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RESUMO

Este estudo avaliou o potencial da tecnologia de bioflocos (BFT) como fonte
alimentar para o pepino-do-mar Holothuria grisea, visando sua aplicagdo em
sistemas de aquicultura multitréfica integrada (IMTA). Quarenta e oito individuos
foram distribuidos em 16 unidades experimentais (60 L) e submetidos a quatro
tratamentos com diferentes concentracdes de solidos suspensos totais (SST): T1 (0—
150 mg L), T2 (200-350 mg L™), T3 (400-550 mg L) e T4 (600-750 mg L™).
Bioflocos maduros provenientes de um cultivo de Penaeus vannamei foram
utilizados como fonte de matéria particulada. Durante 42 dias, foram avaliados o
crescimento, a sobrevivéncia, a microbiota intestinal e as caracteristicas das fezes.
N&o foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) no comprimento ou peso
corporal entre os tratamentos, indicando tolerancia de H. grisea as diferentes
concentracbes de SST testadas. Contudo, a largura corporal apresentou redugao
significativa com o aumento da SST (p = 0,019). A sobrevivéncia foi de 100% em
todos os grupos. As contagens de bactérias heterotréficas viaveis (meio TSA) e de
Vibrio spp. (meio TCBS) foram significativamente maiores (p < 0,05) no tratamento
com menor concentracdo de bioflocos (T1). O peso Umido e o peso seco das fezes
foram significativamente maiores (p < 0,05) nos tratamentos T2, T3 e T4 em relacdo
ao T1, evidenciando maior acumulo de matéria particulada sob concentracdes
intermediarias e elevadas de bioflocos. Os resultados indicam que H. grisea pode
ser integrada a sistemas BFT, atuando como detritivoro e reciclador de matéria
organica. Embora o consumo de bioflocos ndo tenha promovido aumento
significativo no crescimento somatico no periodo experimental, esses achados
reforcam o potencial da espécie para integracdo em sistemas multitréficos de
aquicultura, contribuindo para a sustentabilidade e eficiéncia produtiva do cultivo
intensivo.

Palavras-chave: Solidos suspensos totais; Bioflocos; Holothuria grisea.



ABSTRACT

This study evaluated the potential of biofloc technology (BFT) as a food source for
the sea cucumber Holothuria grisea, targeting its application in integrated multitrophic
aquaculture (IMTA) systems. Forty-eight individuals were distributed among 16
experimental units (60 L) and subjected to four treatments with varying
concentrations of total suspended solids (TSS): T1 (0—-150 mg L™1), T2 (200-350 mg
L), T3 (400-550 mg L™), and T4 (600-750 mg L™). Mature bioflocs from a
Penaeus vannamei culture were used as the source of particulate matter. Over a 42-
day period, growth, survival, intestinal microbiota, and fecal characteristics were
evaluated. No significant differences (p > 0.05) in body length or weight were
observed among treatments, indicating that H. grisea tolerated the different TSS
concentrations tested. However, body width decreased significantly with increasing
TSS levels (p = 0.019). Survival was 100% across all groups. Counts of viable
heterotrophic bacteria (TSA medium) and Vibrio spp. (TCBS medium) were
significantly higher (p < 0.05) in the treatment with the lowest biofloc concentration
(T1). Both wet and dry fecal weights were significantly higher (p < 0.05) in T2, T3,
and T4 compared to T1, evidencing greater accumulation of particulate matter under
intermediate and high biofloc concentrations. The results indicate that H. grisea can
be integrated into BFT systems, like asa detritivore and an organic matter recycler.
Although biofloc consumption did not promote significant somatic growth during the
experimental period, these findings reinforce the potential of this species for
integration into multitrophic aquaculture systems, contributing to the sustainability
and productive efficiency of intensive culture.

Keywords: Total suspended solids; Biofloc; Holothuria grisea.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura constitui componente central da seguranca alimentar global e
alcancou niveis de producédo historicamente elevados na ultima década. Em 2022 a
producado global total de organismos aquaticos atingiu 223,2 milhdes de toneladas,
refletindo a crescente demanda por fontes aquicolas de proteina animal (FAO,
2024). Ao mesmo tempo, a intensificacdo dos sistemas de cultivo tem trazido
desafios ambientais e sanitarios que limitam sustentabilidade e expanséo do setor,
incluindo acumulo de matéria organica e deterioracdo da qualidade da agua (Hegde
et al., 2023; Lo et al., 2023, 2022).

Diante desses desafios, diversas inovacbes tecnoldgicas tém sido
desenvolvidas para aumentar a produgcao sem ampliar impactos negativos. Entre as
abordagens mais adotadas estdo sistemas de recirculagdo aquicola, monitoramento
digital, arranjos de aquicultura multitréfica integrada (IMTA) e tecnologia de bioflocos
(BFT) (Dawood; Koshio; Esteban, 2018; Gupta et al., 2024; Khanjani; Sharifinia;
Emerenciano, 2024; Khanjani; Zahedi; Mohammadi, 2022; Li et al., 2025). A BFT
destaca-se por transformar compostos nitrogenados em biomassa microbiana
nutritiva, ao mesmo tempo em que estabiliza parametros de qualidade de agua e
reduz a necessidade de renovacgao hidrica (Avnimelech, 1999; Minaz et al., 2024).
Em sistemas comerciais, a BFT tem mostrado viabilidade técnica e econdmica,
sobretudo em cultivos intensivos como os de Penaeus vannamei (Almeida et al.,
2024; Grosso et al., 2021; Hussain et al., 2021; Schveitzer et al., 2024).

A integracdo de organismos extrativos e detritivoros em arranjos multitréficos
oferece oportunidade para incrementar a eficiéncia ecolégica dos sistemas
intensivos. Pepinos-do-mar sao deposit-feeders especialistas na ingestdo e
processamento de particulas sedimentares, promovendo aceleracdo da
decomposicdo de matéria organica e bioturbacdo do substrato, o que favorece
processos microbianos de reciclagem de nutrientes (Cerqueira, 2021; Pierrat et al.,
2022; Upling, 2020). Essas caracteristicas fazem dos holoturéideos candidatos
naturais para incorporar servicos de remocdo e transformacdo de residuos em
sistemas IMTA.

Holothuria grisea relne atributos bioldgicos e econdmicos que justificam sua
avaliacdo em sistemas BFT-IMTA. A espécie apresenta distribuicdo geografica

desde a regido do Golfo do México, Caribe até o litoral brasileiro, sendo seu limite
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sul de distribuicdo o estado de Santa Catarina, além disso, apresenta tolerancia a
variacbes ambientais e capacidade de processar material particulado em taxas
relevantes para a ciclagem de nutrientes (Grosso et al.,, 2021; Rupp et al., 2023).
Além disso, o crescente interesse comercial por pepinos-do-mar em mercados
asiaticos e por derivados bioativos refor¢ca o potencial zootécnico da espécie como
componente de cadeias produtivas integradas (Purcell; Shea; Gray, 2025).

Apesar do potencial zootécnico e ecoldgico, ainda existem lacunas
significativas sobre a resposta de H. grisea a condi¢cbes tipicas de cultivo em
bioflocos. Em especial, faltam estudos experimentais que investiguem de forma
sistematica como diferentes concentracdes de soélidos suspensos totais (SST)
influenciam parémetros fisiolégicos, comportamentais e microbioldgicos da espécie.
Embora revisdes recentes abordem o uso da tecnologia de bioflocos para pepinos-
do-mar, sobretudo Apostichopus japonicus, o conhecimento sobre a tolerancia de H.
grisea a distintos niveis de SST e a composicdo dos bioflocos permanece incipiente
(Xiao et al., 2024). O nivel de SST é um fator operacional critico em BFT, pois
determina disponibilidade e composicdo da biomassa microbiana, além de
influenciar a dindmica de patdgenos oportunistas e a seletividade alimentar de
deposit-feeders (Akange et al., 2024; Khanjani; Sharifinia; Emerenciano, 2024).

Evidéncias de outros detritivoros indicam sensibilidade as mudancas na
carga de sedimento e material particulado, com reducgdes nas taxas de alimentacao
a medida que a concentracao de solidos aumenta, implicando efeitos em eficiéncia
nutritiva e composicdo da microbiota intestinal (Tebbett; Goatley; Bellwood, 2017).
Em pepinos-do-mar a microbiota tem papel central na digestdo e pode responder
rapidamente a alteracdes na qualidade do alimento, impactando producao fecal e
reciclagem de nutrientes, processos diretamente relevantes para o desempenho
funcional em IMTA (Joly et al., 2020; Weigel, 2020; Yamazaki et al., 2020). Além
disso, organismos detritivoros convertem matéria organica em fezes de forma a
acelerar a ciclagem de nutrientes, processo que pode ser modulado pela
disponibilidade de substrato (Joly et al., 2020).

Para preencher essas lacunas, o presente estudo avaliou a resposta de H.
grisea cultivada sob condicbes controladas de bioflocos em quatro faixas de
concentracdo de SST (0-150, 200-350, 400-550 e 600-750 mg.L™). Foram
examinados parametros biométricos, taxas de sobrevivéncia, tolerancia, dinamica da

microbiota intestinal por meios culturais e analise proximal das fezes. Os bioflocos
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empregados originaram-se de cultivo comercial de camarao estabilizado, garantindo
comunidade microbiana madura. Espera-se que 0s resultados subsidiem protocolos
de manejo e parametros operacionais para integracdo segura e eficiente de H.
grisea em sistemas BFT-IMTA, contribuindo tanto para a sustentabilidade ecoldgica

guanto para a viabilidade produtiva da aquicultura intensiva.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos geral

Avaliar a resposta biologica e microbiolégica de Holothuria grisea mantida
em sistema de bioflocos sob diferentes concentracfes de sélidos suspensos totais,
visando seu potencial de uso como espécie detritivora em arranjos de aquicultura

multitréfica integrada.

2.2 Objetivos especificos

a) Investigar os efeitos de diferentes concentracdes de solidos suspensos totais
sobre parametros de crescimento, sobrevivéncia e desempenho zootécnico de
Holothuria grisea;

b) Avaliar a producdo e composicdo das fezes como indicador da ingestdao de
material particulado e do potencial de reciclagem de nutrientes pela espécie;

c) Avaliar os parametros fisico-quimicos de &gua em Holothuria grisea sob
diferentes concentracdes de sélidos suspensos totais;

d) Analisar a influéncia dos niveis de bioflocos na composi¢cdo da microbiota

intestinal, com énfase em bactérias heterotréficas e Vibrio spp..
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coletae manutencéo dos animais

Este estudo foi conduzido sob aprovacédo do Ministério do Meio Ambiente do
Brasil (Licenga MMA/SISBIO n°® 93050-1) para coleta de fauna nativa. Quarenta e
oito espécimes de Holothuria grisea foram coletados em substrato areno-rochoso da
zona entremarés na Maré baixa na Armacdo do Itapocoroy (26°47'40.67"S,
48°36'8.25"W), em maio de 2024 municipio de Penha, Estado de Santa Catarina,
Brasil.

Ap6s a coleta, os animais foram transportados até o Laboratério de
Camardes Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina (LCM/UFSC) em
uma caixa térmica de 50 L contendo agua do mar e areia proveniente do local de
coleta, com o objetivo de minimizar o estresse de transporte e manter a microbiota
natural. No laboratério os animais foram mantidos em tanque de 6 toneladas com
substrato arenoso e alimentados diariamente “ad libitum” com um mix de micro e

macroalgas até o inicio do experimento.

3.2 Delineamento e unidades experimentais

O experimento foi realizado no LCM/UFSC durante 42 dias consecutivos.
Utilizou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro
tratamentos em réplicas (n = 4 repeticdes por tratamento), totalizando 16 unidades
experimentais. Cada unidade experimental consistiu em uma caixa retangular de
polipropileno opaca de 60 L (volume util: 50 L) com trés individuos de H. grisea
(densidade de estocagem: 0,05 ind./L).

Os quatro tratamentos correspondiam a diferentes faixas de concentracéo
de SST, expressas em mg-L™%: T1 (0-150), T2 (200-350), T3 (400-550) e T4 (600—
750). Cada unidade experimental foi equipada com um aquecedor de imersao Roxin,
modelo HT-1300/Q3 (100 W, 110 V), para manutencdo da temperatura, e aeracao
continua fornecida por mangueira microporosa conectada a um compressor de ar,
resultando em uma aeracdo de aproximadamente 6 mg/L por tanque. Os bioflocos

utilizados foram originarios de um tanque matriz contendo bioflocos maduros
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(processo de nitrificacdo ja estabelecido) provenientes de cultivos comerciais de
camardo-branco-do-pacifico  (Penaeus vannamei), garantindo estabilidade

microbiana e composicdo padronizada da comunidade bibtica.

3.3 Estabelecimento e manutencéo das concentracdes de bioflocos

Semanalmente, bioflocos do tanque matriz foram coletados via
bombeamento e diluidos em &gua do mar para atingir as concentracdes-alvo
especificadas para cada tratamento. Conforme a metodologia adaptada de
Schveitzer (2012), as concentracfes de SST foram determinadas por meio de uma
curva de calibragédo previamente estabelecida entre a turbidez medida em unidades
Nephelométricas de Turbidez (NTU) e a concentracdo correspondente de SST
(mg-L™%). A correlagao entre turbidez e SST foi obtida por regressao linear a partir de
medic¢des simultaneas e repetidas em diferentes intervalos de concentracao.

Apos a determinacdo da concentracdo de SST no tanque matriz via
turbidimetria, aplicou-se a equacéo de diluicdo simples para calcular o volume de
bioflocos a ser transferido para cada unidade experimental:

C1xV1=C2xV2

Sendo: C1 = concentragdo de SST medida no tanque matriz (mg-L™); V1 =
volume de bioflocos coletado do tanque matriz (mL); C2= concentracdo de SST
desejada para cada tratamento (mg-L™); V2= volume final de agua do mar nas

unidades experimentais (50 L).

3.4 Coletade fezes

Fezes de H. grisea foram coletadas semanalmente, sempre 24 horas apoés a
diluicdo do bioflocos, para assegurar composi¢cédo padronizada do material ingerido.
As coletas foram realizadas com pipeta Pasteur esterilizada, tendo cuidado para
evitar resuspensdo de particulas sedimentadas. As fezes coletadas foram
transferidas imediatamente para tubos Falcon de 15 mL estéreis. Na sequéncia,
retirava-se o excesso de agua livre e posteriormente as amostram eram pesadas em
balanca analitica de precisdo (+ 0,001 g) para obtencdo do peso Umido. As amostras
foram entdo colocadas em estufa com circulagéo forcada de ar a 105 °C durante 24

horas até peso constante, para determinagcéo do peso seco.
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Subamostras de fezes desidratadas em pool por tratamento
(aproximadamente 18 g) foram enviadas ao Laboratorio CBO Analises Ambientais
(S&o Paulo, SP, Brasil) para determinacdo de composi¢do proximal conforme
metodologia padrdo da Association of Official Analytical Chemists (AOAC): proteina
bruta (Micro-Kjeldahl), extrato etéreo (método de Soxhlet), fibra bruta (digestéao

acida/alcalina sequencial) e matéria mineral (incineracédo a 550 °C por 3 horas).

3.5 Qualidade de 4gua

Pardmetros de qualidade de &gua foram mensurados semanalmente,
sempre no mesmo horario (13:h30) para minimizar variacfes diérias. As variaveis
avaliadas incluiram: (i) concentracdo de amodnia total, determinada pelo método
idofenol; (i) concentracdo de nitrito, pelo método colorimétrico diazotacao; (iii)
alcalinidade total, expressa como mg-L™* de CaCO; equivalente, mediante titulacéo
com HCI 0,1 M; (iv) pH, mensurado com potencidmetro calibrado em buffers de pH
7,0 e 4,0; (v) salinidade, determinada por sonda multiparametro YSI EcoSense

EC300A. Os resultados foram expressos como média + desvio padréo.

3.6 Andlise da microbiota intestinal

Ao término do periodo experimental (dia 42), um individuo de cada unidade
experimental foi anestesiado, adicionados em um recipiente contendo cloreto de
magneésio e posteriormente o trato intestinal completo foi dissecado sob condicbes
assépticas. Os intestinos foram homogeneizados em solucdo salina estéril a 3%
(SSE) usando homogeneizador mecanico (vortex a 3.000 rpm por 2 minutos), e
submetidos a diluicbes seriais seriadas decimais (107t a 107%) em SSE estéril.

Aliquotas de 100 pL de cada diluicdo foram semeadas por disseminacdo em
superficie (spread plate) nos seguintes meios de cultura: (i) Agar Tiossulfato-Citrato-
Bile-Sacarose (TCBS): para isolamento e contagem seletiva de Vibrio spp.; (i) Agar
Tryptic Soy Agar (TSA) com sal 3%: para contagem de bactérias heterotroficas
viaveis aerobias.

As placas foram incubadas em estufa bacterioldégica a 30 £ 1 °C em atmosfera

aerObia. Contagens de unidades formadoras de colbnias (UFC) foram realizadas
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apos 24 horas de incubacgdo. Os resultados foram expressos como Log;, UFC-mL™

de homogeneizado intestinal.

3.7 Avaliagdo de parametros biométricos

Cada organismo foi manipulado a fim de induzir a contracdo corporal e a
eliminacdo do fluido interno, passando-os em seguida, em papel absorvente para
remocao do excesso de agua nas paredes do corpo. No inicio (T,) e ao final do
experimento (T,;), todos os individuos foram mensurados quanto a: (i) comprimento
total do corpo (CT), medido da boca até a extremidade do anus, em centimetros; (ii)
largura maxima do corpo, medida na regido central do animal, em centimetros; (iii)
peso corporal total, determinado em balanca analitica de precisdo (+ 0,1 g) apés
secagem superficial do animal com papel filtro. O crescimento foi calculado como a

variacdo média de cada parametro durante o periodo experimental.

3.8 Analise Estatistica

Todos os dados foram testados quanto aos pressupostos de normalidade
(teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancias (teste de Bartlett). Dados
que atenderam aos pressupostos foram submetidos a andlise de variancia
paramétrica de um fator (one-way ANOVA), seguida pelo teste de comparacao
multipla de Tukey (HSD) quando diferencas significativas foram detectadas. Para
dados que violaram o0s pressupostos de normalidade ou homogeneidade de
variancias, utilizou-se a andlise de variancia ndo paramétrica de Kruskal-Wallis,
seguida pelo teste de Dunn para compara¢des multiplas pareadas.

Todos os testes foram realizados com nivel de significancia de a = 0,05. Os
dados foram organizados e analisados utilizando-se 0 ambiente estatistico R (versao
4.5.2; R Core Team, 2023) com interface RStudio (versdo 2025.09.2), empregando
0s pacotes adicionais tidyverse, ggplot2 (para visualizacdo grafica) e agricolae (para
testes post-hoc). Os pressupostos foram verificados através dos pacotes nortest

(teste de normalidade) e lawstat (teste de homocedasticidade).
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4 RESULTADOS

4.1 Sobrevivéncia e parametros de qualidade de agua

Durante os 42 dias do periodo experimental, a sobrevivéncia de Holothuria
grisea foi de 100% em todos os tratamentos (T1, T2, T3 e T4), indicando tolerancia
completa aos diferentes niveis de concentracdo de sdlidos suspensos testados. Os
parametros fisico-quimicos da agua foram monitorados semanalmente e
apresentados na Tabela 1. O pH permaneceu relativamente estavel entre o0s
tratamentos, variando de 8,22 + 0,13 (T4) a 8,27 = 0,03 (T2 e T3), sem diferengas
estatisticamente significativas (p > 0,05). Da mesma forma, a concentracéo de nitrito
manteve-se dentro de faixas adequadas (0,14 + 0,08 a 0,27 = 0,15 mg-L™), nao

apresentando variacdes significativas entre tratamentos (p > 0,05).

Tabela 1.Pardmetros fisico-quimicos da &gua durante 42 dias em que Holothuria
grisea foi mantida em sistema de bioflocos sob quatro faixas de concentracdo de
sélidos suspensos totais (0-150, 200-350, 400-550 e 600-750 mg-L™1) Valores
expressos como média * desvio padrao.

Tratamento Amobnia Nitrito Alcalinidade pH Salinidade

0-150 mg-L™* 0,35£0,12 b 0,14+0,08 121+2,00b 8,26 +0,02 31,15x0,71Db
200-350 mg-L™* | 0,14 +£0,04ab 0,23+0,07 131+6,83ab 8,27+0,03 32,13+1,05ab
400-550 mg-L™* | 0,16 + 0,17 a 0,27+0,15 139*x7,66ab 8,27+0,03 32,73+0,69ab
600-750 mg-L"* | 0,23+0,18ab 0,24+0,11 155%+10,52a 8,22+0,13 33,65+0,54a

Letras diferentes representam diferencas estatisticas significativas pelo teste Kruskal-Wallis (P <
0,05).

Em contraste, foram observadas diferencas significativas para os demais
parametros. A concentracdo de amonia total foi significativamente maior em T1 (0,35
+ 0,12 mg-L™*) comparado a T3 (0,16 + 0,17 mg-L™%; p < 0,05), enquanto T2 (0,14 +
0,04 mg-L™*) e T4 (0,23 + 0,18 mg-L™) apresentaram valores intermediarios sem
diferencas significativas entre si (p > 0,05).

A alcalinidade total apresentou uma tendéncia de aumento gradual com a
concentracdo de solidos suspensos, com valores variando de 121 = 2,00 mg-L™
CaCOs; equivalente (T1) a 155 + 10,52 mg-L™t CaCO; equivalente (T4), sendo esta

altima significativamente superior a primeira (p < 0,05). A salinidade seguiu um
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padrao similar, aumentando de 31,15 + 0,71 g-L™* (T1) para 33,65 + 0,54 g-L™* (T4),
com T4 significativamente superior a T1 (p < 0,05).

4.2 Parametros de crescimento

Conforme a figura 1, os parametros biométricos (comprimento, largura e
peso) foram avaliados no inicio (T,) e ao final do experimento (T,;). Nao foram
detectadas diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos para
comprimento (Fc,s7y = 0,294; p = 0,881) e peso (H = 2,835; p = 0,586).

Figura 1. Variacdo do comprimento total, largura maxima e peso corporal de
Holothuria grisea apés 42 dias mantidos em sistema de bioflocos sob quatro faixas

de concentracdo de solidos suspensos totais (0—150, 200-350, 400-550 e 600-750
mg-L™1). Valores expressos em média e desvio padrao.

a) b)
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(&) Comprimento; (b) Largura; (c) Peso médio dos individuos. As barras representam a média +

desvio padréo. Letras diferentes indicam diferencgas significativas entre os tratamentos (p < 0,05) pelo
teste de Tukey.

A largura, por sua vez apresentou uma reducédo significativa com o aumento
da concentracdo de SST, variando de 2,95 cm (T1) a 2,0 cm (T4), com diferencas

estatisticamente significativas entre os tratamentos (H = 18,031; p = 0,001). As
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comparacoes pareadas pelo teste de Dunn revelaram diferencas significativas entre
T1 versus T4 (p = 0,019), indicando um efeito dose-dependente da concentracdo de

SST sobre a largura do corpo.

4.3 Andalise da microbiota intestinal

No meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA), uma diferenca significativa foi
detectada entre T1 (8,91 + 0,34 Log,o UFC-mL™) e T2 (7,88 £ 0,51 Log,o UFC-mL™;
p < 0,05), com T1 apresentando contagens significativamente maiores (Figura 2). Os
tratamentos T3 (7,63 = 0,68 Log,, UFC-mL™) e T4 (7,55 + 0,72 Log;o UFC-mL™)
nao diferiram significativamente de T2 (p > 0,05), sugerindo uma reducao abrupta
nas contagens de bactérias heterotréficas aerdbias entre T1 e T2, com posteriores

ajustes fisiol6gicos nos niveis mais elevados de SST.

Figura 2. Contagem de bactérias heterotréficas totais (TSA) e Vibrio spp. (TCBS) no
intestino de Holothuria grisea apds 42 dias mantidos em quatro concentracdes de
solidos suspensos totais (0-150, 200-350, 400-550 e 600—750 mg-L™).
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No meio TCBS, seletivo para Vibrio spp., foi observado padrao similar: T1
apresentou contagens de 8,34 £ 0,41 Log,, UFC-mL™, significativamente superior a
T2 (6,72 = 0,55 Log190 UFC-mL™; p < 0,05). Os tratamentos T3 (6,48 + 0,43 Log4o
UFC-mL™) e T4 (6,51 = 0,38 Logio UFC-mL™) ndo apresentaram diferencas
significativas entre si ou em relacdo a T2 (P > 0,05).

As maiores contagens bacterianas foram consistentemente observadas em
T1, onde a concentracdo de sdlidos suspensos era minima, sugerindo que baixas
densidades de material particulado favorecem a proliferacdo de bactérias
heterotréficas no trato intestinal de H. grisea. Concentracfes intermediarias e
elevadas de bioflocos (T2-T4) resultaram em reducao significativa das contagens

em ambos 0S meios.

4.4 Coleta e analise de fezes

As fezes de H. grisea coletadas semanalmente apresentaram variacdes
significativas em sua produgéo e composicao ao longo dos diferentes tratamentos. O
peso umido das fezes aumentou significativamente com a concentracdo de soélidos
suspensos, partindo de 9,41 + 0,68 g em T1 (0-150 mg-L™*) para 10,93 + 0,26 g em
T2 (200-350 mg-L™), representando um incremento de aproximadamente 16%
(Fai,12y = 8,654; p = 0,003). Nos tratamentos subsequentes, o peso Umido
estabilizou-se em valores proximos a T2, com T3 (400-550 mg-L™) registrando
10,68 + 0,45 g e T4 (600—750 mg-L™) apresentando 10,57 + 0,52 g, sem diferencas
significativas entre estes trés tratamentos (p > 0,05) (Figura 3).

O peso seco das fezes seguiu uma tendéncia analoga, aumentando
significativamente de 1,11 + 0,06 g em T1 para 1,26 + 0,03 g em T2 (F3,12y) =
10,723; p = 0,001). T2, T3 (1,24 + 0,04 g) e T4 (1,23 = 0,05 g) exibiram valores
significativamente superior ao T1, sem variacao significativa entre si (Figura 3).

Embora o crescimento corporal ndo tenha variado significativamente entre
oS tratamentos, a composicdo e a quantidade dos detritos fecais evidenciam
respostas fisioldégicas relevantes as variagbes de SST, sendo as concentracdes
intermediarias (200-350 mg L™%; T2) potencialmente mais favoraveis a assimilagdo

alimentar e ao aproveitamento dos bioflocos.
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Figura 3. Avaliacdo de fezes Uumidas e secas de Holothuria grisea ao longo de 42
dias mantidos em sistema de bioflocos sob diferentes concentracdes de solidos
suspensos totais (0-150, 200-350, 400-550 e 600-750 mg-L™1). Valores médios
expressos em gramas * desvio padrao.
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A analise de composicdo proximal foi realizada exclusivamente em amostras
coletadas de T2, T3 e T4, uma vez que a quantidade de fezes produzidas em T1
mostrou-se insuficiente para execucdo de analises quantitativas confiaveis. Os
resultados da composi¢cdo proximal (Tabela 2) revelam uma notavel consisténcia
nutricional entre os tratamentos analisados.

O teor de proteina bruta variou modestamente de 13,62 + 0,44% em T3 a
14,25 + 0,38% em T2, ndo apresentando diferencas significativas (p = 0,426). Os
teores de extrato etéreo foram baixos em todas as amostras (0,31-1,22%), com T3
exibindo um ligeiro aumento relativo, embora sem atingir significancia estatistica. A
fibra bruta oscilou entre 3,96 + 0,21% em T3 e 4,38 = 0,32% em T2, novamente sem

diferencas significativas entre tratamentos.
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Tabela 2. Composi¢cao proximal das fezes de Holothuria grisea mantida em sistema
de bioflocos sob trés faixas de concentracédo de soélidos suspensos totais (200—-350,
400-550 e 600-750 mg-L™) durante 42 dias. Valores expressos em porcentagem de
matéria seca.

Tratamento Proteina bruta Extrato Etério Fibra bruta Matéria mineral
(%)

200-350 mg-L™t 14,25 0,31 4,38 62,78

400-550 mg-L™? 13,62 1,22 3,96 64,25

600-750 mg-L™t 14,16 0,95 4,08 63,16

Valores representam média + desvio padrdo. ANOVA nédo detectou diferencas significativas entre
tratamentos para nenhum dos componentes (P > 0,05).

O componente mais expressivo correspondeu a matéria mineral, com
concentracdes elevadas variando de 62,78 + 1,42% em T2 a 64,25 + 0,98% em T3,
refletindo a natureza sedimentar e mineralizada dos bioflocos maduros consumidos
pelos pepinos-do-mar. Apesar da elevada propor¢cdo mineral, ndo foram observadas
variacoes significativas na matéria mineral entre tratamentos (p = 0,389), sugerindo
gue o padréao de mineralizacédo das fezes permanece estavel independentemente da

concentracdo de SST oferecida.

5 DISCUSSSAO

Os parametros fisico-quimicos permaneceram dentro das faixas
consideradas adequadas para o cultivo de pepinos-do-mar e para sistemas BFT
(Ebeling; Timmons; Bisogni, 2006), indicando que as diferengas de SST néo
comprometeram a estabilidade do ambiente. O pH e o nitrito mantiveram-se estaveis
entre 0s tratamentos, 0 que € coerente com a literatura que descreve a capacidade
do BFT de tamponar variagdes bruscas e manter o equilibrio nitrogenado por meio
da atividade microbiana nitrificante e heterotrofica (Ebeling; Timmons; Bisogni, 2006;
Martinés-Cordova et al., 2015).

A maior concentragdo de amonia total observada no T1 pode estar
associada a menor atividade microbiana heterotréfica em sistemas com baixa
quantidade de solidos organicos, reduzindo a assimilagdo da amonia para
crescimento bacteriano. Em contraste, o T3 apresentou o menor valor, reforgando

que faixas intermediarias de SST favorecem comunidades microbianas mais
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eficientes na ciclagem do nitrogénio (Wu et al.,, 2024). O aumento gradual da
alcalinidade e da salinidade com maiores concentracbes de SST indica maior
mineralizacdo e liberacdo de ions, fenbmeno j& documentado em cultivos BFT
altamente maduros (Crab et al., 2012)

A alta sobrevivéncia (100%) em todos os tratamentos confirma a tolerancia
de Holothuria grisea a ambientes com diferentes cargas particuladas, similar ao
reportado em estudos com outras espécies do género (Chen et al., 2018; Contreras-
Sillero et al., 2020). Esses resultados sugerem que 0O pepino-do-mar apresenta
robustez fisioldgica e pode ser integrado a sistemas multitroficos com distintas
intensidades de producéo.

Neste estudo, H. grisea ndo apresentou diferencas significativas de
crescimento em comprimento e peso entre as concentracbes de SST testadas. A
auséncia de crescimento significativo em H. grisea pode estar relacionada ao seu
crescimento naturalmente lento, e a baixa eficiéncia de assimilacao tipica do género,
0 que reduz a sensibilidade a mudancas na oferta alimentar em curto prazo
(Hammond; Purcell, 2023; Najdegerami; Manaffar, 2024). Assim, embora H. grisea
processe eficientemente os solidos do sistema, seu papel em IMTA parece estar
mais associado a biorremediacdo do que ao aumento rapido de crescimento em
periodos reduzidos.

No entanto, a reducao significativa da largura corporal observada entre T1 e
T4 (de 2,95 cm para 2,0 cm, p = 0,019) sugere respostas morfolégicas as variacdes
de SST. Essa compressdo corporal pode refletir uma adaptacdo postural ou
alteracdo na turgidez tecidual em resposta as diferentes disponibilidades de material
particulado e a composi¢cao da microbiota intestinal (Said; El-barbary; Ahmed, 2022).
Apesar dessa variacdo dimensional, a manutencdo do peso corporal em niveis
similares entre tratamentos indica que a reducéo de largura ndo representa perda de
biomassa, mas possivel reorganizacao corporal em resposta ao ambiente.

As contagens bacterianas indicam que menores concentracdes de bioflocos
(T1) favorecem o crescimento de bactérias heterotroficas, provavelmente devido a
maior disponibilidade de particulas organicas facilmente assimilaveis e menor
competicdo microbiana em um ambiente com baixa densidade de sélidos (Bizic-
lonescu; lonescu; Grossart, 2018). Por outro lado, concentracdes mais elevadas de
bioflocos (T2-T4) resultam em reducdo significativa das contagens de bactérias

heterotréficas viaveis e Vibrio spp., sugerindo que maiores densidades de biomassa
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microbiana modificam o ambiente intestinal, limitando a proliferacdo desses
microrganismos (Xu et al., 2022). Concentracdes intermediarias de bioflocos (T2)
parecem equilibrar a microbiota intestinal de H. grisea, reduzindo potenciais
patbgenos como Vibrio spp. enquanto mantém comunidades bacterianas funcionais,
embora mais estudos sejam necessarios para confirmar esses efeitos.

A maior producdo de fezes observada nos tratamentos com maiores
concentracdes de bioflocos (T2--T4) revela que H. grisea é eficiente em processar
diferentes volumes de material particulado, mesmo quando o crescimento corporal
nao se altera significativamente. Isso condiz com o0 comportamento alimentar
detritivoro, no qual a ingestdo € continua e a eficiéncia de assimilacdo pode ser
baixa, resultando em grande volume de detritos (Joly et al., 2020). A auséncia de
fezes suficientes para analise proximal no T1 reforca que concentracbes muito
baixas de sdlidos ndo fornecem material particulado adequado para sustentar a
ingestdo continua tipica da espécie, confirmando que apenas em T2 em diante ha
producéo fecal compativel com manutencao plena da atividade alimentar detritivora.

As analises proximais das fezes indicaram altos teores de matéria mineral
(62-64%), caracteristica tipica de bioflocos maturos e de sedimentos inorganicos. Os
valores moderados de proteina bruta (13-14%) refletem a presenca de biomassa
microbiana residual e de particulas organicas parcialmente digeridas (MacTavish et
al., 2012), sugerindo selecdo ativa de particulas nutritivas durante a alimentacéo
(Pasquini et al., 2023).

Esses resultados séo relevantes para sistemas AMTI, pois demonstram que
0 pepino-do-mar atua efetivamente como "facilitador da reciclagem de nutrientes”,
reduzindo o acumulo de soélidos organicos e contribuindo para a estabilidade do
sistema (Zamora; Jeffs, 2012). A eficiéncia de H. grisea no processamento de
bioflocos em diferentes concentracdes, associada a reducdo de patdgenos
oportunistas em condic¢des intermediarias a elevadas de SST, confirma seu potencial
funcional em sistemas integrados. Portanto, H. grisea se mostra eficiente na
reciclagem de nutrientes e na manutencdo da estabilidade microbiana em sistemas
BFT, mesmo sem promover aumento significativo de crescimento corporal no

periodo experimental.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam que H. grisea reune atributos
funcionais e biolégicos que a qualificam como espécie integrada a sistemas BFT-
IMTA, operando efetivamente como detritivora e agente de reciclagem de matéria
organica. Embora ndo apresente incrementos rapidos de crescimento em curto
prazo, a espécie mantém viabilidade fisiolégica completa, processa eficientemente
diferentes cargas de material particulado e potencialmente reduz riscos associados a
patbgenos oportunistas. Esses resultados também contribuem para preencher
lacunas importantes no conhecimento sobre H. grisea em condi¢cdes de cultivo
controlado e fornecem base técnica para desenvolvimento de protocolos de manejo

aplicaveis a sistemas multitroficos de aquicultura.
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7 CONSIDERACOES GERAIS

Considerando os resultados obtidos, recomenda-se que estudos futuros
avaliem periodos experimentais mais prolongados para verificar impactos em
crescimento a longo prazo, investiguem a composicdo detalhada da microbiota
através de técnicas moleculares de sequenciamento, e validem a integracdo de H.
grisea em sistemas comerciais BFT-IMTA de escala operacional, particularmente em
associacdo com camardo Penaeus vannamei, avaliando a dindmica de nutrientes e
a viabilidade econémica de tais arranjos multiespecificos.

Embora o fornecimento de bioflocos ndo tenha promovido aumentos
significativos no crescimento somatico durante o periodo experimental, resultado
esperado dado o crescimento naturalmente lento do género, a espécie demonstrou
respostas fisiologicas claras as variagdes de SST. A reducédo significativa da largura
corporal entre Tl (0-150 mg-L™Y) e T4 (600-750 mg-L™!) sugere adaptacdes
morfoldgicas relacionadas a disponibilidade de material particulado e & composicao
da microbiota intestinal, eventos que ndo comprometem a biomassa total dos
animais.

A eficiéncia detritivora de H. grisea € confirmada pela maior producdo de
fezes em concentragcbes intermediarias e elevadas de bioflocos (T2-T4), onde a
ingestdo de material particulado é otimizada. As anélises composicionais das fezes
revelam composicdo estavel entre tratamentos, com elevados teores de matéria
mineral (62-64%) que refletem o processamento de bioflocos maduros. Esses
achados reforcam que a espécie opera efetivamente como recicladora de nutrientes,
acelerando a transformacdo de detritos em material sedimentar estavel, funcéo
critica para a manutencéo da qualidade da agua em sistemas intensivos.

A dindmica da microbiota intestinal apresenta padrdo dose-dependente em
relacdo a concentracdo de SST, com maiores contagens de bactérias heterotroficas
em T1, onde a densidade de solidos € minima. Concentragdes intermediarias a
elevadas de bioflocos (T2-T4) promovem reducdo significativa de patdgenos
oportunistas, sugerindo que maiores densidades de biomassa microbiana modificam
0 microambiente intestinal de forma a limitar a proliferacdo de microrganismos

potencialmente prejudiciais.
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Os parametros fisico-quimicos permaneceram dentro das faixas adequadas
para cultivo de pepinos-do-mar, indicando que o sistema BFT manteve estabilidade
ambiental independentemente da concentragéo de SST, resultado coerente com a
capacidade tamponadora descrita para sistemas de bioflocos. A ligeira reducéo de
amOnia em tratamentos com maiores concentracdes de bioflocos reforca que a
microbiota heterotréfica, quando em densidade adequada, desempenha papel

crucial na assimilagédo de compostos nitrogenados.
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