del  Giorgio  (1997)

aponta que essa mudança ocorre quando a quantidade de carbono de origem alóctone

ultrapassa  a  quantidade  de  carbono  fornecida  pelo  fitoplâncton  para  suportar  o

crescimento  microbiano.  O  aumento  da  relação  C:N  favorece  a  dominância  da

comunidade heterotrófica no sistema e a assimilação dos compostos nitrogenados para
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produção de proteína microbiana (Avnimelech, 1999; Burford; Lorenzen, 2004). Essas

alterações  de  dominância  microbiana,  muitas  vezes,  implicam  em  alterações

significativas nas condições de qualidade de água, como aumento da concentração de

sólidos suspensos totais e nutrientes como carbono, nitrogênio e fósforo (Pimentel  et

al., 2023).  Neste estudo foi observada uma correlação positiva do SST e SS com a

abundância de microalgas. Uma elevada carga de microalgas foi produzida nos dois

tratamentos, em especial no quimioautotrófico, e isso pode ser explicado pela incidência

de luz no sistema. Segundo Coyle  et al.  (2011) a interferência na luminosidade pode

afetar tanto os animais cultivados quanto a microbiota existente no ambiente de cultivo.

Outro fator que também pode ter impulsionado o crescimento das microalgas no sistema

foi  a  presença  de ortofosfato  (correlação positiva  entre  ortofosfato  e  abundância  de

microalgas). Na presença de luz e nutrientes,  as microalgas encontram as condições

perfeitas  para  o  crescimento,  servindo  como  base  da  cadeia  alimentar  para  o

desenvolvimento  do  zooplâncton,  representando  uma  importante  fonte  de  alimento

suplementar para os camarões (Ju et al., 2008).

A maior abundância total  de bactérias observadas no tratamento heterotrófico foi

esperada, uma vez que a produção de biomassa microbiana nesse sistema pode ser 40

vezes maior do que a produzida por um sistema predominantemente quimioautotrófico

(Ebeling et al., 2006). Em sistemas de bioflocos, quando a via quimioautotrófica atua no

sistema, a amônia é oxidada a nitrito pelo grupo de bactérias AOB, que em sua maioria

pertencem  aos  gêneros  Nitrosomonas,  Nitrosococcus,  Nitrospira,  Nitrosolobus  e

Nitrosovibrio (Serra  et  al.,  2015).  O  nitrito  é  oxidado  para  nitrato  pelo  grupo  de

bactérias  NOB,  que  pertencem  aos  gêneros  Nitrobacter,  Nitrococcus,  Nitrospira  e

Nitrospina  (CHEN  et  al.,  2006).  Esse  grupo  de  bactérias  possui  uma  taxa  de

crescimento mais lenta do que as AOB, acarretando o acúmulo ainda maior de nitrito no

sistema (Avnimelech, 2009). No presente estudo, a abundância relativa dos dois grupos

de bactérias (AOB e NOB) em relação a abundância total foi menor que 0,1%. Essas

bactérias possuem uma alta eficiência e, quando estão completamente estabelecidas no

sistema, todo o nitrogênio produzido na forma de amônia é imediatamente oxidado para

nitrato (Avnimelech, 2012). O estabelecimento da comunidade de nitrificantes pode ser

observado  no  tratamento  quimioautotrófico,  uma vez que  apresentou  menor  NAT e

maior nitrato do que o tratamento heterotrófico. Esse melhor processo de nitrificação no

tratamento quimioautotrófico, observado através dos compostos nitrogenados,  se deu

em  função  das  fertilizações  inorgânicas  prévias  ao  início  do  experimento.  Isso
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provavelmente fez com esse tratamento tivesse uma vantagem sobre o heterotrófico que

foi  iniciado com água clara  e  as  fertilizações orgânicas  foram feitas ao decorrer  do

experimento.  Entretanto,  a  ausência  de  diferenças  significativas  na  abundância  de

bactérias  AOB  e  NOB  entre  os  tratamentos  mostra  que  ambos  foram  capazes  de

fornecer  as  condições necessárias para o desenvolvimento desse grupo de bactérias.

Finalmente, o melhor controle dos compostos nitrogenados e a carga de microrganismos

crescida  no  tratamento  quimioautotrófico  provou  influenciar  o  crescimento  dos

camarões, comparado ao tratamento heterotrófico.

5. Conclusão

O  uso  de  sistemas  de  bioflocos  predominantemente  quimioautotrófico  e

heterotróficos não altera significativamente o estabelecimento da comunidade de AOB e

NOB em cultivos multitróficos de Penaeus vannamei e Oreochromis niloticus. As duas

estratégias  de fertilização são igualmente eficientes  para  o desenvolvimento da alça

microbiana  e  para  o  processo de  nitrificação.  Ainda,  o  crescimento  do camarão foi

maior no tratamento quimioautotrofico, que pode ter recebido influência da alta carga

de microrganismos produzida nesse sistema.

Estudos  ainda  necessitam  ser  realizados  para  entender  os  padrões  de

desenvolvimento da alça microbiana e das bactérias nitrificantes ao longo de um ciclo

de cultivo multitrófico e assim contribuir para melhorar as estratégias de manejo desse

sistema através da manipulação da comunidade microbiana e otimizar a utilização dos

recursos naturais.
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