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RESUMO GERAL

Em um sistema de bioflocos existem mudancas nas comunidades microbianas durante o ciclo
de cultivo de camardo. Quando a &gua é exposta a luz solar em ambientes, como estufas e
viveiros podem mudar abruptamente de um sistema heterotréfico (principalmente bactérias e
protozoarios), para um sistema predominantemente fotoautotroficos (dominado por
microalgas). Por outro ladro lado, existe também os cultivos em ambientes internos, como
galpdes que podem se beneficiar com luz suplementar artificial. No entanto, ndo ha muita
informacao sobre a nitrificacdo, quantificacdo da comunidade de microrganismos no cultivo do
camardo branco do Pacifico Litopenaeus vannamei em sistema de bioflocos com o uso de luz
LED suplementar com diferentes comprimentos de ondas, diferentes fotoperiodos. Além disso,
a influéncia da restri¢éo parcial de luz natural no cultivo e principalmente a contribuicéo desses
microrganismos no desempenho zootécnico do camardo, tornando-se de suma importancia
estudos para elucidar essa lacuna. Dessa forma, a tese foi estrutura em 3 capitulos: No Capitulo
I, teve como objetivo avaliar a influéncia dos diferentes comprimentos de ondas com 0 uso
suplementar de luz LED na comunidade de microrganismos, qualidade de agua e desempenho
zootécnico do L. vannamei. Dessa forma, foi delineado cinco tratamentos com trés repetigdes,
com densidade de 500 camardes m-3. Nesse capitulo, o comprimento de onda verde teve melhor
nitrificagdo, influenciou positivamente na comunidade de microrganismos e no desempenho
zootécnico do L. vannamei, quando comparado ao controle. No capitulo I, o objetivo foi
avaliar a influéncia da cor de luz verde com o uso de luz suplementar LED com diferentes
fotoperiodos na qualidade de &gua, comunidade de microrganismos, estresse oxidativo e
desempenho zootécnico do L. vannamei. Desse modo, foi realizado um experimento com quatro
tratamentos e quatro repeticdes, com densidade de 500 camardes m3. Nesse estudo, ndo houve
diferenca significativa para a qualidade de &gua entre os diferentes fotoperiodos, porém houve
diferenca para a comunidade de microrganismos, estresse oxidativo e desempenho zootécnico,
principalmente para o fotoperiodo 8 horas de luz verde/16 escuro. No capitulo 111, teve por
objetivo avaliar a restricdo parcial de luz natural em diferentes concentracfes de nitrato e no
decréscimo do nitrito na qualidade de &gua, comunidade de microrganismos e desempenho
zootecnico do L. vannamei. Nesse sentido, foi delineado seis tratamentos e trés repeticdes com
densidade de estocagem de 770 camardes m=. Deste modo, 0 uso da restricdo parcial de luz
natural influenciou positivamente qualidade de 4gua, na abundancia dos microrganismos, além
disso ndo influenciou negativamente no desempenho zootécnico, quando comparado ao

controle. Portanto, de acordo com os resultados obtidos na presente tese, pode-se concluir que

IX



tanto os comprimentos de luz suplementar LED e os diferentes fotoperiodos, como a restri¢do
parcial de luz natural podem influenciar positivamente na qualidade de agua, comunidade de
microrganismos, estresse oxidativo e desempenho zootécnico do L. vannamei a fim de

contribuir para elucidacéo dessas varidveis no sistema de bioflocos.

Palavras chaves: Luminosidade, lluminacdo artificial, Colorida, Nitrificagdo, Sistema

superintensivos de aquacultura, Producdo interna.



ABSTRACT
Changes in microbial communities during shrimp culture cycle usually occur in a biofloc
system, especially when exposed to sunlight, which could abruptly change from a heterotrophic
system (mainly bacteria and protozoa) to a predominantly photoautotrophic system (dominated
by microalgae). On the other hand, exposure to light could be beneficial in indoor facilities with
light restrictions, such as sheds, that could profit from artificial supplemental light. However,
there is not much information regarding nitrification, quantification of the microorganism
community using supplemental LED light with different wavelengths, different photoperiods,
and restriction of natural light in the cultivation of the Pacific white shrimp
Litopenaeus vannamei in a biofloc system, and the contribution of these microorganisms to the
zootechnical performance of shrimp, making studies of paramount importance to elucidate this
gap. Thus, this thesis was structured into 3 chapters: Chapter | aimed to evaluate the influence
of different wavelengths using artificial light (LED) on the community of microorganisms,
water quality, and zootechnical performance of L. vannamei. Thus, five treatments with three
replicates were designed, with a density of 500 shrimp m-3. In this chapter, the green
wavelength improved nitrification and positivelyinfluenced the microorganism community and
the zootechnical performance of L. vannamei compared to the control treatment. Chapter |1
aimed to evaluate the influence of artificial greenlight (using LED lamps) under different
photoperiods on water quality, the microorganism community, oxidative stress, and
zootechnical performance of L. vannamei reared in a bioflocsystem. Thus, an experiment was
carried out with four treatments and four replicates, at a density of 500 shrimp m-3. In this
study, there was no significant difference in water quality between the different photoperiods,
but there were significant differences in microorganisms community, oxidative stress, and
zootechnical performance, mainly for the photoperiod 8 hoursof green light/16 hours of dark.
Chapter 111 aimed to evaluate the partial restriction of daylightat different concentrations of
nitrate and the decrease of nitrite in water quality, the communityof microorganisms, and the
zootechnical performance of L. vannamei. In this sense, six treatments and three replications
were designed with a stocking density of 770 shrimp m-3. Thus, the use of partial restriction of
natural light positively influenced water quality, and the abundance of microorganisms, in
addition, it did not negatively influence the zootechnical performance compared to the control.
Therefore, according to the results obtained in this thesis, it can be concluded that both the LED
supplementary light “wavelengths and the different photoperiods, as well as the partial light

restriction, can positively influence the water quality,

Xl



microorganism community, oxidative stress, and zootechnical performance of L. vannamei in
order to contribute to the elucidation of these variables in the biofloc system.

Keywords: Luminosity, Artificial lightning, Colors, Nitrification, Super intensive aquaculture,
Indoors production
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INTRODUCAO GERAL

O sistema BFT (Biofloc Technology System) é uma tecnologia projetada para aumentar
a produtividade, enquanto melhora o controle ambiental sobre a producdo dos animais
cultivados, reduz ou elimina a troca de agua, diminui os efluentes, minimiza as areas de cultivo,
restringe a disseminacdo de doengas e, desta forma, aumenta a biosseguranca (Krummenauer
et al., 2014; Avnimelech., 2015; Samocha et al., 2017). Os agregados microbianos que s&o
chamados de bioflocos. Estes consistem em um grupo de microrganismos que quando
agrupados sdo colonizados por uma comunidade bacteriana, microalgas, protozoarios,
zooplancton, nematoides, rotiferos bem como fezes e restos de ragdo ndo consumida
(Hargreaves, 2013; Lara et al., 2017; Reis et al., 2022). Quando formados, podem servir como
fonte complementar de alimento para organismos cultivados, refletindo em maior crescimento,
ganho de peso, menor conversdo alimentar e maior sobrevivéncia (Wasielesky et al., 2006;
Ballester et al., 2010).

= 3 | = 74

=

Matéria Orgénica
Dissolvida

Imagem 1. Conceito de Alga Microbiana sugerido por Azam et al., 1983 adaptado por Wellica Gomes dos Reis
em 2021 (Fotos: Wellica Reis, Mariana Holanda e Dariano Krummenauer).

Os bioflocos podem contribuir com cerca de 37 a 40% da produtividade natural que é
gerada no sistema, 0 que por sua vez estimula as atividades das enzimas digestivas; este

aumento de atividade pode contribuir para promover o crescimento de camardes criados em

13



bioflocos (Cardona et al., 2015). Além disso, a técnica de isdtopos estaveis comprovou que 0s
bioflocos podem contribuir com 22-43% de carbono e 0-43% de nitrogénio para a composi¢do
do tecido do camardo L. vannamei durante a fase do bercario, enquanto na fase de crescimento,
a contribuicdo dos bioflocos variaram entre 63 e 100% de carbono e 35-86% de nitrogénio
(Krummenauer et al., 2020).

No cultivo BFT, ocorrem mudancas de comunidades microbianas durante o ciclo.
Normalmente, ocorre uma mudanca de uma comunidade fotoautotrofica para uma
quimioautotrofica dependendo do manejo empregado. Muitas vezes, especialmente quando
exposto a luz solar pode mudar abruptamente de um sistema heterotréfico (dominado por
bactérias e protozoarios principalmente), (Kirk, 2010; Hargreaves, 2013), para um sistema

predominantemente fotoautotréfico (dominado por microalgas).

Imagem 2. A: tanque sem exposicao solar; B: tanque exposto a luz solar ap6s 10 dias; C: tanque exposto a luz

solar com 30 dias (fotos: Wellica Gomes dos Reis).

A importancia relativa de cada processo fotoautotrofico e heterotrofico depende de
muitos fatores, tais como: taxa de alimentacdo diéria, concentracdo de sélidos em suspenséo,
concentracdo de amonia, intensidade de luz e a relacdo carbono-nitrogénio C/N (Avnimelech,
1999; 2015). Nos bioflocos existem organismos que podem controlar 0s compostos
nitrogenados, como bactérias fotoautotroficas, autotréficas nitrificantes e heterotroficas
(Ebeling et al., 2006; Crab et al., 2012).

O processo heterotrofico baseia-se na remocdo do nitrogénio amoniacal pela
incorporagdo deste elemento na biomassa bacteriana na forma de proteina. Esta incorporacédo
se da por meio da manipulacéo das relacdes de C/N no sistema, isto &, por meio da adigédo de
uma fonte de carbono na forma de carboidrato (Avnimelech 2009). A utilizacdo dessa estratégia
permite acelerar os processos de retirada do nitrogénio inorganico de uma forma rapida e
eficiente, diminuindo as concentracdes de amonia total dissolvida na &gua (Ebeling et al., 2006).
Entretanto, logo apds a incorporacdo pode ocorrer um novo aumento nos niveis de aménia
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devido a predagdo das bactérias produzidas por protozoarios que as digerem e excretam amonia
para 0 meio e a excrecdo continua dos camardes (Silva et al., 2013).

No processo quimioautotréfico, devido a lenta taxa de crescimento das bactérias
nitrificantes, pequenas quantidades de biomassa bacteriana sdo produzidas, essas bactérias
realizam a oxidacao da amonia a nitrito (Bactérias amonio-oxidantes - AOB), e posteriormente
a nitrato (Bactérias nitrito-oxidantes - NOB) (Ebeling et al., 2006; Crab et al., 2007). Mesmo
assim, é dificil ter um total controle sobre as comunidades bacterianas que irdo se formar ao
longo do cultivo, devido a complexidade das interacGes que ocorrem dentro dos sistemas de
cultivo (Hargreaves, 2013).

As bactérias nitrificantes possuem respostas a luz de maneiras distintas e possuem uma
fotossensiblidade ocasionando inibicdo da atividade das bactérias nitrificantes quando expostas
diretamente a luz solar, porém o efeito da luz sobre as bactérias ndo depende apenas do tipo da
bactéria, mas também das condi¢cdes ambientais. A restricdo de luz proporciona um melhor
processo de nitrificacdo no sistema de cultivo evitando uma fotoinibicdo das bactérias
nitrificantes, gerando assim, melhor qualidade da 4gua e crescimento de bactérias heterotroficas
(Guerrero 1996; Vergara et al., 2016; Reis et al., 2019).

O sistema BFT quando exposto predominantemente a luz solar ocorre uma floracao densa
de organismos fotoautotréficos (microalgas) que se desenvolvem em resposta a luz e também
a carga de nutrientes que advem da alimentacéo e matéria organica em decomposi¢ao, como
por exemplo, algas mortas, fezes e racdo ndo consumida (Hargreaves, 2013; Samocha et al.,
2017). A taxa de absorcdo desse organismo fotoautotréficos no sistema BFT é principalmente
influenciada pela intensidade de luz subaquatica. Sendo que, quando temos uma dependéncia
primaria por organismos fotoautotréficos nesse sistema pode ocorrer picos na concentragao de
amonia em condi¢des de tempo nublado e também uma flutuagcéo na concentracdo de oxigénio
dissolvido e no pH, apesar do aporte extra de aeracdo (Avnimelech, 2015).

A luz é um dos fatores que podem alterar a abundancia de microalgas dos grupos
cianobactérias, diatomaceas, cloroficeas, dinoflagelados, entre outros, ocasionando no cultivo
floragBes de espécies muitas vezes tdxicas, prejudicando a qualidade da agua, comprometendo
o desenvolvimento do animal além de produzir toxinas que podem causar estresse fisioldgico e
até mesmo mortalidade dos camardes. (Alonso-Rodriguez et al., 2003; Samocha et al., 2017).
Uma mistura complexa de processos entre algas e bactérias controla a qualidade da dgua nos
bioflocos. Basicamente, existem dois tipos de producdo com bioflocos: aqueles que estdo

expostos a luz natural como nos viveiros e tanques ao ar livre (cultivos intensivos), localizados
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normalmente em regides tropicais ou subtropicais, onde ha abundancia de luz natural e ocorre
predominancia de organismos fotoautotréficos ocasionando consequentemente uma agua de cor
esverdeada (Ebeling et al., 2006; Prangnell et al., 2016).

Imagem 3. Raceway em uma estufa na Estacdo Marinha de Aquacultura (foto: Wellica Gomes dos Reis).

Cultivos realizados dentro de prédios fechados, com pouca ou sem exposicdo a luz
natural e geralmente em ambientes nas regides temperadas podem se beneficiar com a utilizagéo
de luz suplementar artificial. Alem disso, nos sistemas de bioflocos a cor da agua tende a
adquirir uma coloracdo marrom, em que predominam 0s processos bacterianos que controlama
qualidade da agua (Hargreaves, 2013; Samocha et al., 2017). Entretanto, essa variacao na corda
agua ira depender exclusivamente da composi¢do microbiana de cada cultivo, ndo sendo a cor

da 4gua um indicativo preciso de maturidade do sistema (Hargreaves, 2013).

Imagem 4. O indice de Cor da Comunidade Microbiana (MCCI) indicando a transicdo de um sistema composto

por algas para um sistema bacteriano a medida que a carga de alimentagdo aumenta (D.E. Brune e K. Kirk).
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A luz é considerada um fator abiético de suma importancia para organismos. Estudos
mostram diferencas significativas no comportamento, crescimento, ingestdo de alimento,
maturacdo, reproducdo e possivelmente mudancas na atividade natatoria dos camardes
peneideos quando expostos a diferentes condi¢fes de luminosidade, ou seja, a intensidade
luminosa, comprimento de onda podem afetar diretamente os animais que estdo sendo
cultivados. A presenga de luz também influencia positivamente a abundéncia de
microrganismos refletindo sobre melhor desempenho de L. vannamei (Gardner et al., 1998;
Wasielesky et al., 2012; Guerra-Santos et al., 2017; Reis et al., 2019).

A producdo em sistemas BFT pode ser realizada tanto em viveros ou em tanques em
ambientes com abundancia de luz natural, bem como em ambientes fechados, como prédios
com iluminacédo artificial (Boyd e Clay, 2002; Burford et al., 2003; Cohen et al., 2005;
Fleckenstein et al., 2019). Os sistemas de producdo de camardes internos ou aqueles que nao
tém uma abundéancia de luz natural em determinadas épocas do ano podem se beneficiar com o
uso de iluminacdo artificial suplementar, como luzes de diodo emissor de luz (LED), que sé&o
mais eficientes do que a maioria dos outros fontes artificiais de luz, como lampadas
incandescentes e fluorescentes, pois tém uma vida longa, baixo consumo de energia e baixa
dissipacdo de calor (Das et al., 2011; Chevremont et al., 2012).

As varidveis, como diferentes espectros de luz, diferentes fotoperiodos, quando
adequada para os cultivos de camardes fornecem vantagens como a reducdo de custos de
producdo, alimentacéo, eletricidade e aumento da produtividade (Correia et al., 2007; Coyle et
al., 2011; Reis et al., 2019; Fleckenstein et al., 2019). Entretanto, ha pouca informacéo sobre a
nitrificacdo, quantificacdo de microrganismos no cultivo do camardo branco do Pacifico L.
vannamei em sistema de bioflocos com o uso de luz suplementar LED com diferentes
comprimentos de ondas, diferentes fotoperiodos e restricdo parcial de luz em ambientes com

abundancia de luz natural.

OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos de luz LED suplementar, diferentes fotoperiodos e restri¢do parcial

de luz natural sobre a producéo do L. vannamei em sistema BFT.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Observar o efeito dos diferentes fotoperiodos no processo de nitrificacéo.

e Avaliar a restricdo parcial de luz no processo de nitrificacao.
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Analisar luz LED suplementar colorida no processo de nitrificacao.

Avaliar a comunidade de microrganismos submetidos aos tratamentos.

Averiguar o desempenho zootécnico dos camardes submetidos aos experimentos.

Avaliar o estresse oxidativo gerado nos camardes submetido aos tratamentos.
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RESUMO
A Tecnologia de Bioflocos (BFT) permite que a producdo seja realizada em locais como
viveiros e estufas com muita iluminagcdo natural, bem como em ambientes fechados, como
galpbes com iluminacao artificial. Os sistemas de producdo de camardo realizados em galpdes
ou aqueles que ndo tém uma abundancia de luz natural durante certas épocas do ano podem se
beneficiar com o uso de iluminacdo suplementar. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia de diferentes comprimentos de onda da luz fornecida por lampadas LED na qualidade
da 4gua, na comunidade de microrganismos e no desempenho zootécnico de camardes-branco
do Pacifico Litopenaeus vannamei criados em sistema BFT. O estudo foi realizado em uma sala
interna retangular de alvenaria com 15 tanques (120 L), utilizando-se uma densidade
populacional de 500 m-3 de camardo e um peso inicial de 0,37g. O experimento foi delineado
com cinco tratamentos e trés repeticdes cada, diferindo nos comprimentos de onda da luz: verde,
azul, vermelho, amarelo e branco (controle). Foram encontradas diferencas significativas entre
os parametros de qualidade da &gua em nitrito, PAR (radiacdo fotossinteticamente ativa) em
todas as profundidades, luz (Ix) e quantidade total de agua utilizada para producao (p <0,05).
Os tratamentos na cor verde apresentaram um melhor processo de nitrificagdo do que o
tratamento controle, 0 mesmo ocorreu para abundancia geral de microrganismos: diferencas
significativas foram encontradas na abundancia de bactérias como cocoide livre, filamentosa
livre, filamentosa aderida, vibrio e bacilo (p <0,05); abundancia de flagelados, ciliados,rotiferos
e nematoides também foi maior no tratamento verde (p <0,05). Além disso, as amebasnao foram
encontradas no tratamento verde, enquanto apresentaram maior abundancia em todosos outros
tratamentos (p <0,05). O tratamento verde apresentou maior peso final de camardo quando
comparado aos tratamentos com espectro azul, amarelo e branco. Assim, apenas 0 comprimento
de onda verde teve influéncia positiva tanto na qualidade da agua, quanto nos microrganismos

e no desempenho zootécnico de L. vannamei no sistema BFT.

Palavras chave: Luminosidade; Iluminacdo aritficial, Cores; Nitrificacdo; Superintensivos

Aquicultura; Producdo interna.
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ABSTRACT

The Biofloc Technology Culture System (BFT System) allows production to be carried out in
places such as ponds and greenhouses with plenty of natural lighting, as well as in closed
environments such as sheds with artificial lighting. Indoor shrimp production systems or those
that do not have an abundance of natural light during certain times of the year can benefit from
the use of supplemental lighting. The objective of this study was to evaluate the influence of
different wavelengths of light provided by LED lamps on water quality, microorganism
community, and the zootechnical performance of Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei
reared in BFT system. The study was carried out in an indoor room with 15 tanks (120 L), using
a stocking density of 500 shrimp m-2 and an initial weight of 0.37g. The experiment was
designed with five treatments and three replicates each, differing in the light wavelengths:
green, blue, red, yellow, and white - control. Significant differences were found between the
water quality parameters in nitrite, PAR (Photosynthetically active radiation) at all depths, light
(Ix), and total amount of water used for production (p <0.05). The green treatments showed a
better nitrification process than the control treatment. The green treatment presented an overall
higher abundance of microorganisms: significant differences were found in the abundance of
bacteria such as free coccoid, free filamentous, attached filamentous, vibrio, and bacillus (p
<0.05); abundance of flagellates, ciliates, rotifers, and nematodes were also higher in the green
treatment (p <0.05). Furthermore, amoebas were not found in the green treatment, whereas they
presented a higher abundance in every other treatment (p <0.05). Green treatment had higher
final shrimp weight when compared to treatments with blue, yellow, and white spectrum. Thus,
only the green wavelength had a positive influence both on the water quality, as well as on the
microorganisms and zootechnical performance of L. vannamei in the BFT system.

Key words: Luminosity; artificial lightning; colors; nitrification; super intensive aquaculture;

indoors production.
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1. INTRODUCTION

The Biofloc Technology Culture System (BFT system) consists of a technology that
enables increased productivity, and reduced areas for production while improving
environmental control over production, restricting the spread of diseases, and, in this way,
increasing biosecurity (Krummenauer et al., 2014; Avnimelech, 2015; Samocha et al., 2017).
Bioflocs are aggregates colonized by communities of bacteria, protozoa, and other groups of
microorganisms, such as zooplankton, flagellates, ciliates, rotifers, and nematodes, as well as
feces and leftover feed (Hargreaves, 2013; Lara et al., 2017; Reis et al., 2019). In addition, they.
can serve as a supplementary food source for reared organisms, contributing to higher growth,
weight gain, survival, and lower feed conversion (Wasielesky et al., 2006; Ballester et al., 2010;
Krummenauer et al., 2020).

Several parameters influence the establishment of a BFT system and farmed animals’
performance. One of these parameters is light, which is an abiotic factor of paramount
importance for organisms that live in the aquatic environment. Variations in the rearing
environment, such as nutrients concentrations, natural competition between communities of
different species, and light, can influence both primary productivity and the predominance of
specific groups of microorganisms more adapted to the established environmental conditions
(Irigoien and Castel, 1997; Pereira Neto et al., 2008; Khanjani et al., 2022). In addition, Penaeid
shrimp can show changes in behavior, growth, food intake, and reproduction when exposed to
different light conditions (Gardner and Maguire, 1998; Wang et al., 2004; Guerra- Santos et al.,
2017).

Aquaculture production systems with shrimp exposed to plenty of natural light may
perform better than systems with low light levels due to the growth of photosynthetic
microorganisms. Added to this, the presence of light also positively influences the abundance
of microorganisms, reflected in better performance of L. vannamei (Gardner and Maguire,
1998; Wasielesky et al., 2012; Guerra-Santos et al., 2017; Reis et al., 2019), in addition, the use
of artificial lights has been successfully used in fish farming (Lopez-Betancur et al., 2020;
Waycott, 2021). Production in BFT systems can be carried out both in outdoor ponds or tanks
and raceways or tanks in greenhouses with plenty of natural lighting, as well as in closed
environments such as buildings with artificial lighting (Boyd and Clay, 2002; Burford et al.,
2003; Cohen et al., 2005; Fleckenstein et al., 2019). Indoor shrimp production systems or those
that do not have an abundance of natural light at certain times of the year can benefit from the

use of supplemental artificial lighting, such as Light-Emitting Diode (LED) lights, which are
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more efficient than most other artificial light sources, such as incandescent and fluorescent
lamps, as they have a long life, low energy consumption and low heat dissipation (Das et al.,
2011; Chevremont et al., 2012).

Besides the presence or intensity of light, the color of the light seems to have an
important role in aquatic environments. Color is defined as the wavelengths of light in the
visible spectrum (from 380 to 770 nm) that are detected by the human retina. In aquatic
environments, the spectra of colors can be influenced by several factors, causing them to present
different behaviors. In this way, shrimp that live in natural waters move in different layers of
water and thus experience different colors of light (Guo et al., 2012).

Several studies supported that the color of light is one of the main environmental factors
that influence the behavior, maturation, feeding, metabolism, and growth of different species of
crustaceans (Le Reste, 1970; Caillouet, 1973; Wurts, 1984; Xu et al., 2003; Wang et al., 2004;
Guo et al., 2012). Even though the effect of light colors on shrimp and other crustaceans has
been substantially investigated in natural and clean aquatic environments, information on
production systems is still lacking.

This is even more relevant when it comes to more turbid systems, such as the BFT
system, characterized by high levels of suspended solids and dissolved organic matter in the
water column, that can contribute to the scattering and absorption of transmitted light and
promote changes in the spectrum of light changing, as happens in coastal waters (Blaxter, 1968;
Mcfarland, 1986). These changes in the spectra of light might influence not only the animals’
performance but the whole microorganism community, including processes of crucial
importance for the BFT, such as nitrification.

Therefore, the objective of this study was to evaluate the influence of different
wavelengths of light on water quality, microorganism community and zootechnical
performance of shrimp L. vannamei reared in BFT system, and with that, the results can provide

a better understanding to clarify this gap.

2. MATERIAL AND METHODS
The experiment was conducted from January 9 to March 19, 2020, in the facilities of
the Marine Station of Aquaculture (EMA) of the Institute of Oceanography of the Federal
University of Rio Grande - FURG, located in the city of Rio Grande, Cassino - RS, Brazil
(32°19'S,52°15'W). Pacific white shrimp L. vannamei in nauplius stage were acquired from

Aquatec® LTDA (Rio Grande do Norte). The shrimp were first kept in the hatchery facilities
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of the Marine Shrimp Culture Laboratory, for approximately 20 days, until they reached an

average weight of 0.37 + 0.20g and were then transferred to the experimental units.

2.1. Experimental design

The water used in each experimental unit came from a reservoir, previously pumped
from Cassino Beach (RS). The water for the experiment was chlorinated using 10 ppm of
sodium hypochlorite and dechlorinated after four hours, with ascorbic acid (vitamin C) in the
proportion of one gram for every thousand liters of water. Fifteen circular tanks with a capacity
of 150 L and a culture volume of 120 L were used. In each experimental unit, an aeration system
with microperforated hoses (Aerotube®) was installed. The stocking density used was 500
shrimp m3.

Five different wavelengths were used within the visible light spectrum whose lengths
allow us to see the colors of light, which are between 400 and 700 nm, with three replicates for
each treatment, including, Blue (B) approximately (~) 440-485 nm, Green (G) ~ 500-565 nm,
Red (R) ~ 625-740 nm, Yellow (Y) ~ 565-590 nm and White (W - control) represent the
superposition of the infinite colors of the visible spectrum.

All treatments were submitted to a 12h/12h photoperiod (12h with artificial lightning
and 12h of darkness). In order to avoid lights colors mixing in the experimental units of different
treatments, black geomembrane cones coated on the inside with aluminum foil were placed on
the top of each tank. The illumination was supplied using colored LED light lamps (Foxlux®,
7 W) fixed in the upper center part of the cone, approximately 60 cm above the water surface
(Fig. 1).

The penetration of light into the water column, as photosynthetically active radiation
(PAR), was measured at different depths of the tanks: right below the surface of the water, in
the middle (20 cm), and at the bottom (40 cm) of the tank, once a week, with the aid of a light
sensor (LI-COR®, model L1-1400 dataLOGGER). The device sensor was attached to a ruler to
ensure the different depths inside the experimental units. In addition, the amount of lux (Ix) that
reached the surface of the water was also measured with a lux meter device (Chauvin-Arnoux®
- model C.A 810), at the beginning of the experiment. The amount of water to produce one

kilogram of shrimp in each system was also measured.
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Fig. 1. Overview of experimental units (A). Tanks with different colored LED lights: White
(B), red (C), green and a 15-days old shrimp (D), yellow (E), and blue (F).

2.2. Biofloc formation

Organic fertilization using sugarcane molasses with 37.27% of carbon was performed
to stimulate the formation of bioflocs and control ammonia in the system. The addition of
molasses was done in such a way as to maintain a C/N ratio of 15/1, by adding 6.0g of organic
carbon for each gram of total ammonia nitrogen (TAN) in the water, as each gram of organic
carbon is equivalent to approximately 2.5g of carbohydrate, hence, 15/1 ratio (Avnimelech,
1999; Ebeling et al., 2006). The fertilization was performed every time ammonia concentrations
surpassed 1.0mg L, calculated considering the volume of the tanks, concentration of organic
carbon in the source, and C/N ratio (Brandao et al., 2021).

In addition, applications of commercial probiotics (INVE® Sanolife PRO-W) were
performed once a week in the water using 0.5 g for every thousand liters of water, in order to

help maintain water quality in all treatments.

2.3. Monitoring of water quality parameters
Physical and chemical parameters of water were monitored during the experiment:

temperature and dissolved oxygen (YSI® PRO20) twice a day and pH once a day (pH meter®
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FE 20/FG2). Salinity was checked every three days (Hach® HQ40d). The turbidity of the water
was determined once a week with a turbidimeter (Hach® 2100P, Hach Company).

Water samples were collected daily to quantify the concentration of total ammonia
nitrogen (TAN), and nitrite (NO2"N) determined according to (UNESCO, 1983) and Strickland
and Parsons (1972), respectively. When nitrite concentrations exceeded the safety level of 26
mg L allowed for the species (Lin and Chen, 2003), a water exchange of 20% of the tank
volume was carried out.

The concentrations of nitrate (N-NOjs™), phosphate (P-PO4* ), and total suspended solids
(mg L) were analyzed weekly using the methodology proposed by Strickland and Parsons
(1972), and for total suspended solids, the water samples were filtered with GF50-A fiberglass
filters, using a vacuum pump (Prismatec®). Total suspended solids levels were maintained up
to 500 mg L* as recommended by (Gaona et al., 2011), and when the values exceeded the
recommended value, clarifiers were used. To clarify the tanks, a submerged pump removed part
of the water with bioflocs from the tanks, directing it to the sedimentation tanks. Due to
gravitational action, the particulate organic matter present in the water sedimented, and then the
supernatant water - with lower TSS concentrations, was returned to the tanks also by gravity
(Ray et al., 2010; Gaona et al., 2011;).

Alkalinity was analyzed every three days according to the methodology proposed by
APHA (2012). When alkalinity reached values below 150 mg CaCOs L and/or pH values
below 7.6, adjustments were made with hydrated lime, following the methodology described
by (Furtado et al., 2011) and (Zhang et al., 2017). Alkalinity and pH measurements were also
used to determine carbon dioxide concentrations dissolved in the culture water according to the
methodology proposed by Timmons and Ebeling (2010), as per the following calculation: [COz]
= alkalinity x 10(6:3-PH),

The concentration of chlorophyll a was determined once a week from 10 mL samples
of culture water filtered through GF 50-A glass fiber microfilters. The photosynthetic pigment
was extracted by immersing the filters in 10 mL of 90% acetone (Merck® PA), placed in dark
flasks, and kept in a freezer (- 12 -C). After a period of 24 h, the concentration of chlorophyll a
was read using a fluorimeter (Turner Designs Trilogy) (Welschmeyer, 1994).

2.4. Microorganisms assessment
To quantify the microorganisms, present in the culture water, water samples were

collected (18 mL) from each experimental unit, once a week. The samples were fixed in
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formalin (final concentration of 4%) and kept in amber flasks for later counting and
identification of the groups of microorganisms.

To determine the abundance of bacteria, aliquots of the fixed samples were filtered
through polycarbonate membrane filters (Nucleopore, pore size: 0.2 um; and 25 mm diameter)
previously darkened with Irlan Black, and then stained with 1% Acridine Orange at the
concentration of 1 ug ml* (Hobbie et al., 1977). The bacteria were photographed using a
photographic camera coupled to an epifluorescence microscope (Axioplan-Zeiss, with 1000x
magnification) for later counting of 30 randomly chosen fields. To determine the abundance of
protozoa and other groups of microorganisms, aliquots of 0.5 mL of samples were placed in a
sedimentation chamber and 30 random fields were counted in an inverted microscope (Nikon
TS 100 with a final magnification of 200 x) (Utermohl, 1958).

The microorganisms were then classified into different groups, for bacteria: coccoids,
free filamentous, attached filamentous, vibrios, and bacilli; for protozoa and other groups:
flagellates, ciliates, nematodes, rotifers, and amoebas. All counts were performed at the
Laboratory of Ecology of Microorganisms Applied to Aquaculture - FURG.

2.5. Feeding management

The shrimp were fed twice a day, using commercial diet (Potimar GUABI® - 40%
protein) until they reached 1.0 g and then a feed containing 38% PB. To control consumption,
10% of the feed was placed in feeding trays and the remainder was distributed in the tank. The
feeding rate was adjusted every week, according to the methodology described by Jory et al.
(2001) until the animals reached 1.0 g and after that, the adjustments in the feeding rates were

carried out following the methodology of Garza de Yta et al. (2004).

2.6. Shrimp growth perfomance

Shrimp growth performance was monitored through weekly biometrics of 20 animals
per experimental unit, using a digital scale with a precision of 0.01 g (Marte® scientific
AS5000C). Weekly weight gain (WWG) and apparent feed conversion rate (FCR) (Bagenal and
Tesch, 1978; Van Wyk and Scarpa, 1999) were evaluated by the following calculations:

WWG = (Final Weight — Initial Weight) / number of weeks.

FCR = total feed offered/biomass gain.

Survival Rate: (final biomass / individual average weight) / number of individuals

stocked x 100.
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Productivity: (final biomass — initial biomass) / tank volume.

3. STATISTICAL ANALYSIS
Data were submitted to homoscedasticity analysis of variances and analysis of normality
of data distribution. When the assumptions were not met, statistical transformations were used.
Subsequently, a one-way analysis of variance — ANOVA (a. = 0.05) was performed followed by

a post hoc Tukey test, when significant differences were found (Zar, 2010).

4. RESULTS

The mean values (x SD) of the chemical and physical parameters of water during the
70-day study period are shown in (Table 1). Variables such as nitrite, the total amount of water
used for production, photosynthetically active radiation (PAR), and lux showed significant
differences (p <0.05) between treatments. It is also possible to add, a significant difference in
the total amount of water to produce the same stocking density of shrimp (p <0.05). The
maximum was 495 L for the white treatment and the minimum of 320 L for the green treatment.
No significant differences were found between treatments for temperature, dissolved oxygen,
pH, TAN, nitrate, phosphate, alkalinity, CO2, settleable solids, total suspended solids, and
Chlorophyll a (p >0.05).

Table 1
Physical and chemical parameters of water (mean values * standard deviation) in the
treatments: Green, blue, red, yellow, and white after 70 days. Different superscripted letters in

a row denote significant differences (p < 0.05) between treatments.

Parameters Green Blue Red Yellow White

Temperature 2963 + 160 2950 + 090 2916 = 110 2917 =+ 101 2907 * 141
D.O (mg LY 607 + 068 610 + 061 599 =+ 069 610 =+ 061 612 =+ 057
Salinity (mg of CaCOsLY) 3095 + 118 31.03 = 121 3081 + 124 3069 + 096 3077 =+ 116
pH 794 + 020 794 + 019 79 =+ 020 793 + 020 797 £ 020
TA-N (mg L) 114 + 202 113 + 192 128 + 193 119 + 202 115 + 195
N-NO2z (mg L) 721 + 1014 746 + 994 863 + 1029 876 =+ 1059 1127 =+ 10.96
N-NOz (mg L) ** 943 + 976° 965 + 965% 1117 + 964% 1134 + 956% 1457 + 8.92P
N-NOs (mg L) 3053 + 3643 2988 + 3691 2647 + 3493 2385 =+ 3074 1920 =+ 2643
PO, P (mg L™ 219 £ 175 229 + 176 232 + 174 209 =+ 160 175 + 118
Alkalinity (mg L) 14115 + 2452 14310 + 2238 14368 + 2478 14644 + 2333 14356 + 24.49
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Free CO2 (mg L) 344 + 123 348 + 115 331 + 126 348 + 121 316 + 119
TSS (mg L) 42521 + 12476 390.00 + 137.24 36500 + 108.14 41833 + 9091 32521 =+ 150.21
Turbidity (NTU) 141.72 + 100.22 12363 + 10210 13565 + 9574 14039 + 9503 11341 + 89.43
Settleable solids (mL L) 573 + 477 535 * 512 676 * 751 683 + 620 482 + 484
Chlorophyll a (ug L) 133 + 067 108 + 054 122 + 099 107 =+ 058 115 =+ 067
PAR surface (umol m2s%) 1255 + 17.10° 28.80 + 15.60° 3320 + 19.80> 4951 + 14508 79.05 + 4200
PAR 20 cm (umol m2 sL) 270 + 430> 482 + 890° 973 =+ 1450° 1463 + 1420° 2045 + 23.40°
PAR 40 cm (umol m?2 %) 111 + 260> 193 + 480 332 + 650° 510 =+ 840° 620 + 11.00°
Light (Ix) 47300 + 3501 519.67 + 56.33%*° 410.67 + 13.69¢ 1051.00 + 23.28% 1853.00 + 68.79°
Total amount of water (L) ~ 320.00 + 4585 330.00 + 51,96° 34000 + 17.32° 380.00 + 7594% 49500 + 21.212

**Average nitrite from nitrite accumulation starting on the 16th day.
* DO (Dissolved Oxygen); TSS: Total Suspended Solids; PAR: Photosynthetically active

radiation; TA-N: total ammonia nitrogen.

Variations in nitrogen compounds concentration over the 70 days of trial are shown in
Figure 2. According to Fig. 2A, no significant difference between treatments (p >0.05) in the
TAN concentrations was found. The maximum level recorded was 6.25 mg L* for all
treatments.

There was a significant difference between treatments for nitrite concentrations (p
<0.05). The highest measured nitrite values were 30 mg L™ for the green treatment and 28 mg
Lt for the white, blue, red, and yellow treatments. It is worth mentioning that we worked with
a safety margin for shrimp concerning nitrite levels, which was 26 mg L. In all treatments,
water exchange of 20% of the tank volume was carried out when they exceeded the safety value.
The green and blue treatments showed a decrease in nitrite concentrations from the 36th day
and undetectable values on the 51 day. On the other hand, treatments such as white, yellow,
and red started showing a decreasing pattern from the 46th day. Treatments yellow and red
reached no detectable values on day 61 and white only on day 68 (Fig. 2B).

As shown in Fig.2C, there was no significant difference in nitrate concentrations
between treatments (p >0.05), with a maximum of 108.33 mg L for green and blue treatments,
102.93 mg L for red, 90.21 mg L! for yellow, and 67.83 mg L™ for the white treatment.
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Fig. 2. Variation (mean * standard deviation) in total ammonia nitrogen — N-NH3" (A), nitrite
— N-NO2" (B), and nitrate — N-NOz~ (C) concentrations during 70 days of the rearing of L.
vannamei in BFT systems under different colored LED lights: white, red, green, yellow, and
blue.

Fig. 3A shows coccoid bacteria concentrations throughout the experiment. Significant
differences were found between treatments at initial and final times (p <0.05), with a minimum
concentration of 0.9 x 108 in the red treatment and a maximum of 4.09 x 108, also in the red

treatment. For free filamentous bacteria, significant differences were observed among the
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treatments on days 7 and 35 (p <0.05). There was a maximum of 4.09 x 108 for red and a
minimum of 0.1 x 108 for green (Fig. 3B).

Fig. 3C shows the attached filamentous bacteria concentrations throughout the
experiment. There was a significant difference between treatments at 7, 35, and 70 days (p <
0.05), with a maximum of 9.84 x 10 for yellow and a minimum of 0.10 x 10* for white. For
Vibrio there were also differences at all times, with a maximum of 2.07 x 10# for blue and a
minimum of 0.0 x 10*for Blue, Red, and Yellow (Fig. 3D).

Fig. 3E shows bacillus concentrations throughout the experiment. There were
significant differences between treatments on days 7 and 35 (p <0.05), with a maximum of

3.96 x 10° for green and a minimum of 0.0 x 10° for white, red, and blue.
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Fig.3. Variation in the abundance of bacterial groups - coccoid (A), free filamentous (B),
attached filamentous (C), vibrios (D), and bacillus (E), at different times in the rearing of L.
vannamei in BFT systems under different colored LED lights: white, red, green, yellow, and

blue.
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Significant differences were found in flagellate concentrations between treatments at 7
and 35 days (p <0.05), with maximum values of 1.02 x10° for the green treatment and a
minimum of 0.19 x 102 for the blue treatment (Fig.4A). For ciliates, there were significant
differences at 7, 35, and 70 days of the experiment (p <0.05), with a minimum of 0.4 x 102 in
the white treatment and a maximum of 1.71 in the red treatment (Fig.4B).

Fig.4C shows that there were significant differences in rotifer concentrations on days
7, 35, and 70 in the different treatments (p <0.05), with a minimum of 0.0 x 102 for blue, red,
yellow, and white treatments. The maximum value was 1.56 x 102 for the green treatment.

Significant differences were found for nematode concentrations on days 35 and 70 (p
<0.05), with a minimum of 0.0 x 10* for the red and white treatments and a maximum of 6.61
x 101 for the blue and white treatments (Fig.4D). There were significant differences in amoeba
concentrations at 35 and 70 days of the experiment (p <0.05), with minimum concentrations of
0.0 x 102 for the green, blue, red, and white treatments, and a maximum of 6.96 x 10° for the

yellow and red treatments (Fig. 4E).
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Fig.4. Variation in the abundance of protozoa groups - flagellates (A), ciliates (B) rotifers (C),

nematodes (D), and amoeba (E), at different times in the rearing of L. vannamei in BFT systems

under different colored LED lights: white, red, green, yellow, and blue.

The results for the total microorganisms abundance during 70 days of this study are

shown in Table 2. Significant differences were found in flagellates, ciliates, rotifers, nematodes,

and amoeba concentrations between the treatments (p <0.05).
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Table 2
Total of microorganisms (mean values + standard deviation) in the treatments: Green, blue, red, yellow, and white after 70 days. Different superscripted

letters in a row denote significant differences (p <0.05) between treatments.

Microorganisms Green Blue Red Yellow White
Coccoids.mL™? 1.82x106 + 3.37x10° 1.15x108 + 5.82x10° 2.92x10% + 8.28x10° 2.19x10% + 7.11x10° 2.22x108  + 1.11x10°
Free Filamentous.mL™ 9.19x10° + 1.06x10° 8.22x10° + 2.77x10° 1.63x10% + 1.64x10° 1.27x10% + 2.46x10° 1.14x10% + 3.99x10*
Attached Filamentous.mL! 6.98x102 + 2.77x10? 1.39x10° + 3.07x102 1.88x10° + 8.54x102 1.48x10* + 1.48x104 2.73x102  + 2.73x10?
Vibrio.mL 2.77x10° + 1.10x10° 4.76x10° + 3.56x10° 2.68x10° + 1.20x10? 2.34x10° + 7.10x10? 2.95x10° + 8.97x10?
Bacillus.mL™! 1.84x10° + 8.04x10* 1.26x10°5 + 5.49x10* 4.62x10* + 3.86x10° 9.75x10* + 4.14x10* 9.16x10* + 4.44x10°
Flagellate.mL! 8.79x10? + 103x1022 4.57x102 + 170x10tP  4.63x10%2 + 248x10l® 6.57x10? + 454x10t®  3.97x10°2 + 2 48x10tP
Ciliates.mL™! 6.61x102 + 778x101% 4.10x10? * 372x10tP  5.01x10%2 +* 165x1022 5.45x10%2 * 248x10'13 6.20x102 *  7.44x1012P
Rotifero.mL! 8.81x10! + 389x10°% 6.33x10!  * 3.89x10°@° 3.30x10' * QQox10°2 0.00x10° * Qoox10°°  0.00x10° * (oox100P
Nematode.mL ! 3.06x10° + 4.12x10°2 2.20x10' + 156x10'3 0.00x10° * (Qox10°° 8.26x10° + (Qox10°2° 1.65x10' * 1.65x10t2P
Amoeba.mL? 0.00x10° + (00x1008 9.34x10? + 419x1022° 3.72x10° * 7.01x102P 7.77x10? + 521x1023P 1.65x10° * 4.04x102%
Total protozoa. mL™* 1.66x10° + 1.52x102 1.89x10° + 4.26x102 5.12x10° + 9.31x10? 1.99x10° + 5.00x102 2.68x10° + 4.86x10?
Total bacteria. mL1 2.92x108 + 3.14x10° 2.10x10% + 6.88x10° 4.60x10® + 9.87x10° 3.58x10% + 9.85x10° 3.46x108 + 7.41x10*
Total microorganisms. mL-t 2.93x10%8 + 3.14x10° 2.10x10%° + 6.89x10° 4.61x10® + 9.88x10° 3.58x10% + 9.84x10° 3.46x108 + 7.46x10*
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Fig.5 shows protozoa and other groups found in the green treatment.

Fig.5. Ciliate (A), nematode (B), and (C) rotifer with attached eggs in the green treatment
(C). Magnification of 20x by inverted microscope (image: Wellica G. Reis).
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Fig. 6. Microscopic images of the microorganisms abundance in the microbial floc: Green
treatment: (A) Vorticella (protozoan) in the 7th day of experiment; (B) Free filamentous bacteria
in the 70th day; Blue treatment: (C) free coccoids (bacteria) in the 7th day of experiment; (D)
Amoeba (protozoan) in the 70th day; Red treatment: (E) Bacillus (bacteria) in the 7th day of
experiment (F); Yellow treatment: (G) 7th day of experiment; (H) 70th day of experiment;
White treatment: (I) 7th day of experiment; (J) 70th day of experiment. Magnification of 1000

x by epifluorescence microscope (image: Wellica G. Reis).

When comparing protozoa and other groups, it is possible to observe that amoeba was
the main organism in blue, red, yellow, and white treatments, while in the green treatment,
flagellates and ciliate were the main groups of microorganisms. No differences were found
when comparing the total bacterial composition, total protozoa, and total microorganisms
between treatments since all treatments showed a similar composition with coccoid bacteria

being the main group (Fig. 7).
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Fig.7. Total Bacterial (A) and protozoa (B) Total composition in the rearing of L. vannamei

in BFT systems under different colored LED lights: white, red, green, yellow, and blue.

The results for the growth performance of L. vannamei reared during 70 days of this

study are shown in Table 3. A significant difference was only found in final weight between the
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treatments (p <0.05). For survival, feed conversion rate and productivity there was no

significant differences (p >0.05).
Table 3

Mean values (+ standard deviation) of the growth performance of L. vannamei in the
treatments: White, blue, green, yellow, and red after 70 days. Different superscripted letters in

a row denote significant differences (p <0.05) between treatments.

Green Blue Red Yellow White
Initial weight (g) 037 £ 020 037 £+ 020 0.37 £ 0.20 037 £+ 020 0.37 £ 0.20
Final weight () 759 £ 0302 6.91 + 0.26° 7.31 + 026 6.88 + 0.28"° 6.19 + 0.09°
Survival (%) 9288 + 1.66 8577 £+ 3.82 90.66 + 2.17 86.22 + 2.73 90.66 + 2.88
FCR 136 £ 001 162 + 014 142 + 0.06 158 £+ 0.02 163 £ 0.10
Yield (Kg/md) 353 £ 012 29 + 024 331 £ 0.19 296 + 0.08 280 % 0.12

5. DISCUSSION

5.1 Influence of different wavelengths of LED light on water quality

There were significant differences between treatments in parameters such as nitrite, light
penetration into the water column at different depths, lux, and the total amount of water used
for shrimp production. For the other parameters, such as temperature, dissolved oxygen, pH,
TAN, nitrate, phosphate, alkalinity, COz2, settleable solids, total suspended solids, and
chlorophyll a, there was no significant difference. The values for these variables are within the
range considered acceptable for the species under study, therefore, they probably did not cause
any difference in performance indices (Van Wyk e Scarpa,1999; Gaona et al., 2011; Furtado et
al., 2016; Zhang et al., 2017).

Nitrite toxicity is influenced by salinity and pH, therefore, the lower the values for these
parameters, the more toxic nitrite becomes. The safety levels for nitrite concentrations in L.
vannamei cultures are 15.2 and 25.7 mg NO:2 L for salinities of 25 and 35, respectively (Lin
and Chen, 2003). In the present study, 26 mg NO2 L was used as a threshold safety level, so
that, when this safety value was exceeded, 20% of the total volume of the water in the tanks
was exchanged. Green and blue treatments showed a more effective nitrification process, since
the decrease phase of nitrite concentration started around seven days earlier compared to red

and yellow treatments, and 17 days earlier when compared to the white treatment. Nitrifying
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bacteria can be affected by light due to photosensitivity, as described by some authors, such as
Vergara et al. (2016) and Reis et al. (2019) who also observed the photosensitivity of nitrifying
bacteria which caused a reduction of 20 to 60% in the ammonia removal rates and about 26 to
71% in the nitrite removal rates, exposed both to white LED light with different intensities and

greenhouse with natural ambient light, respectively.

In addition, this study highlights the difference in nitrite concentrations at the different
wavelengths (colors) used in the experiment, which can be explained by the photosensitivity of
nitrifying bacteria not only to light but also to different wavelengths of light. In a work carried
out by Guerrero and Jone (1996), the authors observed that nitrifying bacteria have differential
photosensitivity activity in the blue spectrum region (400 to 475nm) and that, in general, the
inhibition by blue light is lower when compared to other wavelengths. The results found in the
present study corroborate those of the authors in noting similar results regarding the wavelength
to the blue treatment, but also adds the anticipation of decreasing nitrite levels in the green
wavelength (500-565nm).

Therefore, the nitrifying bacteria both at the wavelength in the blue treatment and the
green treatment were less photosensitive at these wavelengths in the biofloc system, when
compared to the red, yellow, and white treatments. Chlorophyll a concentration in the
experiment were low in all treatments and there were no significant differences between
treatments, seeming to not be a factor that competed for space and food with other
microorganisms, and probably did not influence nitrification in this experiment, as verified by
Reis et al. (2019).

In parallel to this, it is still possible to add that the penetration of different wavelengths
into the water column at different depths of the culture tank was different. Bioflocs consist of
aggregates colonized by a bacterial community, microalgae, protozoa, zooplankton, nematodes,
rotifers as well as feces and food scraps (Hargreaves, 2013; Lara et al., 2017). The
electromagnetic radiation incident on the water surface does not fully penetrate, a significant
part is reflected and backscattered, and the absorption is still influenced by the water molecule
structure, by particles suspended in the water, and considerably by dissolved organic
compounds (Wetzel 2000; Jensen 2009). Thus, all the organic material suspended in the culture
water possibly influenced the results of the photosynthetically active radiation in the water

column.

44



In a study carried out by Bukata et al., (1983), the authors observed that with increasing
concentration of COD (dissolved organic carbon) there is a decrease in reflectance in the entire
visible range, albeit minimal in the red range and accentuated in the blue range. In the present
study, results were significantly smaller for the wavelengths in the blue and green treatments,

mainly in the depths of 20 and 40 cm, when compared to the red, yellow, and white treatments.

In a natural environment, like the oceans, the shorter wavelengths, such as blue and
green, are the ones that penetrate the water most at greater depths with natural lighting. These
same wavelengths but using artificial lighting in a biofloc system with all the organic material
in suspension, showed the lowest values of photosynthetically active radiation occurring in the
water column. Furthermore, another important factor to consider is that these lower
photosynthetically active radiation results at different depths of these wavelengths in the blue

and green treatments may have benefited the nitrification process.

The different wavelengths also influenced the water exchange rate of the culture tanks
and, consequently, the total amount of water used for L. vannamei production. In the present
study, a water exchange of 20% of the total volume of the tank was carried out to keep nitrite
levels in the range set. More water was exchanged in the treatment using white light compared
to the others. When less water exchange is performed in the system, the disposal of
microorganisms off the system decreases, which includes nitrifying bacteria. Thus, as it is
known, chemoautotrophic nitrifying bacteria grow slower when compared to heterotrophic
bacteria, so the decrease in water exchange is beneficial in the culture system as it avoids wash-
off of these bacteria (Ebeling et al., 2006). It is still possible to add that the decrease in water
exchange reduces the manipulation and thus, could also reflect in less stress to the reared
animals. In addition, the fact that the same productivity using less water was achieved regardless

of the treatment contributes to a more sustainable production.
5.2 The influence of different wavelengths of LED light on microorganisms.

Regarding the abundance of microorganisms, it is possible to verify that the different
wavelengths of light positively influenced both bacteria and protozoa, with significant
differences between treatments. In the present study, the different wavelengths influenced the
abundance of bacteria throughout the experiment. Variations in the abundance of groups of
microorganisms in the different light spectra seem to have a strong relationship with predation

and food availability, characterizing top-down and bottom-up relationships, because throughout
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the study, as the different groups of microorganisms emerged (supply of food), the appearance
of groups of predatory organisms also occurred, thus contributing to the microbial loop. This
trend was observed across all treatments. However, it was observed in the green spectrum
treatment that the abundance of microorganisms in most of the different periods was higher and
it was the only treatment that the amoeba microorganism was not found. Therefore, probably
the spectrum of green can influence the ambulance of microorganisms in the treatment.

For coccoid bacteria, there were differences, both at seven days and at 70 days. In
addition, there was a higher abundance in the green and yellow treatments after seven days and
a significant increase in all treatments at the end of the experiment. Research carried out by
Ferreira et al. (2008) on the formation of microbial flocs by two species of shrimp (L. vannamei
and Farfantepenaeus paulensis), suggests this abundance of coccoid bacteria may be related to
the abundance of biofloc-forming bacteria.

For free and adherent filamentous bacteria there were also significant differences in the
different wavelengths. For the free filamentous group, there were differences in abundance both
at the beginning (7 days) and at 35 days. As for attached filamentous bacteria, there were
differences in all periods. This high concentration of free filamentous, especially at the
beginning, may be related to the higher availability of dissolved organic carbon in the culture
water when we introduced an external source of organic carbon at the beginning of the
experiment. In a study carried out by Anesio et al. (2003), the authors found that free and
adherent bacteria arise differently in the environment so that when there is higher availability
of dissolved organic carbon in the medium, there is a higher abundance of free bacteria and
later appearance of adhered bacteria, and parallel to this, the fostering of detrital binding at
higher trophic levels.

Itis still possible to add significant differences for vibrio in all periods of the treatments.
In addition, the antagonism between vibrio and bacilli was observed in all treatments. It is
important to note that in the experiment, probiotics were used in all culture tanks. This result
corroborates Krummenauer et al. (2014); and Hostins et al. (2017) who observed the decrease
of vibrio and increase of bacilli in BFT systems when probiotics were used in the systems.

The different wavelengths also influenced protozoa and other groups, such as
flagellates, ciliates, rotifers, amoebas, and nematodes in different periods throughout the
experiment. For flagellates, there was a higher abundance in the green treatment, both at seven
days and at thirty-five days. On the other hand, for the ciliates, there were differences in all

periods. Throughout the study, an increase in the abundance of ciliates was observed, which
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can be explained by the number of flagellates in the different periods of the experiment. These
results corroborate Reis et al. (2019), which observed that there was a decrease in the
concentration of flagellates and a corresponding increase in the concentration of ciliates.
Ciliates can have a great influence on the flagellate community through predation (Auer et al.,
2004).

Regarding the abundance of rotifers, there were significant differences between the
different wavelengths. The green treatment influenced the development of microorganisms,
such as rotifers. In addition, the development of rotifers in the experiment was observed from
the first week, and this occurrence remained throughout the experiment, with higher abundance
at thirty-five days and a decrease in concentration at seventy days. This decrease in rotifer
abundance may be associated with shrimp predation on rotifers, a “top-down” effect, in which
shrimp predation on rotifers occurs (Jack & Gilbert, 1997; Agasild et al., 2013). On the other
hand, no rotifers were counted in the first time for any of the other treatments, being verified
by the abundance of rotifers only at thirty-five days.

Added to this, it was observed in the experiment that with the emergence of flagellates
there was also the development of ciliates and the same happened with rotifers, with a
relationship between the organisms occurring. Furthermore, the amount of food will determine
the biomass of protozoa. Ciliates, on the other hand, can have a great influence on the flagellate
community through predation. In addition, rotifers are reported to be efficient predators of
ciliates (Curds 1992; Auer et al., 2004; Decamp et al., 2006). This fact shows the importance
of “bottom-up” food sources and the influence of “top-down” predators in structuring the
protozoan community (Jack & Gilbert, 1997; Agasild et al., 2013).

The different wavelengths influenced the abundance of amoebas between treatments.
The green treatment did not have any occurrence of amoeba in any of the periods throughout
the study, while all the other treatments had the development of amoeba in the culture tanks.
Amoebas are organisms that are typically associated with surfaces, and when in their active
feeding state, this microorganism can ingest bacteria, flagellates, ciliates, algae, rotifers, and
nematodes (Decamp et al., 2006). Furthermore, amoeba concentrations remain high until
nutrient levels for the other species (protozoa) are sufficient for the high growth rates of other
organisms to outpace those of amoebas, and thus competition for space and nutrients occurs
(Decamp et al., 1999; Silva et al., 2008). In general, it was observed that in the green treatment
the concentration of protozoa and other groups was significantly higher compared to the other

treatments, which may have influenced the concentration of amoebas in the treatment.
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In parallel to this, it is still possible to add that the different wavelengths influenced the
abundance of nematodes throughout the study. In this sense, higher concentrations of
nematodes were observed on thirty-five days for the green treatment and later for the yellow
treatment, but only after seventy days, the emergence in the blue and white treatments and the
decrease of nematodes in the yellow treatment were observed. The concentration of nematodes
in the culture tank can be altered due to the predation rate of the cultivated organisms (Ray et
al., 2010). However, a small increase in the concentration of nematodes was observed in the
final period of the study, mainly in the green treatment, and there appeared to be no nematode
predation by shrimp. Thus, the wavelength of the green treatment influenced both the
abundance and emergence of microorganisms at different periods throughout the study, as well

as the trophic levels in the culture system.

5.3 The Influence of different wavelengths of LED light on zootechnical performance.

The different wavelengths of light seem to have affected only the growth of the shrimp
but did not affect any other parameter of zootechnical performance. Behavioral changes and the
abundance of microorganisms associated with wavelengths may help to elucidate this
difference. Studies by different authors have shown that different species of crustaceans have
different sensitivity to light spectra (Chen et al., 1996; Xu et al., 2003).

In the present study, only the green spectrum differed from the blue, yellow, and white
spectra (control), while the red spectrum obtained a result similar to green, but without
differentiating from the other treatments. These results are similar to those found by B. Guo et
al. (2011; 2012) for the green wavelength, but different from those same studies that did not
find better performance for the red wavelength. The best results found for green and red
wavelengths in this study could be related to metabolic adaptation mechanisms of crustaceans,
which could give them advantages. Choi et al. (2018) showed that exposure to green and red
light was effective in decreasing stress and increasing the ability to control osmotic pressure
when Lysmata amboinensis were exposed to stressful situations, such as variations in salinity.
Another study conducted by Fei et al. (2020a) indicate that P. vannamei in the green light group
likely was probably to maintain normal physiological metabolism.

The blue, yellow, and white wavelengths had the lowest values in the final weight. These
results were similar to those found by Wang et al. (2004); Guo et al. (2011), who observed that

constant blue light inhibited the growth of L. vannamei and that it increased energy expenditure
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while fluctuating light spectra (blue-green), could increase feed efficiency. Another important
factor, which may have contributed to the zootechnical performance of shrimp is
microorganisms since they are classified not only as an important sources of protein but also
for meeting the lipid, mineral, and vitamin needs of shrimp. In addition, they serve as a potential
source of exogenous enzymes that aid digestion. (Decamp et al., 2002; Decamp et al., 2003;
Loureiro et al., 2012; Becerril-Cortés et al., 2018).

In general, the abundance of protozoa and other microorganisms in the green wavelength
was higher, except for amoebae which were not present. This greater abundance of flagellates,
ciliates, and nematodes and the presence of rotifers from the first week of the culture of L.
vannamei may have influenced the zootechnical performance of shrimp. Natural food serves as
a supplementary source of nutrients for shrimp, reflecting on performance, both in weight gain
and in feed conversion rates (Wasielesky et al., 2006; Becerril-Cortés et al., 2018.,
Krummenauer et al., 2020). In addition, in this study, it was possible to observe that the shrimp
from the green treatment were frequenting the surface of the water column more often, and thus,
the handling of the biofloc on the surface of the tanks several times a day was observed.
Therefore, the wavelengths that positively influenced the zootechnical performance were those

of green and red, but the latter could not also affect positively the nitrification process.

6. CONCLUSION
Green wavelength positively influenced the nitrification process and the formation of
the microorganisms community, reflecting on the growth performance of L. vannamei. Results
suggest that the green wavelength is better suited for the culture of L. vannamei in biofloc

systems.
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RESUMO
A produgdo de camarfes em sistemas superintensivos ao ar livre pode se beneficiar da
abundancia de luz natural, promovendo um melhor desempenho zootécnico dos organismos
cultivados. Ja nos cultivos em ambientes fechados, onde ndo ha luz natural ou em locais que a
luz natural pode ser limitada em determinadas épocas do ano, € possivel obter os mesmos
beneficios usando iluminacg&o artificial na producgéo, além disso, pode se aproveitar a vantagem
de controlar e escolher caracteristicas especificas de cada tipo de luz fornecida. O objetivo deste
estudo foi avaliar o impacto de diferentes fotoperiodos de luz verde de lampadas LED na
qualidade da agua, na comunidade de microrganismos, na capacidade antioxidante (ACAP), na
peroxidacdo lipidica (TBARS) e no desempenho de crescimento do camaréo branco do Pacifico
Litopenaeus vannamei no sistema BFT. O estudo foi realizado em uma sala de alvenaria fechada
em tanques de 150L de volume util, utilizando-se camarfes com peso inicial de 0,48 g com uma
densidade de 500 m-3 de camardo. O experimento foi delineado com quatro tratamentos e quatro
repeticdes cada, com diferentes fotoperiodos em luz verde: 1) 16h LI/8h DA, 2) 12h LI/12h DA
(controle), 3) 8h LI/16h DA e 4) 4h LI /20h DA. N&o foram encontradas diferencas nos
parametros de qualidade da agua (p >0,05). Houve diferencas significativas na abundéncia de
bactérias, como cocoides livres, filamentosas livres, vibrios e bacilos (p <0,05) e em
protozodrios, como flagelados, ciliados, rotiferos, nematoides e amebas (p <0,05). Também
houve diferencas na peroxidacdo lipidica (TBARS) com menor peroxidacdo lipidica nos
tratamentos 12h LI/12h DA, 8h LI/16h DA, e 4h L1/20h DA e maior capacidade antioxidante
(ACAP) nos hepatopancreas e tecidos musculares no tratamento 8h LI /16h DA (p<0,05). Além
disso, o camardo do tratamento 8h LI/16h DA apresentou maior peso final, quando comparado
ao tratamento controle 12h LI/12h DA (p <0,05). Assim, o fotoperiodo de 8 horas de luz e 16
horas de escuro com luz LED verde pode ser sugerido paraa criacdo de L. vannamei em sistemas

de bioflocos.

palavras chaves: Luminosidade; lluminacéo artificial; Bioquimica; Sistemas super intensivos;

Ambientes fechados.
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1. INTRODUCAO

O cultivo de camardes em sistemas de producdo aquicola que recebem bastante luz
natural podem ter melhor desempenho devido a diversidade de organismos de diferentes grupos,
incluindo fotossintetizantes (Gardner et al., 1998; Guerra-Santos et al., 2017; Reis et al., 2019).
Ja a iluminacdo artificial tem sido aplicada em ambientes fechados, proporcionandoresultados
interessantes para organismos aquéaticos, como bom desempenho zootécnico, maiorteor de
proteina e alteracdo na composicdo dos bioflocos (Fleckenstein et al., 2019; Lopez- Betancur
et al., 2020; Waycott, 2021). Desse modo, a producédo de camardo em ambientes fechados ou
em determinadas épocas do ano em que ndo ha luz natural pode se beneficiar da iluminagédo
artificial, gerando ainda economia de energia com a escolha de lampadas LED (diodos
emissores de luz). Essas luzes sdo muito eficientes em comparacdo com a iluminacdo
tradicional, como lampadas incandescentes e fluorescentes, e apresentam baixa dissipacao de
calor, baixo consumo de energia e longa vida util (Das et al., 2011; Chevremont et al., 2012).

A luz é um fator abidtico de grande importancia para 0s organismos aquaticos, diversos
parametros, como intensidade, fonte, espectro luminoso e fotoperiodo, podem influenciar os
sistemas de producdo. O espectro de luz e o fotoperiodo parecem ter grande influéncia nos
organismos aquaticos, como sobrevivéncia, peso, produtividade, desova, processo de muda de
crustaceos, dindmica de microrganismos e qualidade da dgua (Guo et al., 2011, 2012; Gao et
al., 2016; Reis et al., 2019; Lopez- Betancur et al., 2020). Os camardes peneideos podem
apresentar alteracdes na ingestdo alimentar, no crescimento e no comportamento quando
expostos a diferentes fotoperiodos (Gardner et al., 1998; Guerra-Santos et al., 2017). Além de
afetar o organismo cultivado, a luz também pode influenciar a produtividade primaria dos
sistemas de producgdo, por meio da selecdo de grupos especificos de microrganismos com
facilidade de adaptacdo a condicbes especificas (Kirk, 2010), afetando a comunidade
microbiana e processos relacionados, como nitrificacéo. Isso se torna ainda mais importante em
sistemas de aquicultura superintensivos que dependem de uma comunidade microbiana estavel
para fornecer dgua de boa qualidade, como os sistemas de bioflocos.

A luz no espectro verde vem sendo citada por diversos autores por proporcionar
beneficios no sistema de cultivo, como melhor nitrificagdo, abundancia de microrganismos,
beneficios em termos de saude animal como defesas antioxidantes e melhor desempenho
zootécnico na aquicultura. Em estudo realizado por Reis et al. (2022) com diferentes espectros
de cores e fotoperiodo 12L1/12DA, os autores relataram que a nitrificacdo, a abundancia de

microrganismos e o desempenho zootécnico de L. vannamei no espectro verde foram melhores,

61



quando comparados ao espectro branco (controle). Além disso, em outro estudo de Waycott
(2021), os autores mostraram que uma espécie de linguado criada no espectro de luz verde com
fotoperiodo 12/12 promoveu crescimento rapido e aumento do consumo de ra¢do. Outro estudo
realizado por Fei et al. (2020) os autores mostraram que o uso de condigdes espectrais verdes
com fotoperiodo 12LI/12DA pode melhorar a producdo aquicola de L. vannamei e a
composicdo espectral pode afetar o crescimento dos camardes e as respostas ao estresse
oxidativo. A luz é um fator ambiental importante na carcinicultura, mas entender os efeitos de
diferentes composicGes espectrais no estresse oxidativo em camardes é fundamental (Fei et al.,
2020), pois pode afetar a resiliéncia contra diversos fatores estressantes que direta ou
indiretamente promovem o estresse oxidativo (Colombo et al., 2020).

Mudancas em algumas condi¢Ges ambientais podem causar distarbios no equilibrio do
animal, levando ao predominio de compostos oxidantes. O camardo, como qualquer organismo
aerdbico, é suscetivel ao estresse oxidativo, resultante da acdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), que podem ser oriundas do ambiente (exdgenas) ou geradas no proprio organismo
(endodgenas). A producdo de ROS (espécies reativas de oxigénio) ndo necessariamente causa
danos celulares (Amado et al., 2009), mas quando seu acumulo ultrapassa a capacidade de
defesa dos sistemas antioxidantes, ocorre o estresse oxidativo (Lushchak, 2005; Liang et al.,
2016). Para os crustaceos, o equilibrio interno pode ser facilmente danificado por fatores
ambientais (Limon-Pacheco e Gonsebatt, 2009), portanto, entender os efeitos de diferentes
fotoperiodos usando luz LED verde sobre o estresse oxidativo em L. vannamei pode ajudar a
melhorar os resultados da aquicultura.

Embora ja existam estudos sobre o uso de diferentes espectros de luz em camardes e
outros crustaceos em ambientes aquaticos, ainda faltam informacges sobre sistemas de
producdo, com uso do espectro de luz verde com diferentes fotoperiodos. Assim, este estudo
teve como objetivo avaliar a influéncia do espectro de cor verde sob diferentes fotoperiodos na
qualidade da &gua, comunidade de microrganismos, respostas antioxidantes e ao estresse

oxidativo e desempenho zootécnico de camardes L. vannamei criados em sistema BFT.

2. MATERIAL E METODOS
O estudo foi realizado no periodo de 18 de abril a 17 de junho de 2020, nas dependéncias
do Laboratério de Carcinicultura (EMA-IO-FURG) do Instituto de Oceanografia da
Universidade Federal do Rio Grande - FURG, localizado na cidade de Rio Grande, Cassino -

RS, Brasil (32°19'S, 52°15'W). A espécie utilizada no experimento foi 0 camardo branco do

62



Pacifico L. vannamei no estagio nauplio adquirido da Aquatec® LTDA (Rio Grande do Norte).
Os camarfes passaram primeiramente pelas fases de incubacdo e bergario no Laboratério de
Carcinicultura Marinha, por aproximadamente 20 dias até atingirem peso médio de 0,48 + 0,03

g, sendo entéo estocados nas unidades experimentais.

2.1 Design experimental.

A agua utilizada em cada unidade experimental era proveniente de um reservatorio,
previamente bombeado da Praia do Cassino. A agua para o experimento foi clorada com 10
ppm de hipoclorito de sédio. Apds quatro horas de acdo, a adgua foi declorada com &cido
ascorbico (vitamina C) na propor¢do de um grama para mil litros de &gua. As unidades
experimentais foram constituidas por dezesseis tanques circulares com capacidade de 180 litros
e volume util de 150 litros e equipados com sistema de aeracdo com mangueiras
microperfuradas (Aerotube®). Os camardes foram estocados em densidade de 500 camardes
m-3.

O estudo foi delineado com quatro tratamentos e quatro repeti¢cdes usando luz verde sob
diferentes fotoperiodos: 1) 16h LI1/8h DA: 16 horas de luz acesa e 8 horas de escuro; 2) 12h
LI/12h DA: 12h acesa e 12h escuro (controle); 3) 8h LI/16h DA: 8 horas de luz acesa e 16 horas
de escuriddo; 4) 4h L1/20h DA: 4 horas de luz acesa e 20 horas de escuriddao. Um timer foi
utilizado para controlar os fotoperiodos. As Luzes de LED verdes utilizadas foram (Foxlux ®,
7W, intensidade de 488 Ix) foram colocadas sobre os tanques a aproximadamente 60 cm da
superficie da &gua, fixadas em um cone de geomembrana preta revestida internamente com
aluminio, a fim de manter as luzes com fotoperiodos individuais para cada tanque. O estudo

durou 61 dias.
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Figura 1. A e B: Visdo geral das unidades experimentais usando luz verde sob diferentes

fotoperiodos (imagem: Wellica G. Reis).

A penetracdo de luz (Radiacdo Fotossinteticamente Ativa - PAR) na coluna d'agua foi
medida nos tanques em diferentes profundidades: abaixo da superficie da 4gua, no meio do
tanque (20 cm de profundidade) e no fundo (40 cm de profundidade) uma vez por semana com
auxilio do aparelho LI-COR® — (modelo LI-1400 dataLOGGER). O sensor do aparelho foi
fixado em uma régua para medir as diferentes profundidades dentro do tanque de cultivo. Além
disso, a quantidade de lux (IxX) que atingiu a superficie da agua também foi aferida com um

luximetro (Chauvin Arnoux ® modelo CA 810), no inicio do experimento.

2.2 formacao de bioflocos.

Para estimular a formacdo dos bioflocos, a relagdo C/N do sistema foi mantida em 15/1,
conforme metodologia proposta por Avnimelech (1999) e Ebeling et al. (2006). A fertilizacédo
organica foi realizada sempre que o nitrogénio amoniacal total (TAN) superou 1,0 mg L ! na
agua, adicionando melaco de cana (37,27% de carbono), considerando 6,0 g de carbono
organico para cada g de nitrogénio amoniacal total (TAN) na &gua (Brandao et al., 2021). Além
disso, aplicacdes de probidticos comerciais (INVE® Sanolife PRO-W) foram realizados uma
vez por semana ha agua utilizando 0,5 grama para cada mil litros de agua, para auxiliar na

qualidade da agua em todos os tratamentos.
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2.3 Didxido de carbono.

Foram realizadas analises para quantificar a concentragdo de didxido de carbono (CO2)
dissolvido na agua de cultivo. Amostras de adgua foram coletadas duas vezes por semana,
durante os 70 dias de experimento, para determinacdo dos niveis de alcalinidade e pH. Em
seguida, os resultados de alcalinidade e pH foram utilizados de acordo com a metodologia
proposta por Ebeling et al. (2010) para obter a concentragdo de CO 2 na &gua de cultivo,
seguindo os calculos:

[CO2]: alcalinidade x 10 6:3-PH)

[CO2]: Concentracdo de diéxido de carbono dissolvido (mg L™2).

Alcalinidade: CaCO 3(mg L1).

2.4 andlises de clorofila a.

A concentracao de clorofila a foi determinada uma vez por semana a partir de amostras
de 10 mL de agua de cultivo filtrada por meio de microfiltros de fibra de vidro GF 50-A. O
pigmento fotossintético foi extraido por imerséo dos filtros em 10 mL de acetona 90% (Merck®
PA), colocados em frascos e mantidos em freezer (-12°C). Ap6s um periodo de 24 horas, a
concentracdo de clorofila a foi medida usando um fluorimetro (Turner Designs Trilogy)
(Welschmeyer, 1994) , no qual o extrato de clorofila é absorbancia (excitado) a 460nm e a

emissao de luz (fluorescéncia) foi medida a 670nm.

2.5 Quantificacédo dos microrganismos.

Para quantificar os microrganismos, presentes na agua de cultivo, foram coletadas
amostras de &gua (18 mL de cada unidade experimental) uma vez por semana. As amostras
foram fixadas em formol a 4% e mantidas em frascos ambar para posterior contagem e
identificacdo dos grupos de microrganismos.

Para determinar a abundancia de grupos bacterianos com base nos morfotipos, as
amostras fixadas foram filtradas por meio de filtros de membrana de policarbonato ( Nuclepore,
poro de 0,2 um e diametro de 2,5 mm) previamente escurecidos com Irlan Black e corados com
Acridine Orange 1%, na concentracdo de 1 pug /mL (Hobbie et al., 1977) . As bactérias foram
fotografadas com camera digital acoplada a microscopio de epifluorescéncia (Axioplan -Zeiss,
com aumento de 1000X), para posterior contagem de 30 campos escolhidos aleatoriamente.

Para determinar a abundancia de protozoarios e outros grupos de microrganismos,

aliquotas de 0,5 mL de amostra de agua fixa foram colocadas em uma cadmara de sedimentacao
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e 30 campos aleatdrios foram contados em um microscépio invertido (Nikon TS 100, aumento
final de 200x) (Utermohl, 1958). Os microrganismos foram classificados em grupos separados.
Para as bactérias esses grupos foram: cocoides, filamentosos livres, filamentosos aderentes,
vibribes e bacilos. Para 0s protozoarios e outros grupos, as categorias de classificagdo foram
flagelados, ciliados, nematoides, rotiferos e amebas. Todas as contagens foram realizadas no
Laboratdrio de Ecologia de Microrganismos Aplicados a Aquicultura — FURG de acordo com

as técnicas estabelecidas.

2.5 Manejo de alimentacao.

Os camardes foram alimentados duas vezes ao dia, utilizando racdo comercial (Potimar
GUABI®) com 40% de proteina bruta na fase de creche e 38% até uma grama. Para controlar
0 consumo de racdo, 10% da quantidade de racdo foi colocada em bandejas de alimentagéo e o
restante foi distribuida a lanco no tanque. A taxa de alimentacdo até uma grama seguiu a
metodologia descrita por Jory et al. (2001) os ajustes nas taxas de alimentacédo foram realizados

ap6s uma grama seguindo a metodologia de Garza de Yta et al. (2004).

2.6 Qualidade da agua.

A temperatura e o oxigénio dissolvido (YSI® PRO 20) foram monitorados duas vezes
ao dia, enquanto o pH (pH meter® FE 20/FG2) foi verificado uma vez ao dia. A salinidade foi
verificada a cada trés dias (Hach® HQ40d). A turbidez da agua foi determinada uma vez por
semana com um turbidimetro (Hach® 2100P, Hach Company). Amostras de &gua foram
coletadas diariamente para quantificar a concentracdo de nitrogénio amoniacal total (N-(NH 3
+NH 4%)) e nitrito (N-NO 2°), determinados de acordo com a UNESCO (1983) e Strickland e
Parsons (1972), respectivamente. Quando as concentracdes de nitrito ultrapassaram o limite de
seguranca de 26mg L - permitido para a espécie (Lin e Chen, 2003), foram realizadas trocas de
agua de 20% do volume do tanque. A alcalinidade foi analisada a cada trés dias de acordo com
a metodologia proposta pela APHA (2012). Quando a alcalinidade atingiu valores abaixo de
150 mg CaCOz L1 e/ou valores de pH cairam abaixo de 7,6, conforme recomendado por Ebeling
et al. (2006), foram feitos ajustes utilizando cal hidratada, seguindo a metodologia descrita por
Furtado et al. (2011) e Zhang et al. (2017).

As concentracdes de nitrato (N-NOs-), fosfato (P-POa4 ) e sélidos totais em suspenséo
(mg L) foram analisadas semanalmente utilizando a metodologia proposta por Strickland e

Parsons (1972). Para sélidos suspensos totais, as amostras de agua foram filtradas com filtros
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de fibra de vidro GF50-A, utilizando bomba de vacuo (Prismatec®). Os teores de sélidos
suspensos totais foram mantidos até 500 mg L%, conforme recomendado por Gaona et al. (2011)
e quando os valores ultrapassaram o valor recomendado, foram utilizados clarificadores. Além
disso, foi estimada a quantidade total de agua necessaria para produzir um quilo de camardo em

cada tratamento.

2.7 Analises bioguimicas.
2.7.1 Homogeneizac¢do da amostra.

Os camardes foram eutanasiados em nitrogénio liquido para coleta dos 6rgaos. Apos a
disseccdo, o hepatopancreas e o musculo foram pesados e homogeneizados (1:5 P/V) em
tampa@o de crustaceo contendo Tris-base (20 mM), EDTA (1 mM), MgCl 2 (0,05 mM), sacarose
(5 mM), e KCI (1 mM), todos dissolvidos em agua destilada, com o pH ajustado para 7,2.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 3000 xg por 30 minutos a uma temperatura
de 4 °C, e os sobrenadantes foram reservados para analise. A determinacédo do teor de proteina
total foi realizada pelo método do Biureto (550 nm) em um leitor de microplacas (BioTek LX
800) utilizando o Doles Total Protein Kit (Amado et al., 2009).

2.7.2 Capacidade antioxidante total contra os radicais peroxil (ACAP).

A determinacéo da capacidade antioxidante total frente aos radicais peroxil foi realizada
pelo método descrito por Amado et al. (2009) , baseado na deteccdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) em amostras de tecido na presenca ou auséncia de 2,2-azobis-2-
metilpropionamidinadicloridrato (ABAP), que a 37 °C gera radicais peroxil. Para a
determinagdo de ROS, foi utilizado diacetato de 2',7' diclorofluoresceina (H 2pcrpa). As leituras
foram realizadas em um leitor de microplacas de fluorescéncia (Biotek Synergy HT) usando
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 485 e 530 nm, respectivamente. A capacidade
antioxidante total contra radicais peroxil foi quantificada pela area relativa com e sem ABAP,

sendo que quanto maior a area relativa, menor a capacidade antioxidante (Amado et al., 2009).

2.7.3 Peroxidacédo lipidica (TBARS).

As analises de peroxidacdo lipidica foram realizadas através da concentracdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) (Oakes e Van Der, 2003). Em tubos de
ensaio, foram adicionados as amostras (musculo: 100 pl; hepatopancreas: 20 ul), 20 pl de
solucdo de hidroxitolueno butilado (67 uM BHT), 150 pl de solucéo de &cido acético a 20%,
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150 ul de TBA (0,8%), 50 pL de agua destilada e 20 uL de dodecil sulfato de sédio (8,1% SDS).
As amostras foram aquecidas a 95°C durante 30 minutos. Posteriormente, 100 puL de &gua
destilada e 500 pL de n-butanol foram adicionados a solucéo final e, em seguida, centrifugados
a 3.000 xg por 10 min a 15 °C. O sobrenadante (100 pL) foi colocado em um leitor de
microplacas para determinar a fluorescéncia (excitagdo: 520 nm; 580 nm: emissdo). Os
resultados foram expressos em nmol de tetrametoxipropano (TMP) (usado como padréo) por

mg de tecido umido.

2.8 Desempenho zootéecnico.

O desempenho zootécnico dos camardes foi monitorado por meio da biometria semanal
de 20 animais por tratamento, utilizando balanca digital com precisdo de 0,01g (Marte ®
cientifico AS5000C). O ganho de peso semanal (WWG) e a conversdo alimentar aparente
(Bagenal e Tesch, 1978; Van Wyk e Scarpa, 1999) foram avaliados pelos seguintes calculos:

WWG= (FW- IW) / semanas; onde WWG = Ganho de peso semanal, IW= Peso inicial,
FW= Peso final.

Conversdo alimentar aparente (AFC) = entrada de racdo / ganho de biomassa.

Taxa de sobrevivéncia: (biomassa final/peso final) /animais estocados) x 100.

Produtividade: (biomassa final — biomassa inicial) / volume do tanque.

3. ANALISE ESTATISTICA
A homoscedasticidade da anélise de variancias e a normalidade da distribuicdo dos
dados foram verificadas. Posteriormente, foi aplicada a Andlise de Variancia — ANOVA (a
=0,05) uma via e duas vias (tratamentos, tempos e tratamentos X tempos). Quando as suposigdes
ndo foram confirmadas, os dados foram submetidos a transformacfes estatisticas. Quando

diferencas significativas foram encontradas, um teste Post-hoc Tukey foi aplicado (Zar 2010).

4. RESULTADOS
4.1 Qualidade da agua.

Foram realizados os parametros quimicos e fisicos da agua de cultura durante o periodo
de estudo de 61 dias s&o mostrados na Tabela 1. N&o foram encontradas diferencas significativas
(p>0,05) em temperatura, oxigénio dissolvido, salinidade, pH, TAN, nitrito, nitrato, fosfato,
alcalinidade, COz2, s6lidos em sedimentacdo, solidos totais em suspensao, turbidez, superficie
PAR (20 cm), PAR (40 cm), Lux, quantidade total de 4gua e Clorofila a.
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tabela 1
Média (+ desvio padréo) dos parametros quimicos e fisicos da agua nos tratamentos:
16hLI1/8hDA, 12h LI/12h DA, 8h LI/16h DA, 4h LI/20h DA durante 61 dias de experimento.

Né&o foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos (p >0,05).

Paréametros 16hLI/8BhDA  12h LI/12h DA  8h LI/16h DA  4h L1/20h DA
Temperatura (o C) 29.29 + 113 2924 + 119 2930 = 0,90 2943 + 1.03
*OD (mg L?) 622 + 028 623 *+ 029 614 + 037 612 £+ 03
Salinidade (mg de CaCO 3L1) 3023 + 082 3032 + 0,72 3025 + 08 3038 + 0,67
pH 810 + 0,17 811 + 014 806 =+ 015 808 * 0,15
*TAN (mg L) 092 + 166 103 + 18 113 + 184 1.09 + 1,88
N-NO 2 (mg L?) 464 + 731 470 + 764 490 + 8.08 401 = 7.18
N-NO 3 (mg L) 4945 + 4567 4981 + 4496 4475 + 36,76 46,92 + 40,00
PO 43P (mgL?) 29 + 348 282 + 317 319 + 375 282 * 296
Alcalinidade (mg L) 138,75 + 33.53 137.06 = 34,93 13563 = 35.14 1354 + 3391
CO2Livre (mg L ) 215 + 082 207 + 066 237 = 117 222 * 0,86
*SST (mg L) 3125 £+ 177,8 366,4 + 200,7 312.03 + 172.02 346,4 + 206,88
Turbidez (NTU) 123.08 + 87,98 135,96 + 88.14 129.09 + 92.12 140,7 £ 99,19
Sélidos Sedimentaveis (mL L) 65 + 647 91 + 859 917 = 78 101 + 8.76
Clorofila a (ug L) 135 + 051 18 + 065 145 + 036 132 + 0,65
*PAR Superficie (umolm-2s-1) 777 + 25 89 + 444 108 + 572 69 % 256
PAR 20 cm (umol m 2s 1) 116 £ 113 159 + 235 147 = 147 116 = 159
PAR 40 cm (umol m 2s 1) 02 + 032 026 + 05 03 + 053 02 = 038
Luz (Ix) 488 + 105 488 + 108 488 + 105 483 + 10.6
Quantidade total de agua (L) 330 = 30 300 £ 30 330 = 30 300 + 30

* DO (Oxigénio Dissolvido); TSS: Solidos Suspensos totais; PAR: Radiacdo fotossinteticamente ativa; TAN:

nitrogénio amoniacal total.

As variagdes nas concentracfes de compostos nitrogenados ao longo dos 61 dias de
estudo sdo mostradas na Figura 2. De acordo com a Figura 2A, ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os tratamentos (p >0,05). O nivel maximo registrado foi de 6,92
mg L para todos os tratamentos, como 16h LI/8h DA, 12h LI1/12h DA, 8h LI/16h DA e 4h
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LI/20h DA. As variagdes nas concentracdes de nitrito ao longo dos 61 dias do estudo séo
mostradas na Figura 2.B. Os maiores valores de nitrito medidos foram 29,12 mg L™* para todos
os tratamentos como 16h LI/8h DA, 12h LI/12h DA, 8h LI/16h DA e 4h LI1/20h DA.

Conforme observado anteriormente, no estudo nds trabalhamos com uma margem de
seguranca limite para o camardo em relacdo aos niveis de nitrito, que foi de 26 mg L. Em todos
0s tratamentos, a troca de agua de 20% do volume total do tanque e esta foi realizada quando o
valor limite de seguranca foi ultrapassado. Os tratamentos 16h LI/8h DA e 12h LI/12hDA
apresentaram diminuicdo das concentracdes de nitrito por volta do 34° dia e valores
indetectaveis no 50° dia. Por outro lado, os tratamentos, como 8h L1/16h DA e 4h LI/20h DA
comegaram a apresentar um padrdo decrescente em aproximadamente 37 dias. Os tratamentos
8h L1/16h DA e 4h LI1/20h DA atingiram valores indetectaveis no dia 50.

Conforme mostra a Figura 2C, ndo houve diferenca significativa nas concentracoes de
nitrato entre os tratamentos (p >0,05), com maximo de 155,00 mg L para os tratamentos 16h
L1/8h DA e tratamentos 12h L1/12h DA, 123,75 mg L - * para 4h LI1/20h DA e 112,50 mg L
para 8h LI1/16h DA.
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Figura 2. Variacdo (média * desvio padrdo) nas concentracdes de nitrogénio amoniacaltotal —
TAN (A), nitrito — N-NO 2" (B) e nitrato — N-NO 3~ (C) durante 61 dias de criagéo de L.vannamei
em sistemas BFT sob diferentes fotoperiodos LEDs verdes: 16h LI1/8h DA,12h L1/12h DA, 8h
LI/16h DA e 4h L1/20h DA.

4.2 Quantificagéo microrganismos.

A Figura 3A estdo as concentracdes de bactérias cocoides ao longo do experimento.
Diferencas significativas foram encontradas entre os tratamentos no periodo de 35 dias (p <
0,05), com concentragdo minima de 1,35 x10® mL! no tratamento 12h LI1/12h DA e maxima de
2,42 x 108 mL1, por 16h Tratamentos LI/8h DA e 4h L1/20h DA.

Para bactérias filamentosas livres, diferencas significativas foram observadas entre os
tratamentos aos 30 e 61 dias (p < 0,05). Houve méaximo de 9,87 x10° mL™* para 16h L1/8h DA
e minimo de 2,28 x10° mL"* para 12h L1/12h DA (Figura 3B).

A Figura 3C estdo as concentracfes de bactérias filamentosas aderidas ao longo do
experimento. Houve diferencas significativas nos periodos 15, 30 e 61 dias (p < 0,05), com
concentracdo maxima de 1,62 x10 > mL* para 4h L1/20h DA e minima de 0,10 x10° mL™* para
12h LI/ 12h DA.

A Figura 3D mostra as concentracdes de vibrio ao longo do experimento. Diferencas
significativas foram encontradas entre os tratamentos aos 61 dias (p < 0,05), com concentracdo
minima de 0,20 x 10* mL! no tratamento 8h LI/16h DA e concentracdo maxima de 1,20 x 104
mL-! nas 16h Tratamento LI/8h DA.

Para bacilos, houve diferencas em todos os periodos, com méaximo de 3,67 x 10° mL™!
para 8h L1/16h DA e minimo de 0,10 x10° mL* para 16h LI/8h DA, 12h LI/12h DA, 8h LI1/16h
DA e 4h L1/20h DA (Fig. 3E).

72



8,0

6,0

Cocoides.mL!' (10%)

Tempo (Dias)

30

aderidas.mL-! (10%5)

Tempo (Dias)

50
40
30

2,0

Bacilos.mL-' (105)

1,0

(GY)

©

i (B)

0,0

®16h LI/8h DA

125
g
=100
-
g
E 15
i 50
g
£ s
=
0,0
15 30 61
Tempo (Dias)
2 (D)
1,6 a
B
<12
E 2 ab
£ 08
H b
Y |
0,0 -
15 30 61
Tempo (Dias)
(E)
W
a
b b
b ey
30 61
Tempo (Dias)

12h LI/12h DA = 8h LI/16h DA m4h LI/20h DA

Figura 3. Variacdo na abundancia dos grupos de morfotipos de bactérias - cocdide (A),

filamentosa livre (B), filamentosa aderida (C), vibrides (D) e bacilo (E), em diferentes

momentos na criacdo de L. vannamei em sistemas BFT sob diferentes fotoperiodos LED verdes:
16h LI/8h DA, 12h L1/12h DA, 8h L1/16h DA e 4h L1/20h DA.
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Figura 4. Abundancia de morfotipos de bactérias no floco microbiano no tratamento greenl16h
LI/8h DA: (A) Filamentosos livres (bactérias) no 15° dia de experimento; (B) Cocoides
(bactérias) no 61° dia ; Abundancia de bactérias no floco microbiano no tratamento verde 12h
LI/22h DA: (C) no 15° dia de experimento; (D) no 61° dia ; Abundancia de bactérias no floco
microbiano no tratamento verde 8h LI/16h DA: (E) Ciliados (protozoarios) no 15° dia de
experimento; (F) Ameba (protozoario) no 61° dia; Abundancia de bactérias no floco microbiano
no tratamento verde 4h LI/20h DA (G) Ciliado 15° dia de experimento; (H) 61° dia de
experimento. Aumento de 1000x por microscopia de epifluorescéncia (imagem: Wellica G.
Reis).

Diferencas significativas foram encontradas nas concentragdes de flagelados entre os
periodos 15, 30 e 61 (p < 0,05), com valor méaximo de 2,86 x10° mL™! para o tratamento 12h
L1/12h DA e minimo de 0,21 x10° mL para o tratamento 4h L1/20h DA (Figura 5A).

Para os ciliados houve diferencas significativas nos periodos de 15, 30 e 61 dias de
experimento (p <0,05), com minimo de 0,69 x10 3 mL™! nos tratamentos 8h LI/16h DA e 4h
L1/20h DA e maximo de 2,76 x 103mL- no tratamento 8h L1/16h DA (Figura 5B).

A Figura 5C mostra que houve diferencas significativas nas concentragdes de rotiferos
no periodo de 30 dias nos diferentes tratamentos (p <0,05), com um minimo de 0,0 x 102 mL"!
para os tratamentos 8h LI/16h DA, e um valor maximo de 3,47 x 102 mL! para o tratamento
12h L1/12h DA.

Diferencas significativas foram encontradas para as concentragfes do nematoide nos
periodos de 30 e 61 dias (p<0,05), com minimo de 0,0 x 10> mL"* para os tratamentos 4h L1/20h
DA e maximo de 1,12 x 10 2mL"! para os tratamentos 16h LI/8h DA (Figura 5D).

Houve diferencas significativas nas concentracdes de amebas nos periodos 15, 30 e 61
dias (p<0,05), com concentragdo minima de 0,10 x 10*mL"* para os tratamentos 16h LI1/8h DA
e 8h LI/16h DA, e maximo de 2,13 x 10* mL™* para o tratamento 8h LI/16h DA (Figura 5E).
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Figura 5. Variacdo na abundancia de grupos de protozoarios - flagelados (A), ciliados (B)
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em sistemas BFT sob fotoperiodos LED verde luzes: 16h LI1/8h DA, 12h L1/12h DA, 8h L1/16h

DA e 4h LI1/20h DA.
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Figura 6. Ciliado (A), rotifero (B) e nematoide (C), Aumento de 20x em microscopio invertido

(imagem: Wellica G. Reis).

4.3 Peroxidagdo Lipidica (TBARS) e Capacidade Antioxidante Total (ACAP).

No hepatopancreas houve diferenca estatistica aos 29 e 61 dias, com maior peroxidacdo
lipidica para o tratamento 16h LI/8h DA (com 0,674+ 0,008 mg e menor peroxidagdo para 0s
tratamentos 4h L1/20h DA com 0,203 mg 12h L1/12h DA (com 0,235 + 0,002 mg) e o tratamento
8h LI/16h DA (com 0,241 + 0,007 mg) (p <0,05). Porém, aos 47 dias ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos (p >0,05). Houve diferencas significativas quando avaliada a
interacdo fotoperiodo e tempo, no inicio aos 29 dias e no final aos 61 dias para o fotoperiodo
16h L1/8h DA (p <0,05), mas ndo foram encontradas diferengas para 0s outros tratamentos
(Figura 7A).

Para a capacidade antioxidante total houve diferencgas significativas entre os tratamentos
aos 29, 47 e 61 dias de experimento para o hepatopéncreas (p < 0,05). Todos os tratamentos
iniciaram com baixa capacidade antioxidante (maior area relativa), mas ao longo do
experimento a capacidade antioxidante aumentou. Assim, a capacidade antioxidante total foi
maior (menor area relativa) principalmente apds 61 dias para o tratamento 8h LI/16h DA (com
valor de 0,301 + 0,038 mg de area relativa), sequido pelos tratamentos 12h L1/12h DA (com
0,590 + 0,121 mg de é&rea relativa) e para o tratamento 4h LI1/20h DA (com 0,696 + 0,071 mg
de area relativa). Houve uma interacdo significativa entre fotoperiodo e tempo para todos os

tratamentos para hepatopancreas ao longo do estudo (Figura 7B).
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Os niveis de TBARS no musculo foram menores em compara¢do com o hepatopancreas
(menos de 0,062 nmol TMP/mg de tecido). Houve diferencas estatisticas aos 29 dias de cultivo
com menor peroxidacdo lipidica para o tratamento 16h LI/8h DA (com 0,053 + 0,00 mg) e
maior peroxidacao lipidica para o tratamento 8h LI/16h DA (com 0,062 +0,002 mg), seguido
de 12h L1/12h DA (com 0,054 + 0,004 mg) e tratamento 4h L1/20h DA (com 0,053 + 0,00 mg)
(p <0,05). No entanto, no meio e no final do experimento ndo houve diferencas estatisticas entre
os tratamentos (p >0,05). Além disso, todos os tratamentos no periodo intermediario e no final
do experimento apresentaram menor peroxidacdo lipidica. As analises das interagdes entre o
fotoperiodo e o tempo ndo foram significativas para o musculo (p >0,05) (Figura 7C).

A capacidade antioxidante total contra os radicais peroxil no musculo apresentou um
aumento (areas relativas menores) ao longo do periodo experimental (p <0,05). A capacidade
antioxidante total foi significativamente maior (menor area relativa) em todos os tratamentos,
principalmente no periodo final para o tratamento 8h LI/16h DA (0,213 + 0,101 mg de &rea
relativa), sequido do tratamento 12h L1/12h DA (0,426 + 0,059 mg de area relativa), 4h L1/20h
DA (0,664 + 0,039 mg de area relativa) e o tratamento 16h L1/8h DA (0,755 £ 0,081 mg de area
relativa). Houve uma interacdo significativa entre o fotoperiodo e o tempo no tecido muscular

ao longo do experimento para todos os tratamentos (Figura 7D).
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Figura 7. Média (£ desvio padrao) dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitirico
(TBARS) (nmol de TMP/mg por tecido) em (A) hepatopéncreas e (C) musculo durante 61 dias
de criacdo de L. vannamei em sistemas BFT sob diferentes fotoperiodos com verde Luz LED:
16h LI/ 8h DA, 12h LI/12h DA, 8h LI/16h DA e 4h LI/20h DA. Média (z desvio padrdo) da
capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (expressa em area relativa) em (B)
hepatopéncreas e (D) musculo. Em todos os casos, letras minusculas representam diferencas
entre tratamentos no mesmo periodo e letras maidsculas representam a interacao do fotoperiodo
com o periodo ou tempo. Foram encontradas diferencas significativas no tratamento, no tempo

e tratamento x tempo.

4.4 Desempenho zootécnico.

Os resultados do desempenho zootécnico de L. vannamei criados durante 61 dias deste
estudo sdo apresentados na Tabela 2. Houve diferenca significativa no peso final entre os
tratamentos (p <0,05). Para os parametros, com crescimento semanal, taxa de sobrevivéncia,

taxa de conversédo alimentar e produtividade n&o houve diferenca significativa.

Tabela 2

Valores médios (+ desvio padrdo) do desempenho vegetativo de L. vannamei nos
tratamentos: 16h LI/8hDA, 12h LI/12h DA, 8h LI/16h DA, 4h LI/20h DA apds 61 dias.
Diferentes letras sobrescritas em uma linha denotam diferencas significativas (p <0,05) entre

0s tratamentos.

16h LI/8h DA 12h LI/12hDA  8h LI/16h DA 4h L1/20h DA

Peso inicial (g) 0,48 + 0,03 0,48 + 0,03 0,48 + 0,03 0,48 + 0,03
Peso final (g) 6,68 + 0,14% 6,30 + 0,67° 7,12 + 0,302 6,50 + 0,19°
Crescimento semanal (g) 0,69 + 0,33 0,68 + 0,32 0,74 + 0,32 0,67 = 0,25
FCA 1,19 = 0,08 1,29 = 0,04 1,20 = 0,06 1,33 £ 0,05
Taxa de sobrevivéncia (%) 94,00 £ 4,76 92,00 £ 2,17 88,00 £ 7,01 86,67 £ 3,92
Produtividade (Kg/m?3) 3,14 + 0,22 2,89 + 0,09 3,13 + 0,18 2,81 + 0,12
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5. DISCUSSAO

5.1 Influéncia de diferentes fotoperiodos de luz LED verde na qualidade da agua.

Os parametros de qualidade da &gua analisados ndo apresentaram diferencgas
significativas entre os tratamentos (Tabela 1). Os valores dessas variaveis estdo dentro da faixa
considerada aceitvel para a espécie nas condi¢Ges de estudo, portanto, provavelmente nédo
causaram diferenca nos indices de desempenho (Van Wyk e Scarpa, 1999; Gaona et al., 2011,
Furtado et al., 2016; Zhang et al., 2017). Em estudo realizado por Reis et al, (2022), os autores
observaram que a nitrificacdo em diferentes espectros foi melhor no espectro verde com
fotoperiodo 12h L1/12h DA, quando comparado ao controle (espectro branco). Neste estudo, o
mesmo espectro verde em diferentes fotoperiodos ndo influenciou na nitrificacdo, portanto, na
qualidade da dgua com espectro verde, poderia ser utilizado o fotoperiodo que contribui para

um menor gasto energeético.

5.2 Ainfluéncia de diferentes fotoperiodos de luz LED verde em microrganismos.

Embora tenha ocorrido diferencas estatisticas para os microrganismos em cada
periodo, foi possivel observar uma forte relacdo de disponibilidade de alimento e predacéo no
sistema de cultivo e a influéncia do fotoperiodo pode ter ocorrido sobre os microrganismos de
forma indireta. A abundancia de bactérias parece estar relacionada, principalmente ao
fornecimento de fontes de carbono no sistema de cultivo, nutrientes e a contribuicdo que as
bactérias tém na formacao dos bioflocos. Para as bactérias cocoides, houve diferenca no periodo
intermediario (47 dias). Além disso, houve maior abundancia nos tratamentos 4/20, 8/16 e 16/8,
com aumento em todos os tratamentos ao final do experimento, Esse aumento significativo de
bactérias cocoides ao longo do experimento pode estar relacionado a contribuicdo dessas
bactérias na formac&o de bioflocos no sistema de cultivo, conforme observado por Ferreira et
al, (2008),

Paralelamente, as bactérias filamentosas livres e aderidas apresentaram diferenca
significativa nos diferentes fotoperiodos com luz verde. Para bactérias filamentosas livres,
observou-se diferenca no meio e no final ao longo do estudo, com 30 e 61 dias. Por outro lado,
as concentracdes de bacterias filamentosas aderidas diferiram em todos os periodos durante o
experimento. Essa abundéncia de filamentosas livres podem estar relacionadas a maior
disponibilidade de carbono orgénico dissolvido nos tanques de cultivo, quando uma fonte

externa de carbono organico foi adicionada no inicio do experimento. Em estudo realizado por
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Anesio et al. (2003), os autores observaram que tanto as bactérias livres quanto as aderidas
atuam de formas diferentes no ambiente, quando ha maior oferta de carbono orgéanico dissolvido
no meio, sendo assim, ocorre a maior abundancia de bactérias livres e posteriormente as
bactérias filamentosas aderidas com a formacé&o de bioflocos.

Nesse contexto, a alta concentracéo de carbono organico dissolvido (DOC), conhecido
como circuito microbiano, cria um fluxo alternativo de energia em altos niveis tréficos
(Pomeroy, 1974; Azam et al., 1983). Dentre esses fatores, a predacéo é capaz de influenciar a
abundéancia, composicdo, comportamento e morfologia das bactérias (Roselli, 2008) e constitui
0 chamado controle top-down proposto por Wright (1988), que juntamente com a
disponibilidade de nutrientes (bottom-up) merecem destaque, como sendo o principal fator
responsavel pelo controle de bactérias nos sistemas,

Ainda é possivel acrescentar, que em todos os tratamentos foi verificada similaridade
nas abundancias de vibrio e bacilos. E importante ressaltar que o probiético foi utilizado em
todos os tratamentos, assim, o antagonismo entre vibrio e bacilos foi observado em todos os
tratamentos com aumento na abundéncia de bacilos e diminui¢cdo na abundancia de vibrios.
Esse resultado corrobora com Krummenauer et al. (2014), Hostins et al. (2017), e Reis et al.
(2019), que observaram menores concentragdes de vibrios e o aumento de bacilos quando
probidticos foram usados em um sistema BFT.

Como observagdo geral, quanto a abundancia de protozoarios e metazoarios houve
diferencas significativas nas concentracdes de microrganismos, como flagelados, ciliados,
rotiferos, nematoides e amebas em diferentes fotoperiodos com luz verde. O tratamento 4/20
apresentou menor abundancia de protozoarios e metazoarios na dgua de cultivo, portanto este
fotoperiodo influenciou na comunidade destes microrganismos, e desta forma, o ambiente
funcionou como um filtro de sele¢cdo menos favoravel para a abundancia de microrganismos na
o fotoperiodo com menos luz,

No presente estudo, foi verificada a presenca de flagelados heterotroficos em todos os
tratamentos ao longo do experimento, mas em nenhum momento foi verificada a presenca de
flagelados autotréficos na agua de cultivo, o que pode ser explicado pela capacidade
mixotrofica dos flagelados (Zhang et al., 1996; Ma et al., 2018). Além disso, ainda é possivel
acrescentar que a abundancia de flagelados heterotréficos nos diferentes periodos ao longo do
experimento pode estar relacionada ao desenvolvimento de ciliados, pois estes séo predadores

de flagelados e outros microrganismos, Os ciliados s@o importantes na cadeia alimentar, pois
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se alimentam de algas filamentosas, amebas, bactérias, detritos, outros ciliados, flagelados e
hifas fungicas (Verni e Gualtieri, 1997; Dias, 2008),

O filo Ciliophora ¢ um dos maiores grupos entre 0s protozoarios e é de suma
importancia na transferéncia de nutrientes dentro da cadeia alimentar em ambientes costeiros,
sendo um dos principais elos da alca microbiana marinha (Monagnes, et al., 2010). As
concentragdes de ciliados apresentaram diferencas em todos os periodos do estudo, com maior
abundancia no inicio e menor no final em todos os tratamentos, porém os tratamentos com
fotoperiodos com mais luz foram positivos na abundancia de ciliados. O tratamento 4/20
apresentou a menor abundancia de ciliados ao longo dos diferentes periodos. Por outro lado,
um estudo realizado por Anunciacdo (2016) que avaliou fatores abi6ticos no crescimento dos
ciliados, mostrou que houve melhor desenvolvimento dos ciliados nos fotoperiodos 0 luz/24
horas escuro e 16 horas claro e 8 horas escuro, quando comparados aos outros fotoperiodos,
Este estudo corrobora com o autor apenas no fotoperiodo 16/8 e acrescentamos que maior
abundancia de ciliados também foi encontrada em fotoperiodos com periodos de luz mais altos,
12/12 e 16/8, e menor em 4/20 com luz verde artificial.

O efeito do fotoperiodo no crescimento ciliado ndo é bem compreendido, mas este
parametro pode influenciar a fisiologia dos ciliados por meio do fototropismo (Cadotte et al.,
2007). Em um estudo realizado por Yoo e Hur (2002), os autores verificaram que a alta
intensidade de luz de 3000 lux também inibiu o crescimento da populagdo ciliada. Quanto a
variacdo na abundancia de ciliados ao longo do estudo, principalmente a diminuicéo no periodo
final, ela também pode estar relacionada ao desenvolvimento de rotiferos no ambiente de
cultivo, pois os rotiferos sdo relatados como eficientes predadores de ciliados (Curds 1992;
Auer et al., 2004; Decamp et al., 2006).

A abundancia dos rotiferos nos diferentes fotoperiodos com luz verde apresentou
diferencas significativas no periodo do meio, com maior abundancia no tratamento 12/12 e
menor nos tratamentos 4/20, 16/8 e 8/16, mas ndo houve diferenca no periodo do final. Um
estudo realizado por Rojas et al. (1999), com a espécie de rotifero Brachionus cayciflorus sob
a influéncia de fatores abidticos, os autores relataram que um fotoperiodo superior a 8 horas
diérias proporciona melhor eclosdo dos ovos. Os rotiferos, como organismos oportunistas,
adaptam-se facilmente a mudancas nas condi¢des ambientais e, portanto, é dificil encontrar um
padrdo constante de composicdo e ocorréncia de espécies no espaco e no tempo (Rodriguez et

al., 2000). Além disso, essa variacdo no periodo do meio pode estar associada a predagdo de
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camardo em rotiferos, um efeito “top-down”, no qual ocorre a preda¢do de camardo sobre os
rotiferos (Jack & Gilbert, 1997; Agasild et al., 2013).

Para a abundancia de nematoides houve diferenca para os periodos intermediario e
tardio, com maior abundancia nos tratamentos 16/8, 12/12 e 8/16 e ao final do ensaio 0s
tratamentos permaneceram semelhantes, exceto para o tratamento de 16/08. De forma geral,
houve uma redugdo na concentracdo de nematoides ao longo do estudo, o que pode estar
relacionado a taxa de predacédo dos organismos cultivados (Ray et al., 2010). Por outro lado, no
tratamento 12/12 nédo houve variagdo na concentracdo ao longo do estudo, e parece ndo haver

predacdo de nematoides pelos os camardes.

5.3 Ainfluéncia de diferentes fotoperiodos de luz LED verde em parametros bioquimicos.

Os diferentes fotoperiodos com luz LED verde influenciaram nos resultados das
analises bioquimicas. A peroxidacdo lipidica foi, consideravelmente menor quando comparada
ao hepatopancreas, o que possivelmente pode estar relacionado ao proprio tecido, no caso o
masculo, por ter maior teor de proteina. O comprimento de onda utilizado e as alteracdes
comportamentais dos animais associadas ao fotoperiodo podem ajudar a explicar essas
diferencas.

Em um estudo realizado por Fei et al. (2020), com diferentes comprimentos de onda
no fotoperiodo 12/12 com luzes LED em agua limpa, os autores relataram aumento de algumas
enzimas antioxidantes, como SOD, GSH-PX e CAT, principalmente nos espectros de luz azul
e verde e que esta ocorréncia pode ter ajudado a eliminar as ERO induzidas pelo ambiente
espectral, protegendo assim as células do dano oxidativo e, portanto, conseguindo manter o
metabolismo fisioldgico normal. Assim, a luz verde utilizada no experimento com diferentes
fotoperiodos em sistema de bioflocos pode ter contribuido para o equilibrio do metabolismo
fisiologico,

Outro ponto a ser considerado é o efeito do fotoperiodo na geracdo do estresse
oxidativo, o L. vannamei é ativo durante o dia e a noite, porém essa atividade varia dependendo
de comportamentos especificos. Por exemplo, a agilidade locomotora (natagdo) ocorre mais a
noite, enquanto a exploracdo do substrato (busca de alimento) ocorre em ambas as fases, porém,
0s animais tendem a iniciar o consumo de alimentos durante a fase clara (Pontes e Arruda, 2005;
Pontes, 2006). Portanto, o tratamento com periodo de luz mais prolongado 16h L1/8h DA pode

ter influenciado os camardes a explorarem por alimento por mais tempo, quando comparado a
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outros tratamentos com menor quantidade de luz, o que pode ter gerado um aumento no
metabolismo dos animais e, assim, influenciado na geragéo do estresse oxidativo,

A capacidade antioxidante apresentou diferencas significativas entre todos o0s
tratamentos e houve interacdo significativa no fotoperiodo e tempo ao longo do experimento.
A determinacdo da capacidade antioxidante é extremamente importante para promover o
entendimento da resisténcia dos organismos a toxicidade causada pela geracdo de ERO (Amado
et al., 2009). No entanto, ao analisar as respostas de um organismo ao estresse oxidativo, é
essencial considerar que a capacidade antioxidante e a intensidade do dano oxidativo se
comportam de maneira diferente em diferentes 6rgdos (Monserrat et al., 2008; Amado et al.,
2009).

De modo geral, os resultados para a capacidade antioxidante no hepatopancreas foram
maiores (menor area relativa) no inicio, no meio e no final nos tratamentos com fotoperiodo
12/12, 8/16 e 4/20, quando em comparacdo com o tratamento 16/8 que apresentou menor
capacidade antioxidante (maior area relativa). Porém, ha um tratamento que sempre obteve
maior capacidade antioxidante em todos os diferentes fotoperiodos ao longo do estudo, o
tratamento 8/16. Por outro lado, no tecido muscular houve maior capacidade antioxidante nos
tratamentos com fotoperiodo 12/12 e 8/16 e menor capacidade antioxidante nos tratamentos
16/8 e 4/20. Esses resultados persistiram em todos os periodos analisados. No entanto, todos 0s
tratamentos aumentaram a capacidade antioxidante ao longo do experimento, esses resultados
podem estar relacionados ao peso do animal e aos microrganismos presentes nos bioflocos, que
sdo consumidos pelos camardes e que podem ter potencial bioativo para os animais de criacéo
(Buford., et al 2003; Ju et al., 2008; Martins et al., 2015; Krummenaeur et al., 2020).

Os resultados para a abundancia de microrganismos foram semelhantes em todos 0s
tratamentos, inclusive em todos os diferentes periodos ao longo do estudo, portanto, essa
abundancia também pode ter influenciado de forma semelhante no fornecimento de compostos
bioativos antioxidantes aos camardes ao longo do estudo. O efeito pelo menos nas respostas
antioxidantes e danos oxidativos em camarfes seria indireto e consequéncia de uma
comunidade de bioflocos com maior ou menor teor de compostos bioativos que modulariam a
resposta nos camardes.

Os Microrganismos representam uma fonte de proteinas, lipidios, carboidratos e
energia. Os nutrientes desempenham um papel essencial no desenvolvimento de vérias espécies
cultivadas, como os acidos graxos poliinsaturados (Glencross, 2009; Lépez et al., 2015; Rajeev

et al., 2021). Desta forma, alguns aminoacidos essenciais (Ju et al., 2008) e quantidades
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consideraveis de vitaminas (Avnimelech 2009) podem ser encontrados em microrganismos. Os
bioflocos sdo considerados probidticos naturais devido ao seu papel como imunoestimulante
que pode aumentar a resisténcia de peixes e camardes contra doencas infecciosas (Crab, 2010).
Estudos indicam que o consumo de bioflocos melhora os aspectos nutricionais, pois sdo uma
fonte natural rica em compostos bioativos que ajudam a manter o equilibrio das funcdes
fisiol6gicas, aumentando o status antioxidante do camardo (Wasielesky et al., 2006; Silva
Martins et al., 2015),

Além disso, algumas pesquisas relataram que os bioflocos podem conter varios
compostos bioativos, incluindo carotendides, flavondides, clorofilas, fitoesterdis, bromofendis
e acucares amino (Ju et al., 2008; Kim et al., 2014; Leon et al., 2018). Assim, tratamentos com
menor exposicdo a luz causaram menor peroxidagdo lipidica, principalmente no
hepatopancreas, e maior capacidade antioxidante, tanto no hepatopancreas quanto no musculo.
Além disso, os bioflocos podem ter contribuido para todos os tratamentos no aumento da

capacidade antioxidante durante o ensaio.

5.4 Ainfluéncia de diferentes fotoperiodos de luz LED verde no desempenho zootécnico.

Para o desempenho zootécnico houve diferencas significativas na criagdo de L.
vannamei, influenciando positivamente o peso final dos camarfes nos diferentes tratamentos.
Os tratamentos 8/16 e 16/8 obtiveram maior peso final, mas apenas o tratamento 8/16 diferiu
do controle 12/12. Para os demais parametros examinados, ndo foram encontradas diferencas
significativas. Em estudo realizado por Reis et al. (2022) os autores avaliaram diferentes
espectros de luz no desempenho zootécnico de L. vannamei, sendo que o espectro de luz verde
teve 0 maior peso, quando comparado ao controle e também nédo houve diferenca significativa
entre 0s outros pardmetros. Portanto, o presente estudo corrobora com 0s autores, pois apesar
de ter apresentado diferenca no peso final, ndo foi verificada diferenga significativa na
sobrevivéncia, FCA e produtividade.

De maneira geral, a abundancia de microrganismos nos tratamentos foi semelhante,
exceto no tratamento 4/20, que teve menor abundancia de protozoarios e outros grupos,
portanto, esses microrganismos podem ter contribuido de forma semelhante nos tratamentos e,
assim, refletindo também na uma maneira semelhante no desempenho do crescimento. Porém,
com os resultados das analises bioquimicas é possivel observar que o tratamento 8/16 na
maioria dos periodos apresentou menor peroxidacao lipidica e maior capacidade antioxidante,

0 que pode ter refletido no desempenho do animal, pois foi o Unico tratamento que se
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diferenciou do o controle. Os resultados encontrados foram diferentes dos encontrados por
Wang et al. (2021) que observaram melhor desempenho para camardes expostos a menos luz
com fotoperiodo 12/12 e como os resultados encontrados pelos autores na presenca de luz em
diferentes fotoperiodos (Baloi et al., 2013; Esparza-Leal et al., 2017; Fleckenstein et al., 2019
Reis et al., 2019, 2022). Portanto, para o desempenho zootécnico, o tratamento que teve melhor

resultado quando comparado ao controle foi 8/16.

6. CONCLUSAO
O uso da luz LED verde em diferentes fotoperiodos nao influenciou a qualidade da
agua, mas influenciou positivamente a capacidade antioxidante e o dano oxidativo (peroxidagédo
lipidica) do L, vannamei e o desempenho zootécnico. Portanto, o fotoperiodo de 8 horas de
verde luz e 16 horas de escuro pode ser recomendado para a criacdo de L. vannamei em sistemas
de bioflocos em ambientes fechados, pois proporciona menor consumo de energia € a mesma

produtividade, quando comparado aos outros tratamentos.
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RESUMO
Em um sistema de tecnologia de bioflocos (BFT), existem mudangas nas comunidades
microbianas durante um ciclo de cultivo de camard@es. Inicialmente, ha uma predominancia de
bactérias heterotroficas, as quais sdo substituidas por uma comunidade fotoautotréficas ou
quimioautotroficas ao longo do ciclo produtivo devido as condi¢cGes ambientais e de manejo.
No sistema BFT, a comunidade quimioautotroficas pode ser representada pelas bactérias
nitrificantes, essas bactérias podem apresentar fotossensiblidade a exposicao a luz solar e assim,
podem afetar o processo de nitrificagdo. O objetivo desse estudo foi avaliar a comunidade de
microrganismos com restri¢ao parcial de luz natural no sistema BFT. O estudo foi realizado em
uma estufa retangular com 18 tanques com volume util de 150 Litros, com uma densidade de
estocagem de 770 camarbes m -3, 116 camardes em cada tanque com peso inicial de 0,014g. O
estudo foi realizado com seis tratamentos e trés repetiches cada. Os tratamentos foram
manejados de acordo com as concentracdes de nitrito e nitrato. Todos os tanques foram cobertos
com uma lona preta, exceto o controle que permaneceu descoberto. Os tratamentos foram
descobertos de acordo com cada tratamento: Os tratamentos foram delineados em 1) RP-10: o
tanque foi descoberto, quando a concentracéo de nitrato chegou a 10mg L -1, 2) RP-20: o tanque
foi descoberto, quando a concentragdo de nitrato chegou a 20mg L - 3) RP-30: o tanque foi
descoberto, quando a concentragdo de nitrato chegou a 30mg L 1, 4) RP-40: o tanque foi
descoberto, quando a concentracdo de nitrato chegou a 40mg L ', 5) RPN: o tanque foi
descoberto quando, ap0s atingir a concentracdo maxima, houve o decréscimo do nitrito para
1mg L e 6) CL: controle, ndo foi coberto. Houve diferenca significativa entre os parametros
de qualidade da agua para nitrito, clorofila a e lux (p < 0,05). Houve diferenca significativa na
abundancia de bactérias em diferentes periodos como cocoides livres, filamentosas livres,
filamentosas aderidas, vibrio e bacilo (p < 0,05). Em protozoarios e outros grupos, como
flagelados heterotréficos, flagelados autotroficos ciliados, rotiferos, nematoides e amebas (p
<0,05). Porém, ndo houve diferenca estatistica para o desempenho zootécnico. Desse modo, o
tratamento com restricdo parcial de luz RPN pode ser indicado para o cultivo de L. vannamei

em sistema bioflocos.

Palavras-chave: luminosidade; Nitrificacdo; Aquicultura superintensiva; Fotossensiblidade.
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1. INTRODUCAO

O Sistema de bioflocos (BFT) é uma tecnologia desenvolvida para proporcionar
aumento de produtividade, minimizando o uso de terra e agua, além de proporcionar maior
controle ambiental sobre o processo produtivo e, com isso, reduzir a incidéncia de doencas e
aumentar a biosseguranca e a sustentabilidade (Krummenauer et al., 2014; Avnimelech., 2015;
Samocha et al., 2017). Os bioflocos sdo compostos por uma diversidade de microrganismos que
formam agregados (Hargreaves, 2013; Khanjani 2022). Esses agregados também podem atuar
como fonte alimentar suplementar para os organismos cultivados, contribuindo para maior
crescimento, ganho de peso, sobrevivéncia e menor conversao alimentar (Wasielesky et al.,
2006; Krummenauer et al., 2020; Khanjani 2022).

Vérios parametros podem afetar a produtividade no sistema BFT. Um desses parametros
é a luz, que é considerada um fator abidtico de suma importancia para 0s organismos aquaticos
(Irigoien e Castel, 1997; Pereira Neto et al., 2008; Reis et al., 2022). A presenca ou restri¢do de
luz pode influenciar as comunidades microbianas durante um ciclo de producdo (Reis et al.,
2019). A exposicdo a luz muitas vezes pode mudar abruptamente um sistema heterotrofico
(dominado principalmente por bactérias e protozoarios) (Kirk, 2010; Hargreaves, 2013) para
um sistema, predominantemente fotoautotréficos (dominado por microalgas).

A importancia relativa de cada processo fotoautotr6ficos, quimioautotréficas e
heterotroficos depende de muitos fatores, tais como: taxa diaria de alimentacdo, concentracao
de sélidos suspensos, concentragdo de amonia, intensidade luminosa e relacdo carbono-
nitrogénio (C/N). (Avnimelech, 1999; 2015). O processo heterotréfico baseia-se na remogao do
nitrogénio amoniacal pela incorporacdo desse elemento na biomassa bacteriana na forma de
proteina. Essa incorporacéo se da pela manipulacéo das relagdes C/N no sistema, ou seja, pela
adicdo de uma fonte de carbono na forma de carboidrato (Avnimelech e Kochba, 2009). A
utilizacdo dessa estratégia permite acelerar os processos de remoc¢édo de nitrogénio inorganico
de forma répida e eficiente, reduzindo as concentra¢Ges de amonia total dissolvida na agua
(Ebeling et al., 2006). Porém, logo apds a incorporacao, pode ocorrer novo aumento nos niveis
de amodnia devido a predacdo de bactérias por protozoarios que, apos a digestdo, excretam
amodnia no meio e além disso, as excretas dos camardes. (Silva et al., 2013).

No processo quimioautotrofico, as bactérias realizam a oxidacdo da aménia aos géneros
nitritos Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobus e Nitrosovibrio (bactérias

oxidantes de aménio - AOB), e posteriormente aos géneros nitratos Nitrobacter, Nitrosococcus,
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Nitrospira (bactérias -NOB), mas devido a lenta taxa de crescimento das bactérias nitrificantes,
pequenas quantidades de biomassa bacteriana sao produzidas (Ebeling et al., 2006; Crab et al.,
2007). Mesmo assim, ¢ dificil ter controle total sobre as comunidades bacterianas que serao
estabelecidas durante o cultivo, devido & complexidade das interacdes que ocorrem dentro dos
sistemas de cultivo, principalmente relacionadas a luz (Hargreaves, 2013).

A nitrificacdo é um processo crucial para o cultivo de espécies de aquicultura em um
sistema de bioflocos. E o processo de transformacdo de aménia em nitrato realizado por
bactérias nitrificantes autotréficas (Ebeling et al., 2006). As condi¢gdes ambientais e 0 manejo
utilizado nos sistemas de producdo podem interferir na atividade das bactérias nitrificantes, e
assim causar acumulo de nitrito na agua de cultivo (Marazzi et al., 2019). Assim, estudos
mostraram o efeito da radiacdo luminosa nas bacteérias nitrificantes, descobrindo que a luz pode
enfraquecer as atividades das bactérias nitrificantes devido as suas diferentes respostas a
sensibilidade a luz (Gonzalez-Camejo et al., 2019).

Em outro estudo Akizuki et al. (2020) os autores relataram que o efeito inibidor da
radiacdo luminosa sobre as bactérias NOB foi significativamente maior do que AOB sob
intensidade de luz acima de 225 umol (m™ s, Além disso, a radiacdo solar excessiva inibe a
atividade das bactérias nitrificantes (Akizuki et al., 2019b). Desse modo, as bactérias NOB séo
mais afetadas pela luz que as AOB, o que pode causar o acimulo de nitrito sob intensidades de
luz.

Ainda é possivel adicionar o fator de fotossensiblidade que as bactérias nitrificantes
podem possuir, tanto para as bactérias oxidantes de amonia (AOB) quanto para as bactérias
oxidantes de nitrito (NOB) (Guerrero 1996). Em estudo realizado por Reis et al. (2019), os
autores relataram que a nitrificacdo em sistemas BFT com restrigcdo total de luz ocorre de forma
mais eficiente, quando comparada a ambientes que possuem exposicao parcial ou total a luz e
que isso, possivelmente ocorre devido a fotossensiblidade das bactérias nitrificantes a luz,
conforme ja comprovado por (Guerreiro 1996). Apesar da nitrificacdo ser favorecida na
restricdo de luz, o desempenho zootécnico de L. vannamei foi afetado na auséncia de luz.

Assim, é importante investigar estratégias de exposicdo a luz para estabelecer o
momento adequado no periodo de cultivo em que as bactérias nitrificantes podem ser expostas
a luz, sem comprometer o processo de nitrificacdo nos tanques de cultivo e sem comprometer
0 desempenho dos organismos cultivados. Além disso, a caracterizacdo e quantificagdo da
comunidade microbiana no cultivo desses organismos em um sistema BFT pode ajudar a

elucidar essa lacuna. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar o processo de
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nitrificacdo, a comunidade de microrganismos e o desempenho do camar&o branco do Pacifico,

L. vannamei, sob diferentes estratégias de restricdo de luz em um sistema BFT.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de 24 de novembro de 2020 a 12 de janeiro de
2021, na Estagdo Marinha de Aquicultura (EMA) do Instituto de Oceanografia da Universidade
Federal do Rio Grande - FURG, localizada na cidade de Rio Grande, Cassino - RS, Brasil (32°
19'S, 52° 15" W). A espécie de camardo utilizada no experimento foi a L. vannamei, adquiridos
no estagio nauplius da Agquatec™ LTDA (Rio Grande do Norte). Os camardes passaram pela
fase de criacdo larval no Laboratério de Carcinicultura (EMA), por aproximadamente 20 dias

até atingirem peso médio de 0,014g +0,04g, para o inicio do experimento.

2.1 Design experimental.

Adagua utilizada em cada unidade experimental provém de um reservatorio, previamente
bombeado da “Praia do Cassino”. A agua foi clorada com 10 ppm de solucéao de hipoclorito de
sodio, apos quatro horas de acdo, a dgua foi desclorada com acido ascorbico (vitamina C) na
proporc¢do de um grama para cada mil litros de &gua. Foram utilizados 18 tanques quadrados de
polietileno com capacidade de 180 litros e volume atil de 150 litros. Em cada unidade
experimental foi instalado um sistema de aeragdo com mangueiras microperfuradas
(Aerotube™), A densidade de estocagem utilizada foi de 770 camardes m-2.

O experimento foi delineado com seis tratamentos e com trés repeticdes cada, consistindo em:
1) RP-10: restricdo total de luz até atingir concentracdo de 10 mg L™ de nitrato na agua.

2) RP-20: restricdo total de luz até atingir concentragéo de 20 mg L de nitrato na agua.

3) RP-30: restricdo total de luz até atingir concentracéo de 30 mg L de nitrato na agua.

4) RP-40: restricdo total de luz até atingir concentracdo de 40 mg L* de nitrato na agua.

5) RPN: restricdo total de luz até a diminuicdo do nitrito para concentracdo de 1,0 mg L

6) CL.: controle, exposicdo natural a luz.

Apds atingirem as concentracdes de nitrato determinadas para cada tratamento, 0s

tanques foram gradualmente expostos a luz natural com fotoperiodo natural. Isso foi feito
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retirando a cobertura utilizada (lona plastica preta) na proporcdo de 20% da area total a cada
dia até expor 100% da area do tanque. A quantidade de lux (IxX) que atingiu a superficie da
camada de agua também foi medida com um luximetro (aparelho Chauvin Arnoux™ - modelo
CA 810), no inicio do experimento.

Para realizar este estudo, o nitrato foi medido diariamente na agua de cultivo para
monitorar a evolucdo das concentragdes de nitrato no sistema. Vale ressaltar que nenhuma fonte
externa de nitrato foi adicionada a agua de cultivo, sendo o nitrato medido produzido no tanque

de cultivo ocorrido pelo processo natural de nitrificagéo.

2.2 formacéo de bioflocos.

Para estimular a formacéo de bioflocos, a relacdo C/N no sistema foi mantida em 15/1
conforme metodologia proposta por Avnimelech (1999) e Ebeling et al. (2006). Para as
adubaces organicas foi utilizado melago de cana com 37,27% de carbono, a adicdo de melaco
foi realizada para manter uma relacdo C/N de 6,0 g de carbono orgénico para cada grama de
nitrogénio amoniacal total (TAN) na dgua. A adubacéo foi realizada sempre que a concentracdo
de amonia superou 1,0 mg L™, calculada considerando o volume dos tanques, concentragéo de
carbono organico na fonte e relagdo C/N (Branddo et al., 2021). Além disso, foram realizadas
aplicagdes de probiodticos comerciais (INVE™ Sanolife PRO-W) uma vez por semana na agua
na proporc¢édo de 0,5 gramas para cada mil litros de agua, com o objetivo de ajudar auxiliar a

qualidade da agua em todos os tratamentos.

2.3 Amostragem e contagem de microrganismos.

Para quantificar os microrganismos, presentes na dgua de cultivo, amostras de agua
(18 mL de cada unidade experimental) foram coletadas uma vez por semana. As amostras foram
fixadas em formol a 4% e mantidas em frascos ambar para posterior contagem e identificacdo
de grupos de microrganismos.

Para determinar a abundancia de grupos bacterianos com base no morfotipos, as
amostras fixadas foram filtradas através de filtros de membrana de policarbonato (Nuclepore,
poro de 0,2 um e 2,5 mm de didmetro) previamente escurecidos com Irlan Black e corados com
Acridine Orange 1%, na concentracdo de 1 pg/ml (Hobbie e outros, 1977). As bactérias foram
fotografadas com camera fotografica acoplada a microscépio de epifluorescéncia (Axioplan-

Zeiss, aumento de 100X), para posterior contagem de 30 campos escolhidos aleatoriamente.
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Para determinar a abundancia de protozoarios e outros grupos de microrganismos,
aliquotas de 0,5 mL das amostras foram colocadas em cdmara de sedimentacdo e 30 campos
aleatorios foram contados em microscépio invertido (Nikon TS 100, aumento final de 200x)
(Utermohl, 1958). Os microrganismos foram classificados em diferentes grupos, para bacteérias:
cocoides, filamentosos livres, filamentosas aderidas, vibrios e bacilos; para protozoarios e
outros grupos: flagelados heterotroficos, flagelados autotréficos, ciliados, nematoides, rotiferos
e amebas. Todas as contagens foram realizadas no Laboratério de Ecologia de Microrganismos
Aplicados a Aquicultura - FURG.

2.4 Manejo de alimentacéao.

Os camardes foram alimentados duas vezes ao dia com ragdo comercial (Potimar
GUABI™) com 40% de proteina até atingirem 1,09 e 38% apds esse peso. A taxa de
alimentacdo até 1,0g foi de acordo com a metodologia descrita por Jory et al., (2001) e ap6s 1,0
g foram feitos ajustes nas taxas de alimentacdo seguindo a metodologia de Garza Yta et al.
(2004).

2.5 Monitoramento dos parametros de qualidade da agua.

Os parametros fisicos e quimicos monitorados duas vezes ao dia foram: temperatura e
oxigénio dissolvido (YSI™ pro-20) e pH (pH meter™ FE 20/FG2). A salinidade foi verificada
a cada trés dias (Hach® HQ40d). A turbidez da agua foi determinada uma vez por semana com
um turbidimetro (Hach™ 2100P, Hack Company). Amostras de agua foram coletadas
diariamente para quantificar a concentracéo de nitrogénio amoniacal total (N-(NHz~+NH 4%)),
nitrito (N-NO2") e nitrato (N-NOs") determinado de acordo com (UNESCO, 1983) e Strickland
e Parsons (1972), respectivamente. Quando as concentra¢des de nitrito ultrapassaram o nivel
de seguranca de 26 mg L ! (Lin e Chen, 2003), permitido para a espécie, 20% do volume de
agua foi trocado. A alcalinidade foi analisada a cada trés dias conforme metodologia proposta
pela APHA (2012). Quando a alcalinidade atingiu valores abaixo de 150 mg CaCOs L e/ou
valores de pH abaixo de 7,6, conforme recomendado por Ebeling et al. (2006), foram feitos
ajustes com cal hidratada, seguindo a metodologia descrita por Furtado et al. (2011) e Zhang et
al. (2017).

As concentractes semanais de fosfato (P-PO.%) e solidos suspensos totais (mg L)

foram avaliadas utilizando a metodologia proposta por Strickland e Parsons (1972). As
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amostras de dgua para quantificacdo dos solidos suspensos totais foram filtradas com filtros de
fibra de vidro GF50-A, utilizando uma bomba de véacuo (Prismatec™). Os teores de solidos
totais em suspensdo foram mantidos até 500 mg L1 conforme recomendado por Gaona et al.,
(2011), e quando os valores ultrapassaram o valor recomendado, os sélidos foram retirados do

sistema com auxilio de clarificadores.

2.6 Di6xido de carbono.

Foram realizadas analises para quantificar a concentracéo de dioxido de carbono (CO2)
dissolvido na agua de cultivo. Amostras de adgua foram coletadas duas vezes por semana,
durante o experimento de 81 dias, para determinar os niveis de alcalinidade e pH. Em seguida,
os resultados de alcalinidade e pH foram utilizados de acordo com a metodologia proposta por
Timmons e Ebeling (2010) para obter a concentracdo de CO2 na &gua de cultivo. De acordo
com o seguinte célculo:

[CO 2]: alcalinidade x 10 ©:3-PH)

[CO 2]: Concentragdo de diéxido de carbono dissolvido na dgua (mg L1)

Alcalinidade: concentragéo de alcalinidade (CaCO s mg L™1).

2.7 anélise de clorofila a.

A concentracao de clorofila a foi determinada uma vez por semana a partir de amostras
de 10 mL de agua de cultura filtrada através de microfiltros de fibra de vidro GF 50-A. A
extracdo do pigmento fotossintético foi realizada por imersdo dos filtros em 10 mL de acetona
90% (Merck™ PA), colocados em frascos escuros e mantidos em freezer (-12 °C). Apds um
periodo de 24 horas, a concentracdo de clorofila a foi lida usando um fluorimetro (Turner
Designs Trilogy) (Welschmeyer, 1994).

2.8 Desempenho de zootécnico.

O desempenho zootécnico dos camardes foi monitorado por meio da biometria semanal
de 20 animais por tanque, utilizando balanca digital com preciséo de 0,01 g (Marte™ Scientific
AS5000C). O ganho de peso semanal (WWG) e a taxa de converséo alimentar aparente (FCR)
(Bagenal e Tesch, 1978; Van Wyk e Scarpa, 1999) foram avaliados usando os seguintes
célculos:

GPT= (peso médio final — peso médio inicial) / nimero de semanas de cultura;
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FCR = racdo total oferecida/ganho de biomassa.
Taxa de Sobrevivéncia: (biomassa final/peso individual médio) / nimero de individuos
armazenados) x 100.

Produtividade: (biomassa final — biomassa inicial) / volume do tanque.

3. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de homocedasticidade de variancias e anélise de
normalidade da distribuicdo dos dados. Quando os pressupostos ndo foram atendidos, foram
utilizadas transformacdes estatisticas. Posteriormente, uma analise de variancia uma via -
ANOVA (0. =0,05) e um teste Post-hoc Tukey foram aplicados quando diferencas significativas

foram encontradas (Zar 2010).

4. RESULTADOS
4.1 Qualidade da agua.

Os valores médios dos parametros quimicos e fisicos da dgua durante o periodo de
estudo de 81 dias sdo apresentados na (Tabela 1). Houve diferenca significativa entre os
tratamentos para nitrito, clorofila a e lux (p<0,05). N& foram encontradas diferencas
significativas entre os tratamentos para temperatura, oxigénio dissolvido, pH, salinidade, TAN,
nitrato, fosfato, alcalinidade, COz, solidos sedimentaveis, sélidos suspensos totais e turbidez (p
>0,05).
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tabela 1
Parametros fisicos e quimicos da dgua (valores médios * desvio padrdo) nos tratamentos: RP-10, RP-20, RP-30, RP-40, RPN e CL apds 81 dias.

Diferentes letras sobrescritas em uma linha denotam diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos.

Parametros RP-10 RP-20 RP-30 RP-40 RPN CL
Temperatura 2946 + 144 2962 + 153 2945 + 125 2955 + 1.23 2977 + 141 2957 = 1.28
*OD (mg L %) 605 + 038  6.07 + 0,38 6.06 = 0,34 601 + 037 599 =+ 034 6.04 + 0,34
Salinidade (mgde CaCO3 L) 2949 +  1.63 2947 + 143 2937 + 148 2980 + 1,76 2938 + 152 3029 o+ 1,97
pH 816 + 025 817 + 019 818 =+ 022 816 + 024 816 =+ 022 8.18 * 0,23
*TAN (mg L) 031 * 040 029 + 035 029 + 032 032 + 036 030 =+ 034 0,28 + 0,30
NO2"N (mg L) 448 + 6.59b- 578 + 7.77b- 401 + 6h00- 315 + 5352 275 £ 4.24° 5.14 +  7.65b-
NOs— N (mg L?) 1462 +  26.69 1477 + 2501 1578 + 28.25 1519 + 2788 1568 =+ 2757 1388 + 2508
PO 4¥P (mg L) 1,69 =+ 1,48 134 = 127 165 + 152 172 + 144 144  +  1.09 1,40 + 1.18
Alcalinidade (mg L 1) 163,63 + 2803 159,31 + 2747 16360 = 31.12 16471 + 27,99 162,45 + 29h30 163,63 + 2934
COzLivre (mg LY 237 +  1.08 224 = 080 224 = 105 245 = 111 235 £ 101 2.33 * 1.12
*SST (mg L Y) 287,50 = 19402 299,31 * 214,62 313.05 = 24326 30131 + 206,40 292.09 + 211.02 29415 = 200,46
Turbidez (NTU) 170,71 + 167.06  170.07 + 15563 191,00 + 20244 191,31 + 171,95 18563 + 169,96 19534 + 189,87
Sélidos Sedimentaveis (mL L) 11.03 +  21.41 6.24 + 538 6.04 =+ 623 639 + 624 577 * 6.16 5.23 + 5.36
Clorofilaa (pg L) 67,70 + 6884% 5356 + 60,32% 4977 + 59,29% 4556 + 61.03a- 4849 + 57,34® 15939 + 107.32b
Luz (Ix) 44374 + 364,62ab- 36320 + 427,50b- 254,58 + 306,74b- 23412 + 30555b- 280,57 + 329.14b- 875,48 + 425532

*(Oxigeénio dissolvido); SST: Solidos Suspensos Totais; TAN: nitrogénio amoniacal total
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As variagdes nas concentracdes de compostos nitrogenados ao longo dos 81 dias de
estudo s&o mostradas na Figura 1. De acordo com a Figura 1A, nenhuma diferenga significativa
foi encontrada entre os tratamentos (p >0,05). O nivel maximo registrado foi 2.15 mg L™ para
o tratamento RP-10.

As variacdes nas concentracdes de nitrito ao longo dos 81 dias do estudo sdo mostradas
na Figura 1B. O maior valor de nitrito medido foi de 26 mg L™ para o tratamento RP-20. Vale
ressaltar que trabalhamos com uma margem de seguranca limite para o camardo em relacdo aos
niveis de nitrito, que foi de 26 mg L. Em todos os tratamentos, a troca de agua foi de 20% do
volume do tanque e realizada quando ultrapassava o valor limite de seguranca. O tratamento
RPN diminuiu a concentragdo de nitrito antecipado aos 40 dias, quando comparado aos demais
tratamentos e valores ndo detectaveis aos 46 dias, este tratamento foi o Gnico que nao apresentou
aumento do nitrito novamente ap6s a retirada da lona. Os tratamentos RP-10, RP-20, RP-40 e
CL apresentaram diminuicao nas concentrac6es de nitrito em dias semelhantes, com 50, 53, 48,

52 dias, respectivamente, e ndo detectou valores aos 54 dias.

Conforme mostrado na Figura 1C, ndo houve diferenca significativa nas concentracfes
de nitrato entre os tratamentos (p > 0,05), com valor maximo de 117,22 mg L™ para tratamento

de RPN e valor minimo de 88,33 mg L para o tratamento RP-20.
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Figura 1. Variacdo (media + desvio padréo) nas concentracfes de nitrogénio amoniacal total —
TAN (A), nitrito — N-NO 2 - (B) e nitrato — N-NO 3 - (C) durante 81 dias de criagdo de L.
vannamei em sistemas BFT com restri¢do de luz natural: RP-10, RP-20, RP-30, RP-40, RPN e
CL.

Os tanques foram descobertos de acordo com cada tratamento, conforme a tabela 2.
Tabela 2

O experimento foi delineado com seis tratamentos: RP-10, RP-20, RP-30, RP-40, RPN
e CL apds 81 dias.

Tratamento Os tanques foram descobertos.
RP-10 Quando atingiu 10mg L' NOz/ com 31 dias
RP-20 Quando atingiu 20mg L't NOz/com 34 dias
RP-30 Quando atingiu 30mg Lt NO3/com 35 dias
RP-40 Quando atingiu 40mg Lt NO3/com 42 dias
RPN Quando o nitrito (NO2) diminuiu para 1mg L /com 42 dias
CL Né&o coberto

Figura 2. A: controle ap0s 42 dias de cultivo; B: tratamento RPN ap6s 42 dias de cultivo (Foto:
Wellica G. Reis).

De acordo com a Figura 3, houve diferenca significativa na concentracdo de clorofila a
ao longo do estudo de 81 dias. O valor maximo medido foi de 307,45 pgL! para o tratamento

CL e o valor minimo de 135 pgL! para o tratamento RPN.
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Figura 3. Variacdo (média £ desvio padréo) na clorofila a concentracdo durante 81 dias de

criacdo de L. vannamei em sistemas BFT sob restricdo de luz natural: RP-10, RP-20, RP-30,

RP-40, RPN e CL.

4.1 Quantificacdo dos Microrganismos.
A Figura 4A mostra as concentracOes de bactérias cocoides ao longo do experimento.

Diferencgas significativas foram encontradas entre os tratamentos no periodo de 80 dias
(p<0,05), com concentra¢do minima de 1,50 x 10 ®mL"* no tratamento de CL e 3,66 x 10 ® mL"

1 tratamento méximo RP-10.

Para bactérias filamentosas livres, diferencas significativas foram observadas entre os
tratamentos nos periodos de 40 e 80 dias (p<0,05). Houve um maximo de 1,33 x 10  mL"* para

CL e minimo de 0,26 x 10 ®mL"* para RP-30 (Figura 4B).

A Figura 4C mostra as concentracfes de bactérias filamentosas aderidas ao longo do
experimento. Houve diferenca significativa entre os periodos 40 e 80 dias (p<0,05), com
concentracdo méaxima de 3,07 x 10 > mL! para RP-10 e um minimo de 0,08 x 10° mL™* para

RP-30.

Conforme a Figura 4D ocorreu variagdes nas concentracdes de bactérias vibrio ao longo
do estudo. Diferencas significativas foram encontradas entre os tratamentos no periodo de 40 e
80 dias (p<0,05), com concentracdo minima de 0,00 x 10* mL* no tratamento RP-10 e

concentracdo maxima de 6,97 x 10* mL! para o tratamento de CL.
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Para as bactérias bacillus também houve diferencas nos periodos com 40 e 80 dias, com
méximo de 1,05 x 10° mL! para RP-10 e minimo de 0,48 x 10° mL! para RP-40 (Figura 4E).
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Figura 4. Variacdo na abundancia dos grupos bacterianos - cocoides (A), filamentosa livre (B),
filamentosa aderida (C), vibries (D) e bacilo (E), em diferentes momentos na criacdo de L.

vannamei em sistemas BFT com restri¢do de luz natural: RP-10, RP-20, RP-30, RP-40, RPN e
CL.
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Diferencas significativas foram encontradas nas concentracbes de flagelados
heterotréficos entre 40 e 80 dias (p < 0,05), com valores maximos de 1,87 x 104 mL™* para
tratamento de CL e minimo de 0,80 x 10* mL! para tratamento RPN (Figura 5A).

Diferencas significativas foram encontradas nas concentragdes de flagelados
autotréficos entre 40 e 80 dias (p<0,05), com valores maximos de 8,86 x 10* mL™* para

tratamento de CL e minimo de 0,25 x 10* mL"* para tratamento de CL (Figura 5B).

Para os ciliados, houve diferencas significativas no periodo de estudo de 40 dias (p <
0,05), com um minimo de 0,01 x 10> mL"! para o tratamento RP-10 e um méximo de 2.31 x 10

2mL! no tratamento CL (Figura 5C).

A Figura 5D mostra que houve uma diferenca significativa nas concentragOes de
rotiferos no periodo de 40 dias nos diferentes tratamentos (p <0,05), com um minimo de 0,0 x

10 2 mL™! para tratamentos RPN. O valor maximo foi 2.31 x 10> mL"! para o tratamento de CL.

Para as concentracdes de nematoides, ndo foram encontradas diferencas significativas
(p > 0,05), com um minimo de 0,01 x 102 mL™ para os tratamentos RP-10, RP-20, RPN e CL
e maximo de 5,78 x 102 mL* para os tratamentos RP-30 e CL (Figura 5E).

Houve diferencas significativas nas concentracGes de ameba nos periodos de 40 e 80
dias de estudo (p<0,05), com concentracdes minimas de 0,41 x 10* mL™ para tratamentos RPN,

e maximo de 1,98 x 10* mL™! para os tratamentos CL (Figura 5F).
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Figura 5. Variacdo na abundancia de grupos de protozoérios — flagelados heterotréficos (A),
flagelados fotoautotréficos (B) ciliados (C) rotiferos (D), nematoides (E) e amebas (F), em
diferentes momentos na criagdo de L. vannamei em Sistemas BFT com restri¢do de luz natural:
RP-10, RP-20, RP-30, RP-40, RPN e CL.
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Os resultados para a abundancia total de microrganismos durante 81 dias deste estudo
sdo mostrados na Tabela 3. Diferencas significativas foram encontradas nas concentracfes de
filamentos aderidos, vibrio, bacilos, nematoides, amebas e abundancia total de microrganismos

entre os tratamentos (p <0,05).
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Tabela 3

Abundancia de microrganismos totais (valores médios + desvio padrdo) nos tratamentos: RP-10, RP-20, RP-30, RP-40, RPN, CL e controle apds

81 dias. Diferentes letras sobrescritas em uma linha denotam diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos.

Microorganisms RP-10 RP-20 RP-30 RP-40 RPN CL
Cocoids.mLt 1,93x10% + 3,28 x10° 1,73x105  + 1,52x10° 2,01x10® + 2,65x10° 1,40x10% + 4,45x10° 1,81x10% + 9,51x10* 1,03x10% + 8,66x10*
Filamentosa livre, mLt 8,81x10° * 3,17x10° 5,26x10° + 1,51x10* 2,89x10®6 + 2,65x10° 4,82x10° + 9,00x10* 5,36x10° + 1,86x10° 6,80x10° * 1,34x10°
Filamentosa aderida, mL" 1,20x10° + 245x10%  4,97x10* + 140x10%b  2,46x10* * 4,16x10%¢  3,71x10* + 2,00x10%3c 2,19x10* +* 4,10x10%  3,26x10* + 6,98x10%bcd
Vibrio.mL™! 1,23x10° + 340x10%  6,70x10° + 3,19x10%  1,92x10° + 340x10%¢ 1,23x10° + 340x10%¢  5,11x10° + 234x10%c  4,70x10* * 6,16x10%
Bacilos.mL 519x10* + 1,32x10%  2,07x10* + 2,13x10%  8,64x10° + 235x10%  1,00x10* + B8,31x10%c  1,98x10* + 404x10%  7,50x10° + 8,89x10%
*Flagelados, Hete.mL™ 1,94x10* £ 1,84x10° 1,91x10* + 2,30x10° 1,96x10* + 1,81x10° 2,34x10* = 2,72x10° 1,91x10* = 2,27x10° 2,23x10* £ 3,30x10°
*Flagelados, Foto.mL™! 1,26x10° + 1,19x10% 1,12x10°  + 2,18x10? 1,08x10° + 1,81x10? 8,61x10> =+ 5,09x10° 1,08x10° + 2,05x10? 1,81x10° £ 9,29x10*
Ciliados.mL™* 2,84x10% + 3,47x10* 3,63x102  + 4,14x10? 3,33x10°  + 7,18x102 3,52x10® + 6,06x10? 3,86x10° + 5,60x10? 3,22x10% £ 4,03x10?
Rotiferos.mL! 2,04x10> + 4,77x10* 2,59x10%2 £ 4,77x10! 2,81x10> + 8,26x10! 3,08x10> + 9,54x10! 3,55x10> + 7,32x10! 2,70x10>  + 4,16x10*
Nematoide.mL! 1,10x10> + 4,77x10% 1,10x10> + 4,77x10% 2,26x102 + 4,77x10% 8,61x102 + 502x100bc  1,08x10° * 206x10%>  1,81x10' * g209x10!?
Ameba.mL* 752x10° + 137x10%®  9,11x10% * 1,97x10%  8,66x10° + 142x10%b 3,64x103 + 395x102¢  4,56x10° + 3.95x102¢d 1.23x10* + 181x10%
Total protozoérios, mL* 313x10¢ £ 107x10°  3,33x10° + 4,17x10°  2,98x10* * 3,70x10°  3,26x10* * 245x10°  3,00x10* + 261x10°  4,17x10* £ 4,56x10°
Total bactéria, mL™! 2,98x106 + 5,45x10° 2,34x106  + 1,54x10° 2,34x108  + 2,82x10° 1,93x106  + 4,77x10° 2,40x106 + 9,79x10* 1,80x106 + 1,71x10°
Total microrganismos, mL*  9,06x10° + 544x10%  7,11x10° + 152x10%  7,10x10° + 2.81x10%P 5,89x10° =+ 4,75x10%  7,28x10° + QQOx10%°  7,28x10° + 900x10%

* Flagelados Hete: Flagelados heterotréficos; Flagelado Foto: Flagelado fotoautotroficos.
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Houve diferenca significativa para abundancia total de microrganismos nos diferentes

tratamentos com maior concentracdo de microrganismos para o tratamento RP-10 de 9,05 x 10 ® e foi

o Unico tratamento diferente do controle de 7,28 x 108, porém os tratamentos RP-20, RP-30 e RPN
foram iguais a RP-10 e controle (CL) (Figura 6).
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Figura 6. Composicao total de bactérias (A) e protozoarios (B) na cultura de L, vannamei em
sistemas BFT sob restri¢do de luz natural: RP-10, RP-20, RP-30, RP-40, RPN e CL,
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Figura 7. Abundancia de morfotipos bactérias no floco microbiano no tratamento RP-10: (A)

Filamentosas livres (bactérias) no 80° dia de experimento. Abundancia de bactérias no floco
microbiano no tratamento RP-20: (B) Ameba (protozoario) no 80° dia de experimento. Abundancia
de bactérias no floco microbiano no tratamento RP-30: (C) no floco microbiano no 80° dia de
experimento. Abundancia de bactérias no floco microbiano no tratamento RP-30: (D) Bacilos
(bactéria) no 80° dia de experimento. Abundancia de bactérias no floco microbiano no tratamento RP-
40: (E) Flagelados (protozoarios) no 80° dia de experimento. Abundancia de bactérias no floco
microbiano no tratamento RP-40: (F) Cocoide (bactérias) no 80° dia de experimento. Ampliacdo de

1000x por microscopio de epifluorescéncia (imagem: Wellica G, Reis).
4.1 Desempenho zootécnico.

Os resultados para o desempenho zootécnico de L, vannamei criados durante 81 dias sdo
apresentados na Tabela 2. Para peso final, crescimento semanal, sobrevivéncia, conversao alimentar

e produtividade ndo houve diferencas significativas (p >0,05).
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Tabela 4

Valores médios (+ desvio padrdo) do desempenho vegetativo de L. vannamei nos tratamentos apos

81 dias.
RP-10 RP-20 RP-30 RP-40 RPN CL
Peso inicial (g) 0,014 +0,04 0,014 10,04 0,014 10,04 0,014 +0,04 0,014+0,04 0,014+0,04
Peso final (g) 4,29 +0,84 5,34 0,44 4,25 +1,27 5,29 £2,43 5214193 522 +0,21
Crescimento semanal (g) 0,35 0,04 0,41 +0,04 0,33 +0,10 0,51 #0,22 0,40+£0,15 0,40 0,02
FCA 1,15 0,12 1,11 %0,08 1,22 0,17 1,37 £0,31 1,28+0,27 1,02+0,04
Sobrevivéncia (%) 77,23 £6,84 64,60 £8,62 77,43 £18,24 62,42 +15,37 69,15+28,79 60,81+2,81
Produtividade (Kg/m %) 3,50 0,37 3,67 0,27 3,39 0,72 3,34 0,76 3,47 £0,62  3,96+0,06
5. DISCUSSAO

5.1 Ainfluéncia da restricéo parcial de luz natural na qualidade da agua.

Para os parametros de qualidade da agua, como nitrito para os tratamentos RP-40 e RPN foram
diferentes RP-10, RP-20, RP-30, o tratamento clorofila a CL foi diferente de todos os outros
tratamentos, e o tratamento lux CL foi igual ao RP-10 e diferente dos demais tratamentos. Por outro
lado, pardmetros como temperatura, oxigénio dissolvido, pH, aménia, nitrato, fosfato, alcalinidade,
COg, solidos sedimentaveis, sélidos suspensos totais, ndo foram encontradas diferencas significativas
entre os tratamentos. Os valores dessas variaveis estdo dentro da faixa considerada aceitavel para a
espécie em estudo, portanto, provavelmente ndo causaram nenhuma diferenca nos indices de
desempenho (Van Wyk e Scarpa, 1999; Gaona et al,, 2011; Furtado et al,, 2016 ; Zhang et al,, 2017),

A toxicidade do nitrito é influenciada pela salinidade e pelo pH, portanto, quanto menores 0s
valores desses parametros, mais toxico o nitrito se torna. Os niveis de seguranca para concentragdes
de nitrito em culturas de L, vannamei s&o 15,2 e 25,7 NO 2~ mg L ! para salinidades de 25 e 35 - mg
L respectivamente (Lin e Chen, 2003). No presente estudo, foi utilizado um nivel de seguranca de
26 mg NO 2 -L de forma que, quando esse valor de seguranca fosse ultrapassado, 20% do volume
total do tanque fosse renovado. A restricdo parcial de influenciou a nitrificacdo nos diferentes
tratamentos. O tratamento RPN descoberto quando a concentragdo de nitrito diminuiu para 1mg L
apresentou nitrificacdo mais efetiva quando comparado aos demais tratamentos, com diminui¢do da
concentracgdo de nitrito cerca de nove dias antes, quando comparado aos tratamentos RP-, 10, RP-30,
RP-40 e controle. Em relacdo ao tratamento RP-20, a diferenca foi de 13 dias quando comparado ao

tratamento RPN,
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Além disso, em todos os tratamentos, exceto no controle (CL) e RPN, houve aumento nas
concentragdes de nitrito quando os tanques foram descobertos. Essa nitrificacdo mais efetiva do
tratamento RPN, que foi coberto com lona até que a concentracédo de nitrito diminuisse para 1mg L -
1 quando comparada aos demais tratamentos, que foram descobertos com diferentes concentragdes
de nitrato, pode estar relacionada a fotossensiblidade dos nitrificantes a luz bactérias, Peng e outros,
(2001), estudando a nitrificagdo no Oceano Pacifico, observaram que na zona eufética a nitrificagdo

era fotoinibida, o que comprova a sensibilidade dessas bactérias a luz solar.

Além da luz solar, as bacterias nitrificantes também respondem a luz artificial de diferentes
maneiras, apresentando diferentes comportamentos quando expostas a diferentes comprimentos de
onda (Vergaraetal., 2016; Reis et al., 2019; Reis et al., 2022). Em um trabalho realizado por Guerrero
(1996), os autores observaram a fotossensiblidade de bactérias nitrificantes quando expostas a
diferentes comprimentos de onda de luz e em diferentes cores. Além disso, observaram inibigdo da
atividade das bactérias nitrificantes quando expostas a luz solar, mas o efeito da luz nas bactérias ndo
depende apenas do tipo de bactéria, mas também das condi¢des ambientais. Em outro estudo realizado
por Vergaraet al. (2016) os autores também observaram a sensibilidade relacionada a luz por bactérias
nitrificantes, nas quais irradiacdes com 500 e 1250 m? s causaram uma reducéo de 20 a 60% nas taxas

de remocéo deamonia e cerca de 26 a 71% nas taxas de remocéo de nitrito.

Essa fotossensiblidade pode explicar porque no tratamento RPN que foi coberto até que
ocorresse a diminuic¢do do nitrito, a nitrificagdo ocorreu mais cedo em relacdo aos tratamentos que
foram expostos a luz enquanto o processo de nitrificacdo de conversao de nitrito em nitrato realizado
por bactérias oxidadoras de nitrito (NOB) ainda ndo estava totalmente estabelecido. O tratamento
com restricdo de luz RPN pode ter proporcionado um ambiente de cultivo favoravel ao crescimento
de bactérias, evitando uma possivel inibicdo da atividade de bactérias nitrificantes, resultados esses

que corroboram com Reis et al. (2019).

Além da fotossensiblidade, outros fatores podem ter influenciado no comportamento diferente
do estabelecimento da nitrificacdo nos tratamentos, como a competicdo entre diferentes grupos
microbianos apo6s alguma mudanca nas condi¢Ges ambientais de cultivo, neste caso, exposicéo a luz,
microrganismos, como bactérias e microalgas, consomem carbonatos para cada grama de amonia
consumida, Segundo Ebeling et al., (2006), organismos fotoautotroficos consomem 3,13g de
alcalinidade, os quimioautotroficos consomem 7,059 e os heterotréficos 3,579 de alcalinidade para
cada grama de amonia. Assim, quando esses grupos de microrganismos estdo presentes no tanque de

cultivo, pode ocorrer competi¢do por nutrientes, no caso, carbonatos e compostos nitrogenados.
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Portanto, o fato de descobrir os tanques quando ainda estd ocorrendo o crescimento de
bactérias nitrificantes no tanque de cultivo, que é mais lento que bactérias heterotroficas e
microrganismos fotoautotréficos, pode ter proporcionado um ambiente mais favoravel para o
crescimento de organismos fotoautotroficos, gerando competicdo por nutrientes e espaco e
dificultando o estabelecimento de bactérias nitrificantes. No entanto, as presencas de todos esses grupos de
microrganismos ndo atuam como um fator excludente para a nitrificacdo, mas sim um ambiente em que

ocorrera maior competicdo e uma nitrificagdo mais tardia no sistema de cultivo.

A restricdo parcial de luz também influenciou os resultados de clorofila a nos diferentes
tratamentos. A clorofila a € o pigmento mais importante para a fotossintese, ela é encontrada nos
cloroplastos de todas as espécies fotossintéticas que absorvem luz visivel, entre 0 comprimento de
onda 380-750 nm (Lourenco et al., 2009). Portanto, os grupos de organismos fotossintéticos contidos
nos bioflocos contribuiram para os altos teores de clorofila a nos tratamentos expostos a luz. As altas
concentragdes de clorofila a foram influenciadas pela presenca de luz no cultivo de acordo com os
tratamentos. Em todos os tratamentos como RP-10, RP-20, RP-30, RP-40, RPN a concentracdo de
clorofila a foi menor pois esses tratamentos foram cobertos com lona preta por um determinado
periodo, assim isso influenciou nas concentracGes de clorofila a, quando comparado ao tratamento
controle (CL).

Nesse sentido, o tratamento CL (testemunha) foi o que apresentou maior concentracdo de
clorofila a, e isso esta relacionado a exposicdo do tratamento a luz por um periodo maior. Como o
controle ndo foi coberto, este tratamento permaneceu exposto a maior quantidade de luz natural
durante todos os 81 dias do estudo, portanto este maior periodo de exposi¢éo a luz contribuiu para a
maior concentragdo de clorofila a no tratamento, quando comparado aos tratamentos que foram
cobertos por um determinado periodo. Paralelamente, € importante destacar que em todos o0s
tratamentos houve variagdes na clorofila a devido as clarificagcbes que foram realizadas, quando os
valores limitem de seguranca de sélidos totais em suspensdo foram ultrapassados. Portanto, quando
se faz a clarificagdo, parte da clorofila a também é retirada dos tanques de cultivo, portanto esse

manejo pode ocasionar uma variacao na concentracdo de clorofila a nos tratamentos.

A quantidade de luz medida nos tanques também foi influenciada pelos diferentes
tratamentos. Os tratamentos CL e RP-10 apresentaram maiores valores de lux quando comparados
aos tratamentos RP-20, RP-30, RP-40, RPN. Essa variagéo de lux nos diferentes tratamentos pode ser
explicada pelas caracteristicas de cada tratamento, pois o tratamento CL ndo foi coberto, portantoa

quantidade de lux medida no tratamento foi maior quando comparada aos tratamentos que foram

122



cobertos devido a restricdo parcial de luz natural de cada tratamento. O comportamento observado

tanto da clorofila quanto do lux era esperado nos tratamentos.
5.2 Alinfluéncia da restrigéo parcial da luz do dia sobre os microrganismos.

A restricdo parcial de luz natural influenciou positivamente tanto a abundancia de bactérias
quanto de protozoarios e outros grupos de microrganismos ao longo do experimento. Variagdes no
ambiente de cultivo, como nutrientes, competicdo natural de diferentes espécies e luz, podem
influenciar tanto a produtividade priméaria quanto a predominancia de grupos especificos de
microrganismos mais adaptados as condi¢des ambientais (Irigoien e Castel, 1997; Pereira Neto et al.,
2008). No sistema intensivo de producdo de camardo, a comunidade natural produzida na cultura
possui uma grande variedade com a presenca de bactérias, fitoplancton, rotiferos, nematoides e
protistas, e estes desempenham um papel importante no fluxo de energia dos ecossistemas aquaticos
(Decamp et al., 2003; Lara et al., 2017; Reis et al., 2019). A biomassa microbiana produzida no
sistema BFT serve como uma importante fonte de nutrientes para camardes cultivados (Wasielesky
et al., 2006; Ballester et al., 2010; Becerril-Cortés et al., 2018).

Para as bactérias cocoides, houve diferenga na concentracdo no periodo final de 80 dias, maior
abundancia foi encontrada nos tratamentos com restri¢ao de luz quando comparados ao controle (CL).
No entanto, foi observado um aumento de bactérias cocoides em diferentes periodos em todos os
tratamentos. Esses aumentos significativos de bactérias cocoides ao longo do experimento podem
estar relacionados a contribuicéo dessas bactérias para a formacéao de bioflocos no sistema de cultivo;
este resultado corrobora com estudos anteriores (Ferreira et al., 2008; Reis et al., 2019).

Diferengas significativas tambeém foram observadas na concentracéo de bactérias filamentosas
livres e aderidas entre os diferentes tratamentos com restri¢do parcial de luz natural, por periodos de
40 e 80 dias. Em geral, a abundancia de bactérias livres e aderidas no tratamento RP-10 foi maior
qguando comparada aos outros tratamentos. No entanto, essa abundancia de filamentos livres e
filamentos aderidos pode estar relacionada a uma maior disponibilidade de carbono organico
dissolvido nos tanques de cultivo quando introduzimos uma fonte externa de carbono orgénico no
inicio do experimento. A alta concentracdo de carbono orgéanico dissolvido (COD), conhecido como
alca microbiana, cria um fluxo alternativo de energia em altos niveis troficos (Azam et al,, 1983). Em
estudo realizado por Anésio et al, (2003), os autores observaram que tanto as bactérias livres quanto
as aderidas atuam de maneiras diferentes no ambiente. Quando temos maior oferta de carbono
organico dissolvido no meio, hd maior abundancia de bactérias livres e posteriormente bactérias

filamentosas aderidas com formacéo de bioflocos.
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Houve diferenca estatistica nos periodos de 40 e 80 dias, tanto para as concentracdes de vibrios
quanto para bacilos nos diferentes tratamentos com restri¢do parcial de luz natural. Embora haja maior
abundancia de vibrio no tratamento controle, é possivel observar que foi menor quando comparamos
a abundancia de bacilos em todos os tratamentos. Além disso, é importante ressaltar que probioticos
foram utilizados em todos os tratamentos, portanto, observou-se antagonismo entre vibrio e bacilos
em todos os tratamentos com aumento da abundéncia de bacilos e diminuicdo da abundancia de
vibrio. Esse resultado corrobora Krummenauer et al. (2014), Hostins et al. (2017), que observaram
menores concentracdes de vibrio e aumento de bacilos ao usar probioéticos no sistema BFT e, portanto,
0S antagonismos entre microrganismaos.

Dentre esses fatores mencionados acima, a predagdo realizada por microrganismos pode
influenciar a abundancia, composi¢do, comportamento e morfologia das bactérias (Roselli, 2008) e
constitui o chamado controle top-down proposto por Wright (1988), concomitantemente com a
disponibilidade de nutrientes (bottom-up) merece destaque, por ser o principal responsavel pelo
controle de bactérias nos sistemas.

Uma observacdo geral, quanto a abundancia de protozoarios e outros grupos, houve diferenca
significativa de microrganismos, como flagelados heterotroficos, flagelados autotroficos, ciliados,
rotiferos, nematoides e amebas em diferentes tratamentos com restri¢cdo parcial de luz natural. Para
os flagelados heterotroficos e autotréficos, houve diferenca nos periodos com 40 e 80 dias em todos
0s tratamentos. Para os tratamentos cobertos com lona, a abundancia de microrganismos aos 40 dias
foi semelhante em todos os tratamentos, e ao final de 80 dias, os tratamentos RP-40 e CL para
flagelados heterotroficos apresentaram maior abundéncia. Além disso, houve aumento na
concentracdo de flagelados autotroficos no periodo final, porém, esse comportamento ja era esperado
visto que todos os tanques estavam recebendo luz igual ao tratamento controle. Essa variagdo de
flagelados tanto heterotréficos quanto autotroficos pode estar relacionada a mixotréfia dos

organismos.

Em um estudo realizado por Zhang et al. (1996) e Ma et al. (2018), os autores observaram que
algumas espécies de flagelados podem ser mixotroficas e utilizar maltiplos modos de nutri¢do, o que
Ihes permite adaptar-se a diferentes condi¢fes nutricionais, sobrevivendo por fotossintese em um
ambiente oligotréfico ou vivendo alimentando-se de varias particulas orgénicas, por exemplo,
exemplo, bactérias, grdos e microalgas. Além disso, vale ressaltar que a abundancia de flagelados
heterotroficos e autotréficos em diferentes periodos ao longo do estudo pode ser influenciada pelo
desenvolvimento dos ciliados, que sdo predadores de flagelados e outros microrganismos. Os ciliados
sdo importantes na cadeia alimentar, pois se alimentam de algas filamentosas, amebas, bactérias,

detritos, outros ciliados, flagelados e hifas fungicas (Verni e Gualtieri, 1997; Dias, 2008).
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Diferencas na concentracdo de ciliados foram encontradas nos periodos de 40 e 80 dias de
estudo, com maior abundancia no inicio e menor no final em todos os tratamentos. O filo Ciliophora
€ um dos maiores grupos entre 0s protozoarios e é de suma importancia na transferéncia de nutrientes
dentro da cadeia alimentar em ambientes costeiros, sendo um dos principais elos da alga microbiana
marinha (Monagnes, et al., 2010). Em relacdo a variacdo na abundancia de ciliados ao longo do
estudo, principalmente a diminuig&o no periodo final pode estar relacionada tanto ao desenvolvimento
de rotiferos no ambiente de cultivo devido a predacéo de rotiferos sobre ciliados, uma vez que 0s
rotiferos sdo relatados como eficientes predadores de ciliados, como a predacéo de camardes (Curds
1992; Auer et al,, 2004; Decamp et al,, 2006), bem como a predacgéo de camardes sobre ciliados, um
efeito “top-down”, no qual ocorre a predacdo de camardes sobre ciliados (Jack & Gilbert , 1997;
Agasild et al,, 2013).

Ainda é possivel acrescentar, abundancia de rotiferos nos diferentes tratamentos com restrigdo
de luz natural. Houve diferenca significativa no periodo de 40 dias, com maior abundancia para os
tratamentos CL, RP-10 e RP-20, Porém, no periodo de 80 dias, a abundancia de rotiferos foi
semelhante. Essa variacdo na abundéncia pode ser explicada pela facilidade de adaptacdo dos
rotiferos. Como os rotiferos sdo organismos oportunistas, eles se adaptam facilmente as mudancas
nas condicBes ambientais e, portanto, é dificil encontrar um padrdo constante de composicdo e
ocorréncia de espécies no espaco e no tempo (Rodriguez et al., 2000).

Paralelamente a isso, a restricdo parcial de luz influenciou na concentracdo de amebas no
estudo, no periodo de 40 e 80 dias, houve menor abundancia nos tratamentos RP-40 e RPN, quando
comparado aos demais tratamentos, diferindo de o que foi constatado por Godoy (2008), que observou
esses organismos apenas na Ultima semana do experimento. 1sso pode estar relacionado aopréprio
ambiente de cultivo, pois as concentracdes de amebas permanecem altas até que os niveis denutrientes
para outras espécies (protozoarios) sejam suficientes para que a alta taxa de crescimento de outros
organismos supere as amebas e, assim, h4 competicdo por espago e nutrientes (Decamp e outros,
1999).

Em relagdo a abundéncia total de microrganismos nos diferentes tratamentos, houve
diferenca significativa com maior concentracdo de microrganismos para o tratamento RP-10, Unico
tratamento que se diferenciou da testemunha. No entanto, os tratamentos RP-20, RP-30 e RPN foram
semelhantes ao RP-10 e ao controle (CL). Portanto, a restricdo parcial de luz natural influenciou

positivamente tanto a abundancia quanto os niveis troficos no sistema de cultivo.
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5.3 Ainfluéncia da restricéo parcial da luz do dia no desempenho zootécnico.

Acrestri¢do parcial de luz natural ndo influenciou o desempenho zootécnico de L, vannamei,como peso final,
crescimento semanal, conversdo alimentar, taxa de sobrevivéncia e produtividade nos diferentes tratamentos.
Embora a abundéncia de microrganismos nos tratamentos tenha sido diferente, isso ndo pareceu refletir no

desempenho zootécnico dos camardes deste estudo.

As taxas de conversdo alimentar do presente estudo nos tratamentos expostos a luz foram
consideradas baixas, quando comparadas a trabalhos anteriores em sistemas de bioflocos com
restricdo de luz (Wasielesky et al., 2012; Baloi et al., 2013; Esparza-Leal et al., 2017). Os resultados
de desempenho sdo diferentes dos relatados por Esparza-Leal et al. (2017) e semelhante aos resultados
de Guo et al. (2012), Wasielesky et al, (2012), Baloi et al. (2013) e Reis et al. (2022). Portanto, o
tratamento que tem contribuido positivamente para a qualidade da agua e a comunidade de

microrganismos pode ser utilizado de forma mais eficiente.
6. CONCLUSAO

O uso de restricdo parcial de luz natural influenciou positivamente na qualidade da agua e
na abundancia de microrganismos, além de ndo ter efeitos negativos no desempenho zootécnico em
relacdo ao controle. Assim, a restri¢do parcial de luz do tratamento RPN pode ser recomendada para
produgcdo em um sistema BFT, pois fornece nitrificacdo mais eficiente em comparagcdo com 0

controle.
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8.

CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos nos diferentes experimentos da presente tese colaboram para o

desenvolvimento de um pacote tecnoldgico para a producdo de camarfes em ambientes sem

abundancia de luz natural e os empreendimentos em estufas. Desse modo, com 0s experimentos

realizados podemos concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

A luz artificial suplementar com comprimento de onda verde influéncia positivamente o
processo de nitrificacdo, a comunidade de microrganismos, refletindo sobre o desempenho
zootécnico do camardo L. vannamei. Portanto, o mais indicado para o cultivo de camarfes em

sistemas de BFT internos, como galp&es é o comprimento de onda verde.

O uso de luz LED verde em diferentes fotoperiodos ndo influéncia na qualidade de agua.

A luz LED com fotoperiodo de 8 horas de luz verde e 16 horas de escuro influéncia
positivamente a comunidade de microrganismos, a capacidade antioxidante, o dano oxidativo
(peroxidacdo lipidica) e o desempenho zootécnico de L. vannamei. Logo, o fotoperiodo mais

indicado para o cultivo do L. vannamei em sistemas internos com luz verde LED é 8/16.

A restricdo parcial de luz natural ndo influéncia no desempenho zootécnico do L, vannamei.
O uso de restricdo parcial para o sistema de cultivo em BFT influéncia, positivamente
qualidade de &gua, na abundancia dos microrganismos, quando comparado ao controle. Dessa

forma, a restricdo parcial de luz pode ser indicada para o cultivo do L. vannamei em sistema
BFT.
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