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RESUMO

As microalgas sdo amplamente utilizadas na alimentagdo de animais, podendo
apresentar um grande nimero de compostos como proteinas, lipideos, polissacarideos,
carotenodides e vitaminas. Acredita-se que a ingestdo de pequenas quantidades de microalgas
pode causar mudangas satisfatorias na fisiologia desses organismos, dando um estimulo na
resposta imunologica ndo-especifica. O objetivo desse trabalho foi avaliar a influencia da
microalga Chlorella sp no desempenho de pos larvas (pl’s) de tilapia do Nilo, submetidas a
alimentacdo de Chlorella sp e agua verde proveniente de um tanque de piscicultura, por um
periodo de 28 dias. Na primeira fase, além da oferta de microalgas foi, também, ofertada
ragdo microparticulada (50% PB) contendo o horménio 17-o-metiltestosterona, para a
realizagdo da reversdo sexual. O experimento foi dividido em trés tratamentos, com trés
repetigdes cada, com densidade de 5 pl’s L™'. Os peixes foram cultivados com Chlorella sp,
agua clara (controle) e agua verde e apresentaram pesos € comprimentos médios finais de
0,15ge23 cm, 0,09 ge 1,94 cm, 0,11 g € 2,7 cm, respectivamente. Apds 28 dias de cultivo,
os resultados mostraram que houve diferenga estatistica (¢=0,05) entre o tratamento com
Chlorella sp e os tratamentos com agua verde e agua clara. Depois desse periodo, os peixes
foram transferidos para caixas de PVC com densidade de 3 plI’s L™ e cultivados por mais 45
dias, para a avaliacio de peso e comprimento, taxa de sobrevivéncia dos animais e quociente
intestinal. Nesta fase foi ofertada rag8o sem hormdnio. Ao final do cultivo, os peixes
apresentaram pesos e comprimentos meédios de 0,61 ge 3,26 cm, 0,35ge 2,23 cm, 0,61 ge
3,34 ¢m, para os tratamentos com Chlorella sp, agua clara e agua verde. Os resultados do
quociente intestinal mostraram que nfio houve diferenca estatisticamente significativa entre os
tratamentos. As taxas de sobrevivéncia encontrados foram de 98,67, 60,33 e 59,33% para os
tratamentos com Chlorella sp, 4gua clara e dgua verde, respectivamente. Com a realizagéo
desse trabalho, pudemos concluir que a utilizagio da microalga Chlorella sp influenciou
positivamente no crescimento em peso e comprimento e na sobrevivéncia da tilapia do Nilo
(O. niloticus).

Palavras-chave: Chlorella sp. Alimentagdo. Pos-larvas. Tilapia do Nilo, Oreochromis

niloticus.
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INFLUENCIA DA UTILIZACAO DA MICROALGA MARINHA Chlorella sp.
DURANTE A REVERSAO SEXUAL DA TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus).

FERNANDA TAMYRES MARTINS DA COSTA
1. INTRODUCAO
1.1 O desenvolvimento da aqiiicultura

Atualmente, por definicdo, a aquicultura € considerada uma atividade
multidisciplinar que aborda o cultivo de diversos organismos aquaticos, incluindo plantas
aquaticas, moluscos, crustdceos e peixes, em que a interven¢do ou manejo no processo de
criagdo ¢ imprescindivel para o aumento da producgdo. Talvez a mais importante diferenca
entre aquicultura e pesca, é que esta ultima envolve a idéia de exploragdo dos recursos
naturais de propriedade publica, ou seja, sem a caracterizagdio definida de um proprietario
(OLIVEIRA, 2009). Segundo o autor, também pode ser entendida como a produgio de
organismos predominantemente aquaticos, em qualquer fase do desenvolvimento, e que seja
realizada em um espaco confinado e controlado. Esta pratica pode consumir recursos naturais,
tais como agua, energia e solo, havendo a necessidade de uma racionalizagfio destas fontes, e
para minimizar isso, a aquicultura sustentavel preza pela producgo lucrativa combinada com
uma conservagio do meio ambiente e dos recursos naturais, promovendo o desenvolvimento
social.

Segundo estatisticas do Ibama (2008), a maioria dos organismos aquaticos
produzidos no Brasil sfo adquiridos da agiiicultura continental que passou de 179.746 para
191.183 t de 2005 a 2006, respectivamente, correspondendo, no Gltimo ano, a um crescimento
de 6,4% e a cerca de 70,4% do total produzido no Pais.

Dentre as espécies de peixes de agua doce atualmente cultivadas no mundo, a
tilapia se destaca em segundo lugar, perdendo apenas para as carpas. As tilapias, originarias
do continente africano, pertencem & familia Cichlidae e existem mais de 70 espécies
difundidas em todo o mundo (CARMO, 2008).

Apesar de contar com varios peixes nativos, a aquicultura brasileira esta muito
voltada para um peixe exotico, representado pela tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus ja
que, gragas a avangados conhecimentos de manejo e biologia, este apresenta uma maior

viabilidade econdmica. Virios fatores reforcam o interessante destaque desta espécie do ponto



de vista produtivo, tais como, possuir posi¢do trofica mais baixa, aceitar uma grande
variedade de alimentos, possuir um curto ciclo de engorda, responder com eficiéncia a
ingestdo de proteinas de origem vegetal e animal, ser resistentes a doengas e desovar ao longo
do ano todo (SEBRAE, 2007).

As taxas de ganho de peso e a conversdo alimentar das fémeas de tilapia s&o ruins
do ponto de vista zootécnico, quando comparadas aquelas dos machos. Além disso, a
precocidade sexual também faz com que as fémeas apresentem respostas menos eficientes em
relagdo a produtividade dos machos. Desta forma, o potencial zootécnico da tilapicultura
muitas vezes € limitado pela maturagiio sexual precoce, justificando a adogdio de cultivos
monossexos masculinos para impedir a reprodugdo e otimizar o0 crescimento somatico.
Atualmente, por conta dos resultados positivos das técnicas de reversdo sexual e de
manipulacio e selecdo genética, a tilapia surge como um peixe com grande capacidade de
criagdo em ambito nacional (DAN; LITTLE, 2000).

No intuito de obter individuos machos para a engorda, a masculinizagdo
fenotipica por via oral é o método de reversdo sexual mais utilizado em criagOes comerciais.
A eficacia desse processo depende da espécie empregada, de fatores ambientais, bem como da
concentra¢do do horménio (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002).

Embora o protocolo de masculinizagio para a tilapia do Nilo ja tenha sido
estabelecido, sua eficacia pode apresentar diferencas em fun¢do do manejo, das linhagens
empregadas, de variagOes ambientais locais e do tipo de alimentacdo ofertada. A larvicultura €
de fundamental importincia para obtengcdo de animais saudaveis, pois a nutrigdo adequada
nesta fase exerce grande influéncia e € um pré-requisito basico para o sucesso nas fases
subsegiientes de cultivo (HAYASHI et al., 2002). Deste modo, pesquisas sobre a nutrigdo e
determinagdo das exigéncias nutricionais dos peixes sdo importantes ferramentas para uma
produgdo econdmica e racional necessaria ao desenvolvimento da piscicultura comercial

(TOYAMA et al., 2000).

1.2 A importancia das microalgas

De acordo com Andrade (2005), a populagio mundial, neste século,
provavelmente enfrentara um dos maiores problemas com a redugdo da oferta de alimentos no
mundo. O autor menciona ainda que, a biotecnologia e seus produtos, principalmente as

microalgas, cresceram bastante devido a alta produtividade, uso de energia solar como fonte
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de energia e reduzido impacto ao meio ambiente, aparecendo e aparece a principal alternativa
como suplemento alimentar para as populacdes mais pobres.

De acordo com Olaizola, (2003) e Shimizu; Li, (2006) as microalgas sdo
utilizadas como biocatalizadores, por serem baratas, econdmicas e eficazes para o aumento de
compostos de alto valor. De acordo com os mesmos, a biomassa, obtida de microalgas, €
utilizada como fonte de alimento, sendo rica principalmente em proteinas.

As algas contém cerca de 37,3% de fibra em sua composiggo, das quais 84,8% sio
consideradas soluveis, sendo o restante € composto essencialmente por celulose (FLEURY;
LAHAYE, 2006). Esta alta concentraggo de fibras soluveis é devida a habilidade de produzir
uma elevada quantidade de 4cidos graxos de cadeia curta, a partir das fibras soluveis, € a alta
concentracdo de acidos graxos da série 6mega-3 o que tornam as algas uma interessante fonte
de alimento funcional (AZAZA et al., 2007).

De acordo com Faria et al (2001), a tilapia do Nilo (O. nmiloticus) e a carpa-
prateada (Hypophthlmichthys molitrix), além de larvas e juvenis de outras espécies, altamente
importantes para a piscicultura, utilizam microalgas como a principal forma de alimentag@o,
que por sua vez auxiliam na manuteng3o da qualidade de agua para o cultivo de organismos
aquaticos.

Acredita-se que determinadas espécies de microalgas possam vir a trazer uma
maior sobrevivéncia para pés-larvas de tildpia durante o periodo de reversio sexual, ja que
estes microorganismos sdo muito utilizados como fonte de alimento, uma vez que podem
apresentar uma grande variedade de compostos como proteinas, lipideos, polissacarideos,
carotendides e vitaminas. Deste modo, a ingestdo de pequenas quantidades de biomassa
microalgal pode afetar positivamente a fisiologia dos animais, estimulando a resposta
imunologica de forma nfo-especifica (BELLAY, 1993).

Segundo Derner, (2006), dentre as espécies mais empregadas na aquicultura,
destacam-se as microalgas Skeletonema spp, Chaetoceros spp, Phaeodactylum tricornutum,
Thalassiosira spp, Isochrysis spp, Pavlova spp, Tetraselmis spp, Chlorella spp, Dunaliela
spp, Scenedesmus, Nannochloropsis sp, Rhodomonas spp e Monocrysis spp. De acordo com
Lourengo (2006), as cloroficeas dos géneros Chlorella, Scenedesmus e Tetraselmis,
cloroficeas, sio muito utilizadas na alimentago humana e de organismos aquéticos por
apresentarem elevado crescimento e serem bastante tolerantes as condi¢3es de cultivo.

Ap6s o consumo do saco vitelino as pos-larvas, necessitam de alimento exogeno,
principalmente microalgas e zoopldncton, por ainda ndo possuirem o sistema digestivo
totalmente formado (VILELA; BANDARRA, 2002).

I!‘EC“I
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Muitas microalgas s@o utilizadas para produgio de lipidios e acidos graxos. As
principais aplicagdes destes compostos sdo no enriquecimento de ragdes para peixes, fonte de
acidos graxos essenciais na dieta humana e possibilidades de uso para produc¢io de biodiesel
(MORAIS; COSTA, 2008). Como os peixes, segundo Brown et al. (1997), os camardes
também necessitam de uma dieta que contenha acidos graxos poli-insaturados pra suprir suas
exigéncias nutricionais.

Segundo Giani; Figueiredo (1999), a microalga Chorella vulgaris pode explorar
os ambientes mais adversos, através de suas elevadas taxas reprodutivas, além de ser
favorecida pela diminui¢do na predagio por herbivoros.

Pesquisas realizadas por Henrikson (1994), mostraram que a Chlorella sp
representa a microalga mais estudada e conhecida no meio cientifico, por ser a mais
empregada como alimento, apresentando 53% de proteinas, 23% de carboidratos, 9% de
lipideos e 5 % de minerais. Estas concentragdes podem variar de acordo com as condi¢des de
cultivo utilizadas.

Borges - Campos et al (2010 ), em seu trabalho, no intuito de identificar espécies
com significativo valor comercial, analisou a composi¢o quimica de 10 espécies microlgas
nativas. As microalgas Skeletonema costatum, Tetracelmis gracilis e Isochrysis galbana
mostraram os melhores resultados quanto ao teor de proteina em relagdo as dez espécies

estudadas.

As cianobactérias ou algas azuis sfo organismos fotossintetizantes, amplamente
distribuidas nos mais diversos ambientes, como nas aguas limpas, eutroficas, fontes termais e
geleiras (CHORUS; BARTRAM, 1999).

De acordo com Campinas {2002), a toxicidade das cianobactérias varia muito em
funcdio de onde essas toxinas agem, podendo resultar em efeitos hepatotoxicos, neurotoxicos,
dermatoxicos, além de comprometer a sintese das proteinas. A microcistina, apds ser ingerida,
primeiramente, ap0s ser ingerida, passa pelo estdbmago ou ileo, em seguida, alcanca o figado,
tem ac@o nos hepatdcitos e, como conseqiiéncia, provoca modificacbes no citoesqueleto
celular (BEASLEY et al., 1989)

Segundo Fernandes (2008), as toxinas produzidas por cianoficeas sfo liberadas
para a agua apenas quando ocorre & ruptura celular, provocada pela decomposi¢do desses
microorganismos, pela ingestfo dessas células por zooplancton ou peixes ou ainda pela adigio
de substancias utilizadas para o tratamento de agua. Quando estas toxinas nfio sdo liberadas,

estas ficam armazenadas nas células das microalgas por um longo tempo. Spirulina é um dos
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exemplos de cianoficeas que ndio produzem toxinas e € consumido por uma gama de paises no
mundo inteiro.

Ha certa variabilidade na presenca de toxinas (microcistinas) produzidas por
floracdo de cianobactérias do género Microcystis, onde normalmente as formas coloniais
plancténicas s3o propensas a concentrarem maiores quantidades de microcistinas
intracelulares, do que aquelas no estagio senescente ou estacionario do seu ciclo de
crescimento (WATANABE et al, 1985).

Apesar da maioria das cianoficeas serem potencialmente toxicas, as do género

espirulina ndo produzem toxinas e sdo consumidas em varios paises do mundo inteiro.

1.3 Caracteristicas do sistema digestivo dos peixes

Segundo Seixas Filho et al. (2001), as caracteristicas anatOmicas do aparelho
digestivo dos peixes dependem da natureza dos alimentos, das caracteristicas do habitat, do
estado nutricional e do estagio de desenvolvimento do individuo. Estas influéncias se
manifestam, através de adaptacGes e modificacdes.

O conhecimento histolégico do sistema digestivo dos peixes tem extrema
importéncia na elaboragio de dietas que atendam as exigé€ncias nutricionais dos mesmos, pois
suas modificacdes estdo relacionadas com o habito alimentar destes animais (ARANDAS et
al, 2009).

O comprimento do intestino dos peixes estd relacionado a categoria trofica da
espécie, sendo menor nos carnivoros, seguido dos omnivoros, herbivoros e detritivoros
(FRYER; ILES, 1972). Desta forma, uma modifica¢io na dieta dos peixes, como exemplo, a
base de microalgas, pode modificar o comprimento intestinal como forma de adaptagio desses
organismos.

Tendo como referéncia, a importéncia da tilapia do Nilo, devido a sua facilidade
de cultivo, resisténcia e excelente conversio alimentar, bem como o valor nutricional da
microalga Chlorella sp, este trabalho foi desenvolvido para avaliar a influéncia da utilizagio

desta microalga na fase de revers#o sexual da tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local e espécie

O experimento foi realizado no Centro de Biotecnologia Aplicada a Aquicultura
(CEBIAQUA) do Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara.

Os individuos utilizados no experimento foram provenientes da estagdo de
piscicultura Rodolpho von lhering do Departamento de Obras Contra as Secas - DNOCS e
obtidos através da técnica de coleta de nuvens em um viveiro de reprodugio, utilizando um
puca de 1,5 mm de malha. As ninhadas coletadas foram colocadas em uma bandeja
selecionadora com 3 mm de malha rigida e apenas as larvas com comprimento inferior a 13
mm foram transportadas, em sacos plasticos, ao CEBIAQUA, onde foram submetidas ao
processo de reversdo sexual. Para o transporte, adicionou-se 1/3 de agua e 2/3 de oxigénio em

cada saco.
2.2 Cultivo da microalga Chlorella sp

A microalga Chlorella sp foi obtida de uma cepa existente no cepario do
Laboratério de Planctologia, do Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade
Federal do Cear4, onde é mantida em tubos de ensaio com iluminancia de aproximadamente
14 uE m™ s e temperatura de 24 £ 2 °C.

O meio de cultivo foi preparado a partir de soluges estoques de uréia (120 g L),
superfosfato triplo — SPT (30 g L) e vitaminas. Para cada litro de 4gua foram adicionados 1
mL das solugdes, 0,5 mL da solugdo de vitaminas e 5 g de cloreto de sddio (NaCl).

O cultivo da microalga partiu de um volume de 20 mL em um erlenmeyer de 250
mL das duas primeiras solugdes, no qual, a cada dois dias, foi acrescentado aproximadamente
o0 mesmo volume de meio de cultura. Apds o crescimento inicial, o indculo foi repicado e
transferido para um erlenmeyer de um litro que, por sua vez, serviu de inéculo para frascos de
trés litros. A partir deste momento, a cultura passou a ser submetida & aeragio constante
através de bombas de diafragma com volume de ar de 100 L min™ e iluminancia constante de
56 uE m™ s, fornecida por duas ldmpadas de 40 W. O acompanhamento da cultura realizou-
se a partir de espectrofotometria e por contagem de células. A cada dois dias, foi retirada uma
aliquota de 1 mL da cultura e levada a um espectofotometro para a leitura da densidade optica

no comprimento de onda de 680 nandmetros (DOssonm). Em seguida, as células contidas em
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um pequeno volume da amostra (1mL) foram fixadas com uma gota de solu¢io de formalina
neutralizada com tetraborato de sodio 3,3 g L' (borax) e feita a contagem celular em cimara
de Neubauer (hemacitémetro) por microscopia optica. Os dados obtidos foram utilizados para
tragar as curvas de crescimento e a correlacio entre DOgsgonm € nimero de células por mL (cel

mL™).

2.3 Obtencio das microalgas do tanque de piscicultura

A agua verde, utilizada no experimento, foi composta de microalgas provenientes
de um tanque de piscicultura localizado na estagéo de piscicultura Prof. Dr. Raimundo Saraiva
da Costa, do Departamento de Engenharia de Pesca, no campus do Pici, UFC. Para separar o
zooplancton presente na agua do tanque foi utilizada uma tela de 100 um, deixando passar
apenas a agua com o fitopldncton que foi concentrado por centrifugagfo. Além disso, foram
feitas duas coletas no tanque de piscicultura, no inicio e final do experimento, para

identificacdo do fitoplancton existente, utilizando um microscopio optico.

2.4 Racio para a reversio sexual de tilapia do Nilo

A ragdo, nutricionalmente completa, foi composta por farelo de gluten, milho,
farelo de soja, milho integral moido, cloreto de sodio, premix vitaminico mineral, farinha de
peixe e gordura vegetal estabilizada. A composi¢do bioquimica da mesma esta representada

na tabela 3.

Tabela 1 - Composi¢io quimica da rago utilizada no experimento

Componentes %
Umidade 10,0
Proteina Bruta 55,0
Extrato Etério 4.0
Matéria Fibrosa 6,0
Matéria Mineral 18,0
Calcio 5,0
Fosforo 1,5

*Segundo dados do fabricante
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Para incorporar o horménio masculinizante na ragdo para a reversdo sexual,
inicialmente, foi preparada uma solugdo estoque com 6,0 g L' do horménio 17-o-
metiltestosterona em alcool etilico absoluto. A solugio estoque foi armazenada em um vidro
de cor ambar e mantida sob refrigeracdo. Para cada kg de racdio foram utilizados 10 mL da
solugdo estoque em 500 mL de alcool etilico comercial 70%. Em seguida, a ragdo foi
misturada uniformemente com o alcool para que o horménio fosse bem incorporado a ragio.
Apos a completa homogeneizagio, a ragfio foi seca, em finas camadas, na sombra por 48
horas, para a total evaporagfo do alcool. A rag#o foi entdo peneirada, embalada e armazenada
sob refrigerac@o até o momento de ser ofertada aos peixes, de forma ad libitum, dividida em

trés refei¢bes diarias.
2.5 Primeira fase do cultive: Reversio sexual

Um total de 900 larvas de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) com pesos €
comprimentos médios de 0,01 £ 0,00 e 0,80 + 0,02, respectivamente, foram distribuidas em 9
monoblocos de plastico com volume 1til de 60 L, com aeragio constante e sem recirculagio
de agua. Os pesos e comprimentos médios iniciais dos individuos foram determinados a partir
de uma amostra de 180 larvas (20%) e cada individuo foi medido com o auxilio de um
paquimetro com precisdo de 0,005 cm e pesado em balanca com precisdo de 0,05 g. Foram
realizados dois tratamentos e um controle com trés repeti¢des cada, com densidade de 5 pos-
larvas L', sendo um na presenca da microalga Chiorella sp., outro utilizando a 4gua verde
oriunda de um tanque de piscicultura e o controle, em agua clara, na completa auséncia de
microalgas. Diariamente, antes da primeira alimentag@o, os monoblocos foram sifonados para
a retirada de fezes e restos de ra¢do antes da primeira alimentacéo e a agua foi renovada em
cerca de 20% de seu volume total.

As biometrias foram realizadas a cada 14 dias a fim acompanhar o
desenvolvimento das pés-larvas, utilizando-se 20 individuos (20%) de cada repetigdo. Nos
dias de biometria, a alimentagio de 8:00 h da manh3 foi suspensa, sendo retomada no periodo
da tarde (12:00 e 17:00), com as devidas corregdes necessarias. Para a realizagio das
biometrias, as pos-larvas foram coletadas nos monoblocos com o auxilio de um pucé e
transferidas para um recipiente de vidro contendo agua. Cada individuo foi medido com o

auxilio de um paquimetro de precisdo e pesado em balanca semi-analitica digital.
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2.5.1 Inoculagdo das microalgas

Para inocular a microalga Chlorella sp nos monoblocos, a mesma foi concentrada
através de centrifugacdo de amostras do cultivo, ja as outras microalgas foram obtidas a partir
da centrifugacio da agua do tanque de piscicultura. A densidade algal de ambos os
tratamentos foi controlada por duas medidas diarias (manh3 e tarde) da densidade optica
(DOssomm) €, posteriormente, expressa em nimero de células mL™, obtidos através da reta de
regressdo previamente estabelecida entre as duas varidveis. Para isso, duas estratégias foram
utilizadas:

Quando a densidade celular encontrava-se inferior aos demais tratamentos
centrifugava-se um volume determinado de microalga e adicionava-se ao cultivo segundo a

equacao 1:
VN = (VT x (DD - DA))/(CA-DD) @))

Onde:

VN: Volume da cultura da microalga a ser filtrado necessario para o aumento da
densidade algal do cultivo (L);

VT: Volume 1til do monobloco (L);

DD: Densidade algal desejada (células ml™),

DA: Densidade algal no monobloco (células ml™);

CA: Concentragdo de células no inoculo (células mi™).

Quando a densidade celular encontrava-se superior aos demais tratamentos foi

realizada uma dilui¢do drenando-se um determinado volume da agua de cultivo (Equagéo 2):
VD = VT - [VT(DD/DA)] 2)

Onde:

VD: Volume de agua do cultivo a ser drenado (L);

VT: Volume de agua clara a ser adicionada ao monobloco de cultivo (L);
DD: Densidade algal desejada (células mi™)

DA: Densidade algal no monobloco (células ml™);
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2.6 Segunda fase do cultivo

Apos a reversdo sexual (28 dias), os individuos passaram para a segunda fase do
cultivo em caixas de PVC com capacidade para 100 litros, por mais um periodo de 45 dias, a
fim de que os mesmos ganhassem peso suficiente para a determinagdio do comprimento
intestinal. Para isso, os peixes de cada tratamento foram reunidos, na densidade de 3 pI’s L,
em uma unica caixa para cada tratamento. Neste periodo, foram realizadas duas biometrias,

uma com 30 e outra ao final dos 45 dias de cultivo.
2.7 Parametros fisico-quimicos

Foram monitorados os seguintes pardmetros fisico-quimicos da agua: pH, amdnia
total, oxigénio dissolvido (OD) e temperatura. A analise de aménia total foi realizada,
semanalmente, pelo método de Nesler utilizando um foto-colorimetro. O pH também foi
monitorado semanalmente, no periodo da tarde através de um medidor de pH digital de
bancada. Os dados de temperatura e oxigénio dissolvido foram obtidos, diariamente, com um

oximetro portatil dotado de termdmetro.
2.8 Determinacio do quociente Intestinal

No fim do experimento, 10 individuos de cada tratamento foram sacrificados por
incisdo com lamina afiada logo apds a cabeca, seccionando a espinha dorsal. Os peixes foram
necropsiados e os intestinos cuidadosamente dissecados e estendidos para a determinac@o do
comprimento utilizando um paquimetro. O quociente intestinal foi calculado seguindo a

metodologia de Pereira ef al. (2007):

Quociente intestinal (Qi) = comprimento do intestino  x 100 @)
comprimento total do individuo
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Cultivo das microalgas
3.1.1 Correlacdo entre a absorbancia e o mimero de células

As equagOes das retas de regressdo entre as densidades Opticas das culturas
(DOegonm) € as densidades celulares (N° de cel(s) x 10° mL™) para a Chorella sp e para as
microalgas presentes na agua verde foram: y = 0,004 x + 0,101 e y = 0,0649 x — 0,2668,
apresentando R* de 0,962 e 0,844, respectivamente, onde y = DOsggonm € x = N° de cel(s) x 10°
mL? (Figuras 1 e 2). Como pode ser observado, houve um elevado grau de correlagio entre as
duas variaveis, principalmente no caso da Chlorella sp por se tratar de um cultivo unialgal

realizado em condic¢des totalmente controladas.

1,0
y=0,004x + 0,101 *
0,8 Rz = 0,9623
€ 06
(=]
=]
B
o 04 -
(=)
0,2 ~
0,0 ; :
0 100 200 300

x 10° cel/mL

Figura 1 - Reta de regressiio entre a densidade 6ptica (DOssomn) € a densidade celular (N° de cel (s) x 10° mL™7)
da microalga Chiorella sp.
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Figura 2 - Reta de regressio entre a densidade 6ptica (DOssonm) € a densidade celular (N° de cel (s) x 10° mL™)

da agua verde.
Através da reta de regressdo entre os valores de densidade optica e celular, foi

possivel estimar o consumo semanal de microalgas pelos peixes (Tabela 4).

Tabela 2 - Valores médios semanais do consumo da microalga Chlorella sp e das microalgas presentes na agua
verde pela tilapia do Nilo (O. niloticus).
Média de consumo (n° cel/m L)

Semana Chlorella sp Agua verde
1 310.714 10.125
2 242 857 18.710
3 250.000 18.490
4 167.857 5.723

Os valores mostram que o consumo dos peixes foi superior ao desenvolvimento
das algas nas unidades de cultivo (densidade celular antes — densidade celular depois)
Podemos observar também, durante todo o periodo experimental, um consumo muito superior

de Chlorella sp, comparado ao consumo das microalgas presentes na agua verde.

3.1.2 Curva de crescimento

A curva de crescimento da microalga Chlorella sp. foi expressa em valores de

densidade éptica da cultura a 680 nm (Figura 3) e através da densidade célular (N° de cel mL”
1 (Figura 4).
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Figura 3. Curva de crescimento da microalga Chloreila sp. expressa em valores de densidade dptica da cultura
(DOSSO nm) .
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Figura 4. Curva de crescimento da microalga Chlorella sp. expressa através da densidade celular da cultura
(ntimero de células mL™).

Foi observado que a microalga Chlorella sp. apresentou uma nitida fase de
inducgdo ou espera até o terceiro dia apds o inicio do experimento. Do terceiro ao quinto dia
ocorreu uma diminui¢do no crescimento, em virtude de uma queda de energia na sala de
cultivo. Apds o quinto dia, ocorreu a fase de crescimento exponencial que se prolongou até o
nono dia, atingindo um pico de 637,5 x 10* cél mL ™" neste ultimo dia. A partir deste momento,
o cultivo passou por uma fase de diminuigdo do crescimento relativo durante dois dias, fase

que antecede a fase estacionaria do cultivo e, posteriormente o declinio do cultivo em que
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pode ser observado o rapido consumo dos nutrientes presentes e elevada densidade algal.
Normalmente, nos cultivos realizados em laboratorio, as culturas s3o repicadas na fase de
reducio do crescimento relativo.

Segundo Pelczar (1996), a primeira fase em um cultivo estacionério € a fase lag
ou espera, onde o crescimento da cultura € minimo, devido a uma adaptacdo fisiologica as
novas condigSes de cultivo. A segunda fase é chamada de exponencial, ou fase log, na qual
ocorre uma duplicacio do numero de células em intervalos regulares de tempo. Nesta fase, as
microalgas estdo bem adaptadas ao meio, sendo este periodo considerado o momento ideal
para a transferéncia das culturas (repicagem) e/ou extragdo de compostos biologicos, pois as
células estdo em seu melhor momento fisiologico. Se ndo houver a transferéncia da cultura, o
cultivo entra na terceira fase que € a de diminui¢gdo do crescimento relativo, no qual o
aumento do numero de células ¢ limitado, principalmente pela escassez de nutrientes. Em
seguida, a cultura entra na fase estacionaria onde ocorre um equilibrio entre as taxas de
crescimento e mortalidade, ndo havendo incremento liquido no nimero de células. Apos esta
fase, o cultivo declina completamente com a taxa de mortalidade superando a taxa de

crescimento da cultura.
3.1.3 Agua verde

A analise das microalgas presentes na agua verde do tanque de piscicultura,
realizada tanto no inicio quanto no fim do experimento, revelou em ambas as coletas, que o
género Microcystis apresentou uma domindncia em torno de 95% enquanto que os 5%
restantes corresponderam ao género Golenkinia no tanque de piscicultura utilizado para a
obtencdo da agua verde.

As microalgas pertencentes ao género Microcistis sdo cianobactérias
potencialmente toxicas que podem produzir toxinas denominadas de microcistinas
(SANT’ANNA et al, 2006). De acordo com estudos feitos por Xie et al (2004), foi
observado que os peixes podem responder de maneira diferente a acdo de microcistinas. As
carpas prateadas, peixes fitoplanctivoros, sdo bem mais resistentes a uma quantidade elevada
da toxina que outros peixes. Tais resultados podem sugerir que a tilapia do Nilo € mais
tolerante a microcistinas que algumas espécies, como o lambari. Sendo assim, as espécies de
peixes como as tilapias e carpas podem ser utilizadas no controle de floragdes de

cianobactérias (SILVA, 2009).



23

3.2 Parametros fisico-quimicos

3.2.1 Temperatura

A temperatura ndo sofreu grandes variagOes durante o experimento e ficou dentro
dos limites toleraveis para as tilapias apresentando valores médios de 28,05 + 1,03°C, 27,89 +
1,02°C e 28,11 £+ 1,09°C para os tratamentos com Chlorella sp, 4gua clara e agua verde,
respectivamente (Tabela 5). De acordo com Kubitza (2000), as tilapias sdo peixes tropicais
que apresentam um bom desenvolvimento entre 27 e 32 °C. Temperaturas abaixo ou acima
desse intervalo resultam em reducfio do apetite, do consumo de alimento, do crescimento

desses peixes e ha um aumento no risco de doengas.
3.2.2 Oxigénio dissolvido

Uma das principais variaveis limnolégicas que devem ser monitoradas na
aquicultura é o oxigénio dissolvido, pois além de afetar diretamente toda a biota dos
ambientes aquaticos, regula também inimeros processos quimicos que oOcorrem nesses
ambientes (WETZEL, 1993; ESTEVES, 1998).

Segundo Kubitza (2003), a concentragdo de oxigénio dissolvido ¢ fundamental
para assegurar o adequado desenvolvimento e a sobrevivéncia de peixes e camardes.

Durante a realizagdo do experimento, os niveis de oxigénio dissolvido se
mantiveram dentro do considerado ideal, para o cultivo de tilapias que, de acordo com
Kubitza (2000; 2003) é acima de 4 mg L. Os valores de oxigénio dissolvido durante todo o
experimento variaram de 6,2+ 0,4 mg L™ a 6,4 + 0,6 mg L™, resultante da constante aeragio
das unidades de cultivo (Tabela 5). Além disso, o sifonamento diario da matéria organica
acumulada no fundo dos monoblocos e as constantes trocas de agua, também contribuiram

para manter os niveis de oxigénio dissolvido desejados.
3.2.3 Potencial hidrogenionico
O pH ¢ um parametro essencial nos ambientes aquaticos, podendo ser a causa ou a

conseqiiéncia de muitos fenomenos quimicos e bioldgicos. Por exemplo, um pH alcalino pode

ser devido a uma grande concentragido de amoénia ndo ionizada no meio, mas este mesmo pH
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pode ser resultado de uma outra série de fatores, como a abundancia de fitoplancton, devido a
fixacdo do CO,; (ARANA, 2004).

Os valores de pH encontrados neste estudo variaram entre 7,52 e 7,59 (Tabela 5) e
estiveram dentro dos limites de variagdo aceitdveis para a Tilapia do Nilo que, segundo
Sipauba (1995), se encontram entre 6,5 € 9,5.

Vinatea (2004) afirma que valores de pH abaixo de 4,0 e acima de 10,5 durante
longos periodos fazem com que ocorra mortalidade em massa dos peixes. Em ambientes com
excesso de fitoplancton e baixa alcalinidade total o pH pode exceder a 12 em dias muito
ensolarados no periodo da tarde. O mesmo autor também afirma que quando tilapias sdo
expostas a aguas acidas ocorre um aumento na produg@o de muco, além de irritagdo e inchago

nas branquias, ocorrendo a destrui¢do do tecido branquial.

Tabela 3 - Valores médios dos pardmeiros fisico-quimicos da dgua de cultivo durante o experimento.

Paridmetros fisico-guimicos

Temperatura Oxigénio dissolvido _pH
Tratamentos 1° Fase 2° Fase 1°Fase 2° Fase 1° Fase 2° Fase
Chlorella sp 28,4+0,8 26,8+1,2 63+04 7.6+02 7,7 £0,27 7,4+0,22
Agua Clara 280+09  274+08 62+04 7.0£05 7.6 +0,27 73+027
Agua verde 26,5+ 0,4 27,0+0,5 80+04 6,9+ 13 7,6 + 0,26 7,2 +0,26

3.3 Crescimento em peso (g) e comprimento (cm)

3.3.1 Primeira Fase (Reversdo sexual)

Apos a segunda biometria, realizada no 14° dia de cultivo, os peixes apresentaram
pesos e comprimentos médios de 0,086 g e 1,795 cm, 0,057 g e 1,583 cm e 0,055 g e 1,595
cm para os tratamentos com Chlorella sp, agua clara e agua verde, respectivamente. Apds o
28° dia de cultivo, ou seja, o término da reversdo sexual, Os peixes apresentaram pesos €
comprimentos finais de 0,15 g e 2,3 ¢cm, 0,09 g e 1,94 cm, 0,11 g e 2,7 cm para os trés

tratamentos, respectivamente (Figuras 6 e 7).
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Figura 5 - Crescimento em peso da tildpia do Nilo, O. niloticus durante a reversdo sexual com a microalga
Chlorella sp, agua clara e agua verde. Letras diferentes sobre as barras de erro indicam diferenca estatistica entre
os tratamentos ao nivel de 5%.
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Figura 6 - Crescimento em comprimento da tildpia do Nilo, O. niloficus durante a reversdio sexual com a
microalga Chiorella sp, dgua clara e agua verde. Letras diferentes sobre as barras de erro indicam diferenca
estatistica entre os tratamentos ao nivel de 5%.

A andlise estatistica evidenciou que, a partir de 15 dias de cultivo, as médias de
peso dos peixes do tratamento com Chlorelia sp foram significativamente maiores (¢=5%)
quando comparadas as obtidas nos tratamentos com agua verde e agua clara, as quais n3o
apresentaram diferenca significativa entre si (Figura 1).

As médias de comprimento dos trés tratamentos ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa até o 15° dia de cultivo porém, na Gltima biometria com 28 dias
de cultivo, as médias de comprimento dos peixes submetidos ao tratamento com Chlorella sp
foram significativamente maiores (0=5%) do que as obtidas nos tratamentos com 4gua verde e
agua clara, as quais ndo apresentaram diferenca entre si.

Ha muito tempo j& se conhece as razdes das diferencas na eficiéncia de

assimilagdo de microalgas por organismos aquéaticos que, no caso dos géneros Chlorella,
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Spirulina ¢ Euglena, segundo Kreger (1962), seriam causadas principalmente pela
constitui¢do estrutural das células. O principal fator que afeta a eficiéncia desta assimilaggo é
a constitui¢do da parede celular. Segundo o autor, a parede celular da Chlorella, devido a
presencga de celulose, parece ser mais dificil de quebrar do que a Spirulina, uma cianobacteria
com parede celular mucilaginosa.

No entanto, a facilidade de absor¢3o de cianobactérias pode ser um fator negativo
no caso de algas do género Microcistis que sdo potencialmente toxicas (SANT’ANNA et al.,
2006). As tilapias sdo excelentes filtradores de cianobactérias, principalmente Microcystis sp.
(Turker et al., 2003b; Deblois, et al., 2008).

A auséncia de diferenca significativa no crescimento em peso € comprimento dos
peixes cultivados em 4gua verde e clara indica que ndo houve nenhuma vantagem na presenga
de uma grande quantidade de cianobactérias (95%) do género Microcistis na dgua verde. Pelo
contrario, a presenca desta cianobactéria se constituiu num fator antinutricional, j4 que os
peixes cultivados em Chlorella, cujas células possuem celulose, apresentaram pesos e
comprimentos significativamente superiores (Figuras 1 € 2).

A presenga destas algas potencialmente toxicas em tanques de piscicultura €
favorecida pela elevada quantidade de nutrientes na agua e pelas elevadas temperaturas e

radiagdo solar de nossa regifo.

3.3.2 Segunda Fase

Os peixes provenientes da reversdo sexual utilizando Chlorella sp, agua clara e
agua verde foram cultivados em 4gua doce por mais 45 dias para avaliagdo do quociente
intestinal. Apds 30 dias, apresentaram pesos € comprimentos médios de 0,34 g e 2,82 cm,
0,22ge235cme, 0,27 ge 2,54 cm para os trés tratamentos com Chlorella, 4gua clara e dgua
verde, respectivamente. Ao final desta fase, com 45 dias de cultivo pds-reversdo sexual, estes
valores passaram para 0,61 g e 3,26 cm, 0,35 g e 2,23 cm, 0,61 g e 3,34 cm para os peixes
oriundos dos tratamentos com Chlorella sp, agua clara e agua verde, respectivamente. Neste
caso, os peixes cultivados com alimento vivo apresentaram pesos € comprimentos
semelhantes e superiores aos observados para os peixes cultivados em agua clara. No entanto,
vale salientar que a amostragem foi bastante reduzida ja que tinha como objetivo principal a

dissecc¢do dos intestinos e pode ndo ter sido representativa.
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3.3.3 Comprimento intestinal

Os quocientes intestinais (QI) dos peixes cultivados na presenga de Chlorella,
agua clara e agua verde ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5% (Tabela 6).
Silveira, (2010), observou que o quociente intestinal foi maior quando os peixes foram
alimentados com alimento natural. Ja Costa et al. (2008) mostraram que os indices
gastrintestinais ndo apresentaram diferencas significativas quando a carpa comum (Cyprinus
carpio) foi alimentada com capim (Euchlaena mexicana) e suplementados com ragdo. Devido
ao reduzido tamanho dos peixes, néo foi possivel determinar o indice gastro-somatico (iGas)
que, segundo (Hahn; Delariva (2003), por ser de natureza quantitativa, fornece informagdes

mais precisas quanto ao habito alimentar.

Tabela 4 - Quocientes intestinais dos peixes cultivados na presenca de Chlorella sp, agua clara e gua verde.
Letras iguais nas médias significam auséncia de diferenca significativa ao nivel de 5%.

Chlorella Agua clara Agua verde
3,48 3,42 4,08
4,35 3,91 3,21
3,74 5.57 3,87
2,64 4,48 3.1
3,47 4,28 3,94
4,11 2,96 4,1
4,06 2,96 4
3,49 2.7 3.77
2.95 3,28 5,1
343 2,65 3.99

Média =3,57 Meédia =3,62"° Média =3,92°

3.3.4 Sobrevivéncia

As taxas de sobrevivéncia encontrados no presente trabalho foram de 98,67, 60,33
e 59,33% para os tratamentos com Chlorella sp, agua clara e agua verde, respectivamente. Os
cultivos na presenca da microalga Chlorella sp apresentaram sobrevivéncias bastante
satisfatorias € acima dos valores encontrados por Kubitza (2000) que obteve taxas de 80%
para a tilapia do Nilo. Os tratamentos que utilizaram a agua verde € 4gua clara mostraram

resultados bem abaixo dos encontrados pelo autor. A mortalidade sempre aumentava apos as
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biometrias e, apds uma subita supressdo da aerac@o por falta de energia, a maior mortalidade
foi observada no tratamento com agua clara. Como a falta de aeragdo ocorreu durante o dia,
provavelmente as microalgas produziram oxigénio suficiente para manter os peixes vivos
durante o periodo, o que certamente ndo ocorreria durante a noite.

Em cultivos realizados em laboratorio os valores de sobrevivéncia s#o
notoriamente maiores que aqueles obtidos em cultivos realizados em campo, onde as variaveis

ndo podem ser controladas como as primeiras.
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Figura 7 - Sobrevivéncia da tilpia do Nile, O. niloficus, para os tratamentos com Chlorella sp (T1), 4gua clara
(T2) e agua verde (T3) durante todo o cultivo.
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4. CONCLUSAO

Com a realizagio desse trabalho, podemos inferir que a microalga Chlorella sp
influenciou positivamente no crescimento em peso e comprimento da tilapia do Nilo (O.
niloticus) durante a fase de reversdo sexual, quando comparado ao crescimento dos
individuos que receberam ragio e microalgas de agua doce. Além disso, os resultados de
sobrevivéncia encontrados foram elevados na presenga da microalga Chlorella sp em relagéo
aos outros tratamentos. Nao houve diferenca estatisticamente significativa no quociente
intestinal da tilapia do Nilo (O. niloticus), pois o niimero € o peso dos individuos utilizados
para esse procedimento ndo foram suficientes para expressar resultados mais precisos. Assim,
a utilizagdo da microalga Chlorella sp durante laviculturas de tilapias pode vir a aumentar o

desempenho desses organismos.
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