ELIZABETH PEREIRA DOS SANTOS

QUANTIFICACAO DA CONTRIBUICAO DA MICROALGA Navicula sp.
NO CULTIVO DE Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931) EM SISTEMA DE

BIOFLOCOS USANDO ISOTOPOS ESTAVEIS

Recife,
Setembro/2023



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM RECURSOS PESQUEIROS E
AQUICULTURA

QUANTIFICACAO DA CONTRIBUICAO DA MICROALGA Navicula sp. NO
CULTIVO DE Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931) EM SISTEMA DE BIOFLOCOS
USANDO ISOTOPOS ESTAVEIS

Elizabeth Pereira dos Santos

Tese apresentada ao Programa de
Pos-Graduagdo em  Recursos
Pesqueiros e Aquicultura da
Universidade Federal Rural de
Pernambuco como exigéncia para

obtencao do titulo 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 I nternacionais de Catal ogacéo na Publicacio
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Sistema Integrado de Bibliotecas
Gerada automaticamente, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

S237q

Santos, Elizabeth B B
QUANTIFICACAO DA CONTRIBUICAO DA MICROALGA Naviqulasp. NO CU’LTIVO DE Litopenaeus
vannamei (BOONE, 1931) EM SISTEMA DE BIOFLOCOS USANDO ISOTOPOS ESTAVEIS/ Elizabeth Santos. - 2023.
78f. :il.

Orientador: Alfredo Olivera Galvez.
Coorientador: Gilvan Takeshi Y ogui; Humber Agrelli de Andrade.
Inclui referéncias.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Programa de Pds-Graduag&o em Recursos Pesqueiros
e Aquicultura, Recife, 2024.

1. Bibliometrix; . 2. Biblioshyne; . 3. VosViewer; . 4. Modelo de mistura. |. Galvez, Alfredo Olivera, orient. I1.
Andrade, Gilvan Takeshi Y ogui; Humber Agrelli de, coorient. I11. Titulo

CDD 639.3




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM RECURSOS PESQUEIROS E
AQUICULTURA

QUANTIFICACAO DA CONTRIBUICAO DA MICROALGA Navicula sp. NO
CULTIVO DE Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931) EM SISTEMA DE BIOFLOCOS
USANDO ISOTOPOS ESTAVEIS

Elizabeth Pereira dos Santos

Tese julgada adequada para obtengdo
do titulo 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 Macédo 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



Dedicatoria

A eterna busca pelo equilibrio entre ser mée, filha, irm&, mulher e amiga,
durante a construgdo de uma carreira cientifica ¢ uma tarefa ardua e
desafiadora compartilhada por muitas pesquisadoras. Nessa jornada, aprendi
que € necessario manter a serenidade frente as adversidades que
corriqueiramente surgem, ser resiliente para supera-las, cultivar a paixéo
pela ciéncia, pelo aprendizado e pelo conhecimento, ser atrevida. Pois,
vivendo em uma sociedade que ndo valoriza o ensino e a pesquisa, ndo abrir
mao do sonho de ser uma professora e pesquisadora brilhante, mantendo a
gentileza, humildade e empatia com o préximo é um ato ndo s6 de atrevimento,
mas também de rebeldia e teimosia. E acima de tudo, aprendi que essa seria
uma jornada impossivel se eu ndo tivesse uma rede de apoio. Por isso, dedico
esta tese aos meus filhos (Tulio e Maria Helena), mées (Josefa dos Santos [in
memoriam], Maria do Carmo e Maria de Fatima), pais (Severino Morais e
Djalma Martins) e irmdos (Alexandra, Rafael e Rodrigo), que sempre
estiveram ao meu lado, apoiando-me em cada passo, e me lembrando da
importancia de nunca desistir dos meus sonhos. Vocés sdo minha fonte de

inspiracao e motivacéo, e sou grata por té-los em minha vida.

Elizabeth Pereira dos Santos



Agradecimentos

"Nas palavras de Maya Angelou, 'Eu aprendi que as pessoas vao esquecer o que vocé
disse, as pessoas vao esquecer o que vocé fez, mas as pessoas nunca esquecerao como vocé
as fez sentir' E com esse sentimento em mente que comeco meus agradecimentos,
expressando minha mais profunda gratiddo as pessoas que me apoiaram e inspiraram ao
longo da minha jornada académica."

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

A Coordenagio de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela bolsa
concedida durante o periodo de curso e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pela incrivel experiencia de conhecer e atuar com o grupo
de pesquisa da Profa. Dra. Giuliana Parisi ao longo de seis meses.

A 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 paciéncia com meus
questionamentos € por contribuirem para a minha formacdo. Assim como a todos os
professores, técnicos e terceirizados que compdoem a UFRPE, esse trabalho nao poderia ter
sido realizado sem a colaboracao de vocés, muito obrigada pela ajuda, pela amizade, pela
prestatividade e pela alegria de vocés.

A meus familiares de sangue e de coragdo e ao meu namorado, por me apoiar e por
compreender as minhas auséncias em funcdo da realizacdo deste trabalho ¢ do meu amor
pela pesquisa. A todos os meus amigos dos laboratérios de maricultura sustentavel e
laboratério de alimento vivo, amigos de graduacdo e da pos-graduacio, amigos do café ou
da Coca-Cola, amigos do ché ou do shake, amigos de congressos, amigos de vida e aos meus
novos amigos de Firenze, gostaria de agradecer imensamente por toda ajuda,
companheirismo, descontracdo, consultas cientificas, aconselhamentos pessoais ¢
acolhimento de cada um de vocés. Aprendi muito com cada um de vocés, algumas vezes o
que fazer, outras o que ndo fazer, muito obrigada.

Eduardo Galeano certa vez disse: "Os cientistas dizem que somos feitos de a&tomos,
mas um passarinho me contou que somos feitos de histérias". E hoje, olhando para trés, vejo
que essa afirmacao se aplica perfeitamente a cada um dos personagens desta historia. Vocés
foram a forga, a inspirag¢do, os herdis andnimos que dedicaram seu tempo e esforco para
tornar possivel este projeto. Entdo, a cada um de vocés, meu profundo agradecimento.



Resumo

O presente projeto teve como base a realiza¢do 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 subsisténcia. A andlise de isdtopos estaveis, especialmente
carbono e nitrogénio, ¢ uma ferramenta poderosa na compreensao das fontes alimentares dos
organismos aquaticos, na rastreabilidade de produtos da pesca, na compreensdo das
interagdes nas cadeias alimentares aquaticas e em estudos ambientais. O estudo
bibliométrico abordou cinco questdes relacionadas ao uso de is6topos estaveis na aquicultura
e revelou um aumento constante no nimero de publicagdes ao longo do tempo, com a
Europa, Asia e América do Norte liderando a pesquisa. Institui¢des como a Ocean University
of China e pesquisadores como Shuang-Lin Dong e Antonio Mazzola destacaram-se na area.
Os principais topicos incluiram aquicultura, efluentes, is6topos estaveis, nitrogénio e dieta.
Essa pesquisa ressaltou a crescente importancia dos isOtopos estaveis na aquicultura,
abrangendo aspectos nutricionais, rastreabilidade e impacto ambiental. Por outro lado, o
experimento de cultivo avaliou o impacto da adi¢ao da diatomacea Navicula sp. em sistemas
de bergario de camardes Penaeus vannamei em bioflocos. O estudo buscou entender se a
microalga faz parte do floculante microbiano ou ¢ diretamente consumida pelos camardes,
analisando sua contribui¢ao nutricional para o crescimento dos camardes. Durante 35 dias,
os camaroes foram criados em sistemas de bioflocos a uma densidade de estocagem de 3000
pés-larvas por metro ctbico, com a adi¢do de Navicula sp. em diferentes frequéncias. Os
resultados demonstraram que a sobrevivéncia foi semelhante em todos os tratamentos
(~93%), mas houve diferenca significativa no ganho de peso e na taxa de conversdo
alimentar. O tratamento N10 (0,50 + 0,05 g, 0,99 £ 0,01) apresentou melhores parametros
de crescimento em comparagdo com o tratamento WN (0,33 + 0,07 g, 11,46 £ 0,30), que nao
recebeu adigdo de Navicula sp. A analise isotdpica indicou que o biofloco foi a fonte
alimentar mais assimilada pelos camardes, seguido por Navicula sp. e racdo comercial. A
contribui¢do de Navicula sp. foi maior no tratamento N5. Além disso, os resultados
revelaram uma correlacao inversa entre as contribuigdes relativas de biofloco e Navicula sp.
nos tratamentos com adi¢do da diatomacea, indicando que Navicula sp. ndo faz parte da
composic¢do do biofloco e ¢ diretamente consumida pelas pos-larvas de P. vannamei. Em
resumo, o biofloco e Navicula sp. desempenharam papéis significativos no crescimento dos
camardes, enfatizando a importancia das fontes alimentares naturais na aquicultura de pos-
larvas de P. vannamei.

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



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. Introduciao

1.1. Contextualiza¢ao da pesquisa

A pesca marinha e a aquicultura desempenham um papel crucial como fontes de
alimentos e meios de subsisténcia 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 produgdo global de pesca e aquicultura atingiu aproximadamente 177,8 milhdes de
toneladas em 2020, destacando sua importancia para o abastecimento alimentar e a nutrigao

global (FAO, 2022).

Com a crescente relevancia da aquicultura, torna-se essencial aprofundar nosso
entendimento dos fatores que afetam a produgdo de pescado, sendo a dieta dos organismos
aquaticos um desses fatores criticos (GAMBOA-DELGADO, 2020). Nesse contexto, a
andlise de isdtopos estdveis, especialmente carbono (5'°C) e nitrogénio (§'°N), emergiu
como uma ferramenta poderosa para investigar as fontes alimentares dos organismos
aquaticos e compreender as interagdes nas cadeias alimentares aquaticas (LI et al., 2016;
UCHIDA et al., 2023; MORTILLARO et al., 2022). Além disso, outros is6topos, como
oxigénio, hidrogénio e enxofre, encontram aplicacao em estudos ambientais (MICHENER

e LAJTHA, 2008).

Apesar da crescente importancia dessa abordagem na pesquisa aquatica, pouco se sabe
sobre sua trajetoria académica na aquicultura, tornando a andlise bibliométrica uma
ferramenta valiosa para mapear o conhecimento cientifico acumulado (DONTHU et al.,
2021). Com base nessas analises sera possivel identificar tendéncias de pesquisas, autores e
institui¢des mais relevantes, os topicos que apresentam maior interesse na tematica,
identificacdo de redes de colaboracdo e identificagdo de lacunas de conhecimento na
literatura cientifica sobre a utilizacdo da analise de isdtopos estaveis como uma ferramenta
analitica da aquicultura. A partir de avaliagcdes como esta € possivel determinar quais futuras
pesquisas devem ou precisam ser desenvolvidas direcionando os investimentos para as
lacunas mapeadas (MINGERS e LEYDESDORFF, 2015). Dessa forma, as analises
bibliométricas sdo ferramentas valiosas para avaliar a trajetoria e o estado da pesquisa em
uma determinada area e pode fornecer informagdes valiosas para a comunidade académica

e para a industria.

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

cultivo comercial do camarao branco do Pacifico, Penaeus vannamei, uma pratica
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consolidada globalmente (EMERENCIANO et al., 2021). Os bioflocos, compostos por
microorganismos e residuos no sistema de cultivo, tém 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 deficiéncias em aminoacidos essenciais

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

GAMBOA-DELGADO et al., 2017).

Além disso, a adi¢do de microalgas, como diatoméceas, tem sido considerada como uma
estratégia para suprir deficiéncias nutricionais em camardes 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 ndo esta claro a intera¢ao entre essas
microalgas e os animais, uma vez que apesar dos beneficios relacionados ao desempenho
zootécnico dos animais, a inoculacdo podera esta contribuindo ndo apenas através de seu
consumo, mas atuando como nucleo para formagdo de bioflocos ou contribuindo na
qualidade de 4gua. Estudos com isotopos estaveis tém sido sugeridos como uma abordagem
para avaliar quantitativamente o consumo de diferentes fontes alimentares na producao 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 anélise de 1s6topos estaveis como uma ferramenta, além
disso aplicar esta ferramenta para quantificar a contribuicao de diferentes fontes alimentares
(racdo, bioflocos e diatomaceas Navicula sp.) para o desempenho de crescimento de P.
vannamei cultivados em sistema de bergario de bioflocos, variando as frequéncias de adig¢do

de microalgas.

1.2.0BJETIVOS
1.2.1. Objetivo Geral

Quantificar a contribuicdo da microalga Navicula sp. no desenvolvimento do camardo

marinho Litopenaeus vannamei cultivado em sistema de bioflocos.
1.2.2.  Objetivo Especifico

* Avaliar a assinatura isotopica das diferentes fontes alimentares, biofloco, ragao e microalga
Navicula sp., presentes no cultivo na fase de ber¢ario do camardo marinho L. vannamei em

sistema de bioflocos com inoculagdo de Navicula sp.

11



* Estimar a discriminag@o isotopica do carbono ¢ nitrogénio da Navicula sp., bioflocos e

ragdo comercial em poés larvas de camarao marinho L. vannamei.

* Estimar a contribui¢do das diferentes fontes alimentares para no desenvolvimento do L.
vannamei cultivado na fase de bergario em sistema de bioflocos com inoculagdo da

microalga Navicula sp.

1.3.Hipotese

A inoculacdo da microalga Navicula sp. em bergarios para o cultivo de Litopenaeus
vannamei em sistema de bioflocos contribuira significativamente no desenvolvimento dos
camaroes proporcionando melhores indices de desempenho zootécnico ao final desta fase de

cultivo.
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2. Isotopos Estaveis na Aquicultura: Uma avaliacdo Cienciométrica de uma

Ferramenta em Ascensao
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Resumo

A aquicultura desempenha um papel fundamental em escala global como fonte de alimentos
e subsisténcia. A andlise de isotopos estaveis, especialmente carbono e nitrogénio, ¢ uma
ferramenta poderosa na compreensao das fontes alimentares dos organismos aquaticos, na
rastreabilidade de produtos da pesca, na compreensdo das interagdes nas cadeias alimentares
aquaticas e em estudos ambientais. Apesar disso, sua trajetoria académica na aquicultura ¢
pouco conhecida, tornando a analise bibliométrica uma ferramenta valiosa para mapear o
conhecimento cientifico neste campo. Este estudo realizou analises bibliométricas
abordando cinco questdes relacionadas ao uso de isotopos estdveis na aquicultura. Foi
identificado um aumento constante no nimero de publicagdes ao longo do tempo, com a
Europa, Asia e América do Norte liderando a pesquisa. Institui¢des como a Ocean University
of China e pesquisadores como Shuang-Lin Dong e Antonio Mazzola destacam-se na éarea.
Os principais topicos incluem aquicultura, efluentes, is6topos estaveis, nitrogénio e dieta.
Essa pesquisa ressalta a crescente importancia dos isdtopos estaveis na aquicultura,
abrangendo aspectos nutricionais, rastreabilidade e impacto ambiental. No entanto, ha
oportunidades ndo exploradas que requerem colaboragdo entre pesquisadores, institui¢des e
regides para promover o compartilhamento de conhecimento e acelerar seu desenvolvimento
na aquicultura, destacando sua importancia continua na pesquisa aquatica e a necessidade de

explorar seu potencial para promover praticas sustentaveis e inovagdo na aquicultura.

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

A pesca marinha e a aquicultura desempenham um papel crucial como fontes de
alimentos e meios de subsisténcia em escala global (BRANDER et al., 2017). De acordo
com os dados mais recentes do The State of World Fisheries and Aquaculture 2022, a
producdo total global de pesca e aquicultura alcangou aproximadamente 177,8 milhdes de
toneladas em 2020, com 157,4 milhdes de toneladas destinadas ao consumo humano e cerca
de 20,4 milhdes de toneladas direcionadas para fins ndo alimentares, principalmente na
fabricagdo de farinha e 6leo de peixe (FAO, 2022). A FAO também projeta que a produgao
total de pescado atingird 202 milhdes de toneladas até¢ 2030, impulsionada pelas praticas
sustentaveis na aquicultura e uma gestao mais eficiente dos recursos pesqueiros, enfatizando
assim a relevancia desse setor para o abastecimento alimentar, a nutrigdo global e o

COmeércio.

Com o aumento constante da demanda e a crescente importancia da aquicultura,
surge a necessidade premente de aprofundar nosso conhecimento sobre os fatores que
limitam o aumento da produgdo de pescado, sendo a dieta dos organismos aquaticos um dos
principais fatores criticos. Os aspectos nutricionais desempenham um papel fundamental na
producdao animal, influenciando tanto o desempenho bioldgico quanto a viabilidade
econdmica (GAMBOA-DALGADO, 2022). Devido a diversidade de espécies e habitats, as
estratégias alimentares e a plasticidade trofica sdo altamente varidveis, o que torna necessario
o desenvolvimento de abordagens analiticas inovadoras para identificar a contribuicdo de
diferentes fontes alimentares nas dietas desses animais. Nesse contexto, a analise de isotopos
estdveis tem emergido como uma ferramenta poderosa para estudos relacionados a
fisiologia, uma vez que a composi¢ao isotopica dos tecidos dos organismos reflete

diretamente suas fontes alimentares (DUCATTI, 2007).

Os estudos troficos baseados na andlise de iso6topos estaveis levam em consideracao
a composicdo isotopica de diversos materiais, incluindo tecidos de organismos, que
funcionam como biomarcadores naturais (ALBRECHT et al., 2021). As razdes isotopicas
estaveis de carbono (8!°C) e nitrogénio (8'°N) sdo amplamente utilizadas na rastreabilidade
de produtos da pesca e aquicultura, bem como na caracterizagdo € compreensao das
interacdes nas cadeias alimentares aquaticas (LI et al., 2016; MORTILLARO et al., 2022).
Além do carbono e nitrogénio, os is6topos de oxigénio, hidrogénio e enxofre, devido a sua
abundancia natural, tém encontrado aplicagdo em estudos ambientais (FERREIRA et al.,

2021).
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Apesar da ampla aplicacdo da analise de is6topos estdveis em pesquisas cientificas,
pouco se sabe sobre a trajetoria académica dessa ferramenta especifica na aquicultura. A
analise bibliométrica se destaca como uma ferramenta valiosa para desvendar e mapear o
conhecimento cientifico acumulado e suas tendéncias em campos bem estabelecidos,
permitindo a interpretacdo de grandes volumes de dados ndo estruturados de maneira
rigorosa, possibilitando identificar tendéncias de producdo, foco de temdtica e lacunas
(DONTHU et al., 2021). Portanto, este estudo busca analisar a producdo cientifica global
relacionada ao uso da andlise de isOtopos estaveis em pesquisas dentro do campo da

aquicultura por meio de uma abordagem cienciométrica.
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Materiais € métodos

O presente estudo buscou através da aplicag@o de andlises bibliométricas, elucidar as

seguintes questoes:

1) Como a incorporagdo de isotopos estdveis tem progredido em estudos de
aquicultura ao longo do tempo?

2) Onde estdo localizadas as pesquisas que buscam se envolver no uso de isdtopos
estaveis na aquicultura?

3) Quem sdao os cientistas de destaque que tém desempenhado um papel
significativo na promocao e na colaboracdo relacionadas a utilizacdo da andlise
de isotopos estaveis na aquicultura?

4) Quais areas tematicas na aquicultura estdo mais proeminentes em relagdo a
incorporagdo da analise de isotopos estaveis?

5) O que podemos esperar em termos de evolucdo e expansao do uso da analise de

isdtopos estaveis na aquicultura nos proximos dez anos?

Para isso, foi construido um banco de dados inicialmente, individualizado, contendo
informacdes de documentos obtidos através de pesquisas nas bases de dados bibliograficos
Web os Science (WoS) e Elsevier Scopus. A escolha das bases foi motivada pela relevancia
de ambas para aquicultura (PETRESCU-MAG E OROIAN, 2013), ademais, estdo presentes
na colec¢do de ambas bases as categorias tematicas como: Ciéncia da vida, ciéncias aquaticas,
ciéncia animal, zoologia, ciéncias agrarias, biologicas, quimica geral, quimica analitica,
quimica (diversos), espectroscopia, oceanografia e quimica ambiental, tendo em vista que a

abordagem deste estudo se baseia na aplica¢do da analise de is6topos estaveis na aquicultura.

Os principais estagios da metodologia utilizada, incluindo a coleta de dados, a
organizacdo e estruturagdo do banco de dados, bem como as analises bibliométricas
subsequentes estdo representados no fluxograma (Figura 01) a seguir. Cada etapa ¢
identificada por meio de caixas e setas, proporcionando uma visdo geral do processo de

pesquisa adotado.
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Pesquisa nas bases de busca bibliograficas e determinac¢do da sequéncia de

ETAPA 01 consulta.
Levantamento SCOPUS WEB OF SCIENCE
de . X
Arios TITLE-ABS-KEY(Stable isotope) AND Stable isotope (Topic) and Aquaculture
: TITLE-ABS-KEY(aquaculture)) (Topic)
N =437 N =440

\ 4

Selegdo quanto ao tipo e idioma do documento.

ETAPA 02
i nc"mmnlu Tipo de documento: Tipo de documento: Artigo cientifico
de Artigo cientifico (N = 415) (N = 416)
busca Idioma do documento: Inglés (N = 418) Idioma do documento: Inglés (N = 436)
N =398 N=412

\ 4

Unificar banco de dados do Web of Science e Scopus utilizando

ETAPA 03 Bibliometrix.

Construgdo de Importar arquivo em formato de Importar arquivo em formato CSV
banco de dados texto sem formatacao determinada

unificado

N =810

\ 4

Avaliacdo de relevancia e remocéo de artigos duplicados.

ETAPA 04
Remogdo automdtica e manual de artigos duplicados (Bibliometrix, manual [N = 278; 41])

Triagem Remogao de documentos sem relevancia para o presente estudo (N = 231)

Artigos utilizados para analise bibliométrica
N =260

\ 4

Analise bibliométrica

ETAPA 05

Processamento
de Bibliometrix (Aria e Cuccurullo, 2017). VOSviewer (Van Eck e Waltman, 2010).
dados

Figura 01. Fluxograma da metodologia de constru¢do do banco de dados e analises

bibliométricas utilizadas no presente estudo.

Construgdo do banco de Dados



O banco de dados foi construido a partir da unificacao dos resultados obtidos através
de pesquisas nas bases de dados bibliograficos. A busca foi realizada sem restri¢ao de tempo
em 22 de agosto de 2023, utilizando a sequéncia de consulta [(stable
isotope)AND(aquaculture)] resultando em 877 documentos nos quais foram mencionados
de forma combinada em seu titulo, 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 fung¢@o do tipo e idioma do documento e exportados no
formato Texto sem formatagdo 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) ¢ 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 nao
apresentavam relevancia para o presente estudo, a relevancia desses artigos foi avaliada
através de seus titulos, quando estes nao apresentavam informacao suficientemente clara

para determinag¢ao, foram avaliados os resumos e/ou metodologias empregadas.
Analises bibliométricas

O banco de dados foi submetido a andlise de duplicatas e a partir da verificagdo do
titulo e resumo, os artigos que nao abordavam a utilizagao de is6topos estaveis na aquicultura
foram removidos. As caracteristicas da literatura sobre isdtopos estaveis aplicados a
aquicultura foram avaliadas em termos quantitativos e qualitativos. Os principais elementos
avaliados foram: a evolugao no nimero de documentos publicados por ano e por pais, as
palavras-chave, os principais periddicos e seus respectivos indices de avaliagdo e a
integracdo entre pesquisas e pesquisadores, essas analises foram realizadas utilizando o
pacote bibliometrix (ARIA ¢ CUCCURULLO, 2017) nos softwares R (R CORE TEAM,
2022) e R studio (RSTUDIO TEAM, 2022).

Para pesquisas de correlagao, torna-se necessaria a avaliacao do banco de dados como
um todo e suas interconexoes. Para tal, utilizou-se do software de acesso livre VosViewer
(VAN ECK e WALTMAN, 2010), uma vez que este permite a criagdo de redes interligadas,
onde cada no representa a colaboragdo entre as categorias avaliadas (OLIVEIRA et al. 2020).
Através dessa avaliacdo grafica foram avaliadas as correlagdes entre: coautoria, palavras-

chave e instituigoes, citacoes.
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Resultados e Discussdo

Evolugdo da Aplicacéo de Is6topos em Pesquisas Aquicolas

O presente estudo identificou 260 artigos cientificos nos quais a andlise de is6topos
estaveis foi empregada como uma ferramenta de pesquisa no contexto da aquicultura. Esses
artigos abrangem o periodo de 1983 a setembro de 2023, conforme ilustrado na Figura 02,
que retrata uma tendéncia crescente no numero de publica¢des ao longo desse periodo, com
uma taxa de crescimento anual de 4,99%. Notavelmente, embora o primeiro artigo tenha
surgido em 1983, ocorreu um periodo de mais de uma década (16 anos) sem publicagdes

nesse contexto, sendo retomadas de forma consistente em 2001.

A crescente importancia dos isOtopos estaveis nas pesquisas em aquicultura ¢é
evidente ao analisar a média anual de publica¢des. 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 ultimos trés anos (2020-2022), essa média aumentou ainda mais, atingindo 24,33
publicacdes anuais. Essa evolugdo demonstra claramente a crescente relevancia dos is6topos

estaveis como uma ferramenta de investigacao na area da aquicultura.
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Figura 02. Variagdo anual da aplicacdo da analise de isdtopos estaveis em estudos de

aquicultura.

Diante disso, a tendéncia de crescimento na utilizagdo da analise de isdtopos estaveis
na aquicultura observada ao longo do tempo pode estar relacionada a diversos fatores, dentre

eles a versatilidade de utilizacao desta ferramenta e os avancos nas técnicas analiticas tém
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desempenhado um papel fundamental, tornando a andlise de is6topos estaveis mais

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

Popularidade global da analise de is6topos estaveis na aquicultura

Foram consideradas as regides: América do Norte, América Central, América do Sul,
Europa, Asia, Oriente Médio, Africa, Australia e Oceania, para avaliar a distribui¢cdo das
publicacdes nas quais a analise de is6topos estaveis foi empregada como uma ferramenta no
contexto da aquicultura, observa-se que as regides Europa (29,2%), Asia (25,8%) e América
do Norte (18,8%) lideram em termos de publicagdes relacionadas a essa tematica. Estas
regides sao seguidas no ranking por América do Sul (3,8%), Australia e Oceania (1,9%),
Oriente Médio (0,8%) e Africa (0%). E relevante salientar que os artigos publicados refletem
a contribui¢do de 37 paises, como demonstrado na Figura 03, que ilustra o nimero de
publicacdes por pais. Apenas 13 paises registram mais de 10 publica¢des no tema. Destaca-
se que a China, os Estados Unidos, o Canad4d e a Espanha despontam como lideres,
contribuindo de forma significativa para a literatura cientifica sobre a tematica em questdo,

totalizando 158 artigos.

Country Scientific Production

Figura 03. Distribuicdo global das pesquisas aplicando is6topos estaveis na aquicultura de
1983 a 2023.

Os artigos avaliados estdo associados a 26 institui¢cdes distintas. Com um total de 57
artigos, a Ocean University of China emergiu como a instituigdo com maior relevancia nas
publicacdes de artigos que incorporam a andlise de isdtopos estaveis na aquicultura. Em

seguida, destacam-se a Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, o Institute of Oceanography
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and Fisheries e o Institute of Marine Research. Conforme demonstrado na Tabela 01, as dez
principais instituicdes listadas contribuiram com um total de 181 artigos, representando

69,6% das publicagdes produzidas no periodo de 1983 a 2023.

Tabela 01. As 10 principais institui¢gdes que contribuem para a utilizagdo da analise de
isétopos estaveis na aquicultura.

INSTITUICAO PAIS NUMERO DE
PUBLICACOES

Ocean university of China China 57
Universidad Autonoma de Nuevo Leon Meéxico 21
Institute of oceanography and fisheries Croacia 18
Institute of marine research Noruega 17
Ehime university Japao 12
National research institute of aquaculture Japao 12
University of Palermo Italia 12
Hunan university of humanities China 11
Nanchang university China 11
University of Stirling Escocia 10

Com base na Figura 04, ¢ possivel identificar a presenca de cinco grupos de
colaboragao entre instituigdes envolvidas na analise de isdtopos estaveis na aquicultura. Dois
desses grupos consistem em institui¢des chinesas, demonstrando uma colaboragdo ativa
entre si, representados por circulos nas cores rosa e laranja, respectivamente. O grupo
representado pela cor azul ¢ composto por instituigdes italianas, enquanto o grupo de cor
roxa inclui instituicdes canadenses, € o grupo verde engloba institui¢des japonesas. O
distanciamento entre esses grupos sugere que as colaboragdes internacionais nesse campo

de pesquisa ainda ndo estdo plenamente consolidadas.
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Figura 04. Rede de colaboragao entre as institui¢des que realizam pesquisas utilizando a
analise de isOtopos estaveis em pesquisas de aquicultura.

Dessa forma, os resultados mostram que as regides da Asia, América do Norte e
Europa, tém liderado os avangos e a expansdo das pesquisas aplicando a anélise de is6topos
estaveis na aquicultura. E possivel que isso seja reflexo do apoio financeiro substancial
proveniente de diversas fontes tem contribuido para a formagdo de um cenario favoravel e
impulsionando a inovagdo e ao progresso cientifico. Uma vez que estas areas se destacam
devido aos significativos investimentos em Pesquisa ¢ Desenvolvimento (P&D), os quais
sdo provenientes ndo apenas de entidades governamentais, mas também de empresas e
organizagdes sem fins lucrativos (BURKE et al., 2022; GOSMANN, 2021; UNESCO,
2020).

Fontes mais relevantes para publicacéo de pesquisa com Isétopos Estaveis na Aquicultura

Os artigos cientificos analisados foram veiculados em 82 periddicos distintos. Na
Tabela 02, apresentam-se as 10 principais fontes de publicacdo em que a anélise de isdtopos

estaveis ¢ empregada em um contexto especifico da aquicultura. Verifica-se que, em

conjunto, esses periddicos representam 47,7% de todas as publicagdes sobre esse tema no
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periodo 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 periddicos para publicagdao de pesquisas aplicando a analise de
isotopos estaveis na aquicultura.

PERIODICO 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 numero de citagdes nos artigos publicados, verificou-se que a média
global de citagdes por documento atingiu 18,76. O periddico Aquaculture destacou-se com
o maior volume de citacdes (n = 373), seguido da Marine Ecology Progress Series (n = 151)
e da Marine Pollution Bulletin (n = 120). A soma das citagdes provenientes das 10 fontes de
maior relevancia nas pesquisas que empregam a analise de isdtopos estaveis na aquicultura

totaliza 1023 citagdes, conforme ilustrado na Figura 05.
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Figura 05. As 10 fontes mais citadas de pesquisas aplicando a analise de isotopos estaveis
na aquicultura.

Adicionalmente, ¢ possivel observar a estrutura da rede de cocitagdo através da
avaliacdo do cluster apresentado na Figura 06, ¢ possivel constatar que os perioddicos
predominantes na publicagdo de pesquisas que empregam a analise de isotopos estaveis na
aquicultura estdo claramente identificados. O peridodico Aquaculture destaca-se mais uma
vez, nao apenas devido ao volume significativo de cocitagdes, mas também por sua

influéncia como ponto de conexdo entre diferentes grupos de periddicos.
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Figura 06. Interconexdes entre Periddicos na Pesquisa de Isotopos Estaveis em Aquicultura.

Dentre os periddicos que se destacam quanto ao nimero de publicagdes e citagdes, a
Aquaculture, Marine Pollution Bulletin, Aquaculture Research e a Marine Ecology Progress
Series, surgem devido a elevada contribui¢do na tematica avaliada. Essas revistas, estdo em
circulagdo divulgando resultado de pesquisas desde os anos 70, apresentam uma notdria

importancia na area de aquicultura, ecologia marinha e polui¢ao marinha.

Mapeamento da contribui¢éo dos pesquisadores
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Dos 260 artigos que empregaram a analise de isdtopos estaveis como uma ferramenta
nas pesquisas de aquicultura, esses estudos envolveram 1030 autores distintos, e apenas 3
destas publicagdes tiveram autoria individual. A média de coautores por artigo publicado ¢

de 5,08.

Através da analise do nimero de publicacdes, cocitagdes, média anual de cocitagdes
e frequéncia de publicagdo, foi possivel identificar o grupo de pesquisadores mais influentes
na area. Na Figura 07 A, sdo destacados os 10 autores mais proeminentes nessa tematica,

com base no nimero de publicacdes, que variam de 12 a 5 artigos publicados na area.

Com base no nimero de publica¢des, Shuang-Lin Dong emerge como o pesquisador
mais relevante, destacando-se pela sua alta produtividade ao longo do periodo de 2013 a
2022. O Dr. Shuang-Lin ¢ 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 instituigdes de
destaque na China. De acordo com a Springer, suas pesquisas abrangem diversas subareas,

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 variagdo entre 19 e 6 cocitagdes. No que se refere ao nimero
de cocitacdes ao longo do periodo compreendido entre 2013 e 2022, o pesquisador de
destaque ¢ Dr. Antonio Mazzola. Ele esta afiliado ao Laboratério de Biologia e Recursos
Marinhos da Universita di Palermo, na Italia. O foco principal das pesquisas do Dr. Mazzola
reside na aplicagdo da analise de isdtopos estdveis para avaliar o impacto ambiental da

aquicultura nos ecossistemas aquaticos.

Além disso, conforme observado na Figura 07 C, ao avaliar o periodo de contribuicao
desses autores para a tematica abordada, percebe-se que uma consisténcia nas publicagdes
comecou a partir de 2002. A citacdo anual desses artigos variou de 13,6 a 0,4, sendo 2 o

maior numero de artigos publicados em um tnico ano.

Destaca-se que o artigo com o maior numero de cocita¢des por ano foi publicado em
2004, sendo de autoria do pesquisador Antonio Mazzola, no qual a andlise de is6topos
estaveis foi empregada para avaliar a dispersao de residuos de cultivos em gaiolas no

Mediterraneo Ocidental.
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Figura 07. Pesquisadores mais influentes no desenvolvimento de estudos aplicando a analise
de isotopos estaveis na aquicultura. A) Top 10 autores com maior produtividade; B) Top 10
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autores com maior cocitacdo; C) Perfil de produgdo e citagdo anual de 10 autores com maior
com periodicidade de atuagao.

Topicos-Chave e relevancia teméticas em estudos com isétopos estaveis na aquicultura

Um total de 823 palavras-chave foi registrado, todas elas mostrando correlagdes entre
si. Ao organizar essas palavras-chave em um mapa tematico (Figura 08), identificamos a
formagdo de 7 grupos distintos: Aquicultura, efluentes, matéria organica, is6topos estaveis,
nitrogénio, dieta e isétopo estavel. No mapa temadtico, observa-se que o cluster "dietas" esta
posicionado centralmente entre os quadrantes que indicam as tendéncias tematicas. Nao

foram obtidos clusters classificados como temas basicos ou especializados.
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Figura 08. Mapeamento tematico das pesquisas que aplicam isdtopos estaveis na
aquicultura.

\

Os clusters "aquicultura", "isotopos estaveis" (associados a cadeia alimentar) e
"nitrogénio" emergem como as principais tematicas, sugerindo que esses grupos contém
palavras-chave de elevada relevancia e que tém desempenhado um papel crucial nos estudos
que aplicam a andlise de is6topos estaveis na aquicultura. Por outro lado, os clusters "matéria
organica", "efluente" e "isOtopos estdveis" (associados ao impacto ambiental) agrupam
palavras-chave classificadas como temas emergentes ou declinantes. O agrupamento

"isotopo estavel" consiste apenas nas palavras-chave que dao nome ao grupo e "impacto
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ambiental". O agrupamento "matéria organica" 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 (abundancia e enriquecimento).

As dez palavras-chave mais frequentes nos demais clusters (excluindo os termos
utilizados na pesquisa, o titulo do grupo e os grupos "Isétopo estavel", "Matéria organica" e
"Efluentes" devido ao baixo nimero de palavras-chave correlacionadas entre si) estdao

detalhadas na Tabela 03.
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Com base nos resultados obtidos, ¢ possivel constatar a ampla aplicabilidade da
analise de isotopos estaveis em estudos relacionados a aquicultura. Essa versatilidade
decorre do papel crucial desempenhado por essa ferramenta na avaliagdo do impacto
ambiental da aquacultura. No ambito nutricional, a analise de isdtopos estaveis viabiliza a
avaliagdo da qualidade de alimentos e ingredientes, bem como a identificacdo de fontes
alternativas. Essa avaliagdo ndo se limita a abordagem qualitativa, mas também permite uma

analise quantitativa, possibilitando a determinagdo da assimilacdo e da contribui¢ao
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percentual de cada nutriente no desenvolvimento dos organismos aquaticos (WIRTZ et al.,

2022).

Além disso, no contexto da rastreabilidade, a andlise de is6topos estaveis
desempenha um papel fundamental na garantia da autenticidade e seguranca dos produtos
provenientes da aquacultura. Essa analise possibilita a identificagdo da origem dos produtos,
diferenciando entre origem pesqueira e aquicola. Além disso, ¢ possivel utilizar a assinatura
isotopica dos animais para verificar se eles provém de criatorios especificos, ampliando,
assim, as possibilidades de controle de qualidade na industria da aquicultura (DELATTRE
et al., 2020).

Tendéncias de novas pesquisas usando o Chat GTP

ChatGPT:> A aplicacdo da analise de is6topos estaveis em pesquisas cientificas na area
de aquicultura esta repleta de perspectivas e tendéncias promissoras para a proxima

década. Aqui estdo algumas delas:

1. Sustentabilidade Avancgada: A crescente preocupacdo com a sustentabilidade na
producdo de alimentos marinhos impulsionaré a pesquisa na utilizacao de is6topos
estaveis para otimizar praticas de aquicultura, minimizar o desperdicio de recursos
e mitigar impactos ambientais.

2. Melhoria na Qualidade dos Alimentos: A analise de is6topos estaveis pode ser usada
para avaliar a qualidade nutricional e a seguranca dos alimentos produzidos em
fazendas aquaticas, garantindo que os produtos sejam saudaveis e seguros para o
consumo.

3. Monitoramento Ambiental: Os is6topos estaveis podem servir como indicadores
valiosos para o monitoramento de mudangas ambientais em ecossistemas aquaticos,
ajudando a compreender e mitigar os efeitos das mudancas climaticas e da poluigéo.

4. Rastreabilidade e Autenticidade: A demanda por produtos do mar auténticos e
rastreaveis deve impulsionar a pesquisa para desenvolver métodos precisos
baseados em is6topos estaveis que ajudem a verificar a origem e a autenticidade dos
produtos aquaticos.

5. Integracdo Multidisciplinar: A tendéncia de integrar dados de is6topos estaveis com
informacdes de gendmica, oceanografia, ecologia e outras disciplinas fortalecera a
compreensdo dos sistemas aquaticos e o desenvolvimento de estratégias de manejo

mais eficazes.

33



6. Desenvolvimento Tecnoldgico: Novas tecnologias e técnicas analiticas podem
surgir, tornando a analise de is6topos estaveis mais acessivel e eficiente, permitindo
um maior volume de pesquisas.

7. Cooperagdo Internacional: A colaboragdo entre cientistas e instituigbes de
diferentes partes do mundo pode levar a uma abordagem global para questdes
relacionadas a aquicultura, facilitando o compartilhamento de conhecimento e
recursos.

8. Regulamentacdes e Normatizacdo: A medida que a aplicacéo de is6topos estaveis se
expande, pode haver um aumento na necessidade de regulamentac6es e normas para
garantir a consisténcia e a confiabilidade dos resultados.

9. Formacdo Especializada: A capacitacéo de cientistas e profissionais em técnicas de
andlise de isotopos estaveis sera fundamental para o avan¢o das pesquisas e sua
aplicacdo pratica na aquicultura.

10. Etica e Responsabilidade: Com a crescente conscientizacdo sobre o bem-estar
animal e a sustentabilidade, a pesquisa deve abordar questdes éticas relacionadas

ao uso de isdtopos estaveis em experimentos e praticas de aquicultura.

Essas perspectivas e tendéncias sugerem que a aplicacdo da analise de is6topos estaveis na
aquicultura continuard a ser uma ferramenta valiosa para promover a producdo de
alimentos marinhos de forma sustentavel, além de proporcionar insights cruciais sobre 0s
ecossistemas aquaticos. A proxima década promete inovagdes e avancgos significativos na

pesquisa em aquicultura com base em isdtopos estaveis.

Reflexdes Finais: ImplicacGes, Lacunas e Horizontes de Pesquisa

O presente estudo empregou diversas técnicas de avaliagdo (como a analise do
numero de publicagdes, citagdes e cocitacdes) e técnicas de relacionamento (incluindo a
analise de coautoria, concorréncia de palavras-chave e afinidade teméatica) para uma analise
da qualidade e impacto das publicagcdes (DONTHU et al., 2021). Esse enfoque proporcionou
uma compreensdo abrangente do panorama atual e da trajetoria de desenvolvimento da
aplicagdo da analise de isdtopos estaveis em pesquisas aquicolas. Essa andlise permitiu a

identificacao de padrdes, tendéncias e lacunas de pesquisa relacionadas a essa area tematica.

Embora o uso da analise de iso6topos estaveis na aquicultura esteja exibindo um

aumento constante, com o presente estudo foi possivel notar que o nimero de publicagdes

34



que se utilizam dessa abordagem na aquicultura seja relativamente baixo. Isso ¢ evidenciado
quando realizamos uma pesquisa ampla de artigos cientificos na Web of Science
(considerando artigos em inglés e excluindo revisdes) 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
numeros demonstram que, apesar do crescente uso da analise de is6topos estaveis como uma
ferramenta na aquicultura, sua representacdo nas publicacdes ainda ¢ proporcionalmente
pequena em relagdo ao amplo campo da aquicultura. Isso ressalta o potencial ndo explorado
dessa técnica, que tem a capacidade de gerar resultados significativos e abordar questdes

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

A aplicagdo da andlise de isotopos estaveis na aquicultura é objeto de consideravel
interesse cientifico, devido a sua versatilidade e relevancia nas investigacdes neste campo.
Esta metodologia oferece uma avaliagdo objetiva e quantitativa da qualidade dos
ingredientes e da dieta dos organismos aquicolas, possibilitando a descoberta de fontes
alternativas de nutrientes (TRAN et al., 2021). Essa avaliacao, por sua vez, tem o potencial
de impactar significativamente pardmetros de producdo, como o Fator de Conversdao
Alimentar (FCA), contribuindo diretamente para a reducdo da carga de nutrientes nos

efluentes, com implicagdes positivas na sustentabilidade da atividade.

Adicionalmente, a analise de isotopos estaveis possibilita uma caracterizagao mais
precisa do fluxo de nutrientes em sistemas aquicolas, permitindo uma melhor compreensao
da dinamica de ciclagem de elementos fundamentais, tais como nitrogénio, carbono e
fosforo, ao longo do ciclo de cultivo. A capacidade de identificar a composi¢@o e a origem
da matéria organica em ambientes naturais empregados na aquicultura oferece uma base

solida para uma gestao mais eficaz dos recursos naturais (MAYOR et al., 2017).

Por fim, a andlise de isOtopos estaveis ¢ uma ferramenta fundamental para a
rastreabilidade de produgdo, possibilitando ndo apenas a identificacdo da procedéncia do
pescado, mas também a diferenciagdo entre diferentes espécies de peixes (GAMBOA-
DELGADO et al., 2014), atendendo as exigéncias de autenticidade e qualidade no comércio

de produtos aquicolas.

Em sintese, a analise de iso6topos estaveis emerge como uma abordagem cientifica

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

sua relevancia para a eficiéncia, sustentabilidade e transparéncia da aquicultura éinegavel.
Conclusdo

A andlise cienciométrica evidencia um aumento significativo na ado¢ao da analise
de isotopos estaveis na aquicultura, resultado de sua versatilidade e valiosa contribui¢do para
a pesquisa e praticas sustentaveis no campo. No entanto, ¢ importante notar que ainda
existem vastas oportunidades nao exploradas no ambito da aquicultura, onde a analise de
isotopos estaveis pode ser aplicada de maneiras ainda mais abrangentes e inovadoras. Para
potencializar o progresso e a disseminacdao dessa ferramenta na aquicultura, ¢ essencial
fortalecer as redes de cooperagdo entre pesquisadores, instituigdes e regioes. Essa
colaboragdo intensificada pode promover o compartilhamento de conhecimentos, recursos ¢
experiéncias, acelerando assim o desenvolvimento e a popularizacdo da analise de is6topos
estaveis na aquicultura. Concluindo, a analise cienciométrica destaca a importancia continua
dessa abordagem na pesquisa aquatica, enquanto ressalta a necessidade de uma maior
exploracdo e colaboracdo para aproveitar todo o seu potencial na promocao de praticas

sustentaveis e inovagdes 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™. 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 10*cells mL! 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 (A'°N and A*C) 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; 5'°C; §'°N
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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 Laboratério de Maricultura Sustentavel
(LAMARSU [Sustainable Mariculture Laboratory]) of the Departamento de Pesca e
Aquicultura (DEPA(q [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' of
salinity) enriched with Conway medium (WALNE, 1970) at pH 8.0, temperature 25+ 1 ° C,
and light intensity of 37 pE m™ s!(12 h of photoperiod). Seawater used in cultures was
previously submitted to filtration (30 um), chlorination (30 mg L™ 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 (400x of
magnification) and a Neubauer chamber. Thus, the volume of inoculum necessary to reach

a density of 10 x 10*cells mL™! 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 m?) supplied
with seawater (salinity 35 g L), being done in two stages. Initially, inorganic fertilization
of the system was performed with addition of urea (2 g m™N), triple superphosphate (0.1 g
m~ P) and sodium metasilicate (3 g m™ 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' (total ammonia
nitrogen), 0.83 mg L ' (N-nitrite), 49.70 mg L ! (nitrate), 4.20 mg L' (orthophosphate),

settleable solids (4.63 mL L) and 165 CaCOs mg L! (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™. The shrimp
culture was carried out in rectangular polyethylene tanks (0.05 m®) 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 uE m™

st

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

45



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']), temperature (T [°C]), pH and salinity (g L") were
monitored daily in the morning with a multiparameter meter (YSI MODEL 556 MPS, yellow
springs, OHIO, USA). Settleable solids (SS [mg L™']), total ammonia nitrogen (TAN [mg L
1), nitrite nitrogen (NO>-N [mg L!]) and total alkalinity (TA [mg of CaCOs L']) 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 CaCOs L', respectively.

Sedimentation was used when settleable solids were high (SS > 14 mL L™).
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 um (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 Laboratério de Compostos Organicos 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 pg) 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!. A 15 mL O,
(99.9999% purity) pulse was injected into the reactor for facilitating sample combustion.
COz and N, 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 N»)
traceable to international isotopic standards: Vienna Pee Dee Belemnite (VPDB) for §'3C
and atmospheric N2 (AIR) for §'°N. Results are expressed in parts per thousand (%o) using

the delta notation (6) (Fry, 2006):

R
13 15n7 Sample
RStandard

where R is the ratio of '*C/!2C or "N/!N.
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 (A'*C) and nitrogen (A'°N) 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 (5'3C and

815N) were applied to the following equation:
A3C or AN (%0) = 6Consumer - 850urce
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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 8'°C and §'°N 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

—4.124543 _q

1
tests, respectively. After FCR transformation with box-cox (F¢R___ ) the zootechnical
—4.124543

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-NO») 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 (a)) 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', 27.70 °C, 8.02,33.78 g L'}, 6.76 mL L', 1.05 mg L™, 0.97 mg L™ and

148.33 mg of CaCOs L', 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.

Treatments
Variables
WN N5 N10 N15
WG (g) 0.33+0.07%  0.46 +0.04° 0.50+0.05°  0.40+0.02%
FCR 146+£0.30° 1.07+0.10®® 099+0.01° 1.24+0.062
S (%) 92.00+£2.00 9333+0.58 92.89+0.77  92.89+0.76

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 (o < 0.05) or Kruskal Wallis test (S). Legend: WN (no addition of Navicula sp.);
NS5 (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
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The data for §'°N and 8'°C of the commercial feed, Navicula sp. and biofloc are
presented in Table 2. Mean values of 3'°N of food sources ranged from -0.61 to 4.36%o,
while the same values for 6'°C ranged from -21.26 to -18.10%o. Shrimp that fed Navicula

sp. and commercial feed exhibited enriched §'°N and §'*C in comparison to the food source.

Table 2. Isotopic composition (8'°C and §'°N) and isotopic discrimination factor (A'*C and
A®N) of marine shrimp Penaeus vannamei fed solely with commercial feed, Navicula sp.
and biofloc.

Isotopic composition Isotopic discrimination factor
Samples e (%0) SN Ty (%00) T

Shrimp - Navicula _ -18.89 = 1.18 758+ 1.01

Navicula sp. 19.55+0.16  -061=164  OO7ELO4 819167
Shrimp - Biofloc _ -19.06 £ 0.11 491198

Biofloc 218.10 + 0.04 436+2.45 0.96£0.10 - 0.55+2.78
Shrimp - Feed -20.20 +0.06 3.50+0.24

Feed 221.26 + 0.40 259+ 1.04 106035 0.91+0.92

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 §'°C and 8'°N 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 §!°C and 8'°N 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 6'°C and §'°N 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.
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Samples

Isotopic composition (%o)

613C 615N
Food sources
Commercial Feed -21.26 + 0.404 2.59+1.044
Navicula sp. -19.55+0.168 -0.61+1.645
Biofloc - WN -17.08 £ 0.47¢ 555+031°¢
Biofloc — N5 -17.14+0.56 € 532+037¢
Biofloc — N10 -16.56 £0.03 € 6.18+0.31C
Biofloc — N15 -16.70 £ 0.33 € 5.70+£0.57 ¢
Consumers
Shrimp — WN -18.71 £ 0.62° 6.89 +0.93
Shrimp — N5 -18.11 £ 0.03% 6.74 £0.25
Shrimp — N10 -17.80 £ 0.12° 6.41+0.14
Shrimp — N15 -18.08 £0.02 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).

Biofloc | | Biofloc | Biofloc
. Navicula s| p.‘ 3 Navicula sp. :{ Navicula sp.
| -0.83 -1 —0.84 ;] =0.82
Feed |° || Feed 2 | Feed
-0.32 028 B -0.41 . [ 029 -031

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

etal., 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 (§'*C and §'°N) 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, §'°C 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, §'N values can be
influenced by sources of nitrogen in the environment and manipulation of fertilizers in aquaculture
ponds. In contrast, §'3C values are strongly linked to photosynthetic pathways during carbon fixation

(Gamboa-Delgado et al., 2013).

In this study, values of §'*C and §'°N 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 §'C and §'°N 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 (8'*C and §'°N) 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 A'*C values between 0.4 and 1.0%o for aquatic
organisms. However, the same authors suggest nitrogen isotopic discrimination factors between 2.5
and 4.0%o, differing from values observed in this study. Gamboa-Delgado et al. (2013) obtained A'*C
ranging from -0.1 to 2.7%o and AN from 0.3 to 5.8%o0 when estimating the nutritional contribution
of three protein sources to P. vannamei growth. Tierney and Ray (2018) reported A'*C of -0.2%o and
AN 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. vannameli.
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. Consideracgoes finais

A analise cienciométrica da utiliza¢do da analise de isdtopos estaveis como uma ferramenta no
desenvolvimento da aquicultura, aponta para uma crescente adocao desta estratégia em funcao de sua
versatilidade e contribuicdo valiosa para pesquisas e praticas sustentaveis no setor. No entanto,
salienta a existéncia de vastas oportunidades ainda nao exploradas nesse campo, enfatizando a
importancia da colaboragdo entre pesquisadores, institui¢des e regides para ampliar o uso dessas
técnicas. Por outro lado, a utilizagdo desta técnica para avaliar a contribuicdo de diferentes fontes
alimentares em um bergario de P. vannamei revela duas importantes conclusdes no campo da
aquicultura. Primeiramente, demonstra que a utilizacdo de biofloco e da diatomacea Navicula sp.
como uma possibilidade de reducao significativamente a demanda por ragao em sistemas de bergario
de Penaeus vannamei ou para a sua implementagao com o objetivo de obtenc¢ao de animais com maior
peso médio final para o setor produtivo ou redugao do tempo de cultivo para se obter o peso médio
comercial, realgando sua relevancia na alimentacdo de camardes devido a alta qualidade nutricional
e digestibilidade desses recursos naturais. Em conjunto, essas descobertas ressaltam a importancia
continua da pesquisa e desenvolvimento no setor aquicola, fornecendo um direcionamento claro para
futuras investigacdes com o objetivo de aprimorar a aquicultura e promover o uso sustentavel dos

recursos aquaticos.
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