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ABSTRACT

Larval shrimp Penaeus paulensis showed a tendency to decrease in ammonia tolerance as the larva
metamorphosed from nauplius to postlarvae stage. The 24-h LC50 were 4.04, 1.70, 2.72, and 1.42 mg/l
NH3-N on nauplii, zoea, mysis and postlarvae, respectively. The zoea stage and the initial postlarvae sub-

stages were very susceptible to ammonia. The 96-h LC50 values on zoea and postlarvae were 0.69 mg/l
and 0.32 mg/l, against 0.80 mg/l NH3-N on mysis. The eggs of Penaeus paulensis were very affected by
ammonia, which provoked a progressive decrease in the hatching rate and induced morphological de-
formities in hatched nauplii. A “safe level” of ammonia was estimated at 0.032 mg/l NH3-N on the basis

of 24-h LC50 for eggs.
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INTRODUCAO

A amdnia € o principal composto
nitrogenado excretado por peixes (Hillaby & Ran-
dall, 1979) e crustidceos (Kinne, 1976), porém o
seu actimulo, tanto em ambiente natural como em
tanques de cultivo, pode vir a afetar diretamente a
fauna que habita estes ambientes (Doudoroff &
Katz, 1950; Ankley et al., 1990).

Em solucdo aquosa ha um equilibrio entre as

formas idnica (NH%) e ndo-ionizada ou gasosa
(NH3) da amonia, sendo que a primeira forma
predomina neste equilibrio, que € diretamente
afetado pelo pH, temperatura, salinidade e pressao
(Whitfield, 1974; Emerson et al., 1975).
Atualmente cxiste quase uma unanimidade
por parte dos pesquisadores, em afirmar que a
forma t6xica para a vida aqudtica € a ndo-ionizada
e que a forma idnica tem efeito téxico reduzido ou

mesmo desprezivel (Ball, 1967; Smart, 1976;
Thurston, 1980; Poxton & Allouse, 1982; Eifac,
1983). Porém, Armstrong et al., (1978)
concluiram que em pH neutro ou 4cido, a forma
i0nica seria principal responsavel pela toxicidade
da amonia para larvas Macrobrachium rosenber-
gii.

Em ambientes de cultivo, principalmente nos
modemos sistemas de larvicultura que utilizam a
recirculagdo de 4dgua, organismos heterotroficos
mineralizam a matéria organica provinda da
excregdo dos animais cultivados e de restos
alimentares ndo consumidos. Isto induz a um
aumento consideravel dos compostos inorganicos,
especialmente da amoénia (Perfettini & Bianchi,
1990). Mevel & Chamroux (1981) estudaram os
efeitos da estabilizacio de um circuito fechado
para criacio de camardes (Penaeus japonicus) e
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reportaram que a amonia atingiu cerca de 1000
utg/l, ocasionando a morte dos organismos man-
tidos neste sistema.

O presente trabalho analisa a toxicidade da
amonia na larvicultura de P. paulensis, buscando
fornecer subsidios para a maximizagio do sistema
de produgdo de pés-larvas desta espécie, que tem
uma destacada importancia comercial em toda a
regido Sul do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Camardes sexualmente maturos foram
coletados no litoral de Santa Catarina, Brasil,
através do navio oceanografico “Atlantico Sul”.
Depois, foram transportados ¢ mantidos sob
condi¢des ambientais controladas no Laboratério
de Carcinocultura da Universidade do Rio
Grande, RS. As fémeas foram submetidas a
ablacdo unilateral do pedinculo ocular, como
forma de inducdo ao desenvolvimento gonadal
(Crocos & Kerr, 1986). As desovas ¢ a larvicul-
tura foram realizadas em caixas plasticas de 250 1.

Os experimentos foram realizados em frascos
de vidro de 200 ou 500 ml, contendo entre 6 ¢ 10
concentragdes de amdnia € um controle, todos tes-
tados em duplicata. Em cada recipiente foram
colocados 30 individuos, com excecdo das pds-
larvas que foram testadas em nimero de 20 por
tratamento. Os testes com cada estigio larval
foram repetidos por 3 a 6 vezes para que se
pudesse verificar a repetibilidade dos resultados.

Todos os organismos testados encontravam-
se, no inicio dos testes, no primeiro subestigio de
cada estagio larval. As larvas eram coletadas dos
tanques de larvicultura e colocadas em aqudrios
de vidro para aclimatagio, de onde eram retiradas
aleatoriamente e transferidas para os frascos con-
tendo as solugOes-teste de amoOnia. Somente no
caso dos ovos esta coleta ndo foi aleatdria, pois s6
foram submetidos a experimentagio aqueles ovos
que haviam comprovadamente sido fertilizados.
Tal procedimento foi necessdrio para impedir que
uma possivel taxa elevada de ovos nio fertilizados
viessem a ocasionar erros de estimagdo dos efeitos
toxicos da amonia.
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As solugdes-teste foram preparadas a partir
da dissolugdo de cloreto de amdnio em 4gua do
mar previamente filtrada para eliminagdo de
particulas com tamanho superior a 1,0 pum. A
salinidade foi regulada em 280 € os frascos
tapados com papel aluminio e transferidos para
uma incubadora tipo DBO. A temperatura foi de
25 (£ 0,2)°C, o fotoperiodo de 12h Luz: 12h Es-
curo ¢ a intensidade luminosa de 2000 lux. Todos
os tratamentos foram constantemente aerados

durante os testes.

As  solugoes  foram  periodicamente
monitoradas para quantificacdo das variagdes de
pH (a partir de um potencidmetro Digimed
DMPHPA) e de amonia total (seguindo-se o

método descrito por Solorzano, 1969).
Todos os meios foram renovados em 100% a

cada 24h, ocasides onde o nimero de organismos
mortos em cada tratamento era registrado. As lar-
vas foram consideradas mortas quando nio
apresentavam qualquer tipo de movimento nem
reacdes a um estimulo fisico com uma micro
pipeta de Pasteur. Apés estas renovagdes foi ainda
fornecido o alimento. As zoéas foram alimentadas
com o fitoflagelado Tetraselmis chuii; as misis e
pos-larvas com artémia recém eclodida; somente
os nauplios ndo foram alimentados, pois ainda se

nutrem de seu proprio vitelo.
As CL’s50, bem como seu intervalo de 95%

de confianga, foram calculadas com base no
programa “Probit Analysis”, desenvolvido pelo
Pe. Jesus Santiago Moure, pertencente ao Depar-
tamento de Zoologia da Universidade Federal do

Parand.
Os termos utilizados neste trabalho sfo:

Amdnia — amonia total inorganica (NH3 + NHZ)
NH3
NHJ

N-NH3 — Nitrogénio amoniacal na forma gasosa

— amonia ndo-ionizada ou gasosa

— amoOnia na forma ibnica
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RESULTADOS E DISCUSSAO
CALCULO DA AMONIA NAO-IONIZADA

O equilibrio existente entre NH3 e NH} em
uma solug¢do aquosa pode, simplificadamente, ser
€Xpresso por:

NH, + H,0 — NH, + H,0'

Segundo Emerson et al., (1975), a fragdo de
NH3 em relagiio a amonia total € calculada por:

[ amodnia total ]
1 + 10€k-#D

onde pKa = — log Ka (a constante de dissociagdo

4cida do fon NH3).

Quando se trabalha com dgua doce nao ha
qualquer problema na determinagéo desta fracgdo,
pois o valor de pKa € facilmente calculado, segun-
do os autores, pela formula:

pKa=0,09018 +2729x T

onde T ¢ a temperatura, em °K.

Quando se trata de dgua salgada, uma outra
variavel deve ser considerada, a forga idnica.

Whitfield (1974) apresentou uma série de
modelos tedricos sobre os efeitos da interagdo
ionica no célculo da hidrélise dos ions amdnio em
dgua do mar, porém fica a critério de cada
pesquisador decidir por qual destes modelos optar.
Isto levou muito deles a procurar os valores
tabelados por Bower & Bidwell (1978) para as
percentagens de NH3 em determinadas faixas de
salinidade. Tais tabelas, por utilizarem limites de
salinidade e nao valores especificos, podem
ocasionar erros de estimacdo da fracdo exata de
NHs.

Os modelos sugeridos por Whitfield (1974)
foram baseados em uma temperatura de 25°C e 1
atmosfera e, resumidamente, assumem que:

Modelo 1. O coeficiente médio de atividade
ionica de qualquer elemento na 4dgua do mar &
idéntico ao observado para uma solu¢do de
mesma forga idnica contendo apenas este elemen-
to.

Modelo 2. O coeficiente médio de atividade
ionica dos clementos menores pode ser com-
parado ao cocficiente de atividade destes elemen-

[NH;] =

tos em solugdes de cloreto de sédio de mesma
forca idnica.

Modelo 3. O coeficiente de atividade dos
elementos-traco em uma mistura contendo
cloretos de todos os elementos maiores (Na,
Mg?*, Ca?*, K™), pode ser calculado pelo modelo
eletrolitico de Bronsted-Guggenheim ou pelo
modelo de expansdo integral (Whitfield, 1973),
desde que a 4gua esteja livre de sulfatos.

Modelo 4. Idéntico ao modelo anterior,

porém assume que ndo ha interferéncia dos sul-
fatos.

Para cada um destes modelos tedricos o autor
apresentou uma tabela contendo valores para pKa®
em solucdes de diferentes salinidades. As
equagdes obtidas pela regressdo linear entre estes
pontos, seguida pela comparagdo com resultados
apresentados por Bower & Bidwell (1978), para
salinidades superiores a 18°/00, ¢ por Emerson et
al., (1975) e Erickson (1985), para uma dgua com
salinidade zero, indicou que o Modelo 3 proposto
por Whitfield (1974) foi o mais preciso, em ter-
mos do célculo da fragao gasosa da amonia.

Segundo Whitfield (1974) o valor de pKa em
funcdo de uma determinada temperatura (pKa(T))
seria:

PK(T) = pK,: + 0,0324 X (298 — (273 + T))

onde T é a temperatura em graus Celsius (°C).
pKa® €, por sua vez, a componente idnica para
calculo dos efeitos da salinidade na dissociagio
dos ions amonio e pode ser calculada pela
equacdo obtida a partir da regressao linear entre
os valores tabelados no Modelo 3:

pK;=9,2516 + 0,153 X F

onde F ¢ a Forga i0nica, que pode ser diretamente
calculada a partir da salinidade:

F=19,9273 x $/(1000 — (1,005109 x S))
onde S € a salinidade.

A grande vantagem destas férmulas é que
eliminam o uso de tabelas e podem ser utilizadas

para quaisquer valores de temperatura, salinidade
e pH.
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TOXICIDADE DE AMONIA PARA OVOS DE P.
PAULENSIS

Observou-se que a amdnia foi bastante toxica
para os ovos de Penaeus paulensis, em relagio
aos estagios larvais (Figura 1). A CL50 obtida foi
de 0,36 mg/l de N-NH3. Porém deve ser ressal-
tado que acima de 0,25 mg/l de N-NH3, uma série
de anormalidades ocorrem. Primavera & Posadas
(1981), apesar de ndo fazerem qualquer referéncia
a qualidade da agua, apresentaram, de forma con-
cisa, anormalidades morfolGgicas que constatou-
se, no presente caso, serem reflexo de ovos
expostos a compostos nitrogenados (amodnia e
nitrito). Entretanto, ndo deve ser descartada a
hipétese de outros produtos quimicos virem a
provocar deformacGes semelhantes.

Entre concentracoes de 0,28 ¢ 0,86 mg/l de
N-NH3 uma grande percentagem de nauplios
eclodiram apresentando desaparecimento parcial
ou mesmo total das setas dos apéndices e da furca,
0 que podia ser observado mesmo antes da
eclosdo (ovos descritos como tipo A2, por
Primavera e Posadas op. cit. Em concentragdes de
1,72 mg/l de N-NH3 ndo houve eclosio, mas al-
guns niuplios bastante deformados (assemelhan-
do-se ao tipo B, descrito pelas autoras) ficaram

mg/l de N-NH3.

vivos dentro dos ovos por cerca de 48h. Acima de
2,8 mg/l de N-NH3 nenhum dos ovos completou
as divisdes mitéticas necessdrias para formar um
nauplio.

TOXICIDADE DE AMONIA PARA AS LARVAS DE P.
PAULENSIS

Comprovando que o surgimento de anor-
malidades ndo foi um fato aleatdrio, a exposi¢do
de nduplios normais a2 aménia também ocasionou
0 mesmo tipo de problemas que os verificados
para os ovos. As CL’s50 para os nauplios em 24,
48 e 72h foram de, respectivamente, 4,04, 1,65,
1,01 mg/l de N-NH3. Este foi 0 estdgio larval mais
resistente 2 amonia (Tabela I).

Houve uma tendéncia a diminui¢io na
tolerancia 2 amodnia ao longo do desenvolvimento
larval, contrariando os resultados obtidos para al-
gumas espécies (Jayasankar & Muthu, 1983; Chin
& Chen, 1987). As CL’s 50 24h, para zoéas, misis
e pos-larvas foram de, respectivamente, 1,70, 2,72
e 142 mgl de N-NH3. Em 96h estas
concentragdes letais médias passaram, pela
ordem, para 0,69, 0,80 e 0,32 mg/l de N-NH3.

Apesar de ndo estar descartada a ocorréncia
de erros experimentais, pode-se afirmar que a

o ILH

F 24n
KN 48n
C172n

96h

Zoea

Nauplio

Ovo

Misis PL

Fig. 1 — CL’s50 de nitrogénio na forma de amdnia gasosa, para larvas de Penaeus paulensis.
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TABELA 1
CL’s50 (em mg/l) e seus limites de 95% de confianca (entre parénteses) do nitrogénio na forma de amonia

total (N—(NH3 + NH2)), e na forma de aménia gasosa, N-NH3, na larvicultura de Penaeus paulensis.

Tempo de exposigio
Estagio Forma 24h 48h 72h 96h
Ovo Amonia 6,25 — — —
(5,10-7,60) — — —
N-NH3 0,36 — - —
(0,29-0,44) IR — —
Nauplio Amoénia 102,3 41,80 25,59 —
(93,1-112,3) (37,2-51,2) (17,3-44,6) —
N-NH3 4,04 1,65 1,01 —_
(3,68—4,44) (1,47-2,03) (0,68-1,76) —
Zoéa Amonia 22,93 14,53 10,94 9,39
(16,0-29,0) (10,2-20,6) (7,4-19,3) (6,3-16,5)
N-NH3 1,70 1,08 0,81 0,69
(1,19-2,15) (0,76-1,53) (0,55-1,43) (0,47-1,22)
Misis Amonia 74,87 41,80 32,85 21,98
(66,6-84,3) (34,2-51,1) (25,2-44,7) (14,4-38,8)
N-NH3 2,72 1:52 1,19 0,80
(2,41-3,06) (1,24-1,85) (0,91-1,62) (0,52-1,41)
PL Amonia 24,19 8,59 5,65 5,49
(19,6-26,2) (7,63-9,64) (4,06-7,86) (4,52-6,63)
N-NH3 1,42 0,50 0,33 0,32
(1,15-1,54) (0,45-0,57) (0,24-0,46) (0,27-0,39)

probabilidade de terem existido € muito remota,
visto que cada estdgio larval foi testado em
duplicata e que os resultados sé foram aceitos
quando repetidos por trés vezes. E importante
citar que Mawatari & Hirayama (1975) também
observaram a mesma tendéncia para estigios lar-
vais de P. japonicus ¢ P. orientalis e concluiram
que, devido ao fato de se alimentarem de vitelo,
os nduplios teriam uma maior independéncia do
meio externo, suportando mais as variagdes am-
bientais do que estdgios larvais que t&ém que obter
um alimento externo.

Como ja discutido, o pH influencia direta-
mente a quantidade de NH3 no meio, por outro
lado, o alimento fornecido as larvas no estagio de
zoca ¢ fitoplancton, que, em presenca de luz,
realiza fotossintese ¢ ocasiona uma elevagdo de
pH, como pode ser constatado pela andlise dos
valores médios de pH ao longo dos testes (Tabela
I). Isso faz com que em uma das fases mais

s

sensiveis a amoOnia, em toda larvicultura de P.
paulensis, ocorra a maior percentagem de NH3 em

relagio a NHZ, o que certamente tende a ocasionar
perdas significativas de larvas.

Wajsbrot et al., (1990) encontraram
correlagdo entre os periodos de muda na
toxicidade da amonia para juvenis de P. semisul-
catus, e afirmaram que tal correlagio nao poderia
ser automaticamente extrapolada para os estigios
larvais, uma vez que a cuticula das larvas € muito
mais fina ¢ permedvel que a dos juvenis. Apesar
disto, observou-se uma alta taxa de mortalidade
de pés-larvas de P. paulensis durante a muda, o
que pode indicar uma maior sensibilidade a
amonia durante estes periodos e explicar os baixos
valores das CL’s50 verificadas para pds-larvas.

As CL’s50 calculadas para larvas de P.
paulensis foram superiores a quase todas as en-
contradas para os estdgios larvais de P. monodom
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TABELA 1I
Valores médios de pH durante os testes de toxicidade de
amdnia para larvas de P. paulensis.

Estagio Nuimero de Tratamentos pH
Ovo 22 8,02
Nauplio 35 7,95
Zoéa 48 8,24
Misis 38 7,92
PL 41 8,10

(Chin & Chen, 1987). Apenas no estigio de pds-
larva € que P. paulensis foi consideravelmente
mais susceptivel a amdnia (CL50 24h de 2,50
mg/l de N-NH3 para P. monodom contra 1,42 mg/l
para P. paulensis). Wickins (1976), calculou que o
valor médio de CL50 48h para juvenis de vdrias
espécies de camardes peneideos foi de 1,29 mg/l
de N-NH3. P. paulensis apresentou um valor
médio para a CL50 48h ao longo dos estigios lar-
vais de 1,19 mg/l. Armstrong et al., (1978) quan-
tificaram em 1,0 mg/l de N-NH3 o valor médio da
CL50 96h da amoénia para larvas de Macro-
brachium rosenbergii, em pH de 7,6. No presente
caso o valor médio de CL50 96h obtido para os
estagios larvais de P. paulensis foi de 0,705 mg/l
de N-NHs.

Estas comparagbes visam mostrar que o
camardo rosa P. paulensis apresenta uma
tolerancia bastante satisfatéria 2 amonia durante a
sua larvicultura. Isto ndo elimina, entretanto, a
necessidade de cuidados especiais para evitar o
actimulo de compostos inorganicos, como é 0 caso
da amdnia ¢ do nitrito, nos tanques de larvicultura.

O nivel maximo de um composto téxico
suportado por uma espécie ou populagd@o pode ser
estimado a partir da multiplicacdo de um fator de
aplicagdo (0.1) pela CL50 no estdgio larval mais
sensivel ao toxico (Sprague, 1971). No presente
trabalho este nivel de seguranca foi estimado com
base na CL50 calculada para pds-larva em 96h,
0,32 mg/l de N-NH3 (5,49 mg/l de N-(NH3 +

NH%)). Recomenda-se, entfio, que a amonia seja
mantida em concentragdes abaixo de 0,032 mg/l

de N-NH3 (0,55 mg/l de N-(NH3 + NH#%)) nos tan-
ques de larvicultura de P. paulensis.
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