
ELIZABETH PEREIRA DOS SANTOS

QUANTIFICAÇÃO DA CONTRIBUIÇÃO DAMICROALGA Navicula sp.

NO CULTIVO DE Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931) EM SISTEMA DE

BIOFLOCOS USANDO ISÓTOPOS ESTÁVEIS

Recife,
Setembro/2023



1 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO 
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAÇAO 

PROGRAMA DE POS-GRADUAÇAO EM RECURSOS PESQUEIROS E 
AQUICULTURA 

QUANTIFICAÇÃO DA CONTRIBUIÇÃO DA MICROALGA Navicula sp. NO 

CULTIVO DE Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931) EM SISTEMA DE BIOFLOCOS 

USANDO ISÓTOPOS ESTÁVEIS 

Elizabeth Pereira dos Santos 

Tese apresentada ao Programa de 

Pós-Graduação em Recursos 

Pesqueiros e Aquicultura da 

Universidade Federal Rural de 

Pernambuco como exigência para 

obtenção do título de Doutora. 

Prof. Dr. Alfredo Olivera Galvez 
Orientador 

Prof Dr. Gilvan Takeshi Yogui 
Coorientador 

Prof Dr. Humber Agrelli de Andrade 
Coorientador 

Recife, 

Setembro/ 2023 



Dados Internacionais de Catalogação na Publicação 
Universidade Federal Rural de Pernambuco

Sistema Integrado de Bibliotecas
Gerada automaticamente, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

S237q Santos, Elizabeth
        QUANTIFICAÇÃO DA CONTRIBUIÇÃO DA MICROALGA Navicula sp. NO CULTIVO DE Litopenaeus
vannamei (BOONE, 1931) EM SISTEMA DE BIOFLOCOS USANDO ISÓTOPOS ESTÁVEIS / Elizabeth Santos. - 2023.
        78 f. : il.

        Orientador: Alfredo Olivera Galvez.
        Coorientador: Gilvan Takeshi Yogui; Humber Agrelli de Andrade.
        Inclui referências.

        Tese (Doutorado) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Programa de Pós-Graduação em Recursos Pesqueiros
e Aquicultura, Recife, 2024.

        1. Bibliometrix; . 2. Biblioshyne; . 3. VosViewer; . 4. Modelo de mistura. I. Galvez, Alfredo Olivera, orient. II.
Andrade, Gilvan Takeshi Yogui; Humber Agrelli de, coorient. III. Título

                                                                                                                                                   CDD 639.3



2  

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO 
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAÇAO 

PROGRAMA DE POS-GRADUAÇAO EM RECURSOS PESQUEIROS E 
AQUICULTURA 

 
 

QUANTIFICAÇÃO DA CONTRIBUIÇÃO DA MICROALGA Navicula sp. NO 

CULTIVO DE Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931) EM SISTEMA DE BIOFLOCOS 

USANDO ISÓTOPOS ESTÁVEIS 

Elizabeth Pereira dos Santos 
 

Tese julgada adequada para obtenção 
do título de doutor em Recursos 
Pesqueiros e Aquicultura. Defendida e 
aprovada em 29/10/2023 pela seguinte 
banca examinadora. 

 
Prof. Dr. Alfredo Olivera Galvez 

Orientador - Presidente 
Departamento de Pesca e Aquicultura - DEPAq 

Universidade Federal Rural de Pernambuco – UFRPE 
 
 
 

Profa. Dra. Gelcirene de Albuquerque costa 
Membro externo 

Departamento de Pesca e Aquicultura - DEPAq 
Universidade Federal Rural de Pernambuco – UFRPE 

 
 
 

Profa. Dra. Danielli Matias de Macêdo Dantas 
Membro externo 

Departamento de Pesca e Aquicultura - DEPAq 
Universidade Federal Rural de Pernambuco – UFRPE 

 
 
 

Prof. Dr. Luis Otavio Brito da Silva 
Membro interno 

Departamento de Pesca e Aquicultura - DEPAq 
Universidade Federal Rural de Pernambuco – UFRPE 

 
 
 

Prof. Dr. Ranilson de Souza Bezerra 
Membro interno 

Departamento de Pesca e Aquicultura - DEPAq 
Universidade Federal Rural de Pernambuco – UFRPE 



3  

Dedicatória 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A eterna busca pelo equilíbrio entre ser mãe, filha, irmã, mulher e amiga, 

durante a construção de uma carreira científica é uma tarefa árdua e 

desafiadora compartilhada por muitas pesquisadoras. Nessa jornada, aprendi 

que é necessário manter a serenidade frente às adversidades que 

corriqueiramente surgem, ser resiliente para superá-las, cultivar a paixão 

pela ciência, pelo aprendizado e pelo conhecimento, ser atrevida. Pois, 

vivendo em uma sociedade que não valoriza o ensino e a pesquisa, não abrir 

mão do sonho de ser uma professora e pesquisadora brilhante, mantendo a 

gentileza, humildade e empatia com o próximo é um ato não só de atrevimento, 

mas também de rebeldia e teimosia. E acima de tudo, aprendi que essa seria 

uma jornada impossível se eu não tivesse uma rede de apoio. Por isso, dedico 

esta tese aos meus filhos (Túlio e Maria Helena), mães (Josefa dos Santos [in 

memoriam], Maria do Carmo e Maria de Fatima), pais (Severino Morais e 

Djalma Martins) e irmãos (Alexandra, Rafael e Rodrigo), que sempre 

estiveram ao meu lado, apoiando-me em cada passo, e me lembrando da 

importância de nunca desistir dos meus sonhos. Vocês são minha fonte de 

inspiração e motivação, e sou grata por tê-los em minha vida. 

Elizabeth Pereira dos Santos 



4  

Agradecimentos 
 

"Nas palavras de Maya Angelou, 'Eu aprendi que as pessoas vão esquecer o que você 
disse, as pessoas vão esquecer o que você fez, mas as pessoas nunca esquecerão como você 
as fez sentir.' É com esse sentimento em mente que começo meus agradecimentos, 
expressando minha mais profunda gratidão às pessoas que me apoiaram e inspiraram ao 
longo da minha jornada acadêmica." 

Em primeiro lugar quero agradecer a Deus, criador do universo por estabelecer leis 
naturais que governam o mundo e permitir a sua evolução e por me conceder o dom de 
questionar, a ciência evolui diariamente a partir de questionamentos que buscam entender e 
explicar essas leis, observando e experimentando o mundo ao nosso redor. 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) pela bolsa 
concedida durante o período de curso e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento 
Científico e Tecnológico (CNPq) pela incrível experiencia de conhecer e atuar com o grupo 
de pesquisa da Profa. Dra. Giuliana Parisi ao longo de seis meses. 

À todos os professores da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e da 
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), em especial a meu orientador e 
coorientadores, Prof. Dr. Alfredo Galvez, Prof. Dr. Gilvan Takeshi e Prof. Dr. Humber 
Andrade, assim como a Profa. Dra. Maria Moura, Prof. Dr. Luis Otavio, Prof. Dr. William 
Severi, Profa. Dra Gelcirene Costa, Profa. Dra. Danielli Dantas, Prof. Dr. Ranilson Bezerra, 
Prof. Dr. José Carlos Pacheco e Profa. Dra. Juliana Ferreira, pela paciência com meus 
questionamentos e por contribuírem para a minha formação. Assim como a todos os 
professores, técnicos e terceirizados que compõem a UFRPE, esse trabalho não poderia ter 
sido realizado sem a colaboração de vocês, muito obrigada pela ajuda, pela amizade, pela 
prestatividade e pela alegria de vocês. 

À meus familiares de sangue e de coração e ao meu namorado, por me apoiar e por 
compreender as minhas ausências em função da realização deste trabalho e do meu amor 
pela pesquisa. A todos os meus amigos dos laboratórios de maricultura sustentável e 
laboratório de alimento vivo, amigos de graduação e da pós-graduação, amigos do café ou 
da Coca-Cola, amigos do chá ou do shake, amigos de congressos, amigos de vida e aos meus 
novos amigos de Firenze, gostaria de agradecer imensamente por toda ajuda, 
companheirismo, descontração, consultas cientificas, aconselhamentos pessoais e 
acolhimento de cada um de vocês. Aprendi muito com cada um de vocês, algumas vezes o 
que fazer, outras o que não fazer, muito obrigada. 

Eduardo Galeano certa vez disse: "Os cientistas dizem que somos feitos de átomos, 
mas um passarinho me contou que somos feitos de histórias". E hoje, olhando para trás, vejo 
que essa afirmação se aplica perfeitamente a cada um dos personagens desta história. Vocês 
foram a força, a inspiração, os heróis anônimos que dedicaram seu tempo e esforço para 
tornar possível este projeto. Então, a cada um de vocês, meu profundo agradecimento. 



5  

Resumo 
 

O presente projeto teve como base a realização de dois estudos: um estudo bibliométrico e 
um experimento de cultivo. A aquicultura desempenha um papel fundamental em escala 
global como fonte de alimentos e subsistência. A análise de isótopos estáveis, especialmente 
carbono e nitrogênio, é uma ferramenta poderosa na compreensão das fontes alimentares dos 
organismos aquáticos, na rastreabilidade de produtos da pesca, na compreensão das 
interações nas cadeias alimentares aquáticas e em estudos ambientais. O estudo 
bibliométrico abordou cinco questões relacionadas ao uso de isótopos estáveis na aquicultura 
e revelou um aumento constante no número de publicações ao longo do tempo, com a 
Europa, Ásia e América do Norte liderando a pesquisa. Instituições como a Ocean University 
of China e pesquisadores como Shuang-Lin Dong e Antonio Mazzola destacaram-se na área. 
Os principais tópicos incluíram aquicultura, efluentes, isótopos estáveis, nitrogênio e dieta. 
Essa pesquisa ressaltou a crescente importância dos isótopos estáveis na aquicultura, 
abrangendo aspectos nutricionais, rastreabilidade e impacto ambiental. Por outro lado, o 
experimento de cultivo avaliou o impacto da adição da diatomácea Navicula sp. em sistemas 
de berçário de camarões Penaeus vannamei em bioflocos. O estudo buscou entender se a 
microalga faz parte do floculante microbiano ou é diretamente consumida pelos camarões, 
analisando sua contribuição nutricional para o crescimento dos camarões. Durante 35 dias, 
os camarões foram criados em sistemas de bioflocos a uma densidade de estocagem de 3000 
pós-larvas por metro cúbico, com a adição de Navicula sp. em diferentes frequências. Os 
resultados demonstraram que a sobrevivência foi semelhante em todos os tratamentos 
(~93%), mas houve diferença significativa no ganho de peso e na taxa de conversão 
alimentar. O tratamento N10 (0,50 ± 0,05 g, 0,99 ± 0,01) apresentou melhores parâmetros 
de crescimento em comparação com o tratamento WN (0,33 ± 0,07 g, 11,46 ± 0,30), que não 
recebeu adição de Navicula sp. A análise isotópica indicou que o biofloco foi a fonte 
alimentar mais assimilada pelos camarões, seguido por Navicula sp. e ração comercial. A 
contribuição de Navicula sp. foi maior no tratamento N5. Além disso, os resultados 
revelaram uma correlação inversa entre as contribuições relativas de biofloco e Navicula sp. 
nos tratamentos com adição da diatomácea, indicando que Navicula sp. não faz parte da 
composição do biofloco e é diretamente consumida pelas pós-larvas de P. vannamei. Em 
resumo, o biofloco e Navicula sp. desempenharam papéis significativos no crescimento dos 
camarões, enfatizando a importância das fontes alimentares naturais na aquicultura de pós- 
larvas de P. vannamei. 

Palavras-chave: Bibliometrix; Biblioshyne; VosViewer; Modelo de mistura. 
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Abstract 
 

The present project was based on the completion of two studies: a bibliometric study and a 

cultivation experiment. Aquaculture plays a fundamental role globally as a source of food 

and sustenance. Stable isotope analysis, especially of carbon and nitrogen, is a powerful tool 

for understanding the food sources of aquatic organisms, tracing fishery products, 

comprehending interactions in aquatic food chains, and conducting environmental studies. 

The bibliometric study addressed five questions related to the use of stable isotopes in 

aquaculture and revealed a steady increase in the number of publications over time, with 

Europe, Asia, and North America leading the research. Institutions such as the Ocean 

University of China and researchers like Shuang-Lin Dong and Antonio Mazzola stood out 

in this field. The main topics included aquaculture, effluents, stable isotopes, nitrogen, and 

diet. This research highlighted the growing importance of stable isotopes in aquaculture, 

encompassing nutritional aspects, traceability, and environmental impact. On the other hand, 

the cultivation experiment assessed the impact of adding the diatom Navicula sp. to biofloc 

nursery systems of Penaeus vannamei shrimp. The study aimed to understand whether the 

microalga is part of the microbial floc or is directly consumed by the shrimp, analyzing its 

nutritional contribution to shrimp growth. Over 35 days, shrimp were reared in biofloc 

systems at a stocking density of 3000 post-larvae per cubic meter, with the addition of 

Navicula sp. at different frequencies. The results showed similar survival rates in all 

treatments (~93%), but there was a significant difference in weight gain and feed conversion 

ratio. The N10 treatment (0.50 ± 0.05 g, 0.99 ± 0.01) exhibited better growth parameters 

compared to the WN treatment (0.33 ± 0.07 g, 11.46 ± 0.30), which did not receive Navicula 

sp. addition. Isotopic analysis indicated that biofloc was the most assimilated food source by 

the shrimp, followed by Navicula sp. and commercial feed. Navicula sp. contributed more 

in the N5 treatment. Furthermore, the results revealed an inverse correlation between the 

relative contributions of biofloc and Navicula sp. in treatments with diatom addition, 

suggesting that Navicula sp. is not part of the biofloc composition and is directly consumed 

by P. vannamei post-larvae. In summary, biofloc and Navicula sp. played significant roles 

in shrimp growth, emphasizing the importance of natural food sources in the aquaculture of 

P. vannamei post-larvae. 
 

Keywords: Bibliometrix; Biblioshyne; VosViewer; Mix model. 
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1. Introdução 

1.1. Contextualização da pesquisa 
 

A pesca marinha e a aquicultura desempenham um papel crucial como fontes de 

alimentos e meios de subsistência em escala global (BRANDER et al., 2017; FAO, 2022). 

De acordo com os dados mais recentes do The State of World Fisheries and Aquaculture 

2022, a produção global de pesca e aquicultura atingiu aproximadamente 177,8 milhões de 

toneladas em 2020, destacando sua importância para o abastecimento alimentar e a nutrição 

global (FAO, 2022). 

Com a crescente relevância da aquicultura, torna-se essencial aprofundar nosso 

entendimento dos fatores que afetam a produção de pescado, sendo a dieta dos organismos 

aquáticos um desses fatores críticos (GAMBOA-DELGADO, 2020). Nesse contexto, a 

análise de isótopos estáveis, especialmente carbono (δ13C) e nitrogênio (δ15N), emergiu 

como uma ferramenta poderosa para investigar as fontes alimentares dos organismos 

aquáticos e compreender as interações nas cadeias alimentares aquáticas (LI et al., 2016; 

UCHIDA et al., 2023; MORTILLARO et al., 2022). Além disso, outros isótopos, como 

oxigênio, hidrogênio e enxofre, encontram aplicação em estudos ambientais (MICHENER 

e LAJTHA, 2008). 

Apesar da crescente importância dessa abordagem na pesquisa aquática, pouco se sabe 

sobre sua trajetória acadêmica na aquicultura, tornando a análise bibliométrica uma 

ferramenta valiosa para mapear o conhecimento científico acumulado (DONTHU et al., 

2021). Com base nessas analises será possível identificar tendências de pesquisas, autores e 

instituições mais relevantes, os tópicos que apresentam maior interesse na temática, 

identificação de redes de colaboração e identificação de lacunas de conhecimento na 

literatura científica sobre a utilização da análise de isótopos estáveis como uma ferramenta 

analítica da aquicultura. A partir de avaliações como esta é possível determinar quais futuras 

pesquisas devem ou precisam ser desenvolvidas direcionando os investimentos para as 

lacunas mapeadas (MINGERS e LEYDESDORFF, 2015). Dessa forma, as análises 

bibliométricas são ferramentas valiosas para avaliar a trajetória e o estado da pesquisa em 

uma determinada área e pode fornecer informações valiosas para a comunidade acadêmica 

e para a indústria. 

No contexto da aquicultura, um aspecto relevante é o uso da tecnologia de bioflocos no 

cultivo comercial do camarão branco do Pacífico, Penaeus vannamei, uma prática 
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consolidada globalmente (EMERENCIANO et al., 2021). Os bioflocos, compostos por 

microorganismos e resíduos no sistema de cultivo, têm um perfil nutricional variado e podem 

atuar como fonte alimentar adicional para os animais (RAY E LOTZ, 2014; SAMOCHA et 

al., 2019). No entanto, estudos anteriores relataram deficiências em aminoácidos essenciais 

na dieta dos camarões quando alimentados com bioflocos (EKASARI et al., 2014; 

GAMBOA-DELGADO et al., 2017). 

Além disso, a adição de microalgas, como diatomáceas, tem sido considerada como uma 

estratégia para suprir deficiências nutricionais em camarões cultivados em sistemas de 

bioflocos (KHATOON et al., 2009; FERREIRA MARINHO et al., 2014; 2017; ABREU et 

al., 2019; OLIVEIRA et al., 2022). No entanto, ainda não está claro a interação entre essas 

microalgas e os animais, uma vez que apesar dos benefícios relacionados ao desempenho 

zootécnico dos animais, a inoculação poderá está contribuindo não apenas através de seu 

consumo, mas atuando como núcleo para formação de bioflocos ou contribuindo na 

qualidade de água. Estudos com isótopos estáveis têm sido sugeridos como uma abordagem 

para avaliar quantitativamente o consumo de diferentes fontes alimentares na produção de 

P. vannamei (GAMBOA-DELGADO, 2022). 
 

Portanto, este estudo tem como objetivo avaliar o estado da arte de trabalhos de 

aquicultura nos quais foi aplicada a análise de isótopos estáveis como uma ferramenta, além 

disso aplicar esta ferramenta para quantificar a contribuição de diferentes fontes alimentares 

(ração, bioflocos e diatomáceas Navicula sp.) para o desempenho de crescimento de P. 

vannamei cultivados em sistema de berçário de bioflocos, variando as frequências de adição 

de microalgas. 
 

1.2.OBJETIVOS 

1.2.1. Objetivo Geral 
 

Quantificar a contribuição da microalga Navicula sp. no desenvolvimento do camarão 

marinho Litopenaeus vannamei cultivado em sistema de bioflocos. 

1.2.2. Objetivo Específico 
 

• Avaliar a assinatura isotópica das diferentes fontes alimentares, biofloco, ração e microalga 

Navicula sp., presentes no cultivo na fase de berçário do camarão marinho L. vannamei em 

sistema de bioflocos com inoculação de Navicula sp. 
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• Estimar a discriminação isotópica do carbono e nitrogênio da Navicula sp., bioflocos e 

ração comercial em pós larvas de camarão marinho L. vannamei. 

• Estimar a contribuição das diferentes fontes alimentares para no desenvolvimento do L. 

vannamei cultivado na fase de berçário em sistema de bioflocos com inoculação da 

microalga Navicula sp. 

 
 

1.3.Hipótese 
 

A inoculação da microalga Navicula sp. em berçários para o cultivo de Litopenaeus 

vannamei em sistema de bioflocos contribuirá significativamente no desenvolvimento dos 

camarões proporcionando melhores índices de desempenho zootécnico ao final desta fase de 

cultivo. 
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2. Isótopos Estáveis na Aquicultura: Uma avaliação Cienciométrica de uma 

Ferramenta em Ascensão 
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Resumo 
 

A aquicultura desempenha um papel fundamental em escala global como fonte de alimentos 

e subsistência. A análise de isótopos estáveis, especialmente carbono e nitrogênio, é uma 

ferramenta poderosa na compreensão das fontes alimentares dos organismos aquáticos, na 

rastreabilidade de produtos da pesca, na compreensão das interações nas cadeias alimentares 

aquáticas e em estudos ambientais. Apesar disso, sua trajetória acadêmica na aquicultura é 

pouco conhecida, tornando a análise bibliométrica uma ferramenta valiosa para mapear o 

conhecimento científico neste campo. Este estudo realizou análises bibliométricas 

abordando cinco questões relacionadas ao uso de isótopos estáveis na aquicultura. Foi 

identificado um aumento constante no número de publicações ao longo do tempo, com a 

Europa, Ásia e América do Norte liderando a pesquisa. Instituições como a Ocean University 

of China e pesquisadores como Shuang-Lin Dong e Antonio Mazzola destacam-se na área. 

Os principais tópicos incluem aquicultura, efluentes, isótopos estáveis, nitrogênio e dieta. 

Essa pesquisa ressalta a crescente importância dos isótopos estáveis na aquicultura, 

abrangendo aspectos nutricionais, rastreabilidade e impacto ambiental. No entanto, há 

oportunidades não exploradas que requerem colaboração entre pesquisadores, instituições e 

regiões para promover o compartilhamento de conhecimento e acelerar seu desenvolvimento 

na aquicultura, destacando sua importância contínua na pesquisa aquática e a necessidade de 

explorar seu potencial para promover práticas sustentáveis e inovação na aquicultura. 

 
 

Palavras-chave: Bibliometria; Bibliometrix; Biblioshyne; VosViewer. 
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Introdução 
 

A pesca marinha e a aquicultura desempenham um papel crucial como fontes de 

alimentos e meios de subsistência em escala global (BRANDER et al., 2017). De acordo 

com os dados mais recentes do The State of World Fisheries and Aquaculture 2022, a 

produção total global de pesca e aquicultura alcançou aproximadamente 177,8 milhões de 

toneladas em 2020, com 157,4 milhões de toneladas destinadas ao consumo humano e cerca 

de 20,4 milhões de toneladas direcionadas para fins não alimentares, principalmente na 

fabricação de farinha e óleo de peixe (FAO, 2022). A FAO também projeta que a produção 

total de pescado atingirá 202 milhões de toneladas até 2030, impulsionada pelas práticas 

sustentáveis na aquicultura e uma gestão mais eficiente dos recursos pesqueiros, enfatizando 

assim a relevância desse setor para o abastecimento alimentar, a nutrição global e o 

comércio. 

Com o aumento constante da demanda e a crescente importância da aquicultura, 

surge a necessidade premente de aprofundar nosso conhecimento sobre os fatores que 

limitam o aumento da produção de pescado, sendo a dieta dos organismos aquáticos um dos 

principais fatores críticos. Os aspectos nutricionais desempenham um papel fundamental na 

produção animal, influenciando tanto o desempenho biológico quanto a viabilidade 

econômica (GAMBOA-DALGADO, 2022). Devido à diversidade de espécies e habitats, as 

estratégias alimentares e a plasticidade trófica são altamente variáveis, o que torna necessário 

o desenvolvimento de abordagens analíticas inovadoras para identificar a contribuição de 

diferentes fontes alimentares nas dietas desses animais. Nesse contexto, a análise de isótopos 

estáveis tem emergido como uma ferramenta poderosa para estudos relacionados à 

fisiologia, uma vez que a composição isotópica dos tecidos dos organismos reflete 

diretamente suas fontes alimentares (DUCATTI, 2007). 

Os estudos tróficos baseados na análise de isótopos estáveis levam em consideração 

a composição isotópica de diversos materiais, incluindo tecidos de organismos, que 

funcionam como biomarcadores naturais (ALBRECHT et al., 2021). As razões isotópicas 

estáveis de carbono (δ13C) e nitrogênio (δ15N) são amplamente utilizadas na rastreabilidade 

de produtos da pesca e aquicultura, bem como na caracterização e compreensão das 

interações nas cadeias alimentares aquáticas (LI et al., 2016; MORTILLARO et al., 2022). 

Além do carbono e nitrogênio, os isótopos de oxigênio, hidrogênio e enxofre, devido à sua 

abundância natural, têm encontrado aplicação em estudos ambientais (FERREIRA et al., 

2021). 
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Apesar da ampla aplicação da análise de isótopos estáveis em pesquisas científicas, 

pouco se sabe sobre a trajetória acadêmica dessa ferramenta específica na aquicultura. A 

análise bibliométrica se destaca como uma ferramenta valiosa para desvendar e mapear o 

conhecimento científico acumulado e suas tendências em campos bem estabelecidos, 

permitindo a interpretação de grandes volumes de dados não estruturados de maneira 

rigorosa, possibilitando identificar tendências de produção, foco de temática e lacunas 

(DONTHU et al., 2021). Portanto, este estudo busca analisar a produção científica global 

relacionada ao uso da análise de isótopos estáveis em pesquisas dentro do campo da 

aquicultura por meio de uma abordagem cienciométrica. 
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Materiais e métodos 
 

O presente estudo buscou através da aplicação de análises bibliométricas, elucidar as 

seguintes questões: 
 

1) Como a incorporação de isótopos estáveis tem progredido em estudos de 

aquicultura ao longo do tempo? 

2) Onde estão localizadas as pesquisas que buscam se envolver no uso de isótopos 

estáveis na aquicultura? 

3) Quem são os cientistas de destaque que têm desempenhado um papel 

significativo na promoção e na colaboração relacionadas à utilização da análise 

de isótopos estáveis na aquicultura? 

4) Quais áreas temáticas na aquicultura estão mais proeminentes em relação à 

incorporação da análise de isótopos estáveis? 

5) O que podemos esperar em termos de evolução e expansão do uso da análise de 

isótopos estáveis na aquicultura nos próximos dez anos? 

Para isso, foi construído um banco de dados inicialmente, individualizado, contendo 

informações de documentos obtidos através de pesquisas nas bases de dados bibliográficos 

Web os Science (WoS) e Elsevier Scopus. A escolha das bases foi motivada pela relevância 

de ambas para aquicultura (PETRESCU-MAG E OROIAN, 2013), ademais, estão presentes 

na coleção de ambas bases as categorias temáticas como: Ciência da vida, ciências aquáticas, 

ciência animal, zoologia, ciências agrárias, biológicas, química geral, química analítica, 

química (diversos), espectroscopia, oceanografia e química ambiental, tendo em vista que a 

abordagem deste estudo se baseia na aplicação da análise de isótopos estáveis na aquicultura. 
 

Os principais estágios da metodologia utilizada, incluindo a coleta de dados, a 

organização e estruturação do banco de dados, bem como as análises bibliométricas 

subsequentes estão representados no fluxograma (Figura 01) a seguir. Cada etapa é 

identificada por meio de caixas e setas, proporcionando uma visão geral do processo de 

pesquisa adotado. 
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Figura 01. Fluxograma da metodologia de construção do banco de dados e análises 

bibliométricas utilizadas no presente estudo. 

 
 
 

Construção do banco de Dados 
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O banco de dados foi construído a partir da unificação dos resultados obtidos através 

de pesquisas nas bases de dados bibliográficos. A busca foi realizada sem restrição de tempo 

em 22 de agosto de 2023, utilizando a sequência de consulta [(stable 

isotope)AND(aquaculture)] resultando em 877 documentos nos quais foram mencionados 

de forma combinada em seu título, resumo e nas palavras-chave dos autores e palavras-chave 

adicional (gerada pela WoS) os termos stable isotope e aquaculture. Em seguida os 

documentos foram classificados em função do tipo e idioma do documento e exportados no 

formato Texto sem formatação definida e CSV, para compor um banco de dados unificado. 

Os 810 artigos que compunham o banco de dados unificados passaram por uma triagem, 

inicialmente foram removidos os artigos em duplicata automaticamente utilizando o pacote 

bibliometrix (ARIA e CUCCURULLO, 2017) nos softwares R (R CORE TEAM, 2022) e R 

studio (RSTUDIO TEAM, 2022), em seguida o banco de dados foi exportado e de forma 

manual foram removidos os arquivos duplicados remanescentes e os artigos que não 

apresentavam relevância para o presente estudo, a relevância desses artigos foi avaliada 

através de seus títulos, quando estes não apresentavam informação suficientemente clara 

para determinação, foram avaliados os resumos e/ou metodologias empregadas. 
 

Análises bibliométricas 
 

O banco de dados foi submetido a análise de duplicatas e a partir da verificação do 

título e resumo, os artigos que não abordavam a utilização de isótopos estáveis na aquicultura 

foram removidos. As características da literatura sobre isótopos estáveis aplicados a 

aquicultura foram avaliadas em termos quantitativos e qualitativos. Os principais elementos 

avaliados foram: a evolução no número de documentos publicados por ano e por país, as 

palavras-chave, os principais periódicos e seus respectivos índices de avaliação e a 

integração entre pesquisas e pesquisadores, essas análises foram realizadas utilizando o 

pacote bibliometrix (ARIA e CUCCURULLO, 2017) nos softwares R (R CORE TEAM, 

2022) e R studio (RSTUDIO TEAM, 2022). 
 

Para pesquisas de correlação, torna-se necessária a avaliação do banco de dados como 

um todo e suas interconexões. Para tal, utilizou-se do software de acesso livre VosViewer 

(VAN ECK e WALTMAN, 2010), uma vez que este permite a criação de redes interligadas, 

onde cada nó representa a colaboração entre as categorias avaliadas (OLIVEIRA et al. 2020). 

Através dessa avaliação gráfica foram avaliadas as correlações entre: coautoria, palavras- 

chave e instituições, citações. 
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Resultados e Discussão 
 

Evolução da Aplicação de Isótopos em Pesquisas Aquícolas 
 

O presente estudo identificou 260 artigos científicos nos quais a análise de isótopos 

estáveis foi empregada como uma ferramenta de pesquisa no contexto da aquicultura. Esses 

artigos abrangem o período de 1983 a setembro de 2023, conforme ilustrado na Figura 02, 

que retrata uma tendência crescente no número de publicações ao longo desse período, com 

uma taxa de crescimento anual de 4,99%. Notavelmente, embora o primeiro artigo tenha 

surgido em 1983, ocorreu um período de mais de uma década (16 anos) sem publicações 

nesse contexto, sendo retomadas de forma consistente em 2001. 

A crescente importância dos isótopos estáveis nas pesquisas em aquicultura é 

evidente ao analisar a média anual de publicações. Entre 2000 e 2010, a média anual foi de 

5 artigos, enquanto na década subsequente (2011-2021), a média saltou para 16,9 artigos 

anuais. Nos últimos três anos (2020-2022), essa média aumentou ainda mais, atingindo 24,33 

publicações anuais. Essa evolução demonstra claramente a crescente relevância dos isótopos 

estáveis como uma ferramenta de investigação na área da aquicultura. 
 

 
Figura 02. Variação anual da aplicação da análise de isótopos estáveis em estudos de 

aquicultura. 
 

Diante disso, a tendência de crescimento na utilização da análise de isótopos estáveis 

na aquicultura observada ao longo do tempo pode estar relacionada a diversos fatores, dentre 

eles a versatilidade de utilização desta ferramenta e os avanços nas técnicas analíticas têm 
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desempenhado um papel fundamental, tornando a análise de isótopos estáveis mais 

difundida ao longo do tempo (GAMBOA-DELGADO, 2022). 
 

Popularidade global da análise de isótopos estáveis na aquicultura 
 

Foram consideradas as regiões: América do Norte, América Central, América do Sul, 

Europa, Ásia, Oriente Médio, África, Austrália e Oceania, para avaliar a distribuição das 

publicações nas quais a análise de isótopos estáveis foi empregada como uma ferramenta no 

contexto da aquicultura, observa-se que as regiões Europa (29,2%), Ásia (25,8%) e América 

do Norte (18,8%) lideram em termos de publicações relacionadas a essa temática. Estas 

regiões são seguidas no ranking por América do Sul (3,8%), Austrália e Oceania (1,9%), 

Oriente Médio (0,8%) e África (0%). É relevante salientar que os artigos publicados refletem 

a contribuição de 37 países, como demonstrado na Figura 03, que ilustra o número de 

publicações por país. Apenas 13 países registram mais de 10 publicações no tema. Destaca- 

se que a China, os Estados Unidos, o Canadá e a Espanha despontam como líderes, 

contribuindo de forma significativa para a literatura científica sobre a temática em questão, 

totalizando 158 artigos. 
 

 
 

Figura 03. Distribuição global das pesquisas aplicando isótopos estáveis na aquicultura de 
1983 a 2023. 

 
Os artigos avaliados estão associados a 26 instituições distintas. Com um total de 57 

artigos, a Ocean University of China emergiu como a instituição com maior relevância nas 

publicações de artigos que incorporam a análise de isótopos estáveis na aquicultura. Em 

seguida, destacam-se a Universidad Autónoma de Nuevo León, o Institute of Oceanography 
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and Fisheries e o Institute of Marine Research. Conforme demonstrado na Tabela 01, as dez 

principais instituições listadas contribuíram com um total de 181 artigos, representando 

69,6% das publicações produzidas no período de 1983 a 2023. 
 

Tabela 01. As 10 principais instituições que contribuem para a utilização da análise de 
isótopos estáveis na aquicultura. 

 

 
INSTITUIÇÃO 

 
PAÍS NÚMERO DE 

PUBLICAÇÕES 

 
Ocean university of China 

 
China 

 
57 

Universidad Autónoma de Nuevo León México 21 

Institute of oceanography and fisheries Croácia 18 

Institute of marine research Noruega 17 

Ehime university Japão 12 

National research institute of aquaculture Japão 12 

University of Palermo Itália 12 

Hunan university of humanities China 11 

Nanchang university China 11 

University of Stirling Escócia 10 

 
 
 

Com base na Figura 04, é possível identificar a presença de cinco grupos de 

colaboração entre instituições envolvidas na análise de isótopos estáveis na aquicultura. Dois 

desses grupos consistem em instituições chinesas, demonstrando uma colaboração ativa 

entre si, representados por círculos nas cores rosa e laranja, respectivamente. O grupo 

representado pela cor azul é composto por instituições italianas, enquanto o grupo de cor 

roxa inclui instituições canadenses, e o grupo verde engloba instituições japonesas. O 

distanciamento entre esses grupos sugere que as colaborações internacionais nesse campo 

de pesquisa ainda não estão plenamente consolidadas. 
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Figura 04. Rede de colaboração entre as instituições que realizam pesquisas utilizando a 
análise de isótopos estáveis em pesquisas de aquicultura. 

 
 

Dessa forma, os resultados mostram que as regiões da Ásia, América do Norte e 

Europa, têm liderado os avanços e a expansão das pesquisas aplicando à análise de isótopos 

estáveis na aquicultura. É possível que isso seja reflexo do apoio financeiro substancial 

proveniente de diversas fontes tem contribuído para a formação de um cenário favorável e 

impulsionando à inovação e ao progresso científico. Uma vez que estas áreas se destacam 

devido aos significativos investimentos em Pesquisa e Desenvolvimento (P&D), os quais 

são provenientes não apenas de entidades governamentais, mas também de empresas e 

organizações sem fins lucrativos (BURKE et al., 2022; GOSMANN, 2021; UNESCO, 

2020). 

 
 

Fontes mais relevantes para publicação de pesquisa com Isótopos Estáveis na Aquicultura 
 

Os artigos científicos analisados foram veiculados em 82 periódicos distintos. Na 

Tabela 02, apresentam-se as 10 principais fontes de publicação em que a análise de isótopos 

estáveis é empregada em um contexto específico da aquicultura. Verifica-se que, em 

conjunto, esses periódicos representam 47,7% de todas as publicações sobre esse tema no 
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período de 1983 a 2023. O maior volume de artigos foi registrado na revista Aquaculture (n 

= 42), seguida pela Marine Pollution Bulletin (n = 19) e pela Aquaculture Research (n =13). 
 

Tabela 02. Os 10 principais periódicos para publicação de pesquisas aplicando a análise de 
isótopos estáveis na aquicultura. 

 

 
PERIÓDICO 

 
ARTIGOS 

AQUACULTURE 42 
MARINE POLLUTION BULLETIN 19 

AQUACULTURE RESEARCH 13 
AQUACULTURE ENVIRONMENT INTERACTIONS 11 

MARINE ENVIRONMENTAL RESEARCH 10 
SCIENCE OF THE TOTAL ENVIRONMENT 9 

AQUACULTURE INTERNATIONAL 7 
MARINE ECOLOGY PROGRESS SERIES 7 

CANADIAN JOURNAL OF FISHERIES AND AQUATIC SCIENCES 6 
JOURNAL OF THE WORLD AQUACULTURE SOCIETY 6 

 
 
 

Ao analisar o número de citações nos artigos publicados, verificou-se que a média 

global de citações por documento atingiu 18,76. O periódico Aquaculture destacou-se com 

o maior volume de citações (n = 373), seguido da Marine Ecology Progress Series (n = 151) 

e da Marine Pollution Bulletin (n = 120). A soma das citações provenientes das 10 fontes de 

maior relevância nas pesquisas que empregam a análise de isótopos estáveis na aquicultura 

totaliza 1023 citações, conforme ilustrado na Figura 05. 
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Figura 05. As 10 fontes mais citadas de pesquisas aplicando a análise de isótopos estáveis 
na aquicultura. 

 
Adicionalmente, é possível observar a estrutura da rede de cocitação através da 

avaliação do cluster apresentado na Figura 06, é possível constatar que os periódicos 

predominantes na publicação de pesquisas que empregam a análise de isótopos estáveis na 

aquicultura estão claramente identificados. O periódico Aquaculture destaca-se mais uma 

vez, não apenas devido ao volume significativo de cocitações, mas também por sua 

influência como ponto de conexão entre diferentes grupos de periódicos. 
 
 

 
Figura 06. Interconexões entre Periódicos na Pesquisa de Isótopos Estáveis em Aquicultura. 

 
Dentre os periódicos que se destacam quanto ao número de publicações e citações, a 

Aquaculture, Marine Pollution Bulletin, Aquaculture Research e a Marine Ecology Progress 

Series, surgem devido a elevada contribuição na temática avaliada. Essas revistas, estão em 

circulação divulgando resultado de pesquisas desde os anos 70, apresentam uma notória 

importância na área de aquicultura, ecologia marinha e poluição marinha. 

 
 

Mapeamento da contribuição dos pesquisadores 
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Dos 260 artigos que empregaram a análise de isótopos estáveis como uma ferramenta 

nas pesquisas de aquicultura, esses estudos envolveram 1030 autores distintos, e apenas 3 

destas publicações tiveram autoria individual. A média de coautores por artigo publicado é 

de 5,08. 
 

Através da análise do número de publicações, cocitações, média anual de cocitações 

e frequência de publicação, foi possível identificar o grupo de pesquisadores mais influentes 

na área. Na Figura 07 A, são destacados os 10 autores mais proeminentes nessa temática, 

com base no número de publicações, que variam de 12 a 5 artigos publicados na área. 
 

Com base no número de publicações, Shuang-Lin Dong emerge como o pesquisador 

mais relevante, destacando-se pela sua alta produtividade ao longo do período de 2013 a 

2022. O Dr. Shuang-Lin é afiliado ao Key Laboratory of Mariculture da Ocean University 

of China e ao Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes do 

Qingdao National Laboratory for Marine Science and Technology, ambas instituições de 

destaque na China. De acordo com a Springer, suas pesquisas abrangem diversas subáreas, 

incluindo oceanografia, ecologia marinha e continental, zoologia e fisiologia animal. 
 

No mesmo contexto, a Figura 07 B apresenta os 10 autores mais frequentemente 

cocitados, com um intervalo de variação entre 19 e 6 cocitações. No que se refere ao número 

de cocitações ao longo do período compreendido entre 2013 e 2022, o pesquisador de 

destaque é Dr. Antonio Mazzola. Ele está afiliado ao Laboratório de Biologia e Recursos 

Marinhos da Università di Palermo, na Itália. O foco principal das pesquisas do Dr. Mazzola 

reside na aplicação da análise de isótopos estáveis para avaliar o impacto ambiental da 

aquicultura nos ecossistemas aquáticos. 
 

Além disso, conforme observado na Figura 07 C, ao avaliar o período de contribuição 

desses autores para a temática abordada, percebe-se que uma consistência nas publicações 

começou a partir de 2002. A citação anual desses artigos variou de 13,6 a 0,4, sendo 2 o 

maior número de artigos publicados em um único ano. 
 

Destaca-se que o artigo com o maior número de cocitações por ano foi publicado em 

2004, sendo de autoria do pesquisador Antonio Mazzola, no qual a análise de isótopos 

estáveis foi empregada para avaliar a dispersão de resíduos de cultivos em gaiolas no 

Mediterrâneo Ocidental. 
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Figura 07. Pesquisadores mais influentes no desenvolvimento de estudos aplicando a análise 
de isótopos estáveis na aquicultura. A) Top 10 autores com maior produtividade; B) Top 10 

A 

B 

C 
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autores com maior cocitação; C) Perfil de produção e citação anual de 10 autores com maior 
com periodicidade de atuação. 

 
Tópicos-Chave e relevância temáticas em estudos com isótopos estáveis na aquicultura 

 
Um total de 823 palavras-chave foi registrado, todas elas mostrando correlações entre 

si. Ao organizar essas palavras-chave em um mapa temático (Figura 08), identificamos a 

formação de 7 grupos distintos: Aquicultura, efluentes, matéria orgânica, isótopos estáveis, 

nitrogênio, dieta e isótopo estável. No mapa temático, observa-se que o cluster "dietas" está 

posicionado centralmente entre os quadrantes que indicam as tendências temáticas. Não 

foram obtidos clusters classificados como temas básicos ou especializados. 

 

 
Figura 08. Mapeamento temático das pesquisas que aplicam isótopos estáveis na 

aquicultura. 
 

Os clusters "aquicultura", "isótopos estáveis" (associados à cadeia alimentar) e 

"nitrogênio" emergem como as principais temáticas, sugerindo que esses grupos contêm 

palavras-chave de elevada relevância e que têm desempenhado um papel crucial nos estudos 

que aplicam a análise de isótopos estáveis na aquicultura. Por outro lado, os clusters "matéria 

orgânica", "efluente" e "isótopos estáveis" (associados ao impacto ambiental) agrupam 

palavras-chave classificadas como temas emergentes ou declinantes. O agrupamento 

"isótopo estável" consiste apenas nas palavras-chave que dão nome ao grupo e "impacto 
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ambiental". O agrupamento "matéria orgânica" inclui 4 palavras-chave correlacionadas entre 

si, além da palavra-chave que nomeia o grupo (delta C-13, teia alimentar e delta N-15). 

Enquanto isso, o agrupamento "efluentes" abrange 2 palavras-chave correlacionadas entre 

si, além da palavra-chave que nomeia o grupo (abundância e enriquecimento). 
 

As dez palavras-chave mais frequentes nos demais clusters (excluindo os termos 

utilizados na pesquisa, o título do grupo e os grupos "Isótopo estável", "Matéria orgânica" e 

"Efluentes" devido ao baixo número de palavras-chave correlacionadas entre si) estão 

detalhadas na Tabela 03. 
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Com base nos resultados obtidos, é possível constatar a ampla aplicabilidade da 

análise de isótopos estáveis em estudos relacionados à aquicultura. Essa versatilidade 

decorre do papel crucial desempenhado por essa ferramenta na avaliação do impacto 

ambiental da aquacultura. No âmbito nutricional, a análise de isótopos estáveis viabiliza a 

avaliação da qualidade de alimentos e ingredientes, bem como a identificação de fontes 

alternativas. Essa avaliação não se limita à abordagem qualitativa, mas também permite uma 

análise quantitativa, possibilitando a determinação da assimilação e da contribuição 
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percentual de cada nutriente no desenvolvimento dos organismos aquáticos (WIRTZ et al., 

2022). 
 

Além disso, no contexto da rastreabilidade, a análise de isótopos estáveis 

desempenha um papel fundamental na garantia da autenticidade e segurança dos produtos 

provenientes da aquacultura. Essa análise possibilita a identificação da origem dos produtos, 

diferenciando entre origem pesqueira e aquícola. Além disso, é possível utilizar a assinatura 

isotópica dos animais para verificar se eles provêm de criatórios específicos, ampliando, 

assim, as possibilidades de controle de qualidade na indústria da aquicultura (DELATTRE 

et al., 2020). 
 

Tendências de novas pesquisas usando o Chat GTP 
 

ChatGPT:> A aplicação da análise de isótopos estáveis em pesquisas científicas na área 

de aquicultura está repleta de perspectivas e tendências promissoras para a próxima 

década. Aqui estão algumas delas: 
 

1. Sustentabilidade Avançada: A crescente preocupação com a sustentabilidade na 

produção de alimentos marinhos impulsionará a pesquisa na utilização de isótopos 

estáveis para otimizar práticas de aquicultura, minimizar o desperdício de recursos 

e mitigar impactos ambientais. 

2. Melhoria na Qualidade dos Alimentos: A análise de isótopos estáveis pode ser usada 

para avaliar a qualidade nutricional e a segurança dos alimentos produzidos em 

fazendas aquáticas, garantindo que os produtos sejam saudáveis e seguros para o 

consumo. 

3. Monitoramento Ambiental: Os isótopos estáveis podem servir como indicadores 

valiosos para o monitoramento de mudanças ambientais em ecossistemas aquáticos, 

ajudando a compreender e mitigar os efeitos das mudanças climáticas e da poluição. 

4. Rastreabilidade e Autenticidade: A demanda por produtos do mar autênticos e 

rastreáveis deve impulsionar a pesquisa para desenvolver métodos precisos 

baseados em isótopos estáveis que ajudem a verificar a origem e a autenticidade dos 

produtos aquáticos. 

5. Integração Multidisciplinar: A tendência de integrar dados de isótopos estáveis com 

informações de genômica, oceanografia, ecologia e outras disciplinas fortalecerá a 

compreensão dos sistemas aquáticos e o desenvolvimento de estratégias de manejo 

mais eficazes. 
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6. Desenvolvimento Tecnológico: Novas tecnologias e técnicas analíticas podem 

surgir, tornando a análise de isótopos estáveis mais acessível e eficiente, permitindo 

um maior volume de pesquisas. 

7. Cooperação Internacional: A colaboração entre cientistas e instituições de 

diferentes partes do mundo pode levar a uma abordagem global para questões 

relacionadas à aquicultura, facilitando o compartilhamento de conhecimento e 

recursos. 

8. Regulamentações e Normatização: À medida que a aplicação de isótopos estáveis se 

expande, pode haver um aumento na necessidade de regulamentações e normas para 

garantir a consistência e a confiabilidade dos resultados. 

9. Formação Especializada: A capacitação de cientistas e profissionais em técnicas de 

análise de isótopos estáveis será fundamental para o avanço das pesquisas e sua 

aplicação prática na aquicultura. 

10. Ética e Responsabilidade: Com a crescente conscientização sobre o bem-estar 

animal e a sustentabilidade, a pesquisa deve abordar questões éticas relacionadas 

ao uso de isótopos estáveis em experimentos e práticas de aquicultura. 
 

Essas perspectivas e tendências sugerem que a aplicação da análise de isótopos estáveis na 

aquicultura continuará a ser uma ferramenta valiosa para promover a produção de 

alimentos marinhos de forma sustentável, além de proporcionar insights cruciais sobre os 

ecossistemas aquáticos. A próxima década promete inovações e avanços significativos na 

pesquisa em aquicultura com base em isótopos estáveis. 

 
 

Reflexões Finais: Implicações, Lacunas e Horizontes de Pesquisa 
 

O presente estudo empregou diversas técnicas de avaliação (como a análise do 

número de publicações, citações e cocitações) e técnicas de relacionamento (incluindo a 

análise de coautoria, concorrência de palavras-chave e afinidade temática) para uma análise 

da qualidade e impacto das publicações (DONTHU et al., 2021). Esse enfoque proporcionou 

uma compreensão abrangente do panorama atual e da trajetória de desenvolvimento da 

aplicação da análise de isótopos estáveis em pesquisas aquícolas. Essa análise permitiu a 

identificação de padrões, tendências e lacunas de pesquisa relacionadas a essa área temática. 

Embora o uso da análise de isótopos estáveis na aquicultura esteja exibindo um 

aumento constante, com o presente estudo foi possível notar que o número de publicações 
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que se utilizam dessa abordagem na aquicultura seja relativamente baixo. Isso é evidenciado 

quando realizamos uma pesquisa ampla de artigos científicos na Web of Science 

(considerando artigos em inglês e excluindo revisões) usando o termo "stable isotope", que 

resultou em 42,339 artigos identificados. No entanto, ao utilizar os mesmos critérios de 

pesquisa, mas desta vez com o termo "Aquaculture", encontramos 46,585 artigos. Esses 

números demonstram que, apesar do crescente uso da análise de isótopos estáveis como uma 

ferramenta na aquicultura, sua representação nas publicações ainda é proporcionalmente 

pequena em relação ao amplo campo da aquicultura. Isso ressalta o potencial não explorado 

dessa técnica, que tem a capacidade de gerar resultados significativos e abordar questões 

relevantes em um grau muito maior do que o observado até o momento. 

A aplicação da análise de isótopos estáveis na aquicultura é objeto de considerável 

interesse científico, devido à sua versatilidade e relevância nas investigações neste campo. 

Esta metodologia oferece uma avaliação objetiva e quantitativa da qualidade dos 

ingredientes e da dieta dos organismos aquícolas, possibilitando a descoberta de fontes 

alternativas de nutrientes (TRAN et al., 2021). Essa avaliação, por sua vez, tem o potencial 

de impactar significativamente parâmetros de produção, como o Fator de Conversão 

Alimentar (FCA), contribuindo diretamente para a redução da carga de nutrientes nos 

efluentes, com implicações positivas na sustentabilidade da atividade. 

Adicionalmente, a análise de isótopos estáveis possibilita uma caracterização mais 

precisa do fluxo de nutrientes em sistemas aquícolas, permitindo uma melhor compreensão 

da dinâmica de ciclagem de elementos fundamentais, tais como nitrogênio, carbono e 

fósforo, ao longo do ciclo de cultivo. A capacidade de identificar a composição e a origem 

da matéria orgânica em ambientes naturais empregados na aquicultura oferece uma base 

sólida para uma gestão mais eficaz dos recursos naturais (MAYOR et al., 2017). 

Por fim, a análise de isótopos estáveis é uma ferramenta fundamental para a 

rastreabilidade de produção, possibilitando não apenas a identificação da procedência do 

pescado, mas também a diferenciação entre diferentes espécies de peixes (GAMBOA- 

DELGADO et al., 2014), atendendo às exigências de autenticidade e qualidade no comércio 

de produtos aquícolas. 

Em síntese, a análise de isótopos estáveis emerge como uma abordagem científica 

essencial na aquicultura, cujo potencial de aplicação ainda não foi completamente explorado. 
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À medida que esta técnica continua a ser aprimorada e incorporada em estudos mais amplos, 

sua relevância para a eficiência, sustentabilidade e transparência da aquicultura é inegável. 

Conclusão 
 

A análise cienciométrica evidencia um aumento significativo na adoção da análise 

de isótopos estáveis na aquicultura, resultado de sua versatilidade e valiosa contribuição para 

a pesquisa e práticas sustentáveis no campo. No entanto, é importante notar que ainda 

existem vastas oportunidades não exploradas no âmbito da aquicultura, onde a análise de 

isótopos estáveis pode ser aplicada de maneiras ainda mais abrangentes e inovadoras. Para 

potencializar o progresso e a disseminação dessa ferramenta na aquicultura, é essencial 

fortalecer as redes de cooperação entre pesquisadores, instituições e regiões. Essa 

colaboração intensificada pode promover o compartilhamento de conhecimentos, recursos e 

experiências, acelerando assim o desenvolvimento e a popularização da análise de isótopos 

estáveis na aquicultura. Concluindo, a análise cienciométrica destaca a importância contínua 

dessa abordagem na pesquisa aquática, enquanto ressalta a necessidade de uma maior 

exploração e colaboração para aproveitar todo o seu potencial na promoção de práticas 

sustentáveis e inovações na aquicultura. 
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Abstract 
 

Previous studies have shown that addition of the diatom Navicula sp. to shrimp nurseries can 

improve the growth of Penaeus vannamei reared in biofloc systems. However, it is not 

known if the microalgae is part of the microbial floc or is directly consumed by shrimps. In 

this study, Navicula sp. was added to biofloc nursery systems of P. vannamei at distinct time 

frequencies for evaluating its nutritional contribution to shrimps growth. Nursery rearing 

was carried out in bioflocs for 35 days at a stocking density of 3000 post-larvae m-3. An 

entirely randomized experimental design was set with four treatments (three replicates for 

each): no addition of Navicula sp. (WN) and addition of 10 x 104 cells mL-1 of the diatom 

every 5, 10 and 15 days (N5, N10 and N15, respectively). Food sources relative contribution 

to P. vannamei development was estimated using a Bayesian mixture model. The isotopic 

discrimination factor (Δ15N and Δ13C) for each food source was determined experimentally. 

After 35 days of culture, survival (~93%) was similar across all treatments but there was a 

significant difference in weight gain and feed conversion ratio. The N10 treatment (0.50 ± 

0.05 g, 0.99 ± 0.01) exhibited better growth parameters when compared to the WN treatment 

(0.33 ± 0.07 g, 11.46 ± 0.30). Biofloc was the food source most assimilated by shrimps 

followed by Navicula sp. and commercial feed. Contribution of Navicula sp. was higher in 

the N5 treatment. In the treatments with diatom addition, an inverse correlation was observed 

between the relative contributions of biofloc and Navicula sp., indicating that Navicula sp. 

is not in the biofloc composition but it is directly consumed by P. vannamei post-larvae. 

Biofloc and Navicula sp. exhibited larger contributions to the growth of shrimps, reinforcing 

the importance of natural food sources to the aquaculture of P. vannamei post-larvae. 

Keywords: Bayesian mixture model; live feed; δ13C; δ15N 
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Introduction 
 

The use of biofloc technology for commercial culture of the Pacific white shrimp 

Penaeus vannamei is a consolidated practice worldwide (Emerenciano et al., 2021). Biofloc 

system is characterized by reduced water management and is based on manipulation of the 

carbon to nitrogen ratio (C:N) through application of organic and inorganic fertilizers that 

facilitate development of bacterial communities. Besides having an important role in 

maintaining water quality, bacteria contribute to the formation of microbial flocs (Samocha, 

2019). 

In addition to cycling dissolved nitrogen in the system, microbial flocs act as a 

supplemental food source for animals (Ray and Lotz, 2014; Samocha et al., 2019) and have 

a varied nutritional profile. These particles are formed by waste and microorganisms present 

in the culture system such as uneaten feed, exuviae, feces, microalgae, fungi, and 

zooplankton (De Scryver et al., 2008; Samocha et al, 2019), resulting in a source of 

macronutrients, proteins (20 - 48% [Abreu et al., 2019; Mansour et al., 2022]) and 

carbohydrates (28% [Lunda et al., 2020]) that meet dietary requirement of P. vannamei 

juveniles (Colvin and Brand, 1977; Kureshy and Davis, 2002; Zainuddin and Aslamyah, 

2014). In contrast, studies have reported that microbial flocs can be considered deficient in 

essential amino acids required for the suitable growth of P. vannamei, including arginine, 

cysteine and methionine (Ekasari et al., 2014; Gamboa-Delgado et al., 2017). 

Microalgae are considered a high nutritional quality food due to the presence of high 

levels of essential amino acids and polyunsaturated fatty acids such as eicosapentanoic 

(EPA) and decosahexanoic (DHA) acids (Oliveira et al., 2022). Therefore, addition of 

microalgae in P. vannamei nurseries in biofloc system has been used as a strategy to supply 

nutritional deficiencies. Some studies have reported that addition of diatoms to P. vannamei 

nursery in biofloc system contributes to the improvement of zootechnical performance 
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including average final weight, specific growth rate and yield (Khatoon et al. 2009, Marinho 

et al. 2014; 2017; Abreu et al. 2019; Oliveira et al., 2021). These studies attribute the 

productive increment to the consumption of microalgae although they do not prove that 

shrimps are actually feeding on diatoms. 

Facing this scenario, stable isotope studies have been highlighted as a strategy for 

assessing consumption and absorption of different food sources in the growth of P. vannamei 

(Gamboa-Delgado, 2022). Nevertheless, to date, there are no studies showing that the diatom 

Navicula sp. is consumed by P. vannamei when inoculated in ponds using the biofloc system. 

This study adressed this issue and quantified the contribution of different food sources (feed, 

microbial flocs, and Navicula sp.) to the growth performance of P. vannamei reared in 

biofloc nursery system using different addition frequencies of microalgae. 
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Materials and methods 
 

This study was carried out at the Laboratório de Maricultura Sustentável 

(LAMARSU [Sustainable Mariculture Laboratory]) of the Departamento de Pesca e 

Aquicultura (DEPAq [Fisheries and Aquaculture]) of the Universidade Federal Rural de 

Pernambuco (UFRPE [Federal Rural University of Pernambuco]). 

Experimental design 

 
The experimental culture was carried out for evaluating the contribution of different 

food sources (commercial feed, biofloc, and Navicula sp.) to the growth of P. vannamei 

reared over 35 days in a biofloc nursery system. A completely randomized experimental 

design, with four treatments and three replicates, was tested. The four scenarios regarding 

addition of microalgae Navicula sp. were: (1) no addition of Navicula sp. (WN); (2) addition 

of Navicula sp. every 5 days (N5); (3) addition of Navicula sp. every 10 days (N10); and (4) 

addition of Navicula sp. every 15 days (N15). 

 
Navicula sp. culture 

 
The Navicula sp. strain was obtained from the Live Food Production Laboratory 

(LAPAVI) at UFRPE. Microalgae cultures were performed in seawater (at 35 g L-1 of 

salinity) enriched with Conway medium (WALNE, 1970) at pH 8.0, temperature 25 ± 1 ° C, 

and light intensity of 37 μE m-2 s-1(12 h of photoperiod). Seawater used in cultures was 

previously submitted to filtration (30 μm), chlorination (30 mg L-1 of active chlorine for 24 

h), dechlorination (constant aeration) and autoclaving (21 min at 121 °C). Algal 

concentration in the cultures was verified using an optical microscope (400× of 

magnification) and a Neubauer chamber. Thus, the volume of inoculum necessary to reach 

a density of 10 x 104 cells mL-1 in each experimental unit was determined. Navicula sp. was 
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added to the experimental units (except WN treatment) on the first day of culture followed 

by the planned frequencies for each treatment. 

 
 

Biofloc maturation 
 

Maturation of the biofloc inoculum was carried out in a matrix tank (3 m3) supplied 

with seawater (salinity 35 g L-1), being done in two stages. Initially, inorganic fertilization 

of the system was performed with addition of urea (2 g m-3 N), triple superphosphate (0.1 g 

m-3 P) and sodium metasilicate (3 g m-3 Si). Then, organic fertilization was performed based 

on the methodology described by Ebeling et al. (2006). This method uses commercial feed 

(40% crude protein) and sugar cane molasses (30% organic carbon) for maintaining the 

carbon to nitrogen ratio at 4.8:1 (C:N). At the end of 40 days of maturation, water in the 

biofloc matrix tank presented the following characteristics: 0.24 mg L-1 (total ammonia 

nitrogen), 0.83 mg L -1 (N-nitrite), 49.70 mg L -1 (nitrate), 4.20 mg L-1 (orthophosphate), 

settleable solids (4.63 mL L-1) and 165 CaCO3 mg L-1 (total alkalinity). 

Experimental management 

 
The post-larvae (5.00 ± 0.03 mg) of P. vannamei were obtained from a commercial 

larviculture (Aquatec, RN, Brazil) and stocked at a density of 3000 shrimp m-3. The shrimp 

culture was carried out in rectangular polyethylene tanks (0.05 m3) supplied with 50% 

biofloc inoculum from the matrix tank and 50% seawater at the same salinity. The 

experimental units were covered with nylon mesh and kept under constant aeration. A 

natural photoperiod (10 h light) was used, with a light intensity of approximately 23 μE m-2 

s-1. 

The shrimp were fed four times a day (8:00 am, 11:00 am, 2:00 pm and 5:00 pm) 

with a commercial feed (0.4-1.0 mm diameter; 45% crude protein; In vivo Animal Nutrition 
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and Health). Feed amount adjustments were performed weekly based on the data obtained 

from the growth analysis, following the methodology described by Van Wyk et al. (1999). 

Water quality 
 

Dissolved oxygen (DO [mg L-1]), temperature (T [ºC]), pH and salinity (g L-1) were 

monitored daily in the morning with a multiparameter meter (YSI MODEL 556 MPS, yellow 

springs, OHIO, USA). Settleable solids (SS [mg L-1]), total ammonia nitrogen (TAN [mg L- 

1]), nitrite nitrogen (NO2⁻-N [mg L-1]) and total alkalinity (TA [mg of CaCO3 L-1]) were 

measured weekly following the methods described by Avnimelech (2009), APHA (2017), 

Fries (1971) and APHA (2017), respectively. For nitrogen control, daily applications of 

sugarcane molasses in a C:N ratio of 4.8:1 and calcium hydroxide were used to maintain pH 

and total alkalinity levels higher than 7.5 and 100 mg of CaCO3 L-1, respectively. 

Sedimentation was used when settleable solids were high (SS > 14 mL L-1). 

Zootechnical performance 

 
After the harvest, the following zootechnical parameters were determined: weight 

gain (Wg [g] = Final weight [g] - Initial weight [g]), feed conversion ratio (FCR = Feed 

offered [g] / Biomass gain [g]), and survival (S [%] = Final population / Initial population) 

x 100). 

Sampling for isotopic analysis 

 
 Navicula sp. and biofloc 

 

Prior to the inoculation of the microalgae Navicula sp., a 500 mL sample of the 

microalgae culture was collected for stable isotope analysis. Sampling of microbial flocs for 

the same analysis was carried out by filtering a volume of each experimental unit. 

Microalgae and biofloc samples were collected weekly and filtered using a vacuum pump 
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and a glass fiber filter with porosity of 0.7 μm (Machery-Nagel GF-1), previously combusted 

in an furnace at 500 °C for 4 h. 

. P. vannamei and commercial feed 
 

Weekly, P. vannamei specimens were collected from each experimental unit (20 post- 

larvae - 3 juveniles). The animals were individually submitted to depuration for 24 h for 

cleaning digestive contents. After this procedure, shrimps were sacrificed for further 

analysis. A single sample was collected from the commercial feed, referring to the batch of 

feed used during the experiment. 

Sample preparation for stable isotope analysis 

 
Analysis of stable isotopes was performed at Laboratório de Compostos Orgânicos em 

Ecossistemas Costeiros e Marinhos da Universidade Federal de Pernambuco – 

(OrganoMAR/UFPE [Organic Compounds in Coastal and Marine Ecosystems laboratory at 

Federal University of Pernambuco]). 

All food sources (Navicula sp., biofloc and commercial feed) and consumers (post-larvae 

and juveniles of P. vannamei) were oven-dried at 50 °C for 48 h. Dry samples of Navicula 

sp. and biofloc (filter + sample) were weighed on a micro analytical balance (precision of 

0.1 μg) and wrapped up in a tin disk. Dry shrimp and commercial feed samples were 

powdered, weighed on a micro analytical balance, and wrapped up in tin capsules. The 

encapsulated samples were placed individually in 96-well microplates and stored in a 

desiccator until further analysis. 

Analysis of stable isotopes 

 
The encapsulated samples were introduced into an elemental analyzer (EA, 

EuroVector model EA3000 Single) coupled to an isotope ratio mass spectrometer (IRMS, 

Thermo Scientific model Delta V Advantage). The EA combustion reactor was packed with 
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the following reagents (from bottom to top): silvered cobaltous/cobaltic oxide (20 mm), 

copper (70 mm) and chromium oxide (55 mm). Furnace temperature was set at 980 °C while 

helium (99.999% purity) was used as carrier gas at a flow rate of 93 mL min-1. A 15 mL O2 

(99.9999% purity) pulse was injected into the reactor for facilitating sample combustion. 

CO2 and N2 generated upon combustion were separated in a packed chromatographic column 

(2 m long) at 70 °C. The IRMS was routinely calibrated with reference gases (CO2 and N2) 

traceable to international isotopic standards: Vienna Pee Dee Belemnite (VPDB) for δ13C 

and atmospheric N2 (AIR) for δ15N. Results are expressed in parts per thousand (‰) using 

the delta notation (δ) (Fry, 2006): 

where R is the ratio of 13C/12C or 15N/14N. 

 
Determination of the isotopic discrimination factor 

 
In parallel to the present study, another experimental culture was carried out for four 

weeks (28 days) in order to determine the carbon (Δ13C) and nitrogen (Δ15N) isotopic 

discrimination factors from food to shrimps, according to Pearson et al. (2003). Three 

experimental units were used, referring to each food source: Navicula sp., biofloc and 

commercial feed. P. vannamei post-larvae (5.00 ± 0.03 mg) were stocked under the same 

conditions of stocking density and water quality, and fed daily with the food source proposed 

in each experimental unit (i.e., animals fed with Navicula sp., commercial feed, and biofloc). 

Weekly samples of food sources and shrimps from the experimental units were collected and 

submitted to stable isotope analysis. Results of the relative isotopic enrichment (δ13C and 

δ15N) were applied to the following equation: 
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Contribution of food sources 

 
Estimation of the relative contribution of food sources to the growth of P. vannamei 

farmed in biofloc system were obtained from a Bayesian mixture model, using three sources 

(Navicula sp., biofloc and commercial feed) and two stable isotopes (Philips and Koch, 

2002). The MixSIAR (Stock et al., 2018) computational package, developed by R software 

(R Core Teal, 2022 [version 4.1.3]), was used for this analysis, using the Monte Carlo 

simulation method via Markov Chain Monte Carlo (Gamerman, 2006 [MCMC]), according 

to Stock and Semmens (2016). Individual δ13C and δ15N data of the consumers and the mean 

values with their respective standard deviations were used for the data corresponding to the 

food sources and isotopic discrimination factors. The diagnosis of the convergence of 

Markov chains was performed by evaluating the potential scale reduction (R) of the Gelman 

and Rubin (1992) test. 

Statistical Analysis 

 
Data on zootechnical performance, water quality and mean contributions were 

checked for normality and homogeneity of variances using the Shapiro-Wilk and Cochran 

tests, respectively. After FCR transformation with box-cox ( ), the zootechnical 

performance data (FCR and WG) and the average contributions of the food sources (bioflocs, 

commercial feed and Navicula sp.) were submitted to one-way analysis of variance 

(ANOVA - one way), while for the water quality data (N-NO2) repeated measures ANOVA 

was performed. When significant differences were observed, the data were submitted to the 

Tukey's mean comparison test. For the data that presented free distribution, the non- 

parametric test of Kruskal Wallis (S) and Friedman test (salinity, pH, SS, temperature, TAN, 
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DO, TA) were applied. The analyses were performed with Statistica 12 software, adopting 

a significance level (α) of 0.05. 
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Results 
 

Water quality 
 

No significant differences in water quality variables were observed between 

treatments throughout the experiment. The mean values of dissolved oxygen, temperature, 

pH, salinity, settleable solids, total ammonia nitrogen, nitrite nitrogen and total alkalinity 

were 4.49 mg L-1, 27.70 °C, 8.02, 33.78 g L-1, 6.76 mL L-1, 1.05 mg L-1, 0.97 mg L-1 and 

148.33 mg of CaCO3 L-1, respectively. 

 
Zootechnical performance 

 
The frequency of inoculation of the microalgae Navicula sp. significantly influenced 

the weight gain and feed conversion ratio (FCR) at the end of 35 days of culture. Treatments 

N10 and N5 showed a higher (p < 0.05) weight gain than the WN treatment. Moreover, FCR 

in the N10 treatment is lower than those observed in the WN and N15 treatments. However, 

survival was not significantly influenced by the frequency of inoculation of Navicula sp., 

showing an average value higher than 92.0% in the treatments at the end of the experimental 

culture. The zootechnical performance data are summarized in Table 1. 

Table 1. Zootechnical performance of Penaeus vannamei after 35 days of culture in a biofloc 
nursery system submitted to different frequencies of addition of the microalgae Navicula sp. 

 
 

 
Variables 

Treatments 

 
 
 
 
 
 
 

Data correspond to mean (n = 3) ± standard deviation. Different letters correspond to 
significant differences according to the one-way ANOVA (WG and FCR) followed by 
Tukey's test (α < 0.05) or Kruskal Wallis test (S). Legend: WN (no addition of Navicula sp.); 
N5 (addition of Navicula sp. every 5 days); N10 (addition of Navicula sp. every 10 days); 
N15 (addition of Navicula sp. every 15 days); WG (weight gain); FCR (feed conversion 
ratio) and S (survival). 

Isotopic discrimination factor 

 WN N5 N10 N15 
WG (g) 0.33 ± 0.07 a 0.46 ±0.04b 0.50 ± 0.05b 0.40 ± 0.02 ab 

FCR 1.46 ± 0.30a 1.07 ± 0.10 ab 0.99 ± 0.01 b 1.24 ± 0.06 a 

S (%) 92.00 ± 2.00 93.33 ± 0.58 92.89 ± 0.77 92.89 ± 0.76 
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The data for δ15N and δ13C of the commercial feed, Navicula sp. and biofloc are 

presented in Table 2. Mean values of δ15N of food sources ranged from -0.61 to 4.36‰, 

while the same values for δ13C ranged from -21.26 to -18.10‰. Shrimp that fed Navicula 

sp. and commercial feed exhibited enriched δ15N and δ13C in comparison to the food source. 

Table 2. Isotopic composition (δ13C and δ15N) and isotopic discrimination factor (Δ13C and 
Δ15N) of marine shrimp Penaeus vannamei fed solely with commercial feed, Navicula sp. 
and biofloc. 

 
 

δ13C 
(‰) 

 
δ15N Δ13C 

(‰) 
 

Δ15N 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Data presented as mean (n = 3) ± standard deviation. Shrimp - Navicula sp. (post-larvae of 
P. vannamei fed only with Navicula sp.); Shrimp - Biofloc (post-larvae of P. vannamei fed 
only with biofloc); Shrimp - Feed (post-larvae of P. vannamei fed only with commercial 
feed). 

Isotopic composition 
 

Values of δ13C and δ15N of the marine shrimp P. vannamei cultivated for 35 days 

under different inoculation frequencies of Navicula sp. and its food sources are summarized 

in Table 3. Results showed that the biofloc samples collected from the four treatments (WN, 

N5, N10 and N15) did not present significant differences in δ13C and δ15N values (p > 0.05). 

So, their mean value was used for comparison with other food sources which differed 

significantly between them (Table 3). This distinction of isotope values between commercial 

feed, Navicula sp. and biofloc is suitable for development of a food contribution model for 

P. vannamei. 
 

Table 3. Values of δ13C and δ15N from food sources (Navicula sp., commercial feed and 
biofloc) and Penaeus vannamei shrimp after 35 days of rearing in biofloc system with 
different frequencies of addition of Navicula sp. 

 
Samples 

Isotopic composition Isotopic discrimination factor 

    

Shrimp - Navicula -18.89 ± 1.18 7.58 ± 1.01   

Navicula sp. -19.55 ± 0.16 -0.61 ± 1.64 0.67 ± 1.04 8.19 ± 1.67 

Shrimp - Biofloc -19.06 ± 0.11 4.91 ± 1.98   

Biofloc -18.10 ± 0.04 4.36 ± 2.45 -0.96 ± 0.10 0.55 ± 2.78 

Shrimp - Feed -20.20 ± 0.06 3.50 ± 0.24   

Feed -21.26 ± 0.40 2.59 ± 1.04 1.06 ± 0.35 0.91 ± 0.92 
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Samples 

Isotopic composition (‰) 
δ13C δ15N 

Food sources   

Commercial Feed -21.26 ± 0.40A 2.59 ± 1.04 A 

Navicula sp. -19.55 ± 0.16B -0.61 ± 1.64 B 

Biofloc – WN -17.08 ± 0.47C 5.55 ± 0.31 C 

Biofloc – N5 -17.14 ± 0.56 C 5.32 ± 0.37 C 

Biofloc – N10 -16.56 ± 0.03 C 6.18 ± 0.31 C 

Biofloc – N15 -16.70 ± 0.33 C 5.70 ± 0.57 C 

Consumers   

Shrimp – WN -18.71 ± 0.62a 6.89 ± 0.93 

Shrimp – N5 -18.11 ± 0.03ab 6.74 ± 0.25 
Shrimp – N10 -17.80 ± 0.12b 6.41 ± 0.14 

Shrimp – N15 -18.08 ± 0.02 ab 6.66 ± 0.24 
Data presented as mean (n = 3) ± standard deviation. In each column, different letters denote 
significant differences according to the one-way analysis of variance (ANOVA - one way) 
followed by Tukey's test at 5% significance level. Uppercase letters correspond to 
comparison between food sources and lowercase letters correspond to comparison between 
treatments. Legend: WN = post-larvae of P. vannamei reared in biofloc nursery with no 
addition of Navicula sp.; Shrimp - N5 = post-larvae of P. vannamei reared in biofloc nursery 
with addition of Navicula sp. every 5 days; Shrimp - N10 = post-larvae of P. vannamei reared 
in a biofloc nursery with addition of Navicula sp. every 10 days; Shrimp - N15 = post-larvae 
of P. vannamei reared in a biofloc nursery with addition of Navicula sp. every 15 days. 

 
 

Contribution of food sources 
 

The data concerning the relative contribution of food sources to the development of 
 

P. vannamei at the end of the culture period are presented in Table 4. Significant differences 

were observed between food sources in the treatments. Bioflocs showed the highest relative 

contribution than other sources in all treatments, while the lowest contribution came from 

commercial feed. The relative contribution of commercial feed in the WN treatment was 

significantly higher than those observed in the treatments with addition of Navicula sp. 

When evaluating the treatments with addition of microalgae, it is possible to observe the 

significant effect of the frequency of microalgae inoculation to the growth of  P. vannamei. 
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The highest contribution was observed in the treatment with the highest frequency of 

microalgae addition, exhibiting an average of 35.83%. 
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When evaluating correlation between the contribution of food sources (Figure 1) generated 

by the model, it is possible to observe a strong inverse correlation between the contribution of bioflocs 

in the treatments with addition of Navicula sp. (-0.84 to -0.82). Similarly, the relative contribution 

between the commercial feed and the other food sources exhibited weak to moderate inverse 

relationships (-0.15 to -0.41). 

 

 

Figure 1. Correlation between the contribution of food sources (bioflocs, Navicula sp. and 
commercial feed) on the development of Penaeus vannamei reared in biofloc system with different 
frequencies of addition of the diatom Navicula sp. 

 
 

Graphical evaluation of food sources contribution to P. vannamei growth in biofloc system 

submitted to different frequencies of addition of the microalgae Navicula sp. shows overlapping 

contributions in all treatments (Figure 2). 
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Figure 2. Correlation between the contribution of food sources (bioflocs, Navicula sp. and 
commercial feed) on the development of P. vannamei reared in bioflocs system with different 
inoculation frequencies of the microalgae Navicula sp. 
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Discussion 
 

Throughout the experimental cultures, water quality variables (dissolved oxygen, temperature, 

pH, salinity, settleable solids, total ammonia nitrogen, nitrite nitrogen, and total alkalinity) remained 

within the recommended ranges for P. vannamei culture in biofloc systems (Samocha, 2019). 

According to Ebeling et al. (2006), it is possible to control nitrogenous compounds through their 

metabolization by heterotrophic bacteria, autotrophic bacteria or by algae. However, these 

microorganisms compete among themselves for nutrients when present in the same system. 

Microalgae have a very small contribution in water quality of mature biofloc systems due to 

dominance of the bacterial community that grows at higher rates (Samocha, 2019). Thus, addition of 

Navicula sp. every 5, 10 or 15 days do not affect stability of the biofloc system. 

In super-intensive culture systems, survival rates should be higher than 80% for the culture to 

be considered successful (Jiménez-Ordaz et al., 2021). It is common to report nursery cultures with 

high survival rates using biofloc systems (Brito et al., 2014; Brito et al., 2016 b; Brito et al., 2018; 

Andrade et al., 2021), just like those observed in this study (over 90%). The high survival rate may 

be related to the culture system implemented in the nurseries since the use of bioflocs facilitate 

management of abiotic variables, feed control and water quality in addition to reducing contamination 

by pathogens. Food supplementation with enzymes and nutrients present in the bacterial flakes also 

favor immunity of the animals. All these factors contribute to achievement of high survival rates in 

the culture. 

Weight gain in treatments with higher frequency of microalgae addition stood out when 

compared to weight gain of animals reared in a system without inoculation of Navicula sp. The benefit 

of inoculating Navicula sp. can also be observed when evaluating the feed conversion ratio. Lower 

results were obtained in cultures with higher frequency of microalgae addition (treatments N5 and 

N10). Indeed, the benefits of microalgae on zootechnical performance of P. vannamei nursery in 
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biofloc system were also observed in other studies (Marinho et al., 2014; Brito et al., 2016; Marinho 

et al., 2017 and Abreu et al., 2019). 

Marine microalgae may have high contents of protein, lipid and vitamins in their composition 

(Kang et al., 2012). The diatom Navicula sp. is known to have proteins and lipids mainly composed 

by essential amino acids and fatty acids, respectively (Pinandoyo et al., 2021). Thus, it is possible 

that improvements in zootechnical indices observed in this study are due to the contribution of 

Navicula sp. as a food source for P. vannamei post-larvae in biofloc system nursery. 

The isotopic signature (δ13C and δ15N) of food sources used in this study does not resemble 

those described by other authors (Gamboa-Delgado et al., 2011; Cardona, et al., 2015; Krummenauer 

et al., 2020) that used commercial feed and bioflocs for feeding P. vannamei. However, δ13C values 

of Navicula sp. are similar to those reported by Parker et al. (1989). Variation in the isotopic 

composition of food sources as well as the animals can be explained through the statement used by 

Parker et al. (1989): "you are what you eat". In other words, the isotopic signature of an animal will 

reflect the signature of its food sources that, in turn, will reflect their origins. Thus, the isotopic values 

of the feed will result from the signature and proportion of ingredients used in its constitution 

(Gamboa-Delgado et al, 2011). The signature of biofloc may vary depending on the carbon and 

nitrogen sources used in its formation as well as on its microorganism composition. Similarly, 

microalgae isotopic values is influenced not only by taxonomy but also growth stage and culture 

media composition (Brutemark et al., 2009). In photosynthetic organisms, δ15N values can be 

influenced by sources of nitrogen in the environment and manipulation of fertilizers in aquaculture 

ponds. In contrast, δ13C values are strongly linked to photosynthetic pathways during carbon fixation 

(Gamboa-Delgado et al., 2013). 

In this study, values of δ13C and δ15N of bioflocs showed no significant effect using different 

inoculation frequencies of the microalgae Navicula sp. added to a culture of P. vannamei. Abreu et 

al. (2019) observed an increase in the concentration of fatty acids in biofloc systems cultured with 
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Navicula sp. and attributed such an increase to the presence of microalgae in the biofloc formation. 

However, results of this study indicate that Navicula sp. does not contribute directly to the biofloc 

composition which would explain the similarity between δ13C and δ15N values of biofloc in treatments 

with and without Navicula sp. addition. According to Jiménez-Ordez et al. (2021), microalgae may 

indirectly contribute to the formation and nutritional value of bioflocs since they serve as a food 

source for other organisms (ciliates, rotifers and nematodes) that compose the biofloc. 

Knowledge of the isotopic composition (δ13C and δ15N) of food sources and consumers allows 

the use of mixture models for estimating contribution of different foods to shrimp growth. However, 

it is necessary to use appropriate isotopic discrimination factors for more accurate estimates of food 

source contributions (Phillips, 2012; Suita et al., 2016). Carbon isotopic discrimination factors used 

in this study were close to the limits suggested by Peterson and Fry (1987), Dittel et al. (1997) and 

Vanderklift and Ponsard (2003) who suggested Δ13C values between 0.4 and 1.0‰ for aquatic 

organisms. However, the same authors suggest nitrogen isotopic discrimination factors between 2.5 

and 4.0‰, differing from values observed in this study. Gamboa-Delgado et al. (2013) obtained Δ13C 

ranging from -0.1 to 2.7‰ and Δ15N from 0.3 to 5.8‰ when estimating the nutritional contribution 

of three protein sources to P. vannamei growth. Tierney and Ray (2018) reported Δ13C of -0.2‰ and 

Δ15N of 0.4‰ when evaluating clearwater nursery and biofloc system for P. vannamei shrimp 

production. The isotopic discrimination rate can vary depending on several factors, including 

consumer class, environment and isotopic signature of the diet, so it is necessary to consider the 

controlled estimation of the discrimination factor according to the diets that will be offered (Caut et 

al., 2009). 

In this study, it was observed a significant effect of the frequency of addition of Navicula sp. 

to the relative contribution of food sources for the development of P. vannamei reared in biofloc 

system. Furthermore, there is an overlap on the contribution of different food sources regardless of 

experimental treatment. This indicates that P. vannamei juveniles do not show a food preference 
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among the investigated sources, and all of them are important for its growth. Such a fact is related to 

its omnivorous feeding habit which allows shrimps to feed on organic matter, exhibiting food 

plasticity. Overlaps of food sources contribution to the development of P. vannamei was also 

observed by Suita et al. (2016). 

The average commercial feed contribution to the growth of P. vannamei varied between 9.17 

and 28.07%. The highest contribution rate was observed in the treatment with no microalgae 

inoculation, while the lowest was observed in the treatment with Navicula sp. inoculation every 10 

days. Such a disparity was expected since the models estimate relative contributions adopting 

absolute sources in the system. Thus, the number of sources is reflected in the relativization of the 

proportion of contribution to the animal's development. Contribution ranges of commercial feed (1.1 

- 76.4% without Navicula sp. addition) observed in this study are similar to those reported by Suita 

et al. (2016). These authors evaluated three commercial feeds (Flake-Inve, Stresspak and PL40- 

Guabi) in a nursery culture of P. vannamei, observing relative contributions ranging from 0-51% for 

Flake-Inve feed, 0-45% for Stresspak feed and 13-68% for PL40-Guabi feed. These ranges are 

simular to those found in this study. 

Commercial feed plays an important role in providing protein to the culture of aquatic 

organisms. Although most nutrients present in commercial feed are not directly assimilated by P. 

vannamei, they contribute to the biofloc system indirectly since 50-80% of them are available for 

development of plankton as well as heterotrophic or autotrophic bacteria. Feed quality is also a factor 

that affects the composition of the microbial community. Although feed represents the smallest 

contribution to shrimp nutrition, it is indispensable to the system and for supplying certain essential 

nutrients (Avnimelech, 1999; Burford and Williams, 2001; Burford et al., 2003; Emerenciano et al., 

2017). In turn, plankton and bacterial communities in the system are important elements to the 

formation of bioflocs, They can act as a supplementary food source to shrimps (Samocha et al., 2019; 

Castro et al., 2021), providing a new chance for assimilation of commercial feed nutrients that were 
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not initially absorbed by the animals. Furthermore, bioflocs can represent an extracellular source of 

digestive enzymes such as protease, amylase, lipase and cellulase (Wang et al., 2016) that can assist 

in the breakdown of nutrients, increasing digestibility and absorption of nutrients by shrimps (Xu and 

Pan, 2012; Xu et al., 2013; Wang et al., 2016). 

Biofloc showed average contribution between 49.67 and 73.00% for the development of P. 

vannamei in the experiment. It was the most important food source in all treatments. The one with no 

addition of Navicula sp. showed higher biofloc assimilation rates than those found in treatments with 

diatom addition every 5 and 15 days. In contrast, the highest biofloc assimilation was observed in the 

treatment with addition of microalgae every 10 days. It is possible that such a finding is due to 

alteration of the nutritional composition of the biofloc as a consequence of the frequency of addition 

of Navicula sp. to the culture media. Further studies should be carried out for evaluating such an 

effect on the composition of nutrients and microorganisms in the biofloc. 

Other authors also argue that biofloc is a relevant food source to the growth of P. vannamei. 

For instance, Ray et al. (2017) observed that biofloc contributed up to 60% of carbon to shrimp growth 

while Ray and Lotz (2017) reported a biofloc contribution of 59% of nitrogen to the species' growth. 

Suita et al. (2016) provided Artemia sp., Chaetoceros muelleri, three different commercial feeds and 

biofloc as food sources to P. vannamei post-larvae. The authors observed that the range of biofloc 

assimilation (0 to 54%) is the most important for post-larval growth. The high proportion of biofloc 

contribution as a food source to P. vannamei juveniles may be related to its high nutritional value. In 

addition to being considered a natural source of extracellular digestive enzymes, these flocs are rich 

in bacterial biomass which in turn have nutritional characteristics that allow their use as a substitute 

for fishmeal in diets of reared aquatic organisms (Gamboa-Delgado et al., 2020). Moreover, juveniles 

of P. vannamei feed continuously over the day (Reis et al., 2020; Xu et al., 2020). Thus, constant 

availability of biofloc particles in the culture may facilitate their use as a food item for consumption. 
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The highest average relative contribution of Navicula sp. to the develpment of P. vannamei 

was observed in the treatment with microalgae addition every 5 days. In contrast, the lowest 

contribution was found in the treatment with Navicula sp. inoculation every 10 days. It is important 

to note that although microalgae were made available at intervals of 5, 10 or 15 days, their average 

contribution ranged from 17.83 to 35.83%, which makes Navicula sp. as the second most important 

food for juveniles of P. vannamei in all treatments with Navicula sp. Diatom addition every 10 days 

reduced the shrimp demand for commercial feed. This can be attributed to the fact that Navicula sp. 

possibly improves the biofloc nutritional quality, reducing the need for commercial feed (Abreu et al. 

2019). 
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Conclusion 
 

Frequency of addition of the diatom Navicula sp. at each 10 days to biofloc nursery system of 

Penaeus vannamei do not affect the post-larvae weight gain and feed conversion ratio, but can reduce 

the demand for feed. In addition, we prove that biofloc and Navicula sp. have a significant 

contribution in the feeding of shrimp. This is related to the nutritional value and high digestibility of 

natural foods as well as their availability in the system. 
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2. Considerações finais 
 

A análise cienciométrica da utilização da análise de isótopos estáveis como uma ferramenta no 

desenvolvimento da aquicultura, aponta para uma crescente adoção desta estratégia em função de sua 

versatilidade e contribuição valiosa para pesquisas e práticas sustentáveis no setor. No entanto, 

salienta a existência de vastas oportunidades ainda não exploradas nesse campo, enfatizando a 

importância da colaboração entre pesquisadores, instituições e regiões para ampliar o uso dessas 

técnicas. Por outro lado, a utilização desta técnica para avaliar a contribuição de diferentes fontes 

alimentares em um berçário de P. vannamei revela duas importantes conclusões no campo da 

aquicultura. Primeiramente, demonstra que a utilização de biofloco e da diatomácea Navicula sp. 

como uma possibilidade de redução significativamente a demanda por ração em sistemas de berçário 

de Penaeus vannamei ou para a sua implementação com o objetivo de obtenção de animais com maior 

peso médio final para o setor produtivo ou redução do tempo de cultivo para se obter o peso médio 

comercial, realçando sua relevância na alimentação de camarões devido à alta qualidade nutricional 

e digestibilidade desses recursos naturais. Em conjunto, essas descobertas ressaltam a importância 

contínua da pesquisa e desenvolvimento no setor aquícola, fornecendo um direcionamento claro para 

futuras investigações com o objetivo de aprimorar a aquicultura e promover o uso sustentável dos 

recursos aquáticos. 
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