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RESUMO

(VARANDAS, R.C.R. 2016). Formulacao de racédo para juvenis de Litopenaeus
vanammei a partir de espécies regionais de microalgas. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Universidade Federal da Paraiba, Joao
Pessoa.

A carcinicultra € uma das atividades econbémicas que mais cresce no Nordeste. A espécie
de camardo mais cultivada é a Litopenaeus vannamei. O objetivo desta pesquisa foi
selecionar cepas de microalgas com potencial para produzir racdo para camardo juvenil
Litopenaeus vannamei, bem como formular ra¢des substituindo parcialmente a farinha de
peixe pela biomassa dessas microalgas nas quais foram previamente selecionadas. Foram
escolhidas oito espécies de microalgas proveniente do banco de microalgas do Laboratério
de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB): D9Z- Spirulina
plantesis; D26Z-Desmodesmus; D29Z- Chlorococum sp cf hypnosporum; D39Z-
Planktrothrix isothrix; D115WC- Scenedesmus acuminatus; 133WC- Lagerheimia longiseta;
D359WC- Chlorella sp; D61Z- Kirchneriella lunaris. O cultivo das microalgas foi realizado no
Laboratério de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIMN/UFPB), em
bancada. Foram utilizados os meios de cultivo WC e Zarrouk. O crescimento foi
acompanhado por contagem celular e também pela fluorescéncia “in vivo”. A biomassa foi
concentrada em centrifuga, os concentrados congelados e liofilizados. Nas biomassas foram
quantificadas: proteinas, carboidratos e lipidios totais. Na composi¢do quimica das ractes
foram determinados os teores de umidade, cinzas, proteinas, lipidios, calcio e fosforo. Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey
(P<0,05). Quatro rag6es experimentais foram elaboradas com 35% da proteina bruta sendo
a farinha de peixe substituida por 40% da biomassa de trés microalgas. Os maiores
crescimentos foram registrados em Desmodesmus sp., S. platensis, Chlorococcum sp cf
hypnosporum, Planktothrix isothryx e Chlorella sp, que apresentaram, respectivamente, 0s
maiores valores de biomassa e niumero de células. A segunda, a terceira e a Ultima foram
selecionadas para a formulacdo das racBes por apresentaram 0s maiores teores de
proteina. As racdes formuladas tém composicdo quimica semelhante a das racdes
comerc,iais. Os dados indicam que Chlorella sp., C. sp cf hypnosporum e S. platensis
podem ser utilizadas na substituicdo parcial da farinha de peixe em ra¢Bes para camardo
juvenis de L. vannamei.

Palavras-chave: camarao, microalgas, racao



ABSTRACT

(VARANDAS, R.C.R. 2016). Ration Formulation for Litopenaeus juvenile
vanammei from regional species of microalgae. Dissertation (Master of Science in
Food Technology), Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa.

The carcinicultra is one of the economic activities that will grow in the Northeast. The species
most cultivated shrimp is Litopenaeus vannamei. The objective of this research was to select
potential microalgae strains to produce feed for juvenile shrimp Litopenaeus vannamei, and
formulating rations partially replacing fishmeal by these microalgae biomass in which they
were previously selected. They were chosen eight species of microalgae from the microalgae
bank reef environments Laboratory and Biotechnology with Microalgae (LARBIM / UFPB):
D9Z- Spirulina plantesis; D26Z-Desmodesmus; D29Z- Chlorococum sp cf hypnosporum;
D39Z- Planktrothrix isothrix; D115WC- Scenedesmus acuminatus; 133WC- Lagerheimia
longiseta; D359WC- Chlorella sp; D61Z- Kirchneriella lunaris. The cultivation of microalgae
was held in reef environments Laboratory and Biotechnology with Microalgae (LARBIMN /
UFPB) bench. the culture media were used WC and Zarrouk. The growth was accompanied
by cell count and also by fluorescence "in vivo". The biomass was concentrated in centrifuge,
frozen concentrates and freeze-dried. In biomasses were quantified: proteins, carbohydrates
and total fat. In the chemical composition of the diets were determined moisture, ash, protein,
fat, calcium and phosphorus. The results were submitted to analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey test (P<0,05). Four experimental diets were prepared with 35% crude
protein and fishmeal replaced by 40% of the biomass of microalgae three. The highest
increases were registered in Desmodesmus sp., S. platensis, Chlorococcum sp cf
hypnosporum, Planktothrix isothryx and Chlorella sp, which presented, respectively, the
higher biomass and cell number. The second and the third and last were selected for the
formulation of rations had the highest protein content. The formulated feed rations have
chemical composition similar to that of commercial pet food. The data indicate that Chlorella
sp., Sp cf C. hypnosporum and S. platensis may be used in partial replacement of fishmeal in
diets for juvenile shrimp L. vannamei.

Keywords: shrimp, microalgae, ration
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1 INTRODUCAO

A aquicultura € o setor de producéo de alimento que mais cresceu no mundo
nos ultimos trinta anos superando a pesca extrativa (ROCHA, 2016). No setor
aquicola, a carcinicultura (cultivo de camarao em cativeiro) € uma das atividades que
mais cresce no mundo nas Ultimas décadas. Os dez maiores paises produtores
mundiais concentram em média 92,3% da producédo total de camaréo cultivado. O
Brasil € o nono, correspondendo a 1,5% do total produzido (ABCC, 2015; ROCHA,
2015).

O Brasil € um dos principais produtores de camardo das Américas, ja que
possui um clima favoravel (FREITAS et al., 2008; TAHIM; ARAUJO, 2014). Entre as
espécies de camaréo cultivadas, o Litopenaeus vannamei tem se destacado como a
principal espécie na carcinicultura brasileira e a mais cultivada no mundo (ABCC,
2014; ROCHA, 2012).

O aumento da demanda por alimentos tem levado as fazendas aquicolas a
produzirem cada vez mais rapido com produtividades mais elevadas. Ocorrendo
assim a intensificacdo dos cultivos, levando ao aumento nas densidades de
estocagem dos animais e a uma maior dependéncia por racdes industrializadas
(FACANHA et al., 2016).

Por causa do seu valor nutricional, a farinha de peixe é um dos principais
ingredientes utilizados na formulacdo das ra¢des para organismos aquaticos, no
entanto a producéo global de farinha de peixe j4 ndo atende a demanda (FURUYA,
FURUYA, 2010; TACON; METIAN, 2009). E importante reduzir os custos de
producdo dos cultivos de camardo com a utilizacdo de dietas com baixos niveis de
farinha de peixe, substituindo a farinha de peixe por ingredientes alternativos de alta
gualidade e com custos mais baixos. Algumas fontes proteicas alternativas ja sao
utilizadas para substituirem a farinha de peixe, parcial ou totalmente, como os graos
de soja e subprodutos de industrias avicola, bovina e pesqueira (HARDY, 2010).
Segundo Gatlin et al. (2007), os ingredientes devem apresentar caracteristicas
nutricionais importantes que vao desde baixos teores de fibra e carboidratos,
auséncia de fatores antinutricionais, alto teor de proteinas, perfil de aminoacidos
adequados, boa palatabilidade e alta digestibilidade.
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As microalgas vém sendo utilizadas em formulagbes para racdes por conter
principalmente proteinas, carboidratos, lipidios, vitaminas e antioxidantes. Assim, as
microalgas possuem caracteristicas para suplementacdo natural na alimentacéo
humana e animal, podendo substituir componentes sintéticos ou atender as
crescentes demandas de tais ingredientes (YAAKOB et al.,2014).

Os sistemas de cultivo de microalgas possuem uma caracteristica importante
que € sua versatilidade, tornando possivel relacionar aplicacbes diferentes no
mesmo processo. Como muitas espécies tém valores nutritivos expressivos, a
biomassa pode-se constituir um ingrediente da racdo ou racdo completa para
animais. Podendo ser também comercializada como complementos para a
alimentacdo humana. Além disso, determinadas microalgas produzem compostos de
elevado valor para a industria farmacéutica ou para a industria de cosméticos. Da
biomassa pode ainda ser extraido 6leo vegetal para producédo de biodiesel e outros
biocombustiveis como biogas (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

Considerando a quantidade de microalgas que ainda ndo foram investigadas
e a quantidade de produtos metabdlitos que elas possuem, este trabalho teve como
objetivo selecionar cepas de microalgas com potencial para produzir racdo para
camardo juvenil da espécie Litopenaeus vannamei, bem como formular racdes
substituindo parcialmente a farinha de peixe por biomassa e microalgas
considerando que elas poderiam ser um ingrediente alternativo para diminuir os altos
custos com a farinha de peixe utilizada para producao de racdo utilizada em cultivos

de camarao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Selecionar cepas de microalgas com potencial para produzir insumo para
formulag&o de racdo para camarao juvenil Litopenaeus vannamei, e elaborar racdes
com a biomassa dessas microalgas visando substituir parcialmente a tradicional

farinha de peixe.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar cultivos com oito espécies de microalgas para obtencdo de
biomassa;

+ determinar a composicdo quimica da biomassa das microalgas cultivadas;

+ selecionar as espécies com potencial para elaboracdo de racdo para
camarao;

« formular racbes com a biomassa das microalgas em substituicdo parcial da
farinha de peixe;

+ determinar a composicdo quimica das racdes formuladas;

 comparar a composicdo quimica da racdo comercial com as racles

formuladas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 MICROALGAS

As microalgas sdo organismos unicelulares, coloniais ou filamentosos que
estdo presentes principalmente nos ambientes aquaticos, podendo ser eucariontes
ou procariontes (LEE, 2008). Sao algas microscopicas que possuem uma
composi¢do bioquimica diversificada, relacionada a natureza de cada espécie, aos
fatores ambientais relacionados a regido onde o cultivo estd sendo realizado, as
condi¢cdes de cultivo e ao meio de cultura utilizado (ZANALLOA et al., 2011). O
termo “microalgas” ndo possui valor taxonémico englobando microrganismos que
possuem clorofila e outros pigmentos fotossintéticos que podem realizar a
fotossintese (HOEK, 1995).

Esses microrganismos séo algumas das mais antigas formas de vida na terra,
mas s6 recentemente foram reconhecidos como uma fonte muito promissora de
biomassa. Elas produzem mais biomassa do que plantas terrestres por unidade de
area, devido a uma maior eficiéncia fotossintética (LARDON et al., 2009). Tém a
capacidade de produzir mais oxigénio do que todas as plantas do mundo (RODOLFI
et al., 2009).

Desde a idade antiga os povos do Lago Texcoco (México), nativos do Lago
Chade (Africa) e da Asia ja utilizavam as microalgas para a alimentagcdo humana,
como a Spirulina e outras microalgas voltadas principalmente para a suplementacéo
proteica (DERNER et al., 2006; MENDONCA; DRUZIAN; NUNES, 2012).
Comecaram a ser utilizadas comercialmente como alimento a partir de 1950
(AZEREDO, 2012). Em 1960 o seu uso teve inicio em escalas comerciais, com 0
género Chlorella, a partir de 1970 tem sido utilizadas na aquicultura e para outras
aplicacOes biotecnolégicas (SPOLAORE et al., 2006).

Em relacdo ao metabolismo as microalgas podem ser autotrofica,
heterotréfica ou mixotréfica. A maioria € autotrofica e utiliza compostos inorganicos
(dioxido de carbono) como fonte de carbono. Estes microrganismos realizam
fotossintese, utilizam a energia solar como fonte de energia e o didéxido de carbono
como fonte de carbono, formando a adenosina trifosfato (ATP) e oxigénio. As

heterotréficas utilizam o carbono orgéanico, sob a forma de glucose como fonte de
18



energia. Ja as mixotréficas, utilizam fontes de carbono organico ou inorganico e
também realizam a fotossintese (GHASEMI et al., 2012).

As microalgas sdo cultivadas em curto periodo tempo, necessitando de
pequenas areas para seu cultivo e de alguns cuidados como: reposicdo mineral,
controle de pH, luminosidade e néo se utilizam defensivos agricolas no seu cultivo
(BERTOLDI; SANT ANNA ; OLIVEIRA, 2008). Vém ganhando cada vez mais espacgo
dentro do panorama das pesquisas mundiais, jA que Sa0 microrganismos capazes
de produzir biomassa rica em vitaminas, proteinas, acidos graxos insaturados,
aminoécidos essenciais, dentre outros (CHU; RADHAKRISHNAN; LIM, 2010). Para
suplementacao alimentar humana e animal as principais espécies cultivadas sao a
Chlorella sp. e Spirulina sp., bem como a Haematococus pluvialis, utilizada na
producdo de astaxantina e a Dunaliella salina como fonte de caroteno (AZEREDO,
2012).

3.2 SISTEMAS DE CULTIVO

Os sistemas mais antigos de cultivo de microalgas sdo os abertos como
lagoas, grandes tanques ou piscinas. Em geral esses sistemas sdo de fécil
instalacdo, operacado e baixo custo. Porém, pode ocorrer contaminacdo, evaporagcao
acentuada, variacdo da temperatura, dentre outros (XU et al., 2009; ERIKSEN,
2008). Ja os sistemas fechados, denominados de fotobiorreatores sdo menos
susceptiveis a contaminacdo, apresentam maior produtividade de biomassa em
relacdo aos sistemas abertos e melhor difusdo dos gases, porém apresentam
elevados custos de construgéo (JORQUERA et al., 2010; ERIKSEN, 2008).

Os sistemas abertos sdo os mais utilizados devido a sua facil acessibilidade.
Sao sistemas formados por lagoas rasas expostas ao sol ou em estufas, com dois
formatos:

e tipo raceway: Normalmente utilizados nos cultivos comerciais, possuindo
boa capacidade de mistura pois contém pas circulares, bombas ou defletores
para circulacdo de nutrientes, gases e da cultura algal, garantindo boas taxas

de crescimento das microalgas, (Figura 1);
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Figura 1- Tanques de cultivo de microalgas do tipo “raceway”.

Roda de Pas

Colheita / Alimentacdo

Chicanas Chicanas

Fonte: Coplin, (2012)

e Circulares: Muito utilizados e podem receber sistema de aeragéo (Figura 2)
(RYAN, 2009).

Figura 2- Lagoa circular para cultivo de microalgas

Fonte: Borowitzka, (2005)

Um fotobioreator (Figura 3) é basicamente um bioreator que incorpora alguma
fonte de luz podendo ser construidos de diferentes formatos, como por exemplo,
tubular, em placa, cénico, em placas horizontais ou verticais, em coluna de bolhas,
tanques com agitacdo e agitacdo pneumatica (DASGUPTA et al., 2010). Entretanto,
cada tipo de fotobioreator apresenta vantagens e desvantagens que precisam ser

levadas em consideragdo no momento de sua construgéo e utilizacao.
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O material utilizado na fabricacdo dos fotobioreatores é transparente a luz
visivel, possibilitando um melhor controle das condi¢cdes de cultivo levando a uma
maior produtividade de biomassa microalgal. Esse sistema propicia uma producao
em larga escala ja que diminui os riscos de contaminacdo e possibilita uma melhor
utilizacéo da luz, enriquecendo assim a producdo da biomassa (FRANCO; LOBO;
CRUZ, 2013).

Figura 3- Exemplo de um fobioreator tubular utilizado em cultivos em massa de

microalgas.

Fonte: Coplin, (2012)

Em relacdo aos sistemas de cultivo de microalgas, pode-se constatar que,
embora as microalgas realizem eficientemente a fotossintese, o cultivo autotréfico
em larga escala pode ser lento devido a limitacdo luminosa por causa da elevada
densidade celular em cultivos ou a fotoinibicdo decorrente do excesso de luz,
normalmente em sistemas abertos. Por causa disso, o crescimento heterotrofico de
microalgas em fotobiorreatores fechados poderia ser considerado mais favoravel
(HUANG et al., 2010).

3.3 MEIOS DE CULTIVO

Nos cultivos de microalgas sao utilizados diferentes tipos de meios de cultura.
Estes meios variam dependendo da microalga que se quer cultivar e da finalidade

dos cultivos. Os nutrientes que estdo presentes nos meios de cultura podem
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estimular ou inibir o crescimento dependendo da quantidade adicionada
(PENTEADO, 2010).

As microalgas podem ser cultivadas em meios de cultivo marinho, salobra, e
agua doce. Os meios de cultivo sdo constituidos pelos macroelementos (carbono,
oxigénio, hidrogénio, fosforo, calcio, nitrogénio, silicato, enxofre e potassio) e pelos
microelementos (ferro, cobre, molibdénio, zinco, manganés). Os macronutrientes sao
essenciais ja que constituem as estruturas das biomoléculas, de membranas e do
meio intracelular. Os micronutrientes participam da atividade de enzimas, que
participam das vias metabdlicas e organelas celulares (LOURENCO, 2006). As
microalgas possuem métodos fisioldgicos e bioquimicos para lidar com o stresse,
sendo capazes de sintetizar uma variedade de substancias quimicas bioativas
(CHU, 2012).

O uso de fertilizantes quimicos, esgotos domésticos e residuos de efluente
agroindustrial podem ser utilizados como meio de cultura alternativo para o cultivo
podendo reduzir os custos operacionais. Esses meios alternativos podem ser
utilizados como fonte de nutrientes (DE JESUS; CASSINI; GONCALVES, 2014).

3.4 CONDICOES DE CULTIVO

Existem alguns fatores no cultivo que podem alterar o crescimento das
microalgas como: luz, nutrientes, gases dissolvidos, pH, temperatura e agitacdo. Os
niveis 6timos desses fatores variam conforme as diferentes espécies. Assim, esses
fatores séo interdependentes ou seja 0 ponto 6timo de um parametro em condi¢oes
ambientais pode nao ser o mesmo em outras (BARSANTI; GUALTIERI, 2006).

A producédo de microalgas aumenta proporcionalmente de acordo com a
temperatura Otima para cada espécie (PARK; CRAGGS; SHILTON, 2011). A
temperatura deve ser proxima daquela do habitat natural. Por exemplo, uma espécie
encontrada em ambientes polares pode apresentar dificuldades em cultivos
realizados com temperaturas mais quentes. Normalmente se utiliza para diferentes
espécies, uma temperatura de 25 °C (BARSANTI; GUALTIERI, 2006). Para os
cultivos que sédo realizados em escala laboratorial, as salas de cultivos possuem
temperaturas constantes, temperatura controlada por climatizagéo, ja para grandes
sistemas é mais complexo manter a temperatura constante (LOURENCO, 2006).
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O pH da cultura é influenciado por varios fatores como: produtividade das
algas , respiracéo , alcalinidade e composicao ionica do meio de cultura , atividade
microbiana e eficiéncia dos cultivos autotroficos e heterotréficos (PARK; CRAGGS e
SHILTON, 2011). O pH pode alterar a disponibilidade de varias substancias
quimicas, podendo levar a cristalizacao e precipitacdo dependendo do pH. O pH do
meio deve estar proximo da neutralidade para que assim 0s componentes possam
ser realmente absorvidos pelas microalgas (LOURENCO, 2006).

A luz é um dos fatores mais importantes. Devendo ser fornecida na
intensidade, duracdo e comprimento de onda adequada, pois podem influenciar no
crescimento das microalgas. A luz excessiva pode provocar a foto-oxidacdo e foto-
inibicdo, enquanto a luz insuficiente pode inibir o crescimento (GOUVEIA, 2011).

Quando os cultivos séo realizados em escala laboratorial, estes sao agitados
pela aeracdo que é realizada pela injecao de ar por meio de mangueiras de silicone.
Ja nos cultivos em grande escala como nos tanques pequenos, em ambiente
coberto, podem ser agitados por aeracdo com pas giratérias ou por bombeamento.
Nos fotobioreatores tubulares, a mistura pode ser realizada por borbulhamento de ar
ou bombas mecéanicas (BRENNAN; WENDE, 2009).

3.5 CRESCIMENTO DAS MICROALGAS

A curva de crescimento (Figura 4) pode ser identificada de acordo com as
fases de crescimento:
1- Fase de inducdo: acontece logo apods a inoculacdo da célula, sendo um periodo
de adaptacdo onde nao existe incremento populacional, podendo ocorrer redugao na
densidade celular, ou ainda n&o acontecer ou ocorrer muito rapidamente;
2- Fase exponencial: € o crescimento logaritmico onde a biomassa se duplica
sucessivamente em intervalos de tempo regulares e a velocidade de crescimento
chega ao seu ritmo maximo;
3- Fase de diminuicdo do crescimento relativo: ocorre a diminuicdo na taxa de
crescimento celular, nesta fase a quantidade de nutrientes e a energia luminosa por

célula ja estao reduzidos, diminuindo assim a fotossintese;
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4- Fase estacionéria: constancia da densidade celular, a taxa de crescimento esta
compensada pela taxa de mortalidade, ao ajustar a curva esta fase é representada
graficamente por uma reta;

5- Fase de morte da cultura: O crescimento fica impossibilitado devido ao
esgotamento dos nutrientes e ao autossombreamento, impossibilitando o
crescimento (DERNER et al., 2006).

Ha varios fatores que influenciam o crescimento de microalgas tais como 0s
fatores abioticos, a luminosidade, temperatura, nutrientes, CO2, pH, salinidade e
substancias quimicas toxicas. Os fatores bioticostais como a existéncia de
microrganismos patégenicos, a competicdo por outras microalgas, diluicbes mal
efetuadas e a frequéncia de colheita (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

Figura 4- Representacdo da taxa de crescimento de algas em cultura (linha sélida) e
a concentracdo de nutrientes (linha tracejada) em funcdo de um periodo de tempo.

Taxa de Crescimento
SBIUBLINN BPOEIRIUEOUDTD

Tempo

Fonte: Mata; Martins; Caetano, (2010)

3.6 APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DAS MICROALGAS

As microalgas tém grande importancia nutricional, econdmica e ecoldgica,
devido a sua rica biodiversidade, taxa de crescimento, podendo ser utilizadas em
uma ampla gama de aplicagdes biotecnoldgicas (CHU; RADHAKRISHNAN; LIM,
2010; COSTA et al., 2006). Podem ser utilizadas nas etapas de purificacdo de dguas
e também na remocdo ou concentracdo de nutrientes de aguas residuarias.
Podendo também serem utilizadas em processos de biorremediacdo, uma vez que
tem capacidade de acumular grandes quantidades de substancias téxicas
(GARRIDO, 2008). Sdo comumente utilizadas como suplemento na nutricdo humana
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podendo ser comercializadas em forma de comprimidos, capsulas e liquidos
(GOUVEIA et al.,, 2008). Também estdo presentes no mercado de alimentos
funcionais, em alguns produtos como: massas, paes, barras de chocolate, gomas,
bebidas e iogurtes sendo comercializados em varios paises do mundo (PULZ;
GROSS, 2004). Podem ser ainda utilizadas na industria de alimentos como:
corantes, antioxidantes, emulsionantes, e gelificantes (WILLIAMS; LAURENS, 2010).

Muitas microalgas podem produzir éleos e isso gera grande interesse mundial
tanto para obtencdo de biocombustivel como para producdo de 6leo comestivel.
Muitos desses microrganismos produzem até 100 vezes mais 6leo por unidade de
area comparando com plantas oleaginosas comumente utilizadas como soja ou
palma e também apresentam alta taxa de crescimento (CHISTI, 2007; LARDON et
al., 2009; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

Por possuirem valores nutritivos atraentes as microalgas também podem
ser usadas como insumo para racao ou racdo completa para animais, podendo ser
utilizadas também na aquicultura, melhorando a agua de cultivo, pela absorcéo de
substancias nitrogenadas téxicas (aménia e nitrito) (BORGES et al., 2007). Também
produzem compostos de elevado valor para a industria farmacéutica e para a
indastria de cosméticos (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).
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Quadro 1- Algumas aplicacdes biotecnoldgicas das microalgas

Produto Aplicacbes
Biomassa Biomassa Suplementos alimentares, aditivos para
alimentos, aquicultura, condicionamento
de solos.
Corantes e Xantofilas, luteina, Alimentos, suplementos alimentares e
antioxidantes | betacaroteno, cosmeéticos
naturais vitaminas C e E
Acidos Acido araquidénico, Aditivos alimentares
graxos acido
eicosapentaenoico,
acido linoleico
Enzimas Luciferases, Pesquisas médicas, alimentos
Fosfoglicerato, cinase
(PGK)
Polimeros Polissacarideos, Aditivos alimentares, cosméticos e
amido, acido medicina
polihidroxibutirico
(PHB)
Outros Peptideos, toxinas, Pesquisas na area médica e
produtos is6topos, aminoacidos | desenvolvimento de farmacos

Fonte: De Jesus et al., (2013)

3.7 MICROALGAS UTILIZADAS NA AQUICULTURA

Estima-se que cerca de 30% da producédo de algas no mundo é vendida para
aplicacdo em alimentacdo animal (BECKER, 2007). As microalgas sdo geralmente
utilizadas na aquicultura constituindo-se uma prética secular (LOURENCO, 2006).
Representam a primeira base nutricional na cadeia alimentar aquatica, devido a sua
capacidade de sintetizar moléculas organicas que usam a luz solar e diéxido de
carbono (FUENTES-GRUNEWALD et al., 2012). Assim, o cultivo de microalgas tem
sido fundamental para a producdo de espécies comercialmente importantes na
aquicultura (DAVID et al.,2015).
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As microalgas possuem alto teor de fibras sollveis e acidos graxos 6mega-3
auxiliando positivamente na alimentacdo de organismos aquéticos (AZAZA et al.,
2007). Normalmente o perfil de aminoacidos de quase todas as microalgas é
comparado favoravelmente com a de outras proteinas de alimentos (SPOLARE et
al., 2006).

No Brasil, espécies dos géneros Thalassiosira, Skeletonema, Chaetoceros
(diatoméaceas), Dunaliella e Nannochloropsis estdo entre as mais utilizadas na
aquicultura marinha. As espécies mais utilizadas em agua doce pertencem aos
géneros Chlorella, Pseudokirchmeriella, Hematoccocus e Cryptomonas
(LOURENCO, 2006).

3.8 CARCINICULTURA BRASILEIRA

Os paises asiaticos sdo 0s maiores produtores de camardo cultivado,
correspondendo pelas maiores transacdes financeiras do mercado mundial do
pescado. O camardo se transformou no produto aquicola mais valorizado, cujo
comércio cresce cada vez mais. O maior produtor mundial de camardo € a China
(1.238.236 t de camarao extrativo e 1.863.598 t de cultivo = um total de 3.101.834 t)
e também se destacou como importante importador de camarédo em 2014 (ROCHA,
2016).

Na carcinicultura ocorre a predominancia de duas espécies cultivaveis, o
camardo branco (L. vannamei) originario do Pacifico e o camarao tigre negro (P.
monodon) cultivado na Asia (SCOPEL, 2015). Em toda histéria da carcinicultura o
cultivo do L. vannamei cresceu como nenhuma outra espécie (ROCHA, 2016). O
camardo L. vannamei, originado do Oceano Pacifico em aguas oligohalinas possui
uma capacidade de adaptar-se as diferentes condi¢cdes das areas costeiras tropicais
e semitropicais dos Continentes, surgiu e permanece sendo a primeira que se
adaptou voltado para producao comercial (ROCHA, 2015).

Na Regido Nordeste do Brasil, o cultivo do camardo marinho L. vannamei,
estd em constante evolucdo e ja possui tecnologia que esta difundida em varios
Estados, inclusive apresentando meios técnicos e econdmicos solidos para garantir
que essa atividade é viavel para a geracédo de renda, empregos e negdcios nos mais
longinquos lugares do semiarido brasileiro (ROCHA, 2015). Os cultivos da regido
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Nordeste, sdo os principais responséaveis pelo bom desempenho da carcinicultura no
pais. Os estados do Ceara, Paraiba, Rio Grande do Norte, Sergipe e Pernambuco,
sdo 0s mais expressivos pela quantidade de empreendimentos em vasta producéao,
pertencendo a micro e pequenos produtores na sua grande maioria e com rios,
pocos e agudes utilizados como fontes de extragcdo de aguas oligohalinas para o
cultivo (ABCC, 2015).

A carcinicultura tem relevancia no comércio internacional quando se
considera seu destaque significativo no contexto da soOcio economia pesqueira
global. Os Estados Unidos € o maior importador de camarbes do mundo seguido
pelo Japao, Espanha e Franca (ROCHA, 2015).

3.9 NECESSIDADES NUTRICIONAIS DO CAMARAO Litopenaeus vannamei

O camardo Litopenaeus vannamei, conhecido como camardo branco do
pacifico, ou camardo cinza € uma espécie exotica, onivora, com habito alimentar
detritivoro, alimenta-se de qualquer tipo de matéria organica disponivel (COSTA,
SAMPAIO, 2004). Na década de 90, ja estava sendo criado com sucesso no
Equador e no Panama, acabou influenciando a decisdo na escolha da espécie a ser
criada no Brasil. Esse camaréo é nativo da costa sul-americana do Pacifico, de facil
adaptabilidade as condicfes climaticas brasileiras, devido a sua rusticidade, rapido
crescimento e ampla faixa de tolerancia a salinidade (ROCHA, 2005; XU et al., 2012;
ZHOU et al.,, 2012). Sendo o camardo mais procurado com grande demanda
compradora. A necessidade alimentar nos cultivos em confinamento € provida pelo
uso de racao peletizada (COSTA et al., 2006).

A energia € extremamente importante para a manutencdo dos processos
fisiologicos dos animais (PORTZ; FURUYA, 2012). Os peixes e crustaceos utilizam a
proteina como principal fonte de energia. Isso ocorre devido a cadeia alimentar
aguatica geralmente apresentar deficiéncia de carboidratos e excesso de lipidios e
proteinas, levando a utilizacdo destes nutrientes como fonte de energia (CUZON et
al., 2004).

No cultivo de camardo marinho o suplemento de proteina é um dos mais
importantes componentes da dieta dos animais. Ja que € um nutriente essencial

para o crescimento e desenvolvimento, representando um dos custos primarios para
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a formulacéo da ragao (VENERO DAVIS; ROUSE, 2007). As necessidades proteicas
variam entre as espécies de camarao, estando entre 30% - 60% (CANDIDO et al.,
2005). Uma fonte de proteinas efetiva deve satisfazer as exigéncias em aminoacidos
essenciais e ndo essenciais, podendo ser sintetizados pelos individuos a partir de
carboidratos, lipidios ou outro tipo de composto nitrogenado (GLENCROSS, 2006).
Os lipidios enriquecidos com A&cidos graxos também sdo importantes para o
metabolismo e energia do camarao e para a alimentagcao de juvenis de L. vannamei
(GONG et al., 2000). Pesquisas sobre a utilizacdo de carboidratos em dietas para
camardes marinhos mostraram que estes utilizam carboidratos complexos (amido de
trigo) para crescimento com mais eficiéncia do que acucares simples, especialmente
a glicose (ROCHA, 2015).

3.10 FARINHA DE PEIXE

A alimentacdo constitui um dos principais aspectos a ser considerado em
cultivo de qualquer espécie aquéatica (BROWDY et al. 2006). No Brasil, o principal
alimento do camaréo € a racdo comercial (WALDIGE; CASEIRO, 2004). A racdo é
fonte de proteinas, lipidios, carboidratos e normalmente é suplementada com
vitaminas e minerais (SOUZA-SOARES, 2005).

O sucesso na aquicultura € baseado em varios critérios, em que a selecao
de um alimento adequado e seu uso potencial € importante (VELU; MUNUSWAMY,
2007). A farinha de peixe € um desses ingredientes e foi escolhida como um
alimento para a aquicultura por ter um alto teor de proteinas, vitaminas, minerais,
excelente perfil de aminoéacidos, alta digestibilidade e, normalmente ndo possuir
fatores antinutricionais (GATLIN et al., 2007; SOOKYING; DAVIS; SILVA, 2013). E
produzida a partir de peixes pelagicos (e.g., anchoveta, savelha, arenque, pescada
branca) sendo um dos ingredientes mais utilizados na elaboracdo de racdes para
alimentacao de organismos aquéticos (NRC, 2011).

A aquicultura acabou se tornando dependente da farinha de peixe devido aos
seus valores nutricionais atraentes. Tacon e Metian (2009) estimaram que as racdes
aguaticas utilizaram 68,2% de toda producdo mundial de farinha de peixe.
Correspondendo a 3,724 milhdes de ton. de farinha de peixe, sendo necessaria a
captura de 16,6 milhdes de toneladas de peixes pelagicos forrageiros. O uso de
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grandes quantidades de farinha de peixe na alimentacéo de peixes e crustaceos tem
levantado questionamentos em relacdo aos efeitos ambientais e sociais que esta
pratica pode gerar. A oferta limitada e a crescente demanda ajudam a elevar ainda
mais 0 seu preco (JACKSON; ALDON, 2013). Os precos altos podem levar a
exploracdo ainda maior da matéria prima para a fabricacdo de farinha de peixe em
locais onde as pescarias nao sao fiscalizadas ou onde os pescadores possuem um
baixo nivel socioeconémico (NAYLOR et al., 2009).

Com a intensificacdo dos sistemas de cultivo e a rapida expansdo da
carcinicultura, hd uma demanda cada vez maior por dietas nutricionalmente
balanceadas e com custo acessivel, justificando as pesquisas que visem reduzir o
custo da racdo, com o melhor aproveitamento das fontes proteicas (LEMOS;
LAWRENCE; SICCARDI, 2009). Ao escolher um ingrediente de origem vegetal para
producéo de racdes para camardao marinho, este necessita ter baixos teores de fibra,
amido e antinutrientes (SOOKYING; DAVIS; SILVA, 2013).

O desenvolvimento da aquicultura depende do surgimento de fontes
sustentaveis de proteina para poder substituir a farinha de peixe. Diante disso, faz-
se necessario o desenvolvimento de pesquisas relacionadas a producdo de dietas
para aquicultura com ingredientes alternativos para substituir a farinha de peixe
(ZHU et al., 2013). No mercado existem outros produtos de origem animal, como a
farinha de visceras de aves e de carne e 0ssos, mas a demanda também é grande
por estes produtos e a disponibilidade pequena, sendo assim se faz necessario a
procura de fontes proteicas vegetais (HARDY, 2010). Alguns pesquisadores tém
explorado o uso de plantas como alternativa para a substituicdo da farinha de peixe
em cultivos de camardo (AMAYA; DAVIS; ROUSE, 2007).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAS-PRIMAS

Este trabalho foi desenvolvido com sete espécies regionais de microalgas do
banco de cultura Laboratério de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas
(LARBIM/UFPB), isoladas de distintos ambientes dulcicolas da regido Nordeste do
Brasil (Tabela 1), e com Spirulina platensis, uma espécie de amplo uso na
alimentacdo humana e de animais (HABIB et al., 2008). A escolha dessas espécies
reginais baseou-se no fato de que a maioria delas apresentam teores de acidos
graxos superiores aos da soja segundo autores prévios e pelo fato de que uma das
espécies (Planktothryx isothryx, cepa D39Z), apresenta cerca de 18,1% de acido y-
linolénico (c18:3 ¢6,9,12), sendo, portanto, uma potencial fonte de acidos graxos
essenciais. Todas as espécies foram fotografadas em microscopio LEICA DM 2500

e suas imagens estao na Prancha 1.

Tabela 1- Relagdo das microalgas escolhidas para o presente estudo utilizadas nos
ensaios de producdo de biomassa e analises quimicas.

Cadigo Espécie Procedéncia

D9z Spirulina platensis Univ. Federal Fluminense, RJ, cepa
cedida pelo Dr. Sérgio Lourenco.

D267 Desmodesmus sp. Acude do Cais, Cuité, PB

D29z Chlorococcum sp cf hypnosporum  Acude do Cais, Cuité, PB

D39z Planktothryx isothrix Acude de Acaud, Natuba, PB
D617 Kirchneriella lunares
D115WC Scenedesmus acuminatus Bebedouro das Ovelhas, Frei
Martinho, PB
D133WC Lagerheimia longiseta Acude Malhada Limpa, RN
D359WC Chlorella sp. Filtro de &gua potavel residencial,

Joao Pessoa, PB
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Prancha 1- Fotografias das espécies de microalgas utilizadas na pesquisa

D297 100x D397 100X

D617 100X D106Z 100X

As racdes comerciais e 0s outros produtos utilizados na formulagcdo das
ragcbes como a farinha de peixe, farelo de soja, fécula de mandioca, farinha de milho,
Oleo de peixe e premix vitaminico foram adquiridas no comércio local da cidade de
Joéo Pessoa.

J& a farinha de sangue foi obtida pelo método descrito por Cavalheiro (1993).
Usando o sangue de aves obtido no comércio local de Jodo Pessoa, sendo o
mesmo coagulado e pré- cozido. Os coagulos de sangue foram cortados, triturados
em liquidificador doméstico e secos em estufa a 65 °C, por 72 horas. Depois foram
moidos em multiprocessador doméstico.

A farinha de sabugo de milho foi obtida pelo método descrito por Souza
(2002). Os sabugos adquiridos no comércio local foram cortados em pedacos
pequenos (aproximadamente 3 cm de comprimento) e submetidos a secagem em

estufa a 65 °C por 60 horas. Depois, foi triturado em liquidificador doméstico e
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pesado. Visto que este alimento possui um alto teor de fibras sendo indispenséavel

na dieta do camarao.

4.2 CULTIVO DAS MICROALGAS

4.2.1 Lavagem e esterilizagéo

A lavagem do material utilizado foi realizada de acordo com a rotina do
Laboratorio de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB).
A lavagem da vidraria foi realizada com detergente neutro, carbonato de sddio
(Na2CO3) e acido cloridrico (HCL) diluido, com enxagues sucessivos em agua
corrente, apés adicdo de cada um desses componentes e por ultimo enxaguou-se
com agua destilada. O material foi seco em estufa a 40 °C, e depois foi esterilizado
em autoclave a 121 °C, por 15 minutos. A agua destilada utilizada para preparacao

dos meios de cultura também foi esterilizada em autoclave a 121 °C, por 30 minutos.
4.2.2 Meios de cultura
Foi utilizado o meio de cultua Zarrouk (1966) (Quadro 2) e o meio de cultura

WC (GUILLARD; LORENZEN, 1972) (Quadro 3) de acordo com as espécies de

microalgas cultivadas.
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Quadro 2- Composicao do meio Zarrouk (ZARROUK, 1966)

Solucdes estoque Quantidades

1-Nitrato de Potassio (KNO3) 15,0 g em 200
mi

2-Cloreto de Sédio (NacCl) 33,0 g em 200
mi

3-Sulfato de Magnésio 7-hidratado | 1,5 g em 200 ml

(MgS04.7H20)

4-Fosfato de Potéssio (K2HPO4) 1,5 gem 200 ml

5-Cloreto de Caélcio 2-hidratado | 0,58 g em 200

(CaCl2.H20) mi

6-Solucdo dissoédica (Na2EDTA) 6,4 g em 100 ml

7-Sulfato Ferroso7-hidratado | 0,5 g em 100 ml

(FeS0O4.7H20)

8-Acido Borico (H3BO3) 1,14 g em 100

ml

9-Solucao mista

Solugéo mista Quantidades
Dissolver os 5 sais abaixo g) em 100 ml,
preparando uma unica solucéo

Nitrato
hidratado[Co(NO3)2.6H,0]

Cobaltoso 6- | 0,049

Cloreto
(MnClI2.4H,0)

de Manganés 4-hidratado | 0,144

Sulfato de Zinco 7-hidratado (ZnS0O,4.7H;0) | 0,882

Sulfato
(CuS04.5H,0)

de Cobre 5-hidratado | 0,0157

Oxido de Molibdénio (MoO3) 0,071

Preparacéo de 1 L de meio de cultura:
1.

Dissolver em 600 ml de dgua 15,0 g de NaHCOs;
Na solucéo anterior, dissolver 2 g de Na>,COs

2.
3. Acrescentar 10 ml das solucdes 1,2,34e 5
4,
5

Acrescentar 1,0 ml das solugdes 6,7,8 e 9
Completar o volume a 1.000 ml e autoclavar
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Quadro 3- Composi¢cao do meio WC

Solugéo estoque Formula Quantidade
Cloreto de calcio 2.H20 CaCl,. 2H,0 36.89
Sulfato de magnésio MgSO,. 7H,0 379
7.H20

Bicarbonato de sodio NaHCOs 12.6 ¢
Fosfato de potassio 3.H20 KoHPO4.3H,0 11449
Nitrato de sédio NaNO3 859
Agua destilada 1L
Solucao de silicato Férmula Quantidade
Metasilicato de sodio Na,SiO3.9H,0 21.2 g
9.H20

Agua destilada 1L
Solucdo de micronutrients Férmula Quantidade
Sal dissodico Na,EDTA 4.36 g
Cloreto férrico 6.H20 FeCls. 6H,0 3.15¢g
Sulfato de cobre 5.H20 CuS0.. 5H.0 0.01g
Sulfato de zinco 7.H20 ZnS04.7H,0O 0.022 g
Cloreto de cobalto 6.H20 CoCl,. 6H,0 0.01g
Cloreto de manganés MnClz. 4H.0 0.18¢
4.H20

Molibdato de s6dio 2.H20 Na:Mo0Q4.2H,0 0.006 g
Acido borico Hs:BOs 1g
Agua destilada 1L
Solucgéo de vitaminas Quantidade

Tiamina HCI 0.1

Biotina 0.0005

Agua destilada 1L

Composicdo do meio Quantidade

Solucéo estoque, Solugéo de silicato, Solugéo de
micronutrientes e Solug&o de vitaminas: usar 1mL a cada litro de
meio.

Tri(hidroximetil)-amino 0.115 g a cada litro de meio
metano

4.2.3 Condic¢bes de cultivo

Os cultivos das microalgas foram realizados em bancada, numa sala de cultura
climatizada, com temperatura mantida em 25+1°C, dotada de sistema de iluminacao
fornecida por lampadas fluorescentes tipo luz-do-dia, e fotoperiodo de 12 horas, com
aeracdo continua de ar atmosférico (2mL.min-1), usando um mini compressor de

membrana.
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Figura 5- Sala de cultivo do Laboratorio de Ambientes Recifais e Biotecnologia com
Microalgas (LARBIM/UFPB)

Fonte: prépria

4.2.4 Avaliagéo do crescimento dos cultivos

O desenvolvimento dos cultivos foi acompanhado por contagem celular em
microscopio binocular e por analises da fluorescéncia “in vivo” das amostras num
Fluorbmetro Turner Design. Os experimentos foram interrompidos na fase
estacionaria. Ao final dos cultivos foram determinadas a taxa maxima de crescimento
da populacdo (Rmax), que corresponde ao numero maximo de células registrado ao
final de cada experimento descontando-se o valor da densidade celular dos indculos,

e rendimento maximo em biomassa (g.L™?), ap6s liofilizacéo.

4.2.5 Producao da biomassa

Os cultivos seguiram o Fluxograma e foram realizados em bancada, onde
incialmente, a espécie selecionada foi inoculada em frascos de 250 mL, contendo
100mL de meio de cultura sem aeracdo. Apds uma semana aproximadamente, 0s
cultivos foram inoculados em um baléo de fundo chato de 6 litros contendo 5 litros
do meio. Foram realizados sucessivamente para cada microalga escolhida até se ter
obtido a quantidade necesséaria de biomassa para realizacdo das analises e da
formulag&o das ragoes.
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Fluxograma 1- Fluxograma do preparo do cultivo

Baldo de 250mL
- 100mL Meio de +1mL de
¥/ inéculo da microalga

Apds uma semana
aproximadamente, a
depender da espécie.

Baldo de 6 litros
6 litros de meio + in6culo do
cultivo acima

Acompanhamento do
cultivo até a fase
estacionaria

Centrifugacéo ou filtracéo

Congelamento Liofilizag&o

Pesagem da biomassa seca
obtida




Figura 6- Cultivo das microalgas usadas nos experimentos. Fase A- Baldes de 250

ml; Fase B - Balbes de 6 litros.

A

Fonte: propria

4.2.6 Centrifugacéo ou filtracao

A espécie Spirulina platensis (D9Z) foi filtrada quando os seus cultivos
entraram na fase estacionaria, utilizando tela de nylon com abertura de malhas de
20 pm. Adotou-se esta técnica visando a filtragdo convencional que é mais
apropriada para colheita de microalgas relativamente grandes (dimensodes
superiores a 70 um) como para 0s géneros Coelastrum e Spirulina (MORCELLI,
2011).

As outras microalgas foram centrifugadas em centrifuga refrigerada (18°C)
(Nova Técnica-NT825) (Figura 7A), com capacidade para centrifugacédo de 4 tubos
simultaneos de 500 mL (Figura 7B) . O processo de centrifugacdo foi realizado a
4500 rpm, com duragdo variavel dependendo da espécie. Apds a centrifugacdo a
camada superior ou sobrenadante foi descartada e a biomassa algal foi retirada com
auxilio de uma pipeta e acondicionada em bandejas de aluminio previamente
envolvidas com plastico filme e congelada a -30 °C.
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Figura 7- Processo de centrifugacdo. A) Centrifuga refrigerada (Nova Técnica-
NT825); B) Tubos de 500 mL

Fonte: propria

4.2.7 Congelamento e liofilizagao

As bandejas de aluminio com a biomassa concentrada (Figura 8B) foram
acondicionadas em ultrafreezer (-30 °C). A liofilizacdo foi realizada em um liofilizador
Terroni (modelo LD1500) (Figura 8A).

Figura 8- Processo de liofilizacdo. A) Liofilizador Terroni (modelo LD1500); B)

Bandeja de aluminio com a biomassa concentrada.

A liofilizacdo é considerada um 6timo processo de conservacdo de biomassa
a seco, pois neste processo toda a agua é retirada das amostras em temperaturas
muito baixas, - 48 °C (LOURENCO, 2006).
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4.3 ANALISES QUIMICAS DA BIOMASSA

Todas as analises quimicas das biomassas foram realizadas em triplicatas.
Proteinas totais: Determinados pelo método de Kjedahl. Colocou-se dentro de
tubos de Kjedahl 0,1 g da amostra e 0,5 g de uma mistura catalitica. Acrescentou-se
5 ml de acido sulfurico PA e realizou-se uma pré-digestdo a frio. Aqueceu-se a
placa digestora gradualmente até alcancar 350 °C e a amostras foram digeridas até
que a solucéo alcangassem uma coloracao “verde piscina”. Apos digeridas, os tubos
foram retirados do digestor e resfriadas. Transferiu-se o conteudo de cada tubo para
um baldo volumétrico de 100 mL com primeiramente 30 mL de agua destilada. Do
baldo de 100 mL (extrato 1), retirou-se 1 mL e o transferiu para um baldo volumétrico
de 50 mL (com £ 20 mL), depois de resfriada, adicionou-se 1 mL de Hidroxido de
sodio 10%, 1 mL de silicato de sodio 20% e 2 mL de Reagente de Nessler
Completou-se o volume do baléo, este foi deixado em repouso durante 30 minutos e
as amostras foram lidas em espectofotbmetro em um comprimento de onda de
420nm (SANTOS, 2007). Utilizou-se para calcular o teor de proteinas totais (%) a
curva padréao e o valor foi multiplicado por 6,25 para a Spirulina e de 5,95 para as
demais microalgas (LOPEZ et al., 2010).

Carboidratos totais: Determinados pelo método adaptado de Kochert (1978). Para
tal, utilizou-se 0,01 g de cada amostra. Adicionou-se 4,0 mL de NaOH 1,0N, e
agueceu-se a amostra em banho-maria por 1h a 100+ 10 °C. As amostras foram
resfriadas a temperatura ambiente e, em seguida, centrifugada a 3000rpm por
10min. Retirou-se 0,5 mL do extrato alcalino (sobrenadante) e adicionou-se 1,0 mL
de NaOH 1,0N mais 0,5 mL de fenol 4,0% e agitou-se em vortex. Apds 30 minutos
em repouso, acrescentou-se 2,5 mL de H,SO, concentrado e agitou-se em vortex.
Deixou-se as amostras esfriarem e, por fim, estas foram lidas em espectrofotdmetro
a 485nm.

Lipidios totais: Determinados pelo método de Folch, Less e Stanley (1957). Para
tal, 50 mg das biomassas, foram tratadas em homogeneizador turrax em velocidade
média durante 5 minutos, com 10 mL de uma mistura de cloroférmio:metanol (2:1).
As amostras foram centrifugadas em 4000 rpm por 8 minutos e em seguida retirou-
se 0 sobrenadante. Adicionou-se uma solucao de KCIl a 0,88%, correspondente a %

do volume do sobrenadante. O sistema foi agitado manualmente e apdés 10 minutos
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de repouso formaram-se duas fases muito nitidas: a superior com agua, metanol e
outros compostos, e a inferior com os lipidios dissolvidos (Figura 9A). A fase superior
foi removida e a solucdo de lipidios foi adicionada determinada mistura de
metanol:dgua (1:1), correspondente a % do volume da solugcdo. O sistema foi
mantido em repouso e a separacdo e remocao da fase superior foi feita por
aspiracdo. A fase inferior foi filtrada, em papel filtro, preenchidos com Na,SO, em
funis de 60 mm de didmetro e a amostra filtrada em balBes de vidro (Figura 9B), em
seguida, as amostras foram secas em estufa de circulacdo forcada a 40 °C. As
amostras secas no interior dos baldes foram solubilizadas com 5 mL de cloroférmio.
Uma aliquota de 1 mL desta solucéo foi tomada em frascos de vidros pré-pesados
em balanca analitica para determinagcdo dos lipidios totais por gravimetria apos a
evaporacao total do solvente em estufa.

Figura 9- Determinacao de lipidios totais segundo o método de Folch et al. (1957),
A) Separacao das fases; B) Filtracdo das amostras.

A‘

Fonte: propria

4.4 FORMULACAO DAS RACOES

Foram formuladas quatro racdes experimentais (Tabela 2) para fase juvenil do
camardo marinho Litopenaeus vannamei, com 35% da proteina bruta, sendo a
farinha de peixe substituida por: a) 40% da biomassa de Spirulina platensis, b) 40%
de biomassa de duas espécies de microalgas regionais cultivadas, selecionadas
dentre as que apresentaram o0s maiores teores de proteinas nas condi¢fes de
cultivo efetuadas, e ¢) uma racdo sem microalga, com 100% de farina de peixe.
Todos os preparados foram comparados com duas racdes comerciais de camarao.
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A formulacéo das ragOes experimentais foi efetuada com o software CRAC
versao 4.0. Utilizando como base a formulagéo da ragdo experimental para camaréo
juvenil Litopenaeus vanammei da pesquisa de Gadelha (2013). As racdes foram
elaboradas misturando todos os ingredientes utilizados, exceto o premix e o Oleo
numa batedeira convencional. A massa foi umedecida com &gua a 70°C e
introduzida em um moedor de carnes, formando pellets com 2 mm de diametro, que
foram secos em estufa com circulacdo de ar forcada a 60°C por 12 horas e

armazenados em sacos de papel.

Tabela 2- Ingredientes utilizados nas formulagcfes das racdes para camardes juvenis

Litopenaeus vanammei

Ingredientes (%) Spirulina Chlorococcum Chlorella RS*
plantesis sp cf sp.

Biomassa 12 12 12 -

Farinha de peixe 18 18 18 30

Fécula de mandioca 3 3 3 3

Farinha de milho 25 25 25 25

Sabugo de milho 4 5 4 4

Oleo de soja 1,5 2 2 1,5

Farinha de soja 22 23,5 23 22

Farinha de sangue 13 10 115 13

Premix 1 1 1 1

Sal 0,5 0,5 0,5 0,5

Propostas de Spirulina Chlorococum Chlorellasp RS RC**

Composicdo  quimica plantesis sp cf

(%)

Proteina bruta 35 35,8 35,6 36 35

Lipidios 9,8 8,9 7.4 7 8,9

Umidade 10,5 11,1 11 11,8 13

Cinzas 7,7 7 9,2 8 12

*Racgédo sem microalga ** Rac&o comercial

Farinha de peixe (PB:50 EE: 8,7 UM: 11,0 CZ: 18,2) Farinha de milho (PB: 8,5 EE: 10,0 UM:
9,5 CZ: 2,5) Farinha de sangue (PB: 80,0EE: 0,25 UM: 3,5 CZ: 2,7); Farinha de soja (PB:
33,4 EE: 1,3UM: 11,0 CZ: 3,5) Fécula de mandioca (PB: 0,45 EE: 0,55 UM: 10,5 CZ: 1,45)
Sabugo de milho (PB: 3,5 EE: 1,7 UM:13,2 CZ: 2,0).
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4.5 ANALISES QUIIMICAS DAS RACOES EXPERIMENTAIS

Os teores de umidade, cinzas e proteinas foram determinados em triplicata
utilizando a metodologia descrita pela AOAC (2005). O extrato etéreo foi realizado
seguindo os procedimentos de Folch, Less e Stanley (1957). O teor de calcio foi
determinado por titulometria com EDTA, segundo (AOAC, 2005).

O teor de fosforo foi determinado pelo método colorimétrico, onde o fésforo da
solucdo mineral reagiu com o molibdato de aménio, produzindo o amdnio
fosfomolibdato. A quantidade de fésforo foi determinada medindo-se a intensidade
de cor azul, que foi produzida pela formacéo de fosfomolibdato a um comprimento
de onda de 650 nm (RANGANA, 1979).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados da cinética de crescimento das microalgas foram expressos como
média + desvio-padrao, utilizando o software Excel. Os dados da composi¢édo
quimica das microalgas e das racfes foram analisados quanto a homocedasticidade
pelo teste de Levene, utilizando o programa Statistica 6.0 (STATSOFT, 2001). Os
resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), seguida de comparacbes multiplas de Tukey
(P<0,05) e o teste de Kruskal-Wallis (Teste H) quando os dados ndo foram
paramétricos utilizando o programa Assistat 7,6 (SILVA; AZEVEDO, 2002).
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Formulacéo de racdo para juvenis de Litopenaeus vanammei a partir de
espécies regionais de microalgas
Roberta Conceicdo Ribeiro Varandas® , Jodo Andrade de Silva® , Marta Maria
Conceicao®@, Alerson Araujo de Souza® e Roberto Sassit!)

(MUniversidade Federal da Paraiba, Cidade Universitaria, Campus 1 CEP 58051-900
Joao Pessoa, PB , Brasil. E-mail: robertacoriva@hotmail.com,
sassi_rs@yahoo.com.br @Universidade Federal da Paraiba, Centro de Tecnologia e
Desenvolvimento Regional (CTDR), Ruados Escoteiros, s/n°, Mangabeira VII,
Distrito Industrial de Mangabeira, CEP 58058-600 Jodo Pessoa, PB, Brasil. E-mail:
joaoctdr@gmail.com, martamariaB@yahoo.com, alerson.araujo@hotmail.com

Resumo- Esta pesquisa procurou selecionar microalgas com uso potencial para
alimento de juvenis de Litopenaeus vannamei e formular ragdes usando biomassa
de microalgas em substituicdo da farinha de peixe. Um total de sete espécies
regionais além de Spirulina platensis, mundialmente conhecida na industria
alimenticia, foram pesquisadas. Os cultivos foram desenvolvidos em condicbes
controladas de luz, temperatura e fotoperiodo, sendo o crescimento acompanhado
por contagem celular e fluorescéncia “in vivo”. Os maiores crescimentos foram
registrados em Desmodesmus sp., S. platensis, Chlorococcum sp cf hypnosporum,
Planktothrix isothryx e Chlorella sp, que apresentaram, respectivamente, os maiores
valores de biomassa e numero de células. A segunda e a terceira e a ultima foram
selecionadas para a formulacéo das ragcoes por apresentaram os maiores teores de
proteina. Quatro racbes foram preparadas com 35% da proteina bruta, sendo a
farinha de peixe substituida parcialmente por 40% da biomassa dessas microalgas.
Nas racdes foram determinados os teores de umidade, cinzas, proteinas, lipidios,

calcio e fosforo. As ragbes formuladas tém composi¢cdo quimica semelhante a das

racdes comerciais. Os dados indicam que Chlorella sp., C. sp cf hypnosporum e S.
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platensis podem ser utilizadas na substituicdo parcial da farinha de peixe em racgoes
para camarao juvenis de L. vannamei.
Termos para indexacdao: carcinicultura, proteina unicelular, dieta, camarao.
Abstract- This research sought to select microalgae with potential use for juvenile
food Litopnaeus vannamei and formulate rations using microalgae biomass to
replace fishmeal. A total of seven regional species plus Spirulina platensis , known
worldwide in the food industry were studied. The cultures were developed under
controlled conditions of light, temperature and photoperiod and the growth followed
by cell counting and fluorescence " in vivo ". The highest increases were registered in
Desmodesmus sp., S. platensis, Chlorococcum sp cf hypnosporum , Planktothrix
isothryx and Chlorella sp. , which presented, respectively the higher biomass and cell
number. The second and the third and last were selected for the formulation of
rations had the highest protein content. Four diets were prepared with 35% crude
protein, and fishmeal partially replaced by 40 % of the biomass of these microalgae.
In the diets were determined moisture, ash, protein, fat, calcium and phosphorus.
The formulated feed rations have chemical composition similar to that of commercial
pet food. The data indicate that Chlorella sp., C. sp cf hypnosporum and S. platensis
may be used in partial replacement of fishmeal in diets for juvenile shrimp L.
vannamei.
Index terms: Shrimp farming, Celled protein, Diet, Shrimp
Introducéao

A aquicultura € o setor de producéo de alimento que mais cresceu no mundo
nos ultimos trinta anos superando a pesca extrativa (Rocha, 2016). No setor
aquicola, a carcinicultura (cultivo de camarao em cativeiro) € uma das atividades que

mais cresce no mundo nas Ultimas décadas. Os dez maiores paises produtores
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mundiais concentram em média 92,3% da producao total de camaréo cultivado. O
Brasil € o nono, correspondendo a 1,5% do total produzido (Rocha, 2015).

A carcinicultura marinha brasileira esta localizada principalmente no Nordeste
sendo a atividade do setor primario da economia nordestina que mais gera emprego
e que mais contribui, de forma significativa, para a economia municipal (Rocha,
2015). No entanto, o uso de grandes quantidades de farinha de peixe na aquicultura
levou ao aumento da demanda por esse produto, elevando ainda mais o0 seu preco
(Jackson; Aldon, 2013). A busca por ingredientes alternativos, com alto teor de
proteina, bom perfil de aminoacidos essenciais, € menor custo em relacdo a farinha
de peixe, vem recebendo cada vez mais atencao dos pesquisadores.

Muitas microalgas possuem alto teor de proteinas, aminoacidos essenciais,
acidos graxos essenciais, pigmentos, vitaminas e minerais, podendo ser uma
importante alternativa na alimentacdo de animais aquaticos (Radhakrishnan et al.,
2014).

Considerando a quantidade de microalgas dentre as espécies nativas que
ainda ndo foram pesquisadas sob esse foco, o presente trabalho teve o propdsito de
selecionar espécies regionais de microalgas com potencial para produzir racao para
camardo juvenil da espécie Litopenaeus vannamei e de formular racdes que possam
substituir parcialmente a farinha de peixe.

Material e Métodos
Matérias-primas

Este trabalho foi desenvolvido com sete espécies regionais de microalgas do
banco de cultura do Laboratério de Ambientes Recifais e Biotecnologia com
Microalgas (LARBIM/UFPB), isoladas de distintos ambientes dulcicolas da regido

Nordeste do Brasil (Tabela 1), e com Spirulina platensis, uma espécie de amplo uso
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na alimentacdo humana e de animais (Habib et al., 2008). A escolha dessas
espécies reginais baseou-se no fato de que a maioria delas apresenta teores de
acidos graxos superiores aos da soja segundo estudos prévios, e pelo fato de que
uma das espécies (Planktothryx isothryx, cepa D39Z), apresenta cerca de 18,1% de
acido y-linolénico (c18:3 ¢6,9,12), sendo, portanto, uma potencial fonte de acidos
graxos essenciais.

As racbes comerciais e 0s outros produtos utilizados na formulacdo das
racdes como a farinha de peixe, farelo de soja, fécula de mandioca, farinha de milho,
Oleo de peixe e premix vitaminico foram adquiridas no comércio local da cidade de
Joao Pessoa.

Ensaios de producédo de biomassa

Os cultivos das microalgas foram realizados em bancada, numa sala de
cultura climatizada, com temperatura mantida em 25+1°C, dotada de sistema de
iluminacao fornecida por lampadas fluorescentes tipo luz-do-dia, e fotoperiodo de 12
horas. Os cultivos foram desenvolvidos em baldes de 6 litros contendo 5 litros dos
meios de cultura Zarrouk e WC, de acordo com as espécies de microalgas
cultivadas, com aeracdo continua de ar atmosférico (2mL.min-1), usando um mini
compressor de membrana.

O desenvolvimento dos cultivos foi acompanhado por contagem celular em
microscopio binocular e por andlises da fluorescéncia “in vivo” das amostras num
Fluorbmetro Turner Design. Os experimentos foram interrompidos na fase
estacionaria, a biomassa foi concentrada em centrifuga refrigerada (18°C),
congelada em ultrafreezer (-30 °C), liofilizada e pesada em balanca analitica. Ao final
dos cultivos foram determinadas a taxa maxima de crescimento da populacao

(Rmax), que corresponde ao niumero maximo de células registrado ao final de cada
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experimento descontando-se o0 valor da densidade celular dos indculos, e
rendimento maximo em biomassa (g.L?), apés liofilizacéo.
Composicao quimica das biomassas produzidas

As proteinas totais foram determinadas segundo o método de Kjedahl
usando o Reagente de Nessler (Santos, 2007). Os carboidratos totais foram
analisados pelo método adaptado de Kochert (1978) e os lipidios totais foram
determinados seguindo a metodologia descrita por Folch et al. (1957).
Formulacéo das racdes

Foram formuladas quatro racfes experimentais (Tabela 2) para fase juvenil do
camardo marinho Litopenaeus vannamei, com 35% da proteina bruta, sendo a
farinha de peixe substituida por: a) 40% da biomassa de Spirulina platensis, b) 40%
de biomassa de duas espécies de microalgas regionais cultivadas, selecionadas
dentre as que apresentaram 0s maiores teores de proteinas nas condicdes de
cultivo efetuadas, e ¢) uma racdo sem microalga, com 100% de farina de peixe.
Todos os preparados foram comparados com duas ragdes comerciais de camarao.

A formulacédo das racOes experimentais foi efetuada com o software CRAC
versao 4.0. Utilizando como base a formulagéo da ragdo experimental para camaréo
juvenil Litopenaeus vanammei da pesquisa de Gadelha (2013). As racdes foram
elaboradas misturando todos os ingredientes utilizados, exceto o premix e o Oleo
numa batedeira convencional. A massa foi umedecida com agua a 70 °C e
introduzida em um moedor de carnes, formando pellets com 2 mm de diametro, que
foram secos em estufa com circulacéo de ar forgcada a 60°C por 12 horas.
Andlises quimicas das racdes

Os teores de umidade, cinzas e proteinas foram determinados em triplicata

utiizando a metodologia descrita pela AOAC (2005). O extrato etéreo foi
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determinado seguindo os procedimentos descritos por Folch et al. (1957). O teor de
calcio foi quantificado por titulometria com EDTA, segundo (AOAC, 2005) e o teor de
fésforo foi determinado pelo método colorimétrico, segundo Rangana (1979).
Analises estatisticas

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguido de
comparacdes multiplas de Tukey (P<0,05) e quando os dados ndo foram
paramétricos foi realizado o teste de Kruskal-Wallis (Teste H) com o auxilio do
software estatistico ASSISTAT 7,6.

Resultados e Discusséo
Rendimento maximo dos cultivos

As espécies cultivadas mostraram padrbes diversos de crescimento,
evidenciado pelas diferencas na duracédo da fase log e no rendimento maximo dos
cultivos. As espécies Chlorella sp (D359WC), Chlorococcum sp cf hypnosporum
(D29Z), Kirchneriella lunaris (D61Z) e Spirulina platensis (D9Z) mostraram
crescimentos mais expressivos, de acordo com as medidas da fluorescéncia “in vivo”
das amostras (Figura 1), muito embora os maiores rendimentos em nuamero de
células (Rmax) e em biomassa foram registrados para as cepas D26Z
(Desmodesmus sp.) e D9Z (Spirulina plantesis) (Tabela 3). A ndo conformidade
entre rendimento maximo celular e fluorescéncia in vivo € esperado, uma vez que
nao ha necessariamente uma relacao direta entre as duas variaveis.

A duragéo dos cultivos foi de 12 dias, mas o comportamento das curvas de
crescimento obtido para cada espécie variaram expressivamente entre as
microalgas pesquisadas. Crescimentos mais expressivos foram registrados para
D359WC (Chlorella sp.), D61Z (Kirchneriella lunares), D29Z (Chlorococcum sp cf

hypnosporum) e D9Z (Spirulina platensis). Dessas espécies, D26Z foi a que
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apresentou o maior rendimento em biomassa (0,625 g.L™') e o maior rendimento em
nimero de células (20,67 células.Lx10%), seguindo-se pela D9Z (Spirulina platensis)
a segunda a apresentar os maiores rendimento em biomassa (0,610 g.LY) e em
numero de células (0,610g.LY) (Tabela 3). Rosa et al., (2015) registrou 0,62g.L™*
para S. platensis cultivada em meio com adicdo de monoetanolamina, mas
concentracbes de até 2,83 g.L! foram encontradas por Andrade; Costa, (2008) em
cultura realizada usando melago. Chlorococcum sp. cf. hypnosporum foi a terceira
espécie a apresentar os maiores rendimentos, com 16,11 células.Lx10%e 0,480 g.L™.
Rendimento de até 0,85 g.L-1 for encontrado por Beevi et al.,(2015) para
Chlorococcum sp. em meio contendo 50% de agua do mar.

Dentre as inimeras alternativas que existem para estimar o tamanho de uma
populacdo em cultura pode-se usar a biomassa, o contetdo de clorofila, o contetdo
de nitrogénio orgéanico, a fluorescéncia da amostra, mas nenhum desses
procedimentos determina diretamente o numero de células individuais numa
populacdo (Andersen, 2005), de maneira que discrepancias entre uma e outra
analise podem ocorrer, mas no presente caso uma relacao linear foi observada entre
os valores de biomassa e o numero de células registrados para as espécies
pesquisadas (Tabela 3).

Analises quimicas da biomassa das microalgas cultivadas

Os teores de proteinas, carboidratos e lipidios encontrados nas biomassas
das microalgas pesquisadas mostraram que as proteinas foram os componentes
mais abundantes em todas as espécies cultivadas (Tabela 4), corroborando com os
resultados de Campos; Barbarino (2010), que quantificaram a composi¢cdo quimica
de dez espécies de microalgas. Os maiores teores de proteinas foram registrados

para Chlorococcum sp cf hypnosporum (D29Z) com 72,1%, seguida de Chlorella sp.
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(D359WC) com 62,5%. Esses valores sdo superiores aos registrados por Matos et
al. (2015) em Chlorella sp. cultivada em meio contendo concentrado de
dessalinizagcdo (48,8%). JA os menores teores foram registrados em Planktothryx
isothrix (D39Z) e Desmodesmus sp. (D26Z).

A espécie Spirulina plantesis (D9Z) mundialmente conhecida por apresentar
altas concentracdes de proteinas, mostrou, nesta pesquisa, um teor proteico de
50,02%. Volkman et al. (2008), reportaram para esta espécie um contetdo proteico
de 56,17% e Habib et al. (2008) relataram valores mais elevados, da ordem de 60-
70% do seu peso seco.

Quanto aos lipidios o maior teor foi registrado na espécie S. platensis
(32,6%), valor este muito superior ao relatado na literatura (entre 4-7%, Habib et al.,
2008 e de atée 8,94%, Ferreira et al., 2012, neste caso em cultivos usando
fotobiorreatores tubulares com diferentes sistemas de circulacdes). No entanto,
Sassano et al. (2010) encontraram valores de lipidios variando de 8,10 a 20,9% para
Spirulina platensis em cultivos com diferentes concentracdes de cloreto de aménio.
As discrepancias entre os valores registrados na pesquisa com 0s que tem sido
publicados pode estar associado com as condi¢cdes de cultivo utilizadas pelos
diferentes autores.

Quanto aos carboidratos 0s maiores teores foram registrados para
Lagerheimia longiseta (7,7%) e para Chlorella sp. (6,9%). Ho et al. (2013),
encontraram valores de carboidratos de 51,3% para Chlorella vulgaris onde a
privacdo de nitrogénio provocou o acumulo de carboidratos nesta microalga.

Outras espécies que apresentaram valores expressivos de lipidios foram
Chlorococcum sp cf hypnosporum (D29Z), com 20,1% e Planktothryx isothrix (D392),

com 22,7%. Um teor de lipidio de aproximadamente 30,55% foi encontrado por
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Mahapatra e Ramachandra (2013) para Chlorococcum sp., indicando que o género
pode abrigar espécies altamente produtivas. Por outro lado, apesar do alto valor de
lipidio encontrado em P. isothryx deve-se ressaltar que esta espécie é uma
cianobactéria toxigénica, e 0s perigos associados a sua utilizacdo em aplicacdes
biotecnoldgicas devem ser cuidadosamente avaliados (Churro et al., 2012).

Em culturas de microalgas o conteudo de lipidios pode variar amplamente,
deste 1% até 70% da biomassa seca (Mata et al., 2010). E entre os lipidios totais 0s
Triacilglicerois (TAGs) merecem destaque por serem lipidios neutros que sao usados
pelas microalgas como estoque energético ao invés de apresentarem funcdes
estruturais como outros lipidios (Hu, et al., 2008). O maior armazenamento de TAGs
durante os cultivos ocorrem a partir do momento em que se inicia a deplecdo de
nitrogéno do meio antes que a capacidade fotossintética das microalgas seja afetada
(Wong et al., 2013).

Pesquisas de bioprospeccdo de espécies nativas como esta sao
extremamente relevantes pois podem resultar em achados surpreendentes de
espécies que produzem altas concentracdes de proteinas, lipidios ou carboidratos e
que podem ser muito promissoras para aplicacées na industria de alimentos. Dentre
as espécies pesquisadas ressalta-se que algumas espécies como Planktrothrix
isothrix (D39Z), Kirchneriella lunaris (D61Z) e Scenedesmus acuminatus (D115WC)
nao se mostram adequadas para a producao de racdo, mas apresentam expressivas
quantidades de lipidios podendo assim se tornar fonte potencial de acidos graxos
para outras aplicacoes.

Producao de racado para juvenis de camardo com espécies selecionadas
As espécies Chlorococcum sp cf hypnosporum (D29Z), Spirulina plantesis

(D9Z) e Chlorella sp. (359WC) foram selecionadas para a producao de ragao para
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camardo juvenil Litopenaeus vannamei por apresentarem 0S maiores teores
proteicos. A primeira também apresentou um alto teor de lipidios (20,1%) e o maior
rendimento em biomassa, fatos relevantes para o desenvolvimento de cultivos em
massa visando sua aplicacdo na industria de alimentos. Chlorella sp. (D3592)
apresentou o segundo maior teor de proteina (62,5 %), embora néo tenha mostrado
0s outros requisitos observados em Chlorococcum quanto a producdo lipidica e ao
rendimento em biomassa. No entanto, ressalta-se que o0s parametros de
crescimento das microalgas podem ser melhorados alterando as condi¢cdes e as
composi¢cdes dos meios de cultura, através do que torna-se possivel obter-se altas
taxas de biomassa para uma espécie que produz muita proteina.

Spirulina plantesis (D9Z) j& € mundialmente usada na industria de alimentos e
o fato de ter sido uma das espécies com maior taxa de duplicacdo celular, maior
rendimento, e elevado teor proteico (Rojas et al.,, 2012), justificam o seu uso na
preparacao de racdo de camardo. Spirulina apresenta alta digestibilidade e alta taxa
de absorcédo pelos organismos (Habib et al., 2008), e ja existem inUmeras pesquisas
comprovando sua eficicAcia como ingrediente alternativo na elaboracdo de racéo
para camarao juvenil de Litopenaeus vannamei (Sancho et al., 2014).
Composicao quimica da racao preparada com as microalgas selecionadas

A composi¢do quimica das ragbes comerciais e da racdo elaborada com as
microalgas selecionadas nesta pesquisa € apresentada na tabela 5. Os resultados
obtidos entre as diferentes racbes nao diferiram significativamente para a variavel
umidade, apresentando a ragdo com a Spirulina 9,65%, o maior valor, e a ragao
comercial 1 com 9,04%, o valor mais baixo. Valores abaixo de 13% sé&o
recomendados para os teores de umidade a fim de n&o causar decréscimo na

qualidade proteica da racéo (Cuzon; Guillaume, 1997).
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A racao elaborada com Chlorococcum sp cf hypnosporum apresntou o maior
teor de lipidio (10,36%) dentre as racbes formuladas. Ju et al. (2012), obtiveram
valores entre 8,9% e 9,4% em racOes com diferentes concentracbes da microalga
Haematococcus pluvialis.

No que se refere a composicdo quimica, as trés formulacfes das racdes com
as microalgas usadas mostraram resultados semelhantes quando comparadas com
as racbes comerciais, evidenciando que a substituicdo parcial da farinha de peixe
pelas microalgas € possivel, e ndo apenas com a Spirulina platensis que ja € uma
espécie amplamente utilizada na aquicultura, mas também com Chlorococcum sp cf
hypnosporum e Chlorella sp, espécies que mostram grande potencial de serem
utilizadas nas rag¢des para o camar&do marinho juvenil L. vannamei como importante
fonte alternativa nutritiva. lgualmente a Spirulina a microalga Chlorella é amplamente
comercializada pela indastria de alimentos. Igualmente a Chlorella, Chlorococcum
sp. cf hypnosporum também € uma cloroficea, podendo apresentar qualidades
similares. Por essa razdo ela pode ser muito promissora ndo somente para a
producédo de racao animal, mas também para a industria de alimentos nutracéuticos.

Conclusdes

Com base nos resultados desta pesquisa concluo que o uso de microalgas
para producdo de racdo para a carcinicultura € viavel. E dentre as populacdes
nativas de microalgas pode-se encontrar espécies que apresentam grande potencial
de substituir parcialmente a farinha de peixe nas racdes para o camarao marinho
juvenil L.vannamei tornando-se uma fonte alternativa nutritiva importante para essa
aplicacao.
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Tabela 1. Relacdo das microalgas escolhidas para o presente estudo utilizadas nos

ensaios de producdo de biomassa e analises quimicas.

Cddigo Espécie

Procedéncia

D9z Spirulina platensis

Univ. Federal Fluminense, RJ, cepa
cedida pelo Dr. Sérgio Lourenco.

D26Z Desmodesmus sp.

Acude do Cais, Cuité, PB

D29z Chlorococcum sp cf
hypnosporum

Acude do Cais, Cuité, PB

D39Z Planktothryx isothrix

Acude de Acaud, Natuba, PB

D617 Kirchneriella lunares

D115WC Scenedesmus acuminatus

Bebedouro das Ovelhas, Frei
Martinho, PB

D133WC Lagerheimia longiseta

Acude Malhada Limpa, RN

D359WC Chilorella sp.

Filtro de agua potavel residencial,
Joédo Pessoa, PB
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Tabela 2. Ingredientes utilizados nas formula¢des das racdes para camardes juvenis

Litopenaeus vanammei.

Ingredientes (%) Spirulina Chlorococcum Chlorella RS®
plantesis sp.cf sp.

hypnosporum
Biomassa 12 12 12 -
Farinha de peixe 18 18 18 30
Fécula de mandioca 2 3 3 3
Farinha de milho 25 25 25 25
Farinha de trigo 1,5 2 2 1,5
Oleo de soja 4 5 4 4
Farinha de soja 22 23,5 23 22
Farinha de sangue 13 10 11,5 13
Premix 1 1 1 1
Sal 0,5 0,5 0,5 0,5
Composicdo  quimica Spirulina Chlorococcum Chlorella RS RC®
(%) plantesis sp.cf sp.

hypnosporum
Proteina bruta 35 35,7 35,9 35 35
Lipidios 9,8 8,9 7,3 8,5 8,9
Umidade 9,4 9,5 9,5 10,5 13
Cinzas 10,5 10 10,2 10 12

MRacdo sem microalga ®Racao comercial
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Tabela 3. rendimento maximo celular (Rmax) e rendimento biomassa (g/L) das

microalgas estudadas.

Cddigo da Rmax Biomassa
cepa (céls.mL" (g/L)
1x10°)
D9z 18,89 0,610
D262 20,67 0,625
D29z 16,11 0,480
D39z 13,11 0,439
D115WC 6,78 0,171
D133WC 7,78 0,180
D359WC 8,11 0,300
D61Z 7,06 0,180

D9z = Spirulina plantesis; D26Z= Desmodesmus sp; D29Z= Chlorococcum sp cf
hypnosporum;  D39Z=Planktrothrix  isothrix;  D115WC=Scenedesmus acuminatus;
D133WC=Lagerheimia longiseta; D359WC=Chlorella sp; D61Z= Kirchneriella lunaris

Tabela 4. Teores de proteinas, carboidratos e lipidios encontrados nas biomassas
das microalgas cultivadas.
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Espécies estudadas Proteinas (%) Carboidratos (%)  Lipidios (%)
Spirulina platensis (D9Z) 50,02* d+0,70 3,93*c,d+0,64 32,6*a+0,32
Desmodesmus sp.(D262) 47,22*e+0,39 5,45* b,c+0,30 11,6*d+2,10
Chlorococcum sp cf hypnosporum 72,10*a+0,08 3,7*¢,d+0,30 20,1*b+1,21
D29z
E(irchn)eriella lunaris (D612) 47,70* ex0,86 2,3*d+ 0,46 15,6*c+1,56
Lagerheimia longiseta (D133WC) 60,83*b,c+0,24 7,7*at 1,36 8,00* e+0,75
Chlorella sp. (D359WC) 62,54*b+0,09 6,9"a,b+1,12 8,00*e+1,00
Scenedesmus acuminatus 60,21*b+1,64 3,7*c,d+0,3 15,00*c+1,0
(D115WCQC)
Planktothryx isothrix (D39Z) 27,33*c+0,08 3,8*c,d+ 0,76 22,7*b+0,76

*Diferenca significativa pelo teste de tukey, a 5% de probabilidade.

Tabela 5. Composi¢cdo quimica das racdes comerciais e da racao elaborada tendo

como base as microalgas.
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Itens % Racé&o com Racé&o com Racé&o com Rsem RC-1 RC-2

Spirulina Chlorococum Chlorella
sp cf
hypnosporum
Lipidios 8,67*d+0,28  10,36*b+0,13  8,34*d+0,06 9,37*c+0,07 11,98*a+0,45 10,49*a+0,47
Proteinas  36,55*f+0,03  36,74*d+0,05 36,88*c+0,04 38,46*a+0,03 37,17*b+0,03
36,65*e+0,04
Umidade 9,65™ a+0.14 9,04"a+
9,23"a+0,62 9,54"a+1,57 9,37™atl,28 0,06 8,45"a+0,15
Cinzas 16,21*a,b+0,21 15,98*a,b+1,54 17,57*a+0,73 13,48*b,c+0,99 12,15*c+1,14 11,64*c+0,9
Calcio 3,28™a+0,62 2,85"at
1,88"a+1,03 2,38™a+l1,44 1,16 2,63"a+1,01 2,76"™a+l,53
Fosforo 0,88™a 0,98"a
1,07"a+0,96 1,24™a+1,12 0,98™a+1,01 0,80 +1,02 0,95"a+1,01

"SN&o significativo. *Diferencga significativa pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade.

Figura 1. Curvas de crescimento obtidas para as oito espécies de microalgas
estudadas. Valores médios das medidas da fluorescéncia in vivo de cada amostras.
D9Z = Spirulina plantesis; D26Z= Desmodesmus sp; D29Z= Chlorococcum sp cf
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hypnosporum; D39Z=Planktrothrix isothrix; D115WC=Scenedesmus acuminatus;
D133WC=Lagerheimia longiseta; D359WC=Chlorella sp; D61Z= Kirchneriella lunaris
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A Dbioprospeccdo de espécies nativas como esta sdo extremamente
importantes pois podem resultar em achados surpreendentes de espécies que
produzem altas concentracdes de proteinas, lipidios ou carboidratos e que podem
ser muito promissoras para aplicacées na industria de alimentos.

As espécies D39Z (Planktrothrix isothrix), D61Z (Kirchneriella lunarls) e
D115WC (Scenedesmus acutus) apresentaram altos teores de lipidios podendo ser
utilizadas como matéria-prima para producéo de biodiesel ou 6leos comestiveis.

No que se refere a composi¢cdo quimica, as trés formulacdes das racdes com
as microalgas obtiveram resultados semelhantes quando comparadas com as
racdes comerciais demonstrando que a substituicdo parcial da farinha de peixe pelas
microalgas é possivel e ndo apenas com a Spirulina que ja& € uma espécie
amplamente utilizada na aquicultura mas também com a Chlorococum sp cf
hyporosporum e a Chlorella sp que podem ser utilizadas nas ra¢des para o camarao
marinho juvenil L. Vannamei como uma fonte alternativa nutritiva interessante para

carcinicultura.
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