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RESUMO

As microalgas s3o organismos unicelulares capazes de usar a energia solar e o
diéxido de carbono com elevada eficiéncia fotossintética para produgdo de biomassa, além de
serem facilmente cultivadas. Devido a essas caracteristicas sdo objetos de pesquisa
principalmente na aquicultura e biotecnologia. Esta tese, composta de quatro capitulos, teve
como primeiro objetivo avaliar a eficiéncia de cinco métodos de extracdo de 6leo da biomassa
obtida de culturas da microalga Chlorella vulgaris, sendo quatro destas extra¢des assistidas
por ultrasom (a frio) e um método por aquecimento. Apos a determinagdo do melhor método
de extracdo de lipidios, foi avaliada a influéncia da salinidade do meio de cultivo na
recuperacdo da biomassa e rendimento de 6leo de dez microalgas cultivadas em meio Guillard
f/2. Em seguida, foi avaliada a influéncia de diferentes quantidades de nitrato de sddio no
meio de cultivo na recuperagao da biomassa e no rendimento de 6leo de quatro microalgas.
Por ultimo, foram determinados a recuperacdo da biomassa e rendimento de 6leo de C.
vulgaris cultivada em ambiente externo, bem como identificados os principais acidos graxos
presentes no 6leo para a produgdo de biodiesel. Além disso, foram avaliados o desempenho
zootécnico e alguns imunopardmetros do camardo marinho Litopenaeus vannamei apods
inclusdo da biomassa obtida dessa cultura externa da microalga em sua dieta, antes e apos o
processo de extracdo de 6leo. A extragdo de lipidios pelo método de Bligh e Dyer apresentou
o maior rendimento (52,49+3,37%) dentre os métodos assistidos por ultrasom. Das dez
microalgas cultivadas em salinidades diferentes, seis tiveram seus rendimentos de o6leo
aumentados quando a salinidade foi reduzida de 35 para 25, com um incremento maximo de
oito vezes em Tetraselmis sp., enquanto o rendimento de 6leo aumentou em trés espécies
quando a salinidade foi elevada de 25 para 35, com um incremento de trés vezes em C.
vulgaris. O aumento das quantidades de nitrato de s6dio nos meios de cultivo resultou na
elevac@o da recuperagdo de biomassa das microalgas Nannochloropsis oculata e C. vulgaris,
enquanto a reducao das quantidades desse nutriente resultou no aumento dos rendimentos de
6leo de todas as microalgas, principalmente para as espécies descritas acima. Finalmente, foi
constatado que alguns parametros zootécnicos de crescimento dos camardes marinhos foram
bem melhores no experimento que utilizou inclusdo da biomassa natural de C. vulgaris no
lugar da biomassa delipidada, embora a inclusdo de 0,5% da ultima também tenha
apresentado resultados satisfatorios. Com relagdo aos imunoparametros, a inclusdo da

biomassa natural ou delipidada de C. vulgaris na dieta dos camardes, independente da



quantidade utilizada, aumentou a concentragdo de proteinas totais e reduziu a atividade da

fenoloxidase no soro dos animais.

Palavras-chave: Cultivo. Parametros imunoldgicos. Lipidio. Rendimento.



ABSTRACT

Microalgae are unicellular organisms capable of using solar energy and carbon
dioxide with high photosynthesis efficiency to produce biomass, and are easy to cultivate.
Due to these characteristics, they have been the object of research, especially in the fields of
aquaculture and biotechnology. This thesis, consisting of four chapters, had as its first
objective to evaluate the efficiency of different extraction methods of biomass oil from
cultures of microalga Chlorella vulgaris. Four of these methods were ultrasound-assisted
(cold) and one by heating. After determining the best method for lipid extraction, we
evaluated the influence of salinity of the culture medium in biomass recovery and oil yield for
ten microalgae cultivated in Guillard f/2 medium. Next, the influence of different amounts of
sodium nitrate was evaluated in the culture medium for biomass recovery and oil yield for
four microalgae. Lastly, biomass recovery and oil yield was determined for C. vulgaris
cultivated outdoors, and the main fatty acids present in the oil for biodiesel production were
identified. Also, the performance and certain immunoparameters of marine shrimp
Litopenaeus vannamei were evaluated following inclusion of biomass obtained from outdoor
microalgae culture in the diet, before and after the oil extraction process. Lipid extraction
using the Bligh and Dyer method showed the highest yield (52.49+3.37%) among the
ultrasound-assisted methods. Of the ten microalgae cultivated under different salinities, six
saw their oil yields increase when salinity was reduced from 35 to 25; the highest increase
(eight-fold) was observed in Tetraselmis sp., whereas oil yield increased in three species when
salinity was raised from 25 to 35, with a threefold increase for C. vulgaris. The higher
amounts of sodium nitrate in cultivation media resulted in increased biomass recovery from
microalgae Nannochloropsis oculata and C. vulgaris, whereas the reduction in the quantity of
this nutrient resulted in higher oil yields for all microalgae, especially for the species
described above. Finally, it was observed that certain growth performance parameters of
marine shrimp were vastly superior in the experiment using inclusion of natural C. vulgaris
biomass in replacement of defatted biomass, although 0.5% inclusion of the latter also
showed satisfactory results. With regard to immunoparameters, inclusion of natural or
defatted biomass of C. vulgaris in the diet of shrimps, regardless of amount used, increased

the concentration of total proteins and reduced phenoloxidase activity in animal serum.

Keywords: Culture. Immunological parameters. Lipid. Yield.
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RESUMO

As microalgas marinhas sdo extremamente importantes na natureza,
principalmente por sua vasta contribui¢cdo para a produ¢do primaria dos oceanos e da propria
Terra. Além disso, elas podem ser utilizadas como fonte de alimento para animais e para
homens, indicadores ambientais, fonte de substincias de importancia farmacologica,
industrial dentre outras. Nesse primeiro capitulo foi observada a eficiéncia de extracdo do
6leo da microalga Chlorella vulgaris, comparando varios métodos assistidos por ultrasom (a
frio) e um método por aquecimento. Previamente a pasta da microalga gerada apds o cultivo
foi concentrada e seca para depois ser processada a extracdo do d6leo. Dos métodos a frio, o
maior percentual de lipidios totais extraidos foi observado quando se utilizou cloroférmio
como solvente (52,49+3,37 ¢ 16,06+1,91%), seguido do diclorometano (10,86+1,71%) e por
ultimo o hexano (2,15+0,23%), com o método Soxhlet obteve-se o menor rendimento
(1,67+0,28%). Outro aspecto diferencial entre os métodos € a utilizagdo de d4gua no método de
Bligh e Dyer, ja que em meio aquoso o processo de extra¢dao de lipidios ¢ beneficiado pela
maior intensidade de energia liberada na evaporacdo, enfraquecendo a parede celular das

microalgas.

Palavras-chave: Extra¢do. Lipidio. Microalga. Ultrasom.
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1. INTRODUCAO

As microalgas marinhas sdo extremamente importantes na natureza,
principalmente por sua vasta contribuicdo para a producdo primaria dos ecossistemas
aquaticos. Além disso, elas podem ser utilizadas como fonte de alimento para animais e
homens, como fonte de substancias de importancia farmacoldgica e industrial dentre outras
(LOURENCO, 2006). Além disso, podem ser utilizadas como bioindicadores para avaliar o
nivel de eutrofizagdo dos corpos d’agua (TROBAJO; COX; QUINTANA, 2004).

As microalgas sdo organismos unicelulares capazes de usar a energia solar ¢ o
didéxido de carbono com eficiéncia fotossintética maior que as plantas superiores para
produ¢do de biomassa (MIAO; WU, 2006). Esta caracteristica, aliada a simplicidade das
técnicas de cultivo, tornam as microalgas um dos objetos de pesquisa prioritarios das mais
modernas areas de investigacdo. Isto se deve a essencial importancia destas nas diversas
cadeias troficas e na possibilidade da aplicacdo comercial em distintas 4reas como na
nutricdo, na saide humana e animal, no tratamento de aguas residuais, na produ¢do de energia
e na obtencdo de compostos de interesse da industria alimentar, quimica e farmacéutica
(GROBBELAAR, 2004).

A principal vantagem de se cultivar comercialmente as microalgas ¢ a obtencao de
seus produtos metabolicos, que sdo utilizados na alimentacdo de organismos marinhos e
terrestres, como suplementos alimentares para os seres humanos, ou para seu uso em
processos ambientais, como tratamento de 4guas residuais, fertilizacdo dos solos,
biocombustiveis e fitorremediagdo de residuos toxicos (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

De acordo com Wijffels (2007), a biotecnologia marinha visa a descoberta de
novos produtos que possam contribuir para a saide dos seres humanos, como por exemplo,
novos nutracéuticos obtidos de algas, além da contribui¢ao também no setor da energia, como
a producdo de biocombustiveis. De acordo com o autor, os acidos-graxos da série ®3,
comprovadamente benéficos para a satde dos seres humanos, também podem ser uma
potencial fonte de biocombustiveis. No entanto, o maior desafio ¢ obter estes produtos com
qualidade e em quantidade suficiente € de uma maneira sustentavel.

As vantagens do uso do 6leo de microalgas para a producdo de biodiesel sdao
dadas pela sua elevada taxa de crescimento, pela possibilidade de serem cultivadas em aguas

residuais como, por exemplo, efluentes de esgoto doméstico e industrial e o seu cultivo
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requerer uma area muito menor do que o necessario para a produgdo de plantas superiores
(CHISTI, 2007).

Apesar da grande produtividade de o6leo nas microalgas, uma das maiores
dificuldades do processo esta relacionada aos custos para secagem e extracdo do 6leo destes
microrganismos. As microalgas devem ser colhidas e processadas para a liberagao de lipidios
e outros produtos. A dificuldade estd na liberagdo de lipidios, de localizagdo intracelular. E
importante que o Oleo extraido seja liberado sem contaminagdo significativa por outros
componentes celulares ou outros compostos (SCOTT et al., 2010).

Guschina e Harwood (2006) mostraram que dependendo da espécie de microalga,
podem ser obtidos diferentes teores de lipidios. Entretanto, as microalgas mais utilizadas na
aquicultura possuem elevadas quantidades de o6leo, formados principalmente por &4cidos
graxos poli-insaturados.

Wijffels (2007) comenta que a quantidade de 6leo produzida pelas microalgas vai
depender da taxa de crescimento da espécie utilizada e do teor de lipidios presente na mesma.
Microalgas com producdo elevada de oleo sdo as mais desejaveis para a obten¢do do
biodiesel. Dependendo da espécie, as microalgas produzem diferentes tipos de lipidios,
hidrocarbonetos e outros 6leos complexos.

Qin (2005) avaliou a influéncia de algumas varidveis na producao de lipidios pela
microalga de agua doce Botryococcus braunii, entre elas a temperatura de cultivo, intensidade
de luz e salinidade, constatando a existéncia de faixas 6timas para as melhores produgoes.

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o rendimento da extra¢ao
de lipidios, utilizando um método tradicional de extracdo a quente e quatro métodos de

extra¢do a frio, assistidos por ultrasom.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultivo da microalga Chlorella vulgaris

O cultivo da microalga Chlorella vulgaris foi realizado no Laboratorio de
Planctologia do Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara,

utilizando um meio de cultivo organico proveniente de um tanque de alvenaria com o cultivo
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da tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, localizado na Esta¢ao de Piscicultura Prof. Dr.
Raimundo Saraiva da Costa do Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade
Federal do Ceard. A agua do tanque foi coletada e em seguida esterilizada através de um
autoclave por 15 minutos a 121 °C. Para o cultivo, foi utilizado apenas o sobrenadante.

A cultura foi iniciada a partir de uma cepa, obtida no proprio laboratério, com
volume de 20 mL, em um erlenmeyer de 250 mL, e a cada dois dias, foi acrescentado
aproximadamente o mesmo volume de meio de cultura. Apos 12 dias, o conteudo do
erlenmeyer foi transferido para outro, com capacidade para um litro até a cultura atingir o
volume total do recipiente. Finalmente, o contetido do erlenmeyer foi transferido para um
recipiente com trés litros de meio e, a partir deste momento, a cultura foi submetida a uma

2 -l -
s~, fornecida por duas

aeracdo constante e irradiancia de aproximadamente 20 pE cm’
lampadas fluorescentes de 20 W, determinada através de um luximetro digital. A temperatura

da sala de cultivo ficou em torno de 28+1 °C.

2.2. Recuperacdo da biomassa algal

Para separar as microalgas do meio de cultivo foi utilizada a técnica de floculagdo
quimica, através da adicao de 90 mL de uma solucdo de NaOH 2N. A completa floculagdo foi
monitorada através da obtencdo da minima densidade Otica, determinada em
espectrofotometro, com comprimento de onda de 680 nm. A floculagdo ocorreu quando a
microalga iniciou a fase estaciondria de cultivo.

O sobrenadante contendo o meio de cultivo foi sifonado e a biomassa algal timida
foi lavada e em seguida seca em estufa com renovacdo de ar a 60 °C por um periodo de 24
horas. Apds a secagem, foi triturada em um processador de alimentos e pesada em balanga

semi analitica para a determinacdo da recuperacao da sua biomassa.



23

2.3. Extracdo dos lipidios totais

Para a extragdo dos lipidios totais da microalga C. vulgaris, foi utilizado um
método tradicional de extragdo a quente, ¢ quatro métodos de extragdo a frio, sendo estes

ultimos através de ultrasom (Tabela 1).

Tabela 1 - Métodos utilizados para extracdo de lipidios totais da microalga C. vulgaris.
M¢étodo por aquecimento M¢étodo Soxhlet (1879)
Método de Folch, Less e Stanley (1957)
Métodos a frio conduzidos por  Método de Bligh e Dyer (1959)
ultrasom M¢étodo de Hara e Radin (1978)
M¢étodo de Chen, Shen e Sheppard (1981)

2.3.1. Extracdo a quente - Método de Soxhlet

Para extragdo pelo método de Soxhlet, foram pesadas em triplicata 2 g da
microalga seca e armazenadas em sachés feitos com filtros de papel que foram colocados em
baldes de vidro, previamente pesados, com 110 mL de acetona e aquecidas de 120 a 180 °C
no extrator de Soxhlet por um periodo de oito horas. Ao final da extragdo, as amostras foram
retiradas e os baldes foram levados a estufa a uma temperatura de 105 °C durante 24 horas e,
em seguida, foram colocados em um dessecador para completar o processo de retirada de
umidade. A quantidade de 6leo presente na biomassa foi obtida a partir da diferenga entre o
peso do baldo seco (antes do processo de extracdo do 6leo) e o peso do mesmo baldo,

juntamente com o 6leo, ao final do processo.

2.3.2. Extragao a frio

Em todos os experimentos por extracdo a frio foram utilizadas cinco gramas da
biomassa seca da microalga C. vulgaris.
Inicialmente, parte da biomassa obtida a partir de um unico cultivo foi utilizada

para determinacgdo do percentual médio de umidade. Para isso foram pesadas cinco gramas da
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biomassa seca em triplicata ¢ em seguida levadas a estufa por um periodo de 24 horas na
temperatura de 105 °C. A concentragdo de lipidios totais na biomassa foi determinada por

balango de massa do s6lido e dada pela equagdo abaixo:

5g —Biomassa ap0s extragéo

5 x100 [%—Umidade média da biomassa % = Lipidios totais %

2.3.3. Método de Folch, Less e Stanley

A extragdo pelo método de Folch, Less e Stanley (1957) foi realizada de acordo
com as modificagdes propostas por Christie (1982). A biomassa seca da microalga (5 g), em
triplicata, foi homogeneizada com 25 mL de metanol, durante trés minutos em banho
ultrasonico com frequéncia de 40 KHz e poténcia de 80 W. Apds esta etapa, foram
adicionados 50 mL de cloroférmio e a mistura foi submetida a uma nova sonicagdo por mais
27 minutos, sendo em seguida filtrada a vacuo e o residuo solido ressuspendido em uma
solugdo de cloroféormio e metanol 2:1 (v:v). O mesmo procedimento foi realizado mais uma
vez, nas mesmas condi¢des, € apds a segunda filtragem o so6lido foi seco em estufa durante 24
horas a 105 °C.

Os filtrados foram combinados e transferidos para um funil de separagdo com 1/4
de volume previamente preenchido com uma solugdo de KCl 0,88%. A mistura foi agitada
vigorosamente e deixada em repouso até a separacdo das fases. A fase inferior, ou seja, o
extrato de cloroformio contendo os lipidios foi removida para um erlenmeyer de 125 mL,
sendo recolhida em papel de filtro com sulfato de sodio anidro. Foram retiradas aliquotas de 3
mL para a determinacdo do indice de acidez e o restante da miscela foi concentrada a vacuo

em evaporador rotativo na temperatura de 40 a 45 °C, sendo o solvente recuperado.

2.3.4. M¢étodo de Chen, Shen e Sheppard

A maioria dos métodos a frio para extracdo de 6leo utiliza o cloroférmio como

solvente, estando associado ao alto grau carcinogénico. Por isso Chen, Shen e Sheppard
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(1981) realizaram estudos de extracdes de 6leos seguindo o método de Folch, Less e Stanley
(1957), onde a tnica diferenca ¢ a substituicdo do solvente cloroféormio pelo diclorometano o
que reduz bastante o risco a saude humana. O diclorometano ¢ também mais volatil que o
cloroférmio, portanto a evaporacao do solvente ¢ mais rapida. A extragdo seguiu 0 mesmo

procedimento descrito no método de Folch, Less e Stanley.

2.3.5. M¢étodo de Bligh e Dyer

Para a extracdo pelo método de Bligh e Dyer (1959) foram adicionados a
biomassa seca da microalga (5 g), em triplicata, em um erlenmeyer de 250 mL, 25 mL de
metanol, 12,5 mL de cloroféormio ¢ 5 mL de agua. O erlenmeyer foi tampado e posto para
sonicar durante 40 minutos, em banho ultrasonico com frequéncia de 40 KHz e poténcia de 80
W. Em seguida, foram adicionados mais 12,5 mL de cloroférmio e 12,5 mL de solugdo de
sulfato de sodio 1,5% e realizada outra sonicacdo com duracdo de 20 minutos. A parte solida
foi filtrada a vacuo e posteriormente seca em estufa durante 24 horas a 105 °C. O mesmo
procedimento utilizado no método de Folch, Less e Stanley (1957) foi adotado para
determina¢do do indice de acidez a partir da retirada de uma amostra da miscela da fase

organica.

2.3.6. Método de Hara e Radin

Para a extragdo do 6leo pelo método de Hara e Radin (1978), inicialmente a
biomassa seca da microalga (5 g), em triplicata, foi misturada com 20 mL de isopropanol, e
sonicada durante quatro minutos, em banho ultrasdnico com frequéncia de 40 KHz e poténcia
de 80 W. Em seguida, foram adicionados 30 mL de n-hexano e a mistura foi submetida a uma
nova sonicacao por mais 56 minutos. A mistura foi filtrada a vacuo e a parte solida seca em
estufa durante 24 horas a 105 °C. O filtrado foi transferido para um funil de separagdo ao qual
foi adicionado 60 mL da solu¢do de sulfato de sédio (1:15) (p:v). Procedeu-se agitagao
rigorosa até repouso completo. Retirou-se uma aliquota de 3 mL da fase superior da miscela

rica em n-hexano para determinagao do indice de acidez.
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Vale salientar que o tempo de sonicagdo ndo foi capaz de variar o processo de

extragdo nos diferentes métodos testados.

2.4. Determinacao do indice de acidez (1A)

O indice de acidez (IA) foi determinado através do método AOCS 5a-40 (1997)
modificado. Para isso, foram retiradas aliquotas de 3 mL, em triplicata, das miscelas,
contendo em média 0,4 g mL™"'. Adicionou-se algumas gotas de fenolftaleina como indicador
(em torno de 1 mL), efetuando-se a titulacdo direta com solucdo padronizada de NaOH 0,1 N.

O volume utilizado na titulacdo indicou o indice de acidez dado pela equagdo:

IA(MgKOH / g) _V-5611-1-N

Onde:

m = massa da amostra;

V = volume (mL) de solucao de NaOH utilizada com a amostra;
f = fator de correcao da solu¢ao de NaOH;

N = normalidade da solu¢do de NaOH;

IA = indice de acidez (mg KOH g™).

2.5. Andlises estatisticas

Os resultados referentes ao rendimento de 6leo obtido da biomassa da microalga
em cada um dos cinco métodos experimentados foram submetidos a um teste t para as médias
com o intuito de verificar a existéncia de diferenga estatisticamente significativa ao nivel de

1% utilizando o programa BioEstat versdo 4.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Recuperacdo da biomassa da microalga C. vulgaris

Ap6s a floculagdo quimica e secagem, foi obtido uma recuperagdo da biomassa da
microalga C. vulgaris de 0,50% (g 100 mL™"), considerado muito elevado, pois esse
rendimento vai depender de diversos fatores, entre eles o tamanho das células, forma de

assimilagdo de nutrientes, taxas de crescimento, secagem, entre outros.

3.2. Rendimentos de 6leo da microalga nos diferentes métodos

A tabela 2 mostra os rendimentos de dleo obtidos da microalga C. vulgaris

utilizando diferentes metodologias.

Tabela 2 - Rendimentos de 6leo obtidos da microalga C. vulgaris utilizando diferentes
metodologias. Letras iguais indicam auséncia de diferenca significativa ao nivel de 1%.

Método Solvente Rendimentos de 6leo (%)
Bligh e Dyer Cloroférmio/Metanol/Agua 52,49+3,37°
Folch, Less e Stanley Cloroformio e Metanol 16,O6ﬂ:1,91b
Chen, Shen e Sheppard Diclorometano e Metanol 10,86+1,71°¢
Hara e Radin n-Hexano e Isopropanol 2,15+0,23¢
Soxhlet Acetona 1,67+0,2 8¢

Como podemos observar, os rendimentos de 6leo da microalga Chlorella vulgaris
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre todos os métodos utilizados
(p<0,01), com excecdo do Hara e Radin e Soxhlet, sendo o maior rendimento observado no
método de Bligh e Dyer, com um valor de 52,49+3,37%, e o pior no método de Soxhlet
(1,67+0,28%). Os métodos que utilizam o cloroférmio como solvente para a extracdo de
lipidios foram os que apresentaram os melhores resultados, seguidos do método com

diclorometano (Tabela 2).
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Os maiores rendimentos foram obtidos com os métodos de Bligh e Dyer (1959)
(52,49+3,37%) e Folch, Less e Stanley (1957) (16,06£1,91%), diferentes estatisticamente dos
demais e entre si, os quais utilizam cloroféormio como solvente, porém o rendimento obtido
com o primeiro foi mais de trés vezes superior ao obtido com o ultimo, ja que o cloroférmio ¢
muito polar, aumentando assim, a quantidade extraida. Outro fator que pode ter contribuido
foi a utilizagdo de dgua no método de Bligh e Dyer, ja que em meio aquoso o processo de
extracao de lipidios ¢ beneficiado pela maior intensidade de energia liberada na evaporagao,
pois a mesma enfraquece a parede celular das microalgas, liberando seu contetido intracelular
(CECCHLI, 2003).

Esses resultados sdo iguais aos verificados por Widjaja, Chien e Ju (2009),
quando cultivaram a mesma espécie estudada nesse experimento e os lipidios foram extraidos
também pelo método de Bligh e Dyer conduzido por ultrasom, onde o rendimento de 6leo foi
de 52,5%.

Ranjan, Patil ¢ Moholkar (2010) observaram que o método de Bligh ¢ Dyer
conduzido por ultrasom resultou em uma extragdo de lipidios de cerca de 500% superior ao
obtido pela aplicagdo do método de Soxhlet para a microalga Scenedesmus sp.

Gouveia ¢ Oliveira (2009) cultivaram a microalga C. vulgaris no meio Vonshak
(1986) e realizaram a extragdo de lipidios pelo método de Soxhlet. Os autores constataram um
rendimento de oleo de 5,1%, superior ao encontrado nesse trabalho nos métodos de Hara e
Radin e Soxhlet, mas ndo com relagdo ao método de Bligh e Dyer; Folch, Less e Stanley e
Chen, Shen e Sheppard, com valores de 52,49+3,37; 16,06£1,91 e 10,86+1,71%,
respectivamente.

Em comparagdo ao método de Folch, Less e Stanley, o método de Chen, Shen e
Sheppard mostrou valores finais de rendimento de 6leo bem moderados. No entanto, algumas
variagcoes ainda podem ser realizadas para melhorar o rendimento, como por exemplo, a
modificacdo do tempo de sonicagao.

Martin (1993); Luque-Garcia e Castro (2003) afirmam que o rompimento celular
através da sonicagdo faz com que o tempo de extracdao de lipidios seja reduzido, ocorrendo
menor uso de solventes e maior penetracdo destes nos compostos celulares, otimizando a
liberacdo do seu contetdo intracelular. Porém, existe um elevado consumo de energia e
dificuldades ao ser utilizado em larga escala.

Zheng et al. (2011) compararam nove métodos de extracdo de 6leo de C. vulgaris
cultivada em agua salgada e avaliaram a recuperagdo de biomassa e rendimento de dleo

visando a produgdo de biodiesel. Os autores obtiveram uma recuperagdo de 0,02% e, com
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relagdo ao rendimento de o6leo, a técnica de sonicagdo da biomassa apresentou um total de
15%, enquanto a moagem da biomassa com nitrogénio liquido apresentou o melhor
rendimento (29%). Esses resultados sdo inferiores aos encontrados no presente trabalho com
relacdo aos métodos de Bligh e Dyer (1959) e Folch, Less e Stanley (1957), mas superiores
aos demais.

Prabakaran e Ravindran (2011) isolaram as microalgas Chlorella sp., Nostoc sp. e
Tolypothrix sp. de um reservatorio com o intuito de identificar o processo mais eficiente de
rompimento celular, que incluiram autoclavagem, uso de microondas, sonicacdo e tratamento
com solugdo de NaCl 10%. Os lipidios totais das trés espécies foram extraidos com uma
mistura de cloroférmio e metanol e a composicado de acidos graxos foi detectada por
cromatografia gasosa (CG). Os autores verificaram que Nostoc sp. e Tolypothrix sp.
apresentaram o maior teor de acido oléico, 13,27 e 17,75 mg g de biomassa seca’,
respectivamente, enquanto que a Chlorella sp. apresentou alto teor de acido linoléico (17,61
mg g de biomassa seca™) quando as células foram rompidas pelo método de sonicacio.

Halim et al. (2010) estudaram a extrag@o de lipidios da microalga Chlorococcum
sp. utilizando didéxido de carbono supercritico, e verificaram que o rendimento méaximo de
lipidios foi baixo (7, mg g de biomassa seca), sendo menor em condigdes de alta
temperatura e baixa pressdao. Quando compararam com o método de Soxhlet, utilizando o
hexano como solvente, observaram que este foi significativamente menos eficiente do que a

extragdo em questao.

3.3. Indice de acidez (1A)

A tabela 3 mostra o indice de acidez do 6leo obtido da microalga C. vulgaris
utilizando diferentes metodologias de extragao.

De acordo com a tabela 3, as analises feitas para o indice de acidez variaram entre
0,3+0,01 a 0,7+0,02 mg KOH g'l, ndo apresentando diferencas significativas entre si
(p>0,01), mas indicando uma boa qualidade para a producdo de biodiesel, pois apresentam

uma rea¢ao completa na producao de 6leo (KUSDIANA; SAKA, 2001).
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Tabela 3 - indice de acidez do 6leo obtido da microalga C. vulgaris utilizando diferentes
metodologias. Letras iguais indicam auséncia de diferenga significativa ao nivel de 1%.
Indice de acidez

Método (mg KOH g'))
Bligh e Dyer 0,4+0,01°
Folch, Less e Stanley 0,6+0,01°
Chen, Shen e Sheppard 0,7+0,02*
Hara e Radin 0,3+0,02%
Soxhlet 0,3+0,02?

4. CONCLUSAO

Os métodos que utilizaram o cloroféormio como solvente apresentaram os
melhores resultados, ja que este ¢ muito polar, bem como a presenga de dgua demonstraram
ser importantes fatores para aumentar a eficiéncia da extracdo. Os lipidios extraidos da
microalga Chlorella vulgaris em todos os métodos utilizados apresentaram um baixo indice

de acidez, sendo uma espécie em potencial para a producao de biodiesel.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DA RECUPERACAO DE BIOMASSA E RENDIMENTO DE OLEO DE
DEZ MICROALGAS EM DUAS DIFERENTES SALINIDADES
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RESUMO

As microalgas parecem ser as unicas fontes de lipidios que tém potencial para
substituir completamente o diesel fossil devido a inumeros aspectos, onde niveis de 6leo de
20 a 50% sdo bastante comuns. O objetivo desse trabalho foi avaliar a recuperagdo de
biomassa e o rendimento de dleo de dez espécies de microalgas cultivadas em duas diferentes
salinidades (25 e 35). Foram realizadas culturas de Tetraselmis sp., Nannochloropsis oculata,
Isochrysis sp., Tetraselmis chui, Dunaliella sp., Tetraselmis tetrathele, Chlorella vulgaris,
Chaetoceros mulleri, Chaetoceros gracilis e Thalassiosira weissflogii em meio Guillard /2 .
Todos os cultivos partiram de um volume de 20 mL, sempre em volumes crescentes e
finalizando em um recipiente de trés litros, sendo aqui submetida a uma aera¢do constante
através de bombas de diafragma com fluxo de ar de 2 L min™ e irradiancia de 60 uE cm™ s™.
Para separar as microalgas do meio de cultura foi utilizada a técnica de floculagdo quimica,
através da adicdo de uma solucdo de NaOH 2N e a biomassa recuperada foi lavada e seca em
estufa com renovagao de ar a 60 °C por um periodo de 24 horas, sendo o método Bligh e Dyer
utilizado para extrair o oOleo. Foi verificado que as microalgas Chaetoceros mulleri,
Nannochloropsis oculata, Tetraselmis chui, Tetraselmis tetrathele e Chaetoceros gracilis
cultivadas na salinidade mais baixa (25), ¢ Nannochloropsis oculata, Isochrysis sp.,
Dunaliella sp., Tetraselmis tetrathele e Chlorella vulgaris na salinidade mais elevada (35) séo
reportadas como as melhores espécies a serem exploradas em larga escala visando a producao
de 6leo, pois apresentaram valores acima de 20,00%. A microalga C. gracilis apresentou a
melhor resposta no rendimento de 6leo quando a salinidade foi reduzida, passando de 15,50

para 60,28%.

Palavras-chave: Biomassa. Lipidio. Microalga. Oleo.
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1. INTRODUCAO

As microalgas sdo utilizadas na aquicultura como alimento para os diferentes
organismos cultivados e tém grande importancia na producdo de oxigénio, no consumo de
dioxido de carbono e de compostos nitrogenados (DERNER, 1996; LOURENCO, 2006;
PEREZ-GARCIA et al., 2011). Sdo utilizadas como bioindicadores, informando sobre o nivel
de eutrofizacao dos corpos d’agua (TROBAJO; COX; QUINTANA, 2004).

As espécies mais cultivadas pertencem, geralmente, as classes Bacillariophyceae
(Chaetoceros spp. Ehrenberg, Thalassiosira spp. Cleve, Phaeodactylum tricornutum Bohlin e
Skeletonema costatum Greville), Haptophyceae (Isochrysis spp. Parke), Cryptophyceae
(Rhodomonas spp. Karsten), Chrysophyceaec (Monochrysis spp. Skuja), Prasinophyceae
(Tetraselmis spp. Stein), Cyanophyceae (Arthrospira spp. e Spirulina spp.) ¢ Chlorophyceae
(Dunaliella spp. e Scenedesmus spp. Bourrely) (SILVA et al., 2003; MULLER-FEUGA,
2004).

As microalgas sdo os principais produtores primarios de matéria organica nos
ambientes aquaticos. Através da fotossintese, utilizam a energia luminosa, absorvem
nutrientes e fixam o didéxido de carbono, transformando esta energia em moléculas organicas.
A reserva energética das algas consiste em compostos de alto peso molecular, como os a-1,4
glucanos e B-1,3 glucanos e outros de baixo peso molecular, como os glicosidios e polidleos.
Nesses microrganismos, a reserva lipidica tem como fungdo bésica a sintese de membranas
lipoprotéicas (LEE; VALKIRS; SELIGMAN, 1989), sendo também utilizada para flutuagao
nas mesmas.

Sdo reconhecidas como uma fonte alternativa promissora para a producdo de
biodiesel. Varias espécies podem ser induzidas a produzir mais lipidios e acidos graxos
especificos com manipulagdes simples das propriedades fisicas e quimicas de seus meios de
cultura. Ao manipular o conteudo de acidos graxos, as microalgas representam uma fonte
significativa de lipidios e &cidos graxos para diversas aplicagdes industriais (BEHRENS;
KYLE, 1996).

A viabilidade da producao de éster metil ou biodiesel do 6leo a partir da biomassa
de microalgas ja foi demonstrado por Belarbi, Grima e Chisti (2000).

Algumas microalgas podem acumular quantidades significativas de lipidios,
podendo chegar a até 50% do seu peso seco em certas espécies (SHEEHAN et al., 1998;
CHISTI, 2007; MITCHELL, 2007). Muitas delas podem crescer em agua salobra ou salgada,
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evitando assim a demanda por dgua potdvel, um recurso limitado em muitas partes do mundo
(ABREU, 2009; UMDU; TUNCER; SEKER, 2009). Vérias espécies crescem muito rapido,
dobrando sua biomassa em apenas 24 horas.

A Dbioprospeccdo de espécies € muito importante para selecionar as melhores
cepas que podem produzir maior quantidade de produtos metabolicos desejaveis. Varios
estudos tém avaliado a utilizagdo de diversas microalgas para diversas finalidades
(FRANCISCO et al., 2010; YOO et al., 2010; MUTANDA et al., 2011), mas muitas
pesquisas ainda devem ser realizadas, dado o elevado numero de espécies existentes.

O actmulo de lipidios pode ser atribuido ao consumo de aglicares, em uma taxa
superior a de geracdao celular, o que promoveria a conversao de agucar em excesso para
lipidios (CHEN; JOHNS, 1991), e isso esta relacionado a diversos fatores, como temperatura,
pH, disponibilidade de micronutrientes e salinidade.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a recuperagdo de biomassa e o rendimento de
oleo de dez espécies de microalgas cultivadas em duas diferentes salinidades, apds floculagao

quimica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultivo das microalgas

Inicialmente, as microalgas Tetraselmis sp., Nannochloropsis oculata, Isochrysis
sp., Tetraselmis chui, Dunaliella sp., Tetraselmis tetrathele, Chlorella vulgaris, Chaetoceros
mulleri, Chaetoceros gracilis e Thalassiosira weissflogii foram cultivadas para avaliar a
influéncia de duas diferentes salinidades do meio de cultura (35 e 25) na recuperagdo de
biomassa e rendimento de lipidios.

Todas as cepas utilizadas nesse estudo foram obtidas no cepario do Laboratério do
Centro de Tecnologia em Aquicultura (CTA), pertencente ao Departamento de Engenharia de
Pesca da Universidade Federal do Ceara, onde as mesmas sao mantidas a 22+2 °C, em tubos
de ensaio, com iluminacao artificial e fotoperiodo de 16 h de claro e 8 h de escuro.

O meio de cultivo usado para a manutengdo dos indculos e condugdo dos

experimentos foi o Guillard f/2 (GUILLARD, 1975).
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Os cultivos partiram de um volume de 20 mL em um erlenmeyer de 250 mL, no
qual, a cada dois dias, foi acrescentado aproximadamente o mesmo volume de meio de cultura
autoclavado. Em seguida, dependendo da espécie, o contetido do erlenmeyer foi transferido
para outro, com capacidade para um litro. Finalmente, 350 mL de cada cultura foram
transferidos para um recipiente de trés litros de volume util. Neste momento, o volume foi
completado para trés litros e a cultura passou a ser submetida a uma aeragao constante através
de bombas de diafragma com fluxo de ar de 2 L min™. Todos os cultivos foram realizados em
triplicata.

A irradiancia, fornecida constantemente por duas lampadas fluorescentes de 40
W, foi de 60 pE cm™ s determinada através de um luximetro digital. A temperatura da sala
de cultivo ficou em torno de 28+1 °C, com exce¢do das microalgas Isochrysis sp.,
Thalassiosira weissflogii e Chlorella vulgaris, as quais foram cultivadas no proprio cepario,
com temperatura mantida em 22+2 °C. Os cultivos foram realizados com volume constante,
ou seja, em batelada (LOURENCO, 2006). Os meios de cultivo e todas as vidrarias utilizadas
nas culturas foram previamente esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121 °C.

Vale salientar que os tempos de cultivo, partindo do volume da cultura em trés
litros foram variados, pois este parametro depende do crescimento algal de cada espécie,
sendo sete dias para as microalgas Chlorella vulgaris, Dunaliella sp., Nannochloropsis
oculata, Tetraselmis sp., Tetraselmis chui e Tetraselmis tetrathele, nove dias para
Chaetoceros gracilis e Chaetoceros mulleri e dez dias para Isochrysis sp. e Thalassiosira
weissflogii.

2.2. Floculacgéo das culturas

Para separar as microalgas do meio de cultivo foi utilizada a técnica de floculagdo
quimica, através da adi¢do de uma solugdo de NaOH 2N, conforme descrito no capitulo

anterior. O mesmo ocorreu para a recuperagao da biomassa das microalgas.
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2.3. Extracao do 6leo

Para a extragdo do dleo e posterior determinacdo do seu rendimento a partir da
biomassa seca das microalgas estudadas, foi utilizado o método de Bligh e Dyer (1959),

conforme descrito no capitulo anterior.

2.4. Andlises estatisticas

Os resultados referentes a quantidade de NaOH utilizados para a floculagao,
recuperagdo da biomassa e rendimento de 6leo das dez microalgas cultivadas em ambas as
salinidades foram submetidos a um teste t para as médias com o intuito de verificar a
existéncia de diferenga estatisticamente significativa ao nivel de 5% utilizando o programa

Microcal Origin versao 6.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Recuperacéo da biomassa das microalgas

As concentragdes de NaOH 2N necessarias para a floculagdo das dez espécies de
microalgas cultivadas na salinidade de 35 variaram de 0,67+0,12% (mL de NaOH 2N por 100
mL de cultivo) para a Thalassiosira weissflogii a 6,23+0,12% para Chaetoceros gracilis.
Quando os cultivos foram realizados na salinidade de 25, os valores variaram de 1,07+0,08%
para Nannochloropsis oculata a 7,00+0,16% para Chaetoceros gracilis. De um modo geral, as
concentragdes de NaOH 2N foram mais elevadas quando as microalgas foram cultivadas na
salinidade mais baixa, com excecdo da Tetraselmis chui (Tabela 1).

Foi observado também que em todas as espécies estudadas ocorreram diferengas

estatisticamente significativas (p<0,05) com relacdo as concentragdes de NaOH 2N
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necessarias para a floculagdo em ambas as salinidades, exceto para a Nannochloropsis oculata

¢ a Tetraselmis tetrathele (Tabela 1).

Tabela 1 - Recuperacdo de biomassa (%) das microalgas cultivadas em duas diferentes
salinidades, obtida por floculagdo quimica com NaOH 2 N. Letras iguais indicam auséncia de
diferenca significativa ao nivel de 5%.

Salinidade 35 Salinidade 25
Microalgas NaOH 2 N Recuperagdo NaOH 2 N Recuperagao
(%) da biomassa (%) da biomassa
(%) (%)

Tetraselmis sp. 2,53+0,10° 0,002+0,01°  3,50+0,16°  0,024+0,04"
Chaetoceros mulleri 1,10+0,12° 0,011£0,03*  2,88+0,12°  0,024+0,03°
Nannochloropsis oculata 0,83+0,18* 0,024+0,03* 1,07+0,08° 0,017+0,02°
Isochrysis sp. 1,00+0,19° 0,007£0,02*  3,00£0,20°  0,027+0,01°
Tetraselmis chui 4,00+0,10° 0,018+0,05°  1,25+0,16°  0,007+0,01°
Dunaliella sp. 0,83+0,09° 0,009+0,04*  3,46+0,12°  0,021+0,03"
Tetraselmis tetrathele 1,00+0,17° 0,022+0,02% 1,25+0,07% 0,03140,04°
Chaetoceros gracilis 6,23+0,12° 0,031+0,02*  7,00£0,16°  0,033+0,05
Thalassiosira weissflogii 0,6740,12° 0,005+0,06°  2,00£0,15°  0,015+0,02°
Chlorella vulgaris 2,3340,14 0,050+0,04°  6,00+0,12°  0,025+0,02°

Com relacdo a recuperacao de biomassa, quando os cultivos foram realizados na

salinidade de 25, de uma maneira geral, os valores aumentaram quando comparados a
salinidade mais elevada, e foram duplicados no caso das espécies Chaetoceros mullerii e
Dunaliella sp., trés vezes superior para a Thalassiosira weissflogii e quatro vezes para a
microalga Isochrysis sp., chegando a ser cerca de dez vezes na microalga Tetraselmis sp.

Por outro lado, para as espécies T. tetrathele ¢ C. gracilis a recuperagdo da
biomassa praticamente ndo foi alterada com a reducdo da salinidade dos cultivos, sendo esta
ultima a tunica espécie onde nao foi verificado diferenca estatistica (p>0,05) em ambas as
salinidades verificadas. Ja para as espécies C. vulgaris, N. oculata e T. chui os valores foram

reduzidos em 0,5; 1,4 e 2,6 vezes, respectivamente (Tabela 1).

3.2. Produtividade de recuperacéo da biomassa das microalgas

A tabela 2 mostra a produtividade de recuperagdo da biomassa das microalgas

cultivadas nas duas diferentes salinidades testadas.



41

Tabela 2 - Produtividade de recuperacdo da biomassa (kg/m’/dia) das microalgas cultivadas
em duas diferentes salinidades. Letras iguais indicam auséncia de diferenga significativa ao nivel de 5%.

Microalgas Produtividade de recuperacdo da biomassa
(kg/m’/dia)
Salinidade 35 Salinidade 25
Tetraselmis sp. 0,0029+0,0014 0,0343+0,0057°
Chaetoceros mulleri 0,0122+0,003* 0,0267+0,0033°
Nannochloropsis oculata 0,0343£0,0043° 0,0243+0,0029"
Isochrysis sp. 0,0070+0,0020" 0,0270+0,0010°
Tetraselmis chui 0,0257+0,0071° 0,0100:0,0014°
Dunaliella sp. 0,0129+0,0057* 0,0300d:0,0043b
Tetraselmis tetrathele 0,0314+0,0029" 0,0443+0,0057°
Chaetoceros gracilis 0,0344+0,0022" 0,0367+0,0056"
Thalassiosira weissflogii 0,0050+0,0010" 0,0150+0,0020°
Chlorella vulgaris 0,0714+0,0057* 0,0357+0,0029°

Analisando a tabela 2, foi observado que ao se reduzir a salinidade, de uma
maneira geral, a produtividade de recuperacao da biomassa aumentou. Por outro lado, para a
microalga C. gracilis a produtividade de recuperagdo da biomassa praticamente ndo foi
alterada com a reducgdo da salinidade nos cultivos, ndo sendo verificado diferenca estatistica
entre a mesma (p>0,05).

A maior produtividade de recuperagdo da biomassa ocorreu para a microalga C.

vulgaris, com um total de 0,0714+0,0057 kg/m3 /dia quando cultivada na salinidade 35.

3.3. Influéncia da salinidade no rendimento de 6éleo das microalgas

A tabela 3 mostra os rendimentos de 6leo das dez espécies cultivadas em ambas as
salinidades.

Como podemos observar, na salinidade 35, foi verificado o menor rendimento de
6leo na microalga Tetraselmis sp. (1,00+0,22%). Nessas condi¢des, as espécies N. oculata,
Isochrysis sp., Dunaliella sp., T. tetrathele e C. vulgaris apresentaram rendimentos acima de
20,00%. Vale salientar que o maior rendimento foi apresentado pela C. vulgaris
(52,49+0,15%) (Tabela 3).

Na salinidade 25, o menor rendimento de 6leo foi obtido da espécie Isochrysis sp.
(6,50+0,19%). Nessas condi¢des, C. mulleri, N. oculata, T. chui, T. tetrathele ¢ C. gracilis

apresentaram valores acima de 20,00%. Vale salientar que o maior rendimento foi
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apresentado por essa ultima (60,28+0,18%), bem superior ao encontrado na salinidade mais

elevada (15,50+0,22%) (Tabela 3).

Tabela 3 - Rendimentos de 6leo (%) a partir da biomassa das dez microalgas cultivadas em

duas diferentes salinidades utilizando o método Bligh e Dyer (1959) para a extracdo. Letras
iguais indicam auséncia de diferenca significativa ao nivel de 5%.

Microalgas Rendimento de 6leo (%)
Salinidade 35 Salinidade 25
Tetraselmis sp. 1,00+0,22° 8,00+0,15°
Chaetoceros mulleri 11,67+0,12° 25,2540,24°
Nannochloropsis oculata 23,00+0,16" 22.,75+0,20%
Isochrysis sp. 21,25+0,13° 6,50+0,19°
Tetraselmis chui 17,25+0,10° 23.50+0,28"
Dunaliella sp. 30,12+0,18" 12,00+0,13°
Tetraselmis tetrathele 29,18+0,19° 30,25+0,16"
Chaetoceros gracilis 15,50+0,22% 60,28+0,18°
Thalassiosira weissflogii 6,25+0,11° 13,21+0,14°
Chlorella vulgaris 52,49+0,15° 16,600,20°

De um modo geral, os cultivos realizados na salinidade mais baixa (25),
apresentaram rendimentos de o6leo mais elevados quando comparados com aqueles em
salinidade mais elevada, observado assim, diferenga estatisticamente significava (p<0,05) em
todas as espécies estudadas, com excegdo apenas para a N. oculata (Tabela 3).

Para as microalgas N. oculata, Isochrysis sp. e Dunaliella sp. os rendimentos de
6leo diminuiram quando foi reduzido a salinidade, sendo mais elevado para estas duas
ultimas.

Com relagdo a microalga Isochrysis sp., Chisti (2007), encontrou um rendimento
de 6leo na faixa de 25 a 33%, superior ao encontrado nesse trabalho quando cultivada na
salinidade 35 (21,25+0,13%). Porém, quando cultivamos essa espécie na salinidade 25, o
rendimento de 6leo diminuiu muito (6,50+0,19%), bem inferior ao apresentado pelo autor.

O rendimento de 6leo obtido nesse estudo para a C. vulgaris, Dunaliella sp.,
Isochrysis sp. ¢ Tetraselmis sp. sdo similares aos reportados por Mata, Martins e Cactano
(2010).

Nessas condigdes estudadas, as microalgas C. mulleri, N. oculata, T. chui, T.
tetrathele e C. gracilis cultivadas na salinidade mais baixa (25), enquanto que N. oculata,
Isochrysis sp., Dunaliella sp., T. tetrathele e C. vulgaris cultivadas na salinidade mais elevada
(35) sdo reportadas como as melhores espécies a serem cultivadas em larga escala visando a

producao de 6leo, pois apresentaram rendimentos acima de 20,00%.
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Ao contrario das citadas acima, as microalgas Tetraselmis sp. e T. weissflogii ndo
sdao consideradas aconselhaveis para a producao de 6leo em larga escala devido ao baixo
rendimento em ambas as salinidades estudadas.

Takagi, Karseno e Yoshida (2006) estudaram o efeito do estresse salino sobre o
acumulo de lipidios em microalgas do género Dunaliella e verificaram que a concentragdo de
NaCl de 1,5 M causou inibi¢ao do crescimento celular. O aumento da concentragdo de NaCl
de 0,5 (semelhante a 4gua do mar) a 1,0 M resultou em um maior teor de lipidios (67%) em
comparagao com 60%, na concentracio de 0,5 M.

Yeesang e Cheirsilp (2011) cultivaram quatro microalgas verdes do género
Botryococcus variando a salinidade e verificaram que o crescimento € o acimulo de lipidios
por estes microrganismos sdo afetados por essa variavel. Sob excesso de nitrogénio, todas as
cepas sobreviveram a alta salinidade, mas o crescimento foi variado dependendo da espécie.
O contetdo lipidico de trés delas diminuiu quando a salinidade foi aumentada.

A microalga verde de agua doce Botryococcus braunii foi cultivada por Qin
(2005) variando a salinidade visando a producdo de biodiesel. O autor verificou que o teor de
lipidos diminui acentuadamente quando a salinidade foi mais elevada, sendo similar entre
0,35 ¢ 0,7 M de NaCl. Em auséncia de sal foi observado o maior teor de lipidios, mas nao foi
diferente estatisticamente em 0,15 M. Contrariamente, Ben-Amotz, Tomabene e¢ Thomas
(1985) verificaram que o conteudo lipidico dessa mesma espécie foi maior em 0,5 M de sal

quando comparado com o cultivo em auséncia de sal.

4. CONCLUSAO

Com a realizacdo desses experimentos, foi possivel concluir que a salinidade do
meio de cultivo teve grande influéncia sobre a recuperagcdo da biomassa e rendimento de 6leo
das microalgas estudadas. Também foi constatado que cada espécie respondeu diretamente ao
aumento ou diminui¢do da salinidade nas culturas. As microalgas Chlorella vulgaris e
Chaetoceros gracilis foram as mais indicadas para serem cultivadas em larga escala, pois

apresentaram rendimentos de 6leo bem elevados.
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RESUMO

A escolha do meio de cultivo ¢ extremamente importante para a produgdo em
massa das microalgas. Sua utilizagdo pode afetar a taxa de crescimento e a composi¢ao
bioquimica das células. O objetivo desse trabalho foi avaliar a recuperacao de biomassa e o
rendimento de oleo de quatro espécies de microalgas cultivadas com diferentes teores de
nitrato de sodio no meio de cultivo. Foram cultivadas as microalgas Chlorella vulgaris,
Nannochloropsis oculata, Tetraselmis chui e Tetraselmis tetrathele em cinco tratamentos com
trés repeticdes cada. As quantidades de nitrato de sédio foram 15; 30; 45; 60 ¢ 75 mg L™
(T15; T30; T45; T60 e T75, respectivamente), mantendo constantes as quantidades dos outros
nutrientes do meio Guillard f/2. Os indculos iniciais partiram de um volume de 20 mL em um
erlenmeyer de 250 mL com 75 mg L de nitrato de sodio, sendo este volume aumentado
gradativamente com a intensificagdo do cultivo. Apos isso, 0 mesmo foi inoculado nos meios
com diferentes quantidades de nitrato de sodio. Foi constatado que o consumo de nitrato por
todas as microalgas foi bastante semelhante e foi aumentando na medida em que as
quantidades de nitrato de so6dio no meio de cultivo foram elevadas. O aumento das
quantidades desse nutriente resultou em um incremento na recuperacao da biomassa das
microalgas N. oculata e C. vulgaris, enquanto os rendimentos obtidos das espécies T.
tetrathele e T. chui praticamente ndo foram alterados. Por outro lado, com a redugdo das
quantidades de nitrato de sodio, os rendimentos de 6leo aumentaram para todas as microalgas,
principalmente para a N. oculata e C. vulgaris. Assim, foi possivel aumentar o rendimento de

0leo pelas microalgas reduzindo o teor de nitrato de sddio nos meios de cultivo.

Palavras-chave: Biomassa. Microalga. Nitrato. Rendimento.
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1. INTRODUCAO

Dentre os fatores fisicos e quimicos que afetam o crescimento das microalgas os
principais sdo a luz, temperatura, salinidade, disponibilidade e qualidade dos nutrientes
(RICHMOND, 2004).

Lourengo (2006) relata que a interagdo das microalgas com o meio de cultura e
com o proprio ambiente fisico do cultivo resulta em mudangas expressivas na densidade das
células, que tendem a aumentar numericamente em grandes proporg¢des a partir da inoculagio.
Por outro lado, as concentracdes dos nutrientes dissolvidos no meio de cultivo tendem a
diminuir com sua multiplicagdo, podendo chegar a exaustdo completa, dependendo do tempo
de desenvolvimento da cultura, causando estresse nas mesmas.

A escolha do meio de cultivo é extremamente importante para a producdo em
massa de microalgas. Sua utilizagdo inadequada pode afetar a taxa de crescimento ¢ a
composi¢ao bioquimica das células (SANCHEZ; MARTINEZ; ESPINOLA, 2000). Para cada
espécie de microalga, a produtividade e a composicdo bioquimica das células dependem
fortemente do tipo de cultivo e do perfil de nutrientes do meio (GUEDES; AMARO;
MALCATA, 2011).

De acordo com Lourengo (2006), a escolha do meio de cultivo ndo deve levar em
conta apenas os custos operacionais envolvidos, pois muitas vezes meios de culturas de baixo
custo podem ser deficientes em alguns componentes ¢ ndo permitem a maxima produgdo da
biomassa algal.

A taxa de crescimento e a produ¢do de Oleo também estdo relacionadas
diretamente com a concentracdo de nutrientes presentes no meio de cultivo das microalgas. O
nitrogénio tem um papel importante no controle da produtividade desses organismos e existe
uma determinada concentragdo de nitrogénio em que a biomassa e¢ a produgdo de lipidios
podem ser maximizadas (De La HOZ et al., 2011). Dragone et al. (2011) mencionam que a
limitacdo dos nutrientes do meio de cultivo faz com que o teor de amido se eleve, podendo
tornar viavel a produgdo de bioetanol.

Wijftels (2007) comenta que a produgdo de biocombustivel a partir de microalgas
vai depender da taxa de crescimento da espécie cultivada e do teor de oleo presente na
mesma. Microalgas com producdo elevada de lipidios sdo as mais desejaveis para a obtengdo
do biodiesel. Dependendo da espécie, as microalgas produzem diferentes tipos de lipidios,

hidrocarbonetos e outros 6leos complexos.
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O objetivo desse trabalho foi avaliar a recuperagdo de biomassa e o rendimento de
0leo de quatro espécies de microalgas cultivadas com diferentes quantidades de nitrato de

sddio no meio de cultivo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultivo das microalgas

Para este estudo foram cultivadas as microalgas Chlorella vulgaris,
Nannochloropsis oculata, Tetraselmis chui e Tetraselmis tetrathele, pois apresentaram
rendimentos de oleo superiores a 20% no experimento anterior (Capitulo 2).

Todas as cepas utilizadas nesse estudo foram obtidas no cepario do Laboratério do
Centro de Tecnologia em Aquicultura (CTA), pertencente ao Departamento de Engenharia de
Pesca da Universidade Federal do Ceara, onde sdo mantidas a 22+2 °C, em tubos de ensaio,
com iluminagdo artificial e fotoperiodo de 16 h de claro e 8 h de escuro. O meio de cultivo
usado para a manutengdo dos inoculos e condugdo dos experimentos foi o Guillard f/2
(GUILLARD, 1975).

Cada microalga foi cultivada, em triplicata, com cinco diferentes quantidades de
nitrato de sédio, em trés repeticdes cada. Foram utilizadas as quantidades de 15; 30; 45; 60 e
75 mg Lt (T15; T30; T45; T60 e T75, respectivamente) desse nutriente nos meios de cultivo,
mantendo constantes as quantidades de fosfato monobasico de sodio, silicato de sddio,
vitaminas e metais tragos. Vale salientar que a quantidade de nitrato de s6dio normalmente
utilizada no meio de cultivo Guillard f/2 padrio é de 75 mg L. Os meios de cultivo foram
preparados com 4gua do mar previamente autoclavada a 121 °C durante 15 minutos. A
salinidade nos cultivos foi 25.

A cultura das microalgas partiu de um volume de 20 mL em um erlenmeyer de
250 mL, no qual, a cada dois dias, foi acrescentado aproximadamente o mesmo volume de
meio de cultivo autoclavado. Nesse momento inicial, todas as microalgas foram cultivadas
com 75 mg L™ de nitrato de sodio. Em seguida, o contetdo do erlenmeyer foi transferido para
outro, com capacidade para um litro. Finalmente, 300 mL de cada cultura foram transferidos

para um recipiente de trés litros de volume 1til. Esse volume foi completado para os trés litros
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e a cultura passou a ser submetida a uma aeragdo constante fornecida por bombas de
diafragma com fluxo de ar de 2 L min™.

A irradiancia, fornecida constantemente por duas lampadas fluorescentes de 40
W, foi de 60 pE cm™ s™' determinada através de um luximetro digital. A temperatura da sala
de cultivo ficou em torno de 28+1 °C. Os cultivos foram realizados com volume constante, ou
seja, em batelada. Toda a vidraria utilizada nas culturas também foi previamente esterilizada
em autoclave por 15 minutos a 121 °C.

Foi determinada a correlacio entre a densidade celular (cels. mL™) em cdmara de
Newbauer ¢ a densidade optica (DO g0 nm) para cada uma das quatro espécies cultivadas.
Quando foi observado um grande desenvolvimento da cultura, através da elevada DO g5 nm, @
mesma foi utilizada como indculo dos meios de cultivo com diferentes quantidades de nitrato
de sodio.

Diariamente foi determinada a DO g9 nmy das culturas com o intuito de acompanhar
a multiplicacdo celular de cada espécie em cada tratamento. Além disso, no inicio e ao final
dos cultivos também foram determinadas as concentracOes reais de nitrato nos meios de
cultivo, utilizando o protocolo do espectrofotometro de leitura direta HACH modelo DR

2000.

2.2. Floculacgéo das culturas

Para separar as microalgas do meio de cultivo foi utilizada a técnica de floculagdo
quimica, através da adi¢do de uma solugdo de NaOH 2N, conforme descrito no capitulo

anterior. O mesmo ocorreu para a recuperagao da biomassa da microalga.

2.3. Extracéo do 6leo

A determinagdo do teor de lipidios foi realizada pelo método de Bligh e Dyer
(1959) modificado. Para isso, foram adicionados a biomassa seca da microalga (5,0 g), em
triplicata, em um erlenmeyer de 250 mL, 25 mL de metanol, 12,5 mL de cloroféormio ¢ 5 mL

de dgua. Em seguida, a mistura foi sonicada, durante 10 minutos, utilizando um desruptor de
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células ultrasonico com frequéncia de 40 kHz e poténcia de 80 W. Posteriormente, foram
adicionados mais 12,5 mL de cloroférmio, 12,5 mL de agua e realizada uma nova sonicagdo
por mais 5 minutos. Finalmente, a parte solida da mistura foi filtrada a vacuo e seca em estufa

com circulagdo de ar por um periodo de 24 h a 60 °C.

2.4. Andlises estatisticas

Os valores referentes as concentragdes finais de nitrato, recuperacdo da biomassa
e rendimento de 6leo das microalgas cultivadas com diferentes quantidades de nitrato de sodio
foram submetidos a uma anélise de variancia (ANOVA) e, no caso de diferenga significativa,
submetidos ao teste t para médias ao nivel de 5% utilizando o programa Microcal Origin

versao 6.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Correlacéo entre a densidade celular e a densidade dptica

Foi observada uma forte correlacdo linear positiva entre a densidade celular (cels.
mL'l) ¢ a DO ¢80 nm das culturas das microalgas T. tetrathele, T. chui, N. oculata e C. vulgaris
(Figuras 1 a 4) com coeficientes de determinagdo R” superiores a 0,9. Desta forma, foi
possivel a obtengdo das equacdes de regressdo linear entre estes dois parametros para cada

microalga cultivada.
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Figura 1 - Correlagdo entre a densidade celular (cels. mL™) e a densidade 6ptica (DO 650 nm)
para a microalga T. tetrathele.
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Figura 2 - Correlagdo entre a densidade celular (cels. mL™) e a densidade 6ptica (DO 650 nm)
para a microalga T. chui.
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Figura 3 - Correlagdo entre a densidade celular (cels. mL™) e a densidade 6ptica (DO 650 nm)
para a microalga N. oculata.
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Figura 4 - Correlagdo entre a densidade celular (cels. mL™) e a densidade 6ptica (DO 630 nm)
para a microalga C. vulgaris.

3.2. Desempenho das culturas

A partir das equacdes de regressdo lineares, previamente estabelecidas, foram
tragadas as curvas de crescimento (Figuras 5 a 8) e obtidas as densidades celulares iniciais
(Tabela 1) e finais (Tabela 2) das microalgas cultivadas com diferentes quantidades de nitrato

de sodio.
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Figura 5 - Curvas de crescimento da microalga T. tetrathele expressas em termos de
densidade celular (cels. mL™) por dia de cultivo nas quantidades de 15; 30; 45; 60 ¢ 75 mg L!

de nitrato de sodio.
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Figura 6 - Curvas de crescimento da microalga T. chui expressas em termos de densidade
celular (cels. mL'l) por dia de cultivo, nas quantidades de 15; 30; 45; 60 ¢ 75 mg L' de nitrato

de sodio.
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Figura 7 - Curvas de crescimento da microalga N. oculata expressas em termos de densidade
celular (cels. mL'l) por dia de cultivo, nas quantidades de 15; 30; 45; 60 e 75 mg L' de nitrato
de sédio.
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Figura 8 - Curvas de crescimento da microalga C. vulgaris expressas em termos de densidade
celular (cels. mL™) por dia de cultivo nas quantidades de 15; 30; 45; 60 ¢ 75 mg L' de nitrato
de sodio.

A tabela 2 sumariza os resultados da andlise estatistica entre as densidades
celulares finais dos cultivos, onde o desempenho das culturas foi avaliado para cada
microalga nas diferentes quantidades de nitrato de sodio e para cada quantidade desse

nutriente nas quatro microalgas.
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Tabela 1 - Densidades celulares (cels. mL™) iniciais das microalgas cultivadas com diferentes
quantidades de nitrato de sodio.

Microalgas cels. mL™' x 10" para T. tetrathele e T. chui e
cels. mL™" x 10° para N. oculata e C. vulgaris
TIS T30 T45 T60 T75
T. tetrathele  12,88+2,24  13,19+1,77 12,88+1,58  12,8842,58  12,56+2,04
T. chui 0.76+1,71 976120  12,7942,03  14,61+1,82  12,79+2.40

N. oculata 2,84+0,42 3,04+0,31 3,64+0,27 3,64+0,29 3,44+0,40
C. vulgaris 13,11+1,11  12,99+1,10 13,61+£1,62  13,24+0,98  13,11+1,33

Tabela 2 - Densidades celulares (cels. mL™) finais das microalgas cultivadas com diferentes
quantidades de nitrato de sodio.

Microalgas cels. mL™' x 10* para T. tetrathele e T. chui e
cels. mL™' x 10° para N. oculata e C. vulgaris
T15 T30 T45 T60 T75
T. tetrathele  41,19£7,21*%  60,25+7,20>*  174,00+9,86°"  179,63+11,33%* 219,94+8,23%"
T. chui 134,6149,45%%  169,45+10,12>® 171,58+10,85>* 175,82+8,43>* 18521+9,71>8

N.oculata  80,96+12,54*C 130,96+9,95*C  169,56+9,67°" 173,36+11,74%* 202,17+8,44%"
C.vulgaris  64,99+8.88%C  9424+11,45*° 120,36+11,80°%  136,37+7,59*%  138,50+9,83%C

Letras minusculas diferentes nas linhas mostram diferencas significativas entre as densidades celulares finais de
cada microalga nas diferentes quantidades de nitrato utilizadas;

Letras maiusculas diferentes nas colunas mostram diferengas significativas entre as densidades celulares finais
das diferentes microalgas em cada quantidade de nitrato utilizada.

Como podemos observar, os valores referentes as densidades celulares ao final
dos cultivos foram menores quando foi utilizada a menor quantidade de nitrato de sédio (15
mg L), com um total de 134,61+9,45 x 10* cels. mL"'; 80,96+12,54 x 10° cels. mL™";
64,99+8,88 x 10° cels. mL™" e 41,19+7,21 x 10* cels. mL™, para T. chui, N. oculata, C.
vulgaris e T. tetrathele, respectivamente. E importante ressaltar que houve diferenca
significativa (p<0,05) entre as densidades celulares finais das espécies cultivadas nessa
quantidade de nitrato, com exceg¢do de N. oculata e C. vulgaris.

O aumento da quantidade de nitrato de s6dio no meio de cultivo resultou, de uma
maneira geral, na elevacao das densidades celulares das culturas, atingindo valores maximos
na maior quantidade de nitrato de sdédio (75 mg L'l), com 219,94+8.23 x 10* cels. mL™;
202,17+8,44 x 10° cels. mL™; 185,2149,71 x 10* cels. mL™ e 138,50+9,83 x 10° cels. mL™,
para T. tetrathele, N. oculata, T. chui e C. vulgaris, respectivamente. Também foi observada
diferenca estatistica (p<0,05) entre as densidades celulares finais das espécies cultivadas nessa
quantidade de nitrato, com excegdo de N. oculata e T. chui (Tabela 2).

Podemos ainda observar na tabela 2 que as microalgas T. chui e T. tetrathele,
apesar de pertencerem ao mesmo género, apresentaram densidades celulares finais

significativamente diferentes nas quantidades de 15; 30 e 75 mg L™ de nitrato de sodio, com
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T. tetrathele apresentando um desempenho significativamente inferior nas menores
quantidades de nitrato de sodio (15 e 30 mg L) e significativamente superior em 75 mg L.
J4 em 45 ¢ 60 mg L™ ndo foram observadas diferengas significativas nas densidades celulares
finais de ambas as microalgas. Além disso, para a espécie T. chui, o aumento da quantidade
de nitrato de sodio acima de 30 mg L' ndo resultou em um aumento significativo da
densidade celular.

Como esperado, de uma maneira geral, as microalgas apresentaram densidades
celulares finais diferentes em cada quantidade de nitrato de sodio utilizada. No entanto, em 45
e 60 mg L as diferentes espécies apresentaram as mesmas densidades celulares finais, com

excecdo de C. vulgaris que foram significativamente menores (Tabela 2).

3.3. Consumo de nitrato pelas microalgas

A partir dos valores iniciais reais (Tabela 3) e finais (Tabela 4) das concentragdes
de nitrato determinadas em cada tratamento, foi construida a curva de consumo desse

nutriente pelas microalgas (Figura 9).

Tabela 3 - Concentragdes iniciais reais de nitrato nos meios de cultivo das quatro microalgas
cultivadas com diferentes quantidades de nitrato de sddio.
Parametro Concentragio de nitrato (mg L)
T15 T30 T45 T60 T75
Nitrato 2,4240,22°  325+0,68°  4,50+0,72°  6,34+0,53°  7,41+0,60°

Tabela 4 - Concentragdes finais de nitrato nos meios de cultivo das quatro microalgas
cultivadas com diferentes quantidades de nitrato de sodio.

Microalgas Concentragio de nitrato (mg L)

T15 T30 T45 T60 T75
T. tetrathele  0,342+0,024**8  0,385+0,020*"  0,444+0,023%"  0,495+0,022°*F  0,502+0,030%"
T. chui 0,32140,012**  0,368+0,028"* 0,412+0,032°*  0,455+0,035%*  0,484+0,037°"

N.oculata  0,380+0,020%%  0,400+0,030°>* 0,450+0,024>*  0,517+0,013°*®  0,53340,011%*
C.vulgaris  0,500+0,032C  0,525+0,013*  0,544+0,011*®  0,567+0,022°C 0,584+0,013°5

Letras minusculas diferentes mostram diferencas significativas entre as concentragdes finais de nitrato para cada
microalga variando as concentragdes desse nutriente;

Letras maitsculas diferentes mostram diferengas significativas entre as concentracdes finais de nitrato das
diferentes microalgas em cada concentragdo desse nutriente.
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Figura 9 - Consumo de nitrato pelas microalgas cultivadas com diferentes quantidades de
nitrato de sdédio no meio de cultivo.

Como podemos observar o consumo de nitrato por todas as microalgas foi
bastante semelhante e foi aumentando a medida que as quantidades de nitrato de s6dio no
meio de cultivo foram elevadas, variando de 2,1 a 6,9 mg L' na menor (T15) e maior (T75)
quantidade utilizada desse nutriente, respectivamente (Figura 9). Assim, a remog¢ao de nitrato
do meio de cultivo variou de 86,6 a 93,1% nas quantidades de 15 e 75 mg L
respectivamente.

Charity et al. (2009) cultivaram a microalga Scenedesmus sp. em uma agua
oriunda de um efluente de cultivo de peixes visando avaliar a remoc¢do de nutrientes,
crescimento e rendimento de biomassa através de sedimentagdo natural. Os cultivos foram
realizados em tanques externos de 150 L com aeragdo constante € em condigdes naturais de
fotoperiodo e temperatura. As microalgas removeram 94,44% (23,80 mg L) de amoénia,
77,54% (7,04 mg L'l) de fosfatos e 35,59% (26,09 mg L'l) de matéria organica.

Nas maiores quantidades de nitrato de sodio (T60 e T75), as duas microalgas do
género Tetraselmis apresentaram um consumo de nitrato significativamente superior aos
observados para as microalgas N. oculata e C. vulgaris que foram bem semelhantes,
principalmente com relagdo a esta ultima, que apresentou o mais baixo consumo de nitrato de
sodio entre as quatro espécies estudadas.

Lourengo (2006) afirma que a aménia (NH3) e o fon amdnio (NH4") sdo formas

nitrogenadas utilizadas preferencialmente pelo fitoplancton como fontes de nitrogénio.
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Por outro lado, a microalga Dunaliella tertiolecta ja apresentou uma preferéncia
por nitrato em vez de amonio, reduzindo em 86,5% o teor do primeiro enquanto a
concentragdo do Ultimo permaneceu constante em um cultivo de sete dias, utilizando o meio

Erdschreiber (CHEN et al., 2011).

3.4. Recuperacdo da biomassa das microalgas

As concentragdes de NaOH 2N necessarias para a realizacdo do processo de
separa¢do quimica foram de 1,8; 1,8; 1 e 2,5% (mL de NaOH 2N por 100 mL de cultivo) para
as microalgas T. tetrathele, T. chui, N. oculata e C. vulgaris, respectivamente.

Como pode ser observado na tabela 5, o aumento das quantidades de nitrato de
sodio no meio de cultivo ndo resultou no aumento da recuperacdo da biomassa para as duas
espécies de microalgas do género Tetraselmis, que apresentaram valores bastante
semelhantes.

Por outro lado, o aumento da quantidade desse nutriente para 45 mg L™ resultou
em um aumento significativo (p<0,05) na recuperacao da biomassa para as microalgas N.
oculata e C. vulgaris, sendo cerca de quatro e duas vezes superiores aos obtidos na menor
quantidade de nitrato de sédio (T15) utilizada para as duas espécies, respectivamente. No
entanto, o aumento das quantidades desse nutriente para 60 ¢ 75 mg L' nio foi mais capaz de

elevar a recuperagao da biomassa para essas duas espécies.

Tabela 5 - Recuperacdo de biomassa (%) das microalgas cultivadas com diferentes
quantidades de nitrato de s6dio no meio de cultivo.

Microalgas Recuperacdo de biomassa (%)

T15 T30 T45 T60 T75
T. tetrathele  0,014+0,001** 0,013+0,003** 0,017+0,005** 0,016+0,001** 0,019+0,003**"
T. chui 0,011+0,004** 0,011£0,003** 0,009+0,001*>* 0,011£0,005** 0,012+0,005*

N.oculata  0,004+0,001*® 0,006+0,001>8 0,017+0,004>* 0,019+0,004>* 0,022+0,002>"
C.vulgaris  0,014+0,002** 0,015+0,002** 0,032+0,008™® 0,032+0,004>® 0,03440,006"

Letras minusculas diferentes mostram diferencas significativas entre a recuperagdo de biomassa para cada
microalga variando as concentragdes de nitrato;

Letras maiusculas diferentes mostram diferencas significativas entre a recuperagdo de biomassa das diferentes
microalgas em cada concentragdo de nitrato utilizada.

Os cultivos das microalgas T. tetrathele, T. chui e N. oculata, realizados nas

quantidades de 45, 60 ¢ 75 mg L' de nitrato de sodio, resultaram em valores de da
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recuperagao da biomassa bem semelhantes entre si, no entanto, nessas mesmas quantidades, a
espécie C. vulgaris apresentou uma recuperagao significativamente superior. Ja nas menores
quantidades de nitrato de sodio (T15 e T30), a espécie N. oculata apresentou resultados
significativamente inferiores aos obtidos para as demais espécies de microalgas (Tabela 5).

Rodolfi et al. (2009) cultivaram a microalga Nannochloropsis sp. em
fotobioreatores de 110 L sob luz solar direta variando a concentragdo de nitrogénio. Os
autores observaram uma reducdo de 16,7% na recuperagdo de biomassa quando a referida
microalga foi cultivada com deple¢dao de nitrogénio, semelhante aos resultados encontrados
no presente trabalho para as espécies N. oculata e C. vulgaris (Tabela 5).

Di Termini et al. (2011) cultivaram microalgas do género Scenedesmus em
fotobioreatores tubulares em sistema interno sob condi¢des controladas e em sistema externo,
apods a decantacao de um efluente obtido de uma estacdo de tratamento de 4gua, visando a
remocao de nitrogénio e fosforo e a produgdo de biomassa e lipidios. Os resultados mostraram
que houve uma remocao de cerca de 99,9% desses nutrientes em ambos os fotobioreatores. Os
autores também observaram uma recuperacdo de biomassa de 0,025% no fotobioretator em
sistema fechado, enquanto no sistema externo, devido a instabilidade das condicdes
ambientais ¢ da concentragdo dos nutrientes limitantes, a recuperagdo de biomassa foi
reduzida para 0,016%.

Foi observado, no presente trabalho, que a recuperacdo de biomassa das
microalgas do género Tetraselmis ndo sofreu nenhuma influéncia com o aumento da
quantidade de nitrato de sédio no meio de cultivo, mas os resultados obtidos para as
microalgas N. oculata e C. vulgaris aumentaram significativamente quando o teor desse

nutriente foi elevado para 45 mg L™

3.5. Influéncia da concentragéao de nitrato no rendimento de 6leo das microalgas

Como observado na tabela 6, nas baixas quantidades de nitrato de sodio os
rendimentos de 6leo foram maiores para todas as microalgas, atingindo valores maximos na
menor quantidade utilizada (15 mg L'l), com rendimentos de 21,63+0,10; 34,63+0,78;
36,35+0,61 e 49,41+0,14% para as microalgas C. vulgaris, T. tetrathele, T. chui e N. oculata,

respectivamente. Nesse caso, houve diferenca estatisticamente significativa entre os
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rendimentos de oOleo de todas as microalgas cultivadas (p<0,05), o que também ocorreu

quando as mesmas foram cultivadas na quantidade mais elevada de nitrato de sodio (T75).

Tabela 6 - Rendimento de 6leo (%) das microalgas cultivadas com diferentes quantidades de
nitrato de sddio no meio de cultivo.

Microalgas Rendimento de 6leo (%)

T15 T30 T45 T60 T75
T. tetrathele  34,63+0,78%* 32,10+0,99°* 31,84+0,13%* 31,14+0,.24>* 30,88+0,62""
T. chui 36,35+0,61%%  32.33+0,72%* 29,54+0,13°®  26,04+0,98%% 24 25+0,41%8

N.oculata  49,41+0,14*C 35,68+0,12>8 31,21+0,58°* 26,77+0,36*% 23,36+0,15%C
C.wulgaris  21,63+0,10° 20,77+0,58*C 19,19+0,22" 17,95+0,37°¢ 17,19+0,31*"

Letras mintisculas diferentes mostram diferencas significativas entre o rendimento de 6leo para cada microalga
variando as concentragdes de nitrato;

Letras maiusculas diferentes mostram diferengas significativas entre o rendimento de o6leo das diferentes
microalgas em cada concentragdo de nitrato utilizada.

Quando a quantidade de nitrato de sodio foi reduzida de 75 para 15 mg L™, as
espécies T. tetrathele e T. chui aumentaram em 12,1 e 50% seus teores de Oleo,
respectivamente (Tabela 6). No entanto, como discutido anteriormente, a recuperacdo de
biomassa obtida dos cultivos realizados nesses teores de nitrato ndo apresentaram diferencgas
significativas (Tabela 5). Dessa forma, para otimizar a producdo de 6leo, essas microalgas
devem ser cultivadas com 15 mg L™ de nitrato de sodio, principalmente a T. chui.

Apesar de pertencerem ao mesmo género, a T. chui mostrou-se bem mais sensivel
a reducdo de nitrato de s6dio no meio com relagdo ao aumento do rendimento de 6leo do que
a T. tetrathele. Além disso, as duas espécies do género Tetraselmis apresentaram rendimentos
de 6leo significativamente diferentes, sendo inferior para a T. chui em 45; 60 ¢ 75 mg L™ de
nitrato de sodio. J4 quando as mesmas foram cultivadas com 30 mg L™, os rendimentos foram
semelhantes e, na menor quantidade desse nutriente (T15), o rendimento de 6leo obtido da T.
chui passou a ser superior ao da T. tetrathele (Tabela 6).

O maior incremento foi registrado para a espécie N. oculata que aumentou em
111,5% sua produgdo de 6leo quando a quantidade de nitrato de sodio foi reduzida de 75 para
15 mg L. Enquanto a microalga C. vulgaris aumentou em apenas 25,8% nessas mesmas
condi¢des (Tabela 6). No entanto, a recuperagdo de biomassa para essas duas microalgas
cultivadas com 15 mg L™ foi significativamente menor (Tabela 5).

Por outro lado, a redugio de 75 para 45 mg L™ na quantidade de nitrato de sodio
ainda fez com que a microalga N. oculata aumentasse em 33,6% sua producdo de oleo,
enquanto C. vulgaris aumentou em apenas 11,63%. Vale salientar que na quantidade de 45

mg L™, a recuperacio de biomassa para essas duas espécies foi significativamente superior ao
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obtido na menor quantidade desse nutriente (T15) e sem diferenca significativa aos obtidos
em 60 e 75 mg L™ (Tabela 5). Dessa forma, para otimizar a producio de 6leo dessas duas
espécies, o cultivo deve ser realizado com 45 mg L™ de nitrato de s6dio no meio de cultivo.

A produgao de 6leo por C. vulgaris foi significativamente inferior a obtida pelas
demais espécies, independente da quantidade de nitrato de s6dio adicionada no meio de
cultivo. Ja a producdo de 6leo por N. oculata, foi significativamente superior as demais
espécies nas quantidades de 15 e 30 mg L™'. No entanto, o teor de lipidios dessa microalga néo
apresentou diferenca significativa aos obtidos para T. tetrathele e T. chui nas quantidades de
45 ¢ 60 mg L' de nitrato de sodio, respectivamente.

Converti et al. (2009) estudaram os efeitos da temperatura ¢ concentragdo de
nitrogénio no conteudo lipidico das microalgas N. oculata e C. vulgaris visando a produgio
de biodiesel. Os autores observaram que um aumento na temperatura de 20 para 25 °C
praticamente dobrou o conteudo lipidico da N. oculata, passando de 7,90 para 14,92%,
enquanto um aumento de 25 para 30 °C resultou na redug@o de cerca de 40% em C. vulgaris.
Quando a concentracdo inicial de nitrogénio no meio de cultivo foi reduzida em 75%, foi
verificado um aumento no teor lipidico em cerca de 48 e 64% para N. oculata e C. vulgaris,
respectivamente. Esses resultados contrastam um pouco com os obtidos nesse trabalho, pois
reduzindo em 80% a quantidade de nitrato de s6dio no meio, observamos um acréscimo de
115,0 e 25,8% no rendimento de 6leo para as mesmas microalgas, respectivamente.

Li et al. (2011) cultivaram a microalga Chlorella sp. em agua obtida de esgotos
domésticos com elevada quantidade de nutrientes, visando seu tratamento e a producdo de
biocombustiveis em um cultivo do tipo estaciondrio. Os resultados mostraram que as algas
removeram a amonia, nitrogénio total, fésforo total e a demanda quimica de oxigénio (DQO)
em 93,9; 89,1; 80,9 e 90,8%, respectivamente. Os autores mostraram que o teor de ésteres
metilicos de acidos graxos (FAME) foi de 11,04% na biomassa seca, proporcionando um
rendimento de 0,12 g de biodiesel L™

Rodolfi et al. (2009) cultivaram a microalga  Nannochloropsis sp. em
fotobioreatores de 110 L sob luz solar direta com deplecdo de nitrogénio e observaram que o
teor lipidico passou de 32%, sob condigdes 6timas de nitrogénio, para 60% com a deplecao
desse nutriente.

Ota et al. (2009) avaliaram a producdo de acidos graxos pela microalga verde
Chlorococcum littorale nas concentragoes de 5 e 50% de CO, na fase logaritmica de
crescimento da cultura. Os autores mostraram que o teor de acidos graxos foi quase constante

em ambas as concentragdes do gas. Por outro lado, apds o esgotamento do nitrato no meio, o
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teor de acidos graxos aumentou consideravelmente nos cultivos com 5% de CO,, alcangando
34% do peso seco, enquanto com 50% desse gas este valor foi reduzido para 14%.

Mandal e Mallick (2009) cultivaram a microalga de agua doce Scenedesmus
obliquus em diferentes concentragdes de nutrientes com o intuito de analisar o contetido
lipidico e verificaram que o aumento mais significativo, alcangando 43% do peso seco,
ocorreu quando houve deficiéncia de nitrogénio. Com deficiéncia de fosforo e suplementagao
de tiossulfato, o teor de lipidios também aumentou em até 30%, sendo o palmitato e o oleato
os principais constituintes lipidicos dessa microalga, o que a torna uma fonte para a producao
de biodiesel.

No cultivo da alga verde Neochloris olecabundans em um digestor anaerdbio de
efluentes e em cultivo tipo batch, Levine, Costanza-Robinson e Spatafora (2011) observaram
que as microalgas assimilaram de 90 a 95% de nitrato de am6nio do meio apos seis dias do
inicio da cultura, com um rendimento de 10 a 30% de ésteres metilicos de acidos graxos em
relagdo ao peso seco. Além disso, a quantidade de acidos graxos poli-insaturados (C16:3;
C18:2 e C18:3) diminuiu com o aumento da concentragdo desse nutriente ao longo do tempo,
enquanto o teor de C18:1 foi elevado.

A microalga marinha Dunaliella tertiolecta foi cultivada por Massart, Aubry e
Hamtson (2010) para verificar a taxa de crescimento e o teor de 6leo em diferentes
concentragdes de nutrientes no meio de cultivo. Os autores utilizaram a técnica de
fluorescéncia, que permite a determinagdo do nivel de 6leo no interior das células, que foi
reduzido com o aumento no crescimento populacional das microalgas. No presente trabalho, o
estresse causado pela deplecao de nitrato no meio de cultivo reduziu o crescimento das
culturas mas, por outro lado, aumentou a producdo de 6leo das mesmas.

As microalgas marinhas do género Chaetoceros foram cultivadas de forma
estacionaria com teores de 0,5 a 1,0 g L' de nitrogénio a uma temperatura de 26 °C. As algas
foram coletadas quando a cultura atingiu a fase estaciondria de crescimento e analisados os
rendimentos de proteina, lipidios e carboidratos, além da taxa de crescimento. Em elevados
niveis de nitrogénio (0,75 e 1,0 g L"), as microalgas apresentaram valores de recuperagio de
biomassa de 0,1-0,2%, teor de proteinas de 38-46%, carboidratos de 7-18% e lipidios de 20-
45%. Em baixos niveis de nitrogénio (0,50 g L), as microalgas marinhas apresentaram 42%
de proteina, 11% de carboidratos e 55% no teor de lipidios (ANANADHIPADMANABHAN;
RENITA; STANLEY, 2010).

Dragone et al. (2011) citam que o acimulo de amido também ocorre em

condigdes de deplecao de nitrogénio, onde foi observado um crescimento celular muito mais
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lento (5,5 x 10" cels. mL™), em 0,0 g L' de uréia no meio quando comparado ao cultivo com
maiores quantidades desse nutriente (1,1 x 10® cels. mL™), em 2.2 g L' de uréia.

Chen et al. (2011) mostraram que a maior acumulacdo de lipidios para a
microalga marinha D. tertiolecta foi obtida quando foi reduzida a fonte de nitrogénio do meio
de cultivo.

Dessa forma, o estresse por deplecao de nutrientes € uma ferramenta util quando
se deseja maximizar a producdo de Oleo por algumas microalgas, apesar da redugdo da
recuperagdo da biomassa. Conforme demonstrado no presente trabalho, os teores de o6leo
apresentaram valores crescentes quando foram reduzidos os contetudos de nitrato de sddio no

meio de cultivo, principalmente para as espécies Tetraselmis chui e Nannochloropsis oculata.

4. CONCLUSAO

Com a realizagdo dessa etapa do trabalho, podemos concluir que o consumo de
nitrato por todas as microalgas foi bastante semelhante e foi aumentando a medida que as
quantidades de nitrato de s6dio no meio de cultivo foram elevadas. A redugdo das quantidades
de nitrato de sddio fez com que os rendimentos de dleo se elevassem em todas as microalgas,

principalmente para a Nannochloropsis oculata e Tetraselmis chui.
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CAPITULO 4

INFLUENCIA DA BIOMASSA SECA DA MICROALGA Chlorella vulgaris NO
DESEMPENHO ZOOTECNICO E IMUNOLOGICO DO CAMARAO MARINHO

Litopenaeus vannamei

68
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RESUMO

Com a intensificacdo da aquicultura, os organismos passaram a ser expostos a
elevados niveis de estresse, tanto de natureza abidtica como bioldgica. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o desempenho zootécnico e alguns imunoparametros do camarao marinho
Litopenaeus vannamei apos o cultivo e inclusdo da biomassa natural e delipidada da
microalga Chlorella vulgaris na dieta. Além disso, objetivou-se avaliar o rendimento de dleo
da microalga e identificar os dcidos graxos com potencial para a producdo de biodiesel. Em
um primeiro experimento, camardes (9,51£1,37 g; 11,48+0,81 cm) foram alimentados com
ragdo contendo a biomassa natural da microalga C. vulgaris em quatro repetigdes, nas
concentragdes de 0,5; 1 e 2% e, no tratamento controle, com ra¢do sem a adi¢do da microalga.
Os animais foram alimentados durante 14 dias na propor¢ao de 1,5% do peso vivo didrio ¢ a
racdo foi oferecida, em duas refei¢cdes didrias, sobre bandejas para monitorar possiveis sobras
apds cada trato alimentar. Noutro experimento, camardes (10,53+1,61 g; 12,32+0,65 cm)
foram distribuidos de acordo com o mesmo delineamento do primeiro, utilizando a biomassa
delipidada da microalga. Em ambos, 20 individuos foram coletados, ao acaso, para a retirada
da hemolinfa e realiza¢do das andlises iniciais dos imunoparametros (dia 0) para a contagem
diferencial de hemocitos (CDH), atividade da fenoloxidase (PO), capacidade hemaglutinante
da hemolinfa e concentragdo de proteinas totais no soro (CP), sendo os mesmos também
realizados no final dos experimentos. Alguns pardmetros zootécnicos de crescimento dos
camardes foram melhores no experimento que utilizou a biomassa natural da microalga. No
entanto, a inclusdo de 0,5% da biomassa delipidada na dieta dos animais também apresentou
resultados satisfatorios. Foi obtido um rendimento de 57,86+5,18% de lipidios totais na
biomassa de C. vulgaris, os quais foram constituidos principalmente de acido palmitico
(16:0), oléico (18:1) e linoléico (18:2), sendo os dois primeiros preferiveis para a produgdo de
biodiesel. Com relagdo aos imunopardmetros, as diferencas mais significativas foram
encontradas na concentraciao de proteinas totais no soro (CP) e na atividade da fenoloxidase,
as quais foram aumentadas e reduzidas, respectivamente, nos camardes que receberam a

biomassa natural ou delipidada da microalga na dieta, independente da concentragdo utilizada.

Palavras-chave: Desempenho zootécnico. Imunoparametros. Lipidio. Microalga.
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1. INTRODUCAO

1.1. Producéo aquicola brasileira

A aquicultura ¢ o cultivo de organismos aquaticos com a interven¢do do homem
no processo de criacdo para aumentar a produg¢do, em operacdes como reproducio,
estocagem, alimentagdo, prote¢do contra predadores entre outras (FAO, 1990).

No ano de 2008, o Brasil produziu um total de 290.195 t das quais 78.435 t foram
provenientes da aquicultura marinha e 211.760 t da continental. A composi¢do da producao da
aquicultura brasileira em 2008, a exemplo da mundial, foi majoritariamente formada por: (1)
peixes de agua doce (72,68%), com 210.812 t; (2) carcinicultura do Litopenaeus vannamei
(22,49%) com 65.000 t, enquanto que o camardo de agua doce Macrobrachium rosenbergii
contribuiu com apenas 250 t; (3) cultivo de mexilhdes e ostras (4,62%) e, em ultimo lugar (4),
a insipiente producao de jacarés e ras (0,21%) (FAO, 2010).

De acordo com a mesma instituicdo, em nosso pais, a lideranga da producdo da
aquicultura foi das tilapias (33,08%), seguida do camardo marinho (22,40%), da carpa
(12,61%), do tambaqui (10,54%), do pacu (4,27%), dos mexilhdes (4,14%) e do tambacu
(3,10%), sendo o restante (9,85%) representado por outros organismos cultivados (FAO,
2010).

Em termos de crescimento dos cultivos, os destaques ficaram por conta do
tambaqui (46,88%), da tilapia (48,02%), dos mexilhdes (39,41%), do tambacu (39,41%) e
outros organismos (71,11%). No entanto, a producdo total do setor aquicola nacional

apresentou apenas um crescimento de 6,19% no periodo de 2006 a 2008 (FAO, 2010).

1.2. Producéo de camardes no Brasil

O cultivo de camardes ¢ uma ramificagdo da aquicultura que promove a cultura
desses organismos em aguas marinhas, estuarinas ou em dgua doce sob condi¢des controladas
(BARBIERE; OSTRENSKY, 2002), sendo o setor que mais cresceu no mundo nos ultimos

anos, principalmente no que diz respeito ao fator econdmico (NUNES, 2000). Nesse contexto,
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esta atividade ocupa o segundo lugar em escala mundial, tendo aumentado consideravelmente
entre os anos de 2002 a 2004, s6 perdendo para a piscicultura de dgua doce (FAO, 2007).

A carcinicultura teve inicio no Brasil por volta dos anos setenta tomando forga e
expansdo na década de oitenta, mas a partir da década de noventa, com a introdugdo da
espécie Litopenaeus vannamei, a atividade se consolidou devido a adaptagdo desse camardo
as nossas condi¢des estuarinas chegando a uma produtividade superior a 6000 kg/ha/ciclo
(SAMPAIO; COSTA, 2003).

O camarao L. vannamei ¢ normalmente encontrado desde a porgao leste do oceano
Pacifico, proximo da cidade de Sonora, no México, at¢é Thumbes, no norte do Peru
(BARBIERE; OSTRENSKY, 2002). O camarao branco do Pacifico, como também ¢
conhecido, ¢ uma das mais importantes espécies cultivadas nas Américas, especialmente no
Equador e México (CUZON et al., 2004).

O cultivo do camardo marinho, Litopenaeus vannamei, tornou o Brasil uma
referéncia no hemisfério Sul (ROCHA; RODRIGUES, 2004), principalmente, os estados do
Rio Grande do Norte e Ceard, com este tltimo se destacando pelas maiores produtividades
(ABCC, 2006). Em poucos anos, a espécie ganhou popularidade, devido a sua facil adaptagao
as nossas condi¢des climaticas, resultando em altas produtividades e crescimento uniforme
(BRASIL, 2001).

Segundo dados da Associagdo Brasileira de Criadores de Camardes, no ano de
2008 foram produzidos no Brasil 70.000 toneladas de camardo, em uma é4rea de mais de
19.000 ha, resultando em uma produtividade de 3.700 kg/ha/ano. Mesmo com a produgdo
estavel a partir de 2005, as exportacdes sofreram quedas significativas a cada ano, tanto nos
volumes como nos valores. Foram exportadas no Brasil, no ano de 2008, um total de 9.397
toneladas, com a participagdo de 1.908 toneladas para o estado do Ceard, ou seja, 20,30%.
Vale salientar que nesse ano, 87% de toda a produgdo de camardo em nosso pais foi destinada
para o mercado interno, contrastando com o volume total de 34,6% que foi exportado nos
anos de 2003 a 2005 (ABCC, 2010).

A alimentacdo ¢ um dos aspectos mais importantes no cultivo de camardo
marinho, pois os custos podem tornar-se bastante elevados, dependendo da estratégia
alimentar adotada (MARTINEZ-CORDOVA et al., 1998). Nesse contexto, a inclusdo de uma
biomassa de microalga na elaboracdo de uma ragdo comercial poderd otimizar o desempenho
zootécnico e imunoldgico dos camardes, podendo a mesma ser ainda destinada para a

extragdo de lipidios visando a producdo de biocombustiveis em cultivos de larga escala.
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1.3. Imunoestimulantes em organismos aquaticos

Com a intensificacdo da aquicultura, os organismos passaram a ser expostos a
elevados niveis de estresse, tanto de natureza abidtica como bioldgica. As altas densidades de
estocagem, a presenga de grandes quantidades de alimento e os dejetos dos organismos
elevam os niveis de matéria organica e bactérias nos cultivos intensivos, prejudicando a
qualidade da 4gua e causando doengas (VADSTEIN, 1997).

Assim, nos ultimos anos, o pais passou a enfrentar diversos problemas devido ao
surgimento de doengas bacterianas e virais, o que reduziu acentuadamente a producgdo de
crustaceos (NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004). Dentre as doencas virdticas que afetam
o camardo destacam-se a necrose hepatopancreatica (NHP), a mionecrose infecciosa (IMNV)
(BUCHELI et al., 2004; NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004) ¢ a sindrome da mancha
branca (WSSV) (NUNES; MARTINS, 2002), esta ultima confirmada inicialmente no estado
de Santa Catarina em janeiro de 2005, pelo Ministério da Agricultura (JURGENFELD, 2005).
Em junho do mesmo ano, o DNA do virus da mancha branca (WSSV) foi detectado em
camardes oriundos de cultivos realizados no municipio de Aracati-CE, pelos técnicos do
Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da Universidade Federal do Ceara (GESTEIRA,
2006).

Visando minimizar maiores perdas, varias praticas sdo utilizadas para combater o
surgimento de doengas na aquicultura tais como profilaxia sanitaria, desinfeccdo, uso de
antibidticos e vacinas contra doengas especificas. Porém, algumas dificuldades estdao
associadas ao emprego de medicamentos, como os antibidticos, que podem provocar um
aumento na resisténcia microbiana ¢ acumulo de residuos (COOK et al., 2003).

Por outro lado, véarios estudos tém sugerido o uso de imunoestimulantes na
prevengao de doencas, como os fatores nutricionais lactoferrina e as vitaminas B e C, além de
fatores hormonais como a prolactina. Outros compostos, extraidos de varios organismos, tais
como os polissacarideos quitina, obtido do exoesqueleto de crusticeos, o B-glucano, presente
nas paredes celulares de fungos e leveduras e os polissacarideos sulfatados (PS) de algas
também tém apresentado efeitos imunoestimulantes. Esses compostos ativam principalmente
a fagocitose e a atividade antibacteriana das células de defesa contra patdgenos e seus
metabolitos (SAKALI et al, 1992; SAKAI, 1999; CAMPA-CORDOVA et al., 2002; RIVERA
etal., 2002; FARIAS et al., 2004; HUANG; ZHOU; ZHANG, 2006).
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Além do efeito imunoestimulante, os PS de algas marinhas também sao
conhecidos por possuirem outras atividades biologicas, tais como antiviral, anticoagulante,
antitrombotica e antinociceptiva (HAYASHI; HAYASHI; KOJIMA, 1996; FARIAS;
NAZARETH; MOURAO et al., 2001; FARIAS et al., 2011).

A imunoestimulacdo resulta em um melhor desenvolvimento dos animais e/ou no
aumento da sobrevivéncia, quando os mesmos sdo expostos a situacdes de estresse (SAKAL,
1999).

Campa-Cordova et al. (2002) reportaram um aumento na capacidade oxidativa
dos hemocitos de juvenis do camarfo branco L. vannamei, apds imersdo dos animais em
solugdes de B-glucano e de um PS extraido de uma microalga cianoficea, a Spirulina
platensis.

Determinados estudos relatam que a administragdo de uma concentragdo 6tima de
um determinado composto com atividade imunoestimulatdria ¢ extremamente importante para
resultar numa resposta efetiva. Alguns relatos tém demonstrado que concentragdes baixas
surtem um melhor efeito do que as mais elevadas (BOONYARATPALIN et al., 1995; PARK;
JEONG, 1996; TINMAN et al., 2000).

Os imunoestimulantes podem ser considerados as melhores ferramentas na
indugdo do crescimento e sobrevivéncia em camardes (AZAD et al., 2005), sendo também a
melhor alternativa na prevengdo de doengas infecciosas oportunistas, ocasionadas pelo
estresse que reduz as defesas desses organismos (ALDAY-SANZ, 2007).

A utilizacdo de testes com diferentes concentragdes de substancia ditas
imunoestimulantes ¢ uma estratégia chave para a descoberta das doses 6timas que possam ser
mais efetivas na prevengdo de problemas resultantes do estresse, como durante o transporte e

no ciclo reprodutivo dos animais aquaticos (BRICKNELL; DALMO, 2005).

1.4. Parametros imunolégicos em camardes marinhos

Os crustaceos nao apresentam memoria imunoldgica, sendo destinada ao sistema
imunoldgico inato ou inespecifico, a protecdo do organismo contra infec¢des por patdgenos
ou outros fatores externos que tragam complicagdes a saude dos animais (SARATHI et al.,

2007).



74

Em crusticeos decapodes, os hemocitos desempenham um papel crucial na
atividade imunologica inata. Entre os trés tipos de hemocitos, as células semi granulares e
granulares (GCs) sdo responsaveis pela degradacdo dos agentes microbianos ou moléculas
estranhas ao organismo como os lipopolissacarideos (LPS), B-glucano e peptidoglicano
(SODERHALL; CERENIUS, 1998). Sabe-se que os padrdes moleculares associados aos
patogenos (PAMPs), como os LPS e B-glucano sdo reconhecidos e se ligam a proteinas
especificas que desencadeiam uma série de reacdes em cascata com a atuacdo de
serinoproteases que levam a ativacdo de diversas proteinas, que incluem o sistema
profenoloxidase (ProPO) induzindo a liberacdo da enzima fenoloxidase (PO), proteinase
serinica peroxinectina (PX) e a enzima o2-macroglobulina (a2-M) (SODERHALL;
CERENIUS, 1998; LEE; SODERHALL, 2002).

No camardo marinho Litopenaeus vannamei, a PX, modula a adesdo celular e
também estd envolvida no fator de encapsulamento, apresentando ainda uma atividade de
peroxidase na elimina¢do de H,O, (JOHANSSON et al., 1995; LIU et al., 2004,
JIRAVANICHPAISAL; LEE; SODERHALL, 2006).

A enzima inibidora de proteases a2-M desempenha um papel importante
em capturar as proteases produzidas pelos patégenos e ainda auxilia na ativagdo do sistema
proPO (LEE; SODERHALL, 2002; LIN; VASEEHARAN; CHEN, 2008). Portanto, PX e 02-
M sdo proteinas importantes envolvidas na imunidade inata desses animais (CERENIUS;
SODERHALL, 2004).

A conversao de proPO inativa para fenoloxidase ativa (PO) ¢ catalisada por uma
proteinase serinica denominada tripsina, também conhecida como fator de ativacao do sistema
proPO (PPA) que, na presenca de PAMPs, resulta na produgdo de melanina e encapsulamento
(CERENIUS; LEE; SODERHALL, 2008). Células hialinas (HC) sdo fagociticas, e varios
tipos de espécies reativas de oxigénio (ROIs) sdo produzidas durante a fagocitose. O anion
superoxido e seus derivados, ambos bactericidas, sao os primeiros produtos resultantes do
burst respiratorio (MUNOZ et al., 2000). Este mecanismo ¢ regulado pela enzima superoxido
dismutase (SOD), formando oxigénio e perdxido de hidrogénio e este ultimo ¢ eliminado pela
peroxidase e catalase na presenga de um agente redutor (FRIDOVICH, 1995; HOLMBLAD:;
SODERHALL, 1999).

Diante do exposto, a utilizagdo da biomassa de microalga em uma dieta de
camardes marinhos antes e apds o processo de extracdo de 6leo para a producdo de biodiesel

podera otimizar os parametros zootécnicos ¢ imunologicos desses animais, além de agregar
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valor ao processo produtivo e, assim, contribuir para sua viabilidade econdmica, cabendo
apenas o destino do solvente residual durante o processo.

O objetivo desse Ultimo capitulo foi avaliar o desempenho zootécnico e o perfil
imunologico do camardo marinho L. vannamei apos o cultivo e inclusdo da biomassa da
microalga C. vulgaris em sua dicta antes e apds o processo de extracdo de 6leo para a

producao de biocombustiveis.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultivo da microalga

2.1.1. Cultivo em ambiente interno

A cepa da microalga Chlorella vulgaris utilizada nesse estudo foi obtida no
cepario do Centro de Biotecnologia Aplicada a Aquicultura - CEBIAQUA, pertencente ao
Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceard, onde as mesmas
sdo mantidas a 2242 °C, em tubos de ensaio, com iluminag¢ao artificial, fotoperiodo de 16 h de
claro e 8 h de escuro e o0 meio de cultivo usado para a manutengao dos inoculos e condugao do
experimento foi o Guillard /2 (GUILLARD, 1975).

O cultivo partiu de um volume de 20 mL em um erlenmeyer de 250 mL, sendo
acrescentado, a cada dois dias, aproximadamente o mesmo volume de meio de cultura
autoclavado. Em seguida, o conteudo do erlenmeyer foi transferido para outro, com
capacidade para um litro e, finalmente, para um recipiente de vidro com dois litros de volume
util, quando a cultura passou a ser submetida a uma aerag@o constante através de bombas de
diafragma com fluxo de ar de 2 L min™".

Durante o experimento, a temperatura da sala de cultivo ficou em torno de 22+1
°C e a iluminagao foi constantemente fornecida por duas lampadas fluorescentes de 40 W com
irradiancia total de 60 pE cm™ s™'. Os cultivos foram realizados com volume constante, ou
seja, em batelada (LOURENCO, 2006) ¢ o meio de cultivo, bem como toda a vidraria

utilizada foram previamente esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121 °C.
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O acompanhamento do crescimento populacional das microalgas foi realizado, a
cada dois dias, através da determinacao da densidade optica a 680 nm (DO 430 nm) utilizando

um espectrofotometro HACH modelo DR 2000.

2.1.2. Cultivo em ambiente externo e recuperagdo da biomassa de C. vulgaris

Antes de iniciar a cultura da microalga em ambiente externo, a mesma foi
aclimatada a um novo meio de cultivo, contendo 120 g de uréia (solugdo estoque 1), 30 g de
superfosfato triplo (solugdo estoque 2), ambos dissolvidos em um litro de 4gua destilada, e
vitaminas (duas ampolas de Citoneurim em 50 mL de 4gua destilada) (solugdo estoque 3).
Para cada litro de meio foram utilizados 1 mL das solugdes 1 ¢ 2 ¢ 0,1 mL da solugdo 3. O
cultivo foi iniciado a partir de dois litros da cultura obtida do ambiente interno, aos quais
foram acrescentados 18 L do novo meio de cultura previamente preparado em agua doce com
pH 7,5. Em todo o cultivo a salinidade foi zero.

O volume total da cultura obtida no ambiente interno (20 L) foi inoculado em um
tanque de fibra de vidro de 2000 L, limpo e esterilizado com alcool a 70%, e inoculado com
200 L do meio descrito anteriormente, iniciando assim o cultivo em ambiente externo com um
volume 1til de 220 L. A partir desse momento, a cultura foi submetida a uma aeracao
constante através de um mini compressor de ar com vazio de 2000 L hora™ e o tanque foi
protegido com uma tela tipo mosquiteiro para evitar e entrada de insetos e detritos.

A cada quatro dias foram acrescentados 276 L de meio de cultivo até atingir um
volume total de 1600 L, ao final de 23 dias de cultivo. A radiag@o solar total e a temperatura
do ar durante esse periodo foram determinadas as 8; 11; 14 e 17 h em uma mini estagdo
meteoroldgica montada a 20 m do tanque de cultivo da microalga.

A separacdo das microalgas do meio de cultivo foi realizada através da técnica de
floculacdo quimica, com uma solu¢do de NaOH 2N. Para isso, cerca de 400 L do cultivo
foram drenados para uma caixa d’agua de 500 L e misturados com 200 mL de NaOH 2N. O
sobrenadante contendo o meio de cultivo foi sifonado e a biomassa algal umida foi seca em
estufa com renovagao de ar a 60 °C por um periodo de 24 horas. Apos a secagem, foi triturada
em um processador de alimentos e pesada em balanca semi analitica para a determinagao da

recuperacao da biomassa.
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2.1.3. Determinagdo do teor de proteina bruta da microalga

A determinacdo de proteina bruta da microalga foi realizada no Laboratorio de
Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceara e seguiu o
método descrito pela Association of Official Analytical Chemists - AOAC (1995).

A andlise foi realizada através do método Kjeldhall, utilizando-se digestdo com
acido sulfurico (H,SOs), destilacdo alcalina com hidréxido de sédio (NaOH) e titulagdo com
acido sulfurico 0,1 N, sendo 6,25 o fator de conversdo de nitrogénio total para a proteina
bruta. No final da titulagao foi utilizada a formula abaixo para a determinagdo do percentual

de proteina bruta:

mL de H2SO4 x Normalidade do acido x Fator de conversiao
Peso da amostra (g)

%PB =

Onde:

%PB = Proteina bruta da amostra

H,SO4 = mililitros de 4cido gasto na titulacao
Normalidade do acido = 0,1 N

Fator de conversao = 6,25

2.1.4. Determinagao do teor de lipidios da microalga

A determinacdo do teor de lipidios da microalga foi realizada em triplicata e

seguiu o método de Bligh e Dyer (1959) modificado, conforme descrito no capitulo anterior.

2.1.5. Caracterizagdo dos lipidios presentes no 6leo extraido de C. vulgaris

A caracterizag¢ao dos lipidios presentes no 6leo extraido da microalga C. vulgaris

foi realizada no Laboratdrio de Analise e Desenvolvimento de Processos do Departamento de
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Engenharia Quimica da Universidade Federal do Ceara, através de uma cromatografia gasosa
(CGQ), utilizando o método Ce 2-66 da AOCS (1997).

Para esse método, utiliza-se KOH 0,5 mol L' em metanol anidro (reagente de
saponifica¢do), uma solucdo contendo 20 g de NH4Cl + 600 mL de metanol anidro + 30 mL
de H,SO4 concentrado (reagente de esterificagdo), uma solugdo aquosa saturada de NaCl
(solugdo salina) e éter de petréleo.

Para a andlise dos ésteres metilicos, foi utilizado o cromatografo a gas CGC
Agilent-6850 série GC SYSTEM acoplado a um detector de ionizagdo de chama, FID (flame
ionization detector) e a um integrador, utilizando uma coluna capilar OV-1 (dimetilsilicone)
com 30 m de comprimento, diametro interno de 0,25 mm e 0,25 pm de espessura do filme
liquido. O fluxo da coluna foi ajustado para 1,0 mL min™', onde o volume injetado foi de 1,0
1L e o hélio (99,95%) utilizado como gas arrastante.

O procedimento partiu da pesagem de 50 mg do dleo extraido da biomassa seca da
microalga C. vulgaris em um tubo de ensaio com tampa. Em seguida, adicionou-se 4,0 mL do
reagente de saponificagdo, agitou-se vigorosamente o tubo, o qual foi aquecido em éagua
fervente por um periodo de cinco minutos. Apds o esfriamento do tubo, adicionou-se 5 mL do
reagente de esterificacdo e agitou-se vigorosamente o tubo novamente em agua fervente
também por um periodo de cinco minutos. O tubo foi esfriado novamente e adicionou-se 4,0
mL da solugdo salina e 5 mL de éter de petrdleo, agitando-se vigorosamente. O tubo foi
deixado em repouso até a completa separacdo das fases e retirou-se uma aliquota da fase
superior contendo os ésteres metilicos que foi injetada no cromatdgrafo. O mesmo
procedimento foi realizado para o 6leo de mostarda (6leo de referéncia), cujo teor de ésteres
j4 € conhecido.

Comparando-se o tempo de retengdo (tr) dos ésteres de cada 6leo com o tempo de
retengdo dos ésteres do 6leo de mostarda (analisado sob as mesmas condigdes operacionais),
foi possivel identificar a composi¢cdo percentual de cada componente do 6leo da microalga.
Para a obtencdao da massa molar média dos ésteres metilicos oriundos da transesterificacao

dos oOleos vegetais, utilizou-se a equacao abaixo, de acordo com Vargas (1996).

> [(Ax(MMi)]
> (AN

MMM (ésteres metili cos) =

Onde:

Ai = teor em porcentagem do éster i;
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MMi = massa molar do éster i (g mol™).

A massa molar (MM) do 6leo vegetal foi calculada através da equagao:

MM (bleo vegetal) = [(3xMMI\/I dos ésteres metilicos) — 4]

2.2. Preparo da ragao contendo a biomassa seca de C. vulgaris

A biomassa seca da microalga C. vulgaris foi incorporada na ragdo para camardes
antes e depois de passar pelo processo de extracdo de lipidios. Para isso utilizou-se uma ragao
comercial peletizada com 32% de proteina bruta que foi triturada em um multiprocessador de
alimentos e peneirada para a obten¢ao de um p6 bem fino. Em seguida, 20 g de gelatina
comercial incolor sem sabor foram adicionados a 200 mL de dgua destilada e a mistura foi
aquecida em uma placa aquecedora com agitacao a 100 °C, durante 20 minutos.

Apbs a completa dissolucdo da gelatina, a biomassa seca da microalga, em
diferentes concentracdes (0,5; 1 e 2%), foi adicionada a solu¢do que, apds ser bem
homogeneizada, foi misturada com 200 g da racdo em po6 previamente preparada para cada
tratamento. A nova mistura foi homogeneizada manualmente com o auxilio de luvas e a pasta
foi peletizada em um moedor de carnes modelo BMC-22 (Braesi), obtendo-se os pellets que
foram secos em estufa com circulacao de ar por um periodo de 24 horas a 60 °C.

A racdo utilizada nos tratamentos controles sofreu o mesmo tipo de
processamento, com exce¢do da adicdo de biomassa seca de C. vulgaris. Apos a secagem, as
racdes foram armazenadas em sacos plasticos vedados, etiquetados e estocados em freezer a -
20 °C. Dessa forma, para cada 200 g de ragdo foram utilizados 1; 2 e 4 g de biomassa natural
ou delipidada da microalga, sendo utilizados 14 g de biomassa seca da microalga para todos

0s experimentos.
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2.3. Experimento 1: Avaliacdo do desempenho zootécnico e imunoldgico dos camardes
marinhos Litoenaeus vannamei alimentados com racdo contendo a biomassa da

microalga que nao passou pelo processo de extracgdo de éleo

Para esse primeiro experimento, os camardes utilizados foram obtidos na
carcinicultura BioShrimp, localizada no distrito de Canapum, municipio de Aracati, CE.
Machos e fémeas de L. vannamei, aparentemente saudaveis e em estagio de intermuda, foram
transportados em uma caixa de 1000 L, contendo dgua do proprio viveiro de cultivo e com
fornecimento de oxigénio. Como a despesca dos animais foi realizada no periodo chuvoso, a
salinidade da 4gua estava em 5.

Ao chegar ao Centro de Biotecnologia Aplicada a Aquicultura — CEBIAQUA,
local onde foi realizado o experimento, os camardes foram aclimatados a temperatura local e
estocados em uma caixa d’agua com capacidade para 500 L. Antes da estocagem, durante um
periodo de 48 horas, a dgua da caixa foi recirculada por um filtro ultravioleta e oxigenada
abundantemente, utilizando um mini compressor de ar.

Apos a estocagem dos camardes, a salinidade foi gradativamente elevada para 20
(salinidade em que foi realizado o experimento), ao longo de 48 horas, periodo em que os
animais nao foram alimentados. Apos a aclimata¢do, 20 individuos foram coletados, ao acaso,
para a retirada da hemolinfa e realiza¢do das analises iniciais dos imunoparametros (dia 0).

O experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado, o qual consistiu
de quatro tratamentos com quatro repetigdes cada, sendo os camardes estocados,
aleatoriamente, em monoblocos escuros com volume util de 40 L, na densidade de 0,4
camardo L' e a temperatura da sala ficou em torno de 28+2 °C. Na ocasido da estocagem, os
camardes apresentaram pesos ¢ comprimentos médios de 9,51+£1,37 g e 11,48+0,81 cm,
respectivamente.

Foram realizados trés tratamentos com rag¢dao contendo a biomassa seca da
microalga C. vulgaris nas concentragoes de 0,5; 1 ¢ 2% (T0,5%; T1% e T2%) ¢ um
tratamento controle com ragdo sem a adi¢do da microalga (T0%). Os camardes foram
alimentados na propor¢do de 1,5% do peso vivo diario e a racdo foi oferecida em duas
refei¢des diarias, em bandejas para observar possiveis sobras apds cada trato alimentar.

Diariamente, foram realizadas duas renovagdes da 4dgua, totalizando 75% do
volume dos monoblocos que também eram tampados, com uma pequena entrada de ar e

providos de aeragdao constante oriunda de um mini compressor. Durante o experimento, que
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teve duracdo de 14 dias, foram contabilizados os animais mortos e, no ultimo dia, os camaroes
foram novamente pesados e medidos para as analises dos parametros de crescimento, bem

como extraida a hemolinfa para os testes de imunopardmetros.

2.4. Experimento 2: Avaliacdo do desempenho zootécnico e imunoldgico dos camardes
alimentados com racéo contendo a microalga ap6s o processo de extracao de 6leo

Nesse segundo experimento, os camardes foram obtidos na carcinicultura
CEAQUA, localizada no municipio de Beberibe, CE. Machos ¢ fémeas de L. vannamei,
aparentemente saudaveis e em estagio de intermuda, foram transportados em uma caixa de
1000 L, contendo agua do proprio viveiro de cultivo e suprimento de oxigénio. Como a
despesca desses camardes ja foi realizada no final do periodo chuvoso, a salinidade da agua
estava em 15.

Ao chegar ao laboratorio, os camardes foram estocados em uma caixa d’agua de
500 L, ap6s a devida aclimatagdo. Da mesma forma do experimento anterior, antes da
estocagem dos animais, a agua foi esterilizada por radiagao ultravioleta e oxigenada
abundantemente.

Ap0s a estocagem dos camardes, a salinidade foi gradativamente elevada para 20
(salinidade em que foi realizado o experimento), ao longo de 48 horas e, durante esse periodo,
os animais nao foram alimentados. Apods a aclimatagdo, 20 individuos foram coletados, ao
acaso, para a retirada da hemolinfa e realiza¢gdo das analises iniciais dos imunoparametros (dia
0).

No momento da estocagem, os camardes apresentaram pesos € comprimentos
médios de 10,53+1,61 g e 12,32+0,65 cm, respectivamente. Diariamente, foram realizadas
duas renovacdes de agua, totalizando 100% do volume dos monoblocos, ja que o peso médio
dos animais foi maior do que o observado nos camardes do primeiro experimento.
Finalmente, o delineamento experimental foi exatamente igual ao realizado no experimento 1
(item 2.3), exceto pelo uso de ragdes contendo as mesmas concentragdes da biomassa

delipidada da microalga (0,5; 1 e 2%)).
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2.5. Analise dos parametros de crescimento dos camardes

O desempenho zootécnico do camardo marinho L. vannamei, em ambos os
experimentos, foi avaliado pelos parametros de crescimento: sobrevivéncia (S), biomassa
final (B), peso (W) e comprimento (L) médios, ganho médio de peso didrio (GMPD),
eficiéncia alimentar (EA) e conversdo alimentar aparente (CAA) de acordo com as seguintes
expressoes (MAINARDES-PINTO; VERANI; TABATA, 1986; CARNEIRO; CYRINO;
CASTAGNOLLI, 1999):

(1) Sobrevivéncia (S):

Nf

S(%) = 100X
Hi

onde:
Nf = namero de camardes no final do experimento

Ni = numero de camardes no inicio do experimento

(2) Biomassa final (B):

(NIF x (WF - A7)
1000

E(Kgrr{3j =

onde:
Wt = peso médio (g) no final do experimento

Wi = peso médio (g) no inicio do experimento

(3) Ganho médio de peso diario (GMPD):

GMPD (g dis ) = —(Wf'twﬂ
onde:
t = tempo em dias do experimento
(4) Eficiéncia alimentar (EA):
(WIE - W)

E& (%51 = 100z



onde:

Rc =racao consumida durante o experimento (kg);

(5) Ganho de peso final: (Wf - Wi)
(6) Fator de condicao (K):

K= 100 % —
*73

onde:

W = peso médio (g) dos camardes;

(7) Conversao Alimentar Aparente (CAA):

onde: Chh = 2=
E

B = biomassa final (g).

2.6. Parametros fisicos e quimicos da agua
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A temperatura (°C) e a concentracdo de oxigénio dissolvido (mg L") da 4gua

foram mensurados utilizando um oximetro HANNA, e para a leitura do pH, foi utilizado um

pHmetro portatil Q-400HM da QUIMIS, sendo todos os parametros determinados

diariamente.

A cada trés dias, foi determinada a quantidade de amonia total na dgua, utilizando

para isso um espectrofotometro HACH modelo DR 2000. O teor de amonia livre na dgua foi

estimado a partir da amonia total, de acordo com o método descrito por Emerson et al. (1975),

de acordo com a seguinte equagao:

% NH; = 100
1 + 10 @755/Q73+T)-pH

Onde:
T = temperatura da agua;

pH = potencial hidrogenidnico da 4dgua.
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Para a determinacdo dos teores de nitrato e nitrito na agua, avaliados no inicio,
apos sete dias e no final dos experimentos, foi utilizado também o espectofotdmetro descrito

acima.

2.7. Analise dos parametros imunologicos dos camardes

A coleta da hemolinfa dos camardes para a analise dos imunoparametros,
conforme citado anteriormente, foi realizada no dia 0 (inicio dos experimentos) e apos 14 dias
ao final dos experimentos. A coleta foi realizada utilizando um pool de, pelo menos, 7
animais de cada tratamento em todos os procedimentos.

A hemolinfa foi coletada diretamente da regido ventral dos animais, previamente
higienizada com etanol absoluto, entre o primeiro ¢ o segundo segmentos abdominais,
utilizando uma seringa de 1 mL (agulha de 13 x 0,45; 26 G1/2”) previamente resfriada a 4 °C
a semelhanga do que foi reportado por Yeh e Chen (2009). Imediatamente, uma parte do
volume retirado foi separada em dois tubos eppendorfs contendo solug¢des anticoagulantes
(AC), na proporcao de 1:2 (hemolinfa:AC). Um dos tubos continha a solugdo anticoagulante
modificada de Alsever (MAS) - AC (27 mM citrato de sdédio, 336 mM NaCl, 115 mM
glicose, 9 mM de EDTA, pH 7,4) e o outro a solu¢do fixadora constituida de MAS com
formol 4%.

A hemolinfa diluida na solu¢cao de MAS, denominada de hemolinfa total (plasma
+ hemdcitos), foi utilizada para os testes de atividade da fenoloxidase e determinacdo da
concentragdo de proteinas totais. J4 a hemolinfa diluida na solu¢do fixadora foi destinada as
analises do hemograma para a contagem diferencial dos hemocitos (CDH). Além disso, outra
parte da hemolinfa foi depositada em mais um tubo eppendorf e deixada coagular por 24 h a 4
°C, para obten¢do do soro e posterior analise de sua capacidade hemaglutinante. Para obter
um maior rendimento do soro, a hemolinfa coagulada foi submetida a repetidas maceragdes,

seguidas de centrifugagdes a 2.000 x g, durante 10 minutos a 4 °C.
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2.7.1. Avaliagao da capacidade hemaglutinante da hemolinfa

A titulacdo de hemaglutininas (lectinas) presentes na hemolinfa dos camardes foi
realizada utilizando-se amostras de 50 pL de soro diluidas serialmente em TBS (50 mM Tris,
10 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, pH 7,4) em microplacas de 96 pocos com fundo em “U” e
incubadas com 50 pL de uma suspensdo de eritrocitos de coelho a 2% em TBS por 2 h a 25
°C, em camara umida. No controle, o soro dos camardes foi substituido por TBS e o titulo
aglutinante do soro foi expresso como o reciproco de maior diluicdo ainda capaz de apresentar

hemaglutinagdo. Todos os ensaios também foram realizados em triplicata.

2.7.2. Concentragao de proteinas totais no soro dos camardes (CP)

A concentragdo de proteinas totais no soro dos camardes foi determinada, em
triplicata, pelo método de Bradford (1976), utilizando-se a albumina sérica bovina (BSA)

como proteina padrao.

2.7.3. Atividade da fenoloxidase (PO)

A atividade da enzima PO foi avaliada depositando-se 50 pL de cada amostra de
soro dos camardes diluida 1:14 (35 puL da amostra de soro com adi¢do de 490 pL de TBS) em
pocos de uma microplaca de fundo chato na presenca de 50 pL de tripsina (1 mg mL™) e 50
uL do substrato enzimatico L-DOPA (3 mg mL™), ambos preparados em 4gua ultrapura. Os
hemocitos foram rompidos por choque hipotdnico para a liberacdo de seu conteudo
intracelular e a formagdo do pigmento vermelho-coral DOPA-cromo que foi quantificada em
uma leitora de microplacas a 490 nm, ap6s 10 minutos de incubacao a 20 °C.

A atividade da PO foi expressa pela variacdo da absorbancia por minuto por
miligrama de proteina, onde uma unidade da atividade enzimatica correspondeu ao aumento

de 0,001 na absorbancia por minuto ¢ por miligrama a 20 °C. A atividade basal da PO ja
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existente no soro foi quantificada incubando-se a amostra com agua no lugar de tripsina.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

2.7.4. Contagem diferencial de hemocitos (CDH)

A contagem diferencial de hemocitos (CDH) foi realizada em microscopia de
contraste de fase (MCF). Para isso, foi estimada a porcentagem relativa das populagdes de
hemocitos granulares e hialinos contando-se aleatoriamente em cadmara de Neubauer, em

triplicata, um numero minimo de 100 células por pool.

2.8. Andlises estatisticas

Para verificar se os diferentes tratamentos influenciaram no crescimento dos
camardes em ambos os experimentos, os parametros de crescimento foram submetidos a uma
analise de variancia (ANOVA) e, quando foi observada diferenga significativa, utilizou-se o
teste t para comparacdo de médias ao nivel de 5%, utilizando a fun¢ao estatistica do programa
Microcal Origin versao 6.0.

Os dados referentes a contagem diferencial de hemocitos (CDH), atividade da
fenoloxidase (PO), avaliagdo da capacidade hemaglutinante da hemolinfa e concentracio de
proteinas totais no soro dos camardes (CP) também foram inicialmente submetidos a uma
analise de variancia (ANOVA), onde o fator principal foi o tratamento dento de cada tempo
(dia 0 e 14 dias do inicio do experimento), ao nivel de 1%. Em seguida, foi utilizado o teste de

comparac¢do de médias de Duncan, utilizando o programa Biostat versado 5.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Cultivo da microalga C. vulgaris em ambiente interno e externo

A cultura de C. vulgaris no ambiente interno apresentou uma DO ggo nm inicial de
0,098+0,002 nm e, apds um periodo de quatro dias, a DO ¢go nm final foi de 0,817+0,032 nm,
enquanto no cultivo em ambiente externo a DO ¢go nm inicial foi de 0,149 nm e, a cada quatro
dias, a DO g9 nm chegava a 0,581 nm.

Durante os cultivos, as médias da intensidade da radiacao solar total as 8; 11; 14 ¢
17 horas foram de 1,45; 3,23; 2,82 e 0,46 MJ, respectivamente. Como pode se observado, a
maior intensidade de radia¢do solar total ocorreu no final da manha, as 11 h (3,23 MJ) ¢ a
menor no final da tarde, as 17 h (0,46 MJ), ainda menor do que a observada as 8 h da manha
(1,45 MJ).

A temperatura média do ar nos mesmos horarios de obtencdo dos dados de
radiagdo solar foi de 28,94; 30,85; 31,21 e 29,63 °C, respectivamente. Na primeira
determinagdo diaria (8 h), foi verificado o menor valor (28,94 °C) e, as 14 horas, foi registrada

a maior temperatura média do ar (31,21 °C).

3.2. Recuperacéo da biomassa da microalga cultivada no ambiente externo

Em cada producdao da microalga cultivada no ambiente externo (400 L), foram
obtidos, apos a floculagdo quimica e secagem, uma quantidade total de 95,414+8,52 g de
biomassa seca, correspondendo a um rendimento de 0,02% igual ao obtido por Zheng et al.
(2011) quando cultivou a mesma espécie em dgua marinha. Além disso, foi necessaria apenas
uma producdo da microalga nesse ambiente para obter biomassa seca suficiente para a

realizag¢ao de todos os procedimentos experimentais.
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3.3. Teor de proteina bruta e lipidios totais de C. vulgaris

Os teores de proteina bruta e lipidios totais da microalga C. vulgaris cultivada no
ambiente externo foram de 25,85+0,24 ¢ 57,86+5,18%, respectivamente. Como podemos
observar, com relagdo aos lipidios totais, os resultados foram mais de duas vezes superiores
ao melhor rendimento obtido no ambiente interno (Capitulo 3; Tabela 6), provavelmente
devido a utilizagdo desse novo meio de cultivo que teve a uréia como fonte de nitrogénio.
Além disso, a realizagdo do cultivo em ambiente externo exp0Os as microalgas a iluminacao

natural, o que também pode ter contribuido para uma maior produgao desse composto.

3.4. Identificacdo dos acidos graxos presentes no 6leo da microalga

A identificagdo dos acidos graxos presentes no 6leo da microalga C. vulgaris
revelou algumas diferengas em sua composicao (Tabela 1).

A caracterizac¢do do 6leo de C. vulgaris revelou a presenga dos acidos palmitico,
oléico e linoléico, dos quais quase 40% foi de palmitico, um 4acido graxo sem nenhuma
insaturacdo. A auséncia ou pouca insaturacdo na cadeia carbdnica resulta numa melhor
qualidade do 6leo para biodiesel, pois cadeias carbOnicas com essas caracteristicas sofrem

menos oxidacao do que cadeias mais insaturadas (CHISTI, 2007).

Tabela 1 - Composi¢ao de acidos graxos presentes no 6leo obtido de C. vulgaris cultivada no
ambiente externo.

Acidos graxos %
16:0 (palmitico) 38,6
18:1 (oléico) 22,7
18:2 (linoléico) 16,3
18:3 (linolénico) 3,0
Nao identificados 19,4

Cerca de quase 20% dos acidos graxos ndo foram identificados, dentro dos quais
pode estar incluido a série dos insaturados de cadeia longa, que sdo muito importantes do

ponto de vista nutricional, mas foram impossiveis de identificar com o método utilizado.
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Mandal e Mallick (2009) cultivaram a microalga de agua doce Scenedesmus
obliquus em diferentes concentra¢des de nutrientes com o intuito de analisar o contetido
lipidico e também verificaram que o palmitato e o oleato foram os principais constituintes
lipidicos dessa microalga, tornando-a uma fonte adequada para a producao de biodiesel.

Zheng et al. (2011) cultivaram em agua marinha a mesma espécie de microalga
estudada nesse capitulo, e observaram que a composicdo do oleo foi de 71,76 e 28,24% de
acidos graxos insaturados e saturados, respectivamente. Do total de insaturados, 45 e 23%
foram de 4acido oléico (18:1) e palmitoléico (16:1), respectivamente. Com relagdo aos
saturados, 23% foi de acido palmitico (16:0). Essas diferengas com relacdo ao presente
experimento provavelmente sao devido as condi¢des de cultivo, principalmente no tocante ao
uso de agua marinha no lugar de 4gua doce, bem como a composi¢dao do meio de cultivo.

Dessa forma, as condi¢des fisicas e quimicas das culturas influenciam diretamente
na qualidade e quantidade dos acidos graxos produzidos pelas microalgas, tornando-a
extremamente importante a caracterizagdo dos lipidios de uma mesma espécie toda vez que

sao alteradas as condi¢des de cultivo.

3.5. Desempenho zootécnico dos camardes

A tabela 2 mostra os resultados referentes aos parametros zootécnicos dos
camardes dos camardes marinhos L. vannamei apos inclusdo da biomassa natural ou
delipidada de C. vulgaris na dieta antes (biomassa natural) e depois do processo de extragdo
de lipidios (biomassa delipidada), relativos aos experimentos 1 e 2, respectivamente.

Nao ocorreram diferengas significativas na sobrevivéncia, comprimento médio
final, biomassa final, fator de condicdo e conversdao alimentar aparente dos camardes
alimentados com diferentes concentragdes da biomassa natural ou delipidada de C. vulgaris
na racdo. Além disso, os valores de sobrevivéncia, fator de condi¢do e conversao alimentar
aparente foram bastante semelhantes para os animais que receberam a biomassa da microalga,
independente dela ter ou nao passado pelo processo de extragao de lipidios. No entanto, foram
observadas diferencas significativas (p<0,05) entre os pesos médios finais, ganhos de pesos
finais, ganhos médios de peso diarios e eficiéncias alimentares dos animais que receberam a
biomassa da microalga na dieta, tanto na forma natural ou delipidada (Tabela 2), apesar dos

animais serem obtidos em fazendas de cultivo diferentes.
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Tabela 2 - Parametros zootécnicos dos camardes dos camardes marinhos L. vannamei apods
inclusdo de C. vulgaris na dieta antes (biomassa natural) e depois do processo de extracao de
lipidios (biomassa delipidada). Letras iguais nas linhas indicam auséncia de diferengas estatisticas ao nivel

de 5%.
Parametros de Biomassa natural
crescimento TC T0,5% T1% T2%
Sobrevivéncia (%) 68,75+10,21° 76,56£5,98% 65,63+£3,61*  78,13+10,83"
Peso médio final (g) 10,350+0,15*  10,869+0,16°  10,954+0,18°  10,999+0,16°
Comprimento médio 11,27+0,95° 11,95+0,58* 11,97+0,57° 11,87+0,59*
final (cm)
Biomassa final (g) 115,35+19,77*  131,82+13,63" 114,57+24,78" 129,70+21,29*
Ganho de peso final 0,850+0,055° 1,369+0,016°  1,454+0,018°  1,647+0,040¢
(g)
Ganho médio de peso 0,06+0,01° 0,10+0,01° 0,10+0,01° 0,10+0,02°
diario (g dia™)
Eficiéncia alimentar 2,87+0,18" 4,62+0,05° 4,91+0,06° 5,560,149
(%)
Fator de condi¢ao 0,60+0,01* 0,63+0,03" 0,64+0,02° 0,64+0,03"
Conversao Alimentar 0,26+0,05% 0,23+0,03" 0,27+0,06" 0,23+0,04°
Aparente
Parametros de Biomassa delipidada
crescimento TC T0,5% T1% T2%
Sobrevivéncia (%) 66,37+8,81% 70,31+£10,67°  64,06+9,38" 73,44+5,98%
Peso médio final (g) 11,164+0,17* 11,699+0,22°  11,053+0,18°  11,291+0,15¢
Comprimento médio 12,26+0,31° 12,29+0,29* 12,21+0,20° 12,34+0,25%
final (cm)
Biomassa final (g) 127,44422,01*  139,34+22 47" 146,62+15,91* 129,51+25,58"
Ganho médio de peso 0,05+0,01* 0,08+0,01° 0,04+0,01° 0,06+0,01°
diario (g dia™)
Eficiéncia alimentar 1,87+0,09" 3,59+0,26° 1,62+0,07° 2,35+0,11¢
(%)
Ganho de peso final (g)  0,645+0,029" 1,179ﬂ:0,085b 0,533+0,022°¢ 0,772ﬂ:0,036d
Fator de condic¢do 0,57+0,02° 0,57+0,04° 0,58+0,03* 0,56+0,01°
Conversdo Alimentar 0,24+0,03* 0,24+0,04° 0,23+0,02° 0,26+0,05°
Aparente

Com relagdo aos camardes do experimento 1, o0 menor peso médio final foi obtido

no tratamento controle, sem a inclusdo da biomassa natural de C. vulgaris na dieta. Ja os

animais que receberam a biomassa natural da microalga na dieta apresentaram pesos médios

finais significativamente maiores (p<0,05), independente da concentracdo da biomassa

utilizada, mas ndo foram diferentes entre si. Por outro lado, no caso dos camardes que foram

alimentados com a biomassa delipidada, a inclusdo de 0,5% dessa biomassa na dieta resultou

em um peso médio final significativamente superior (p<0,05) ao dos animais nos demais

tratamentos (Tabela 2).
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O ganho médio de peso final dos camardes que receberam a biomassa natural da
microalga na dieta apresentou valores crescentes com o aumento da concentragdo da biomassa
na racdo e estes valores foram significativamente diferentes (p<0,05) dos animais do
tratamento controle. Por outro lado, no caso dos animais alimentados com a biomassa
delipidada, esse comportamento nao foi observado, sendo maior do que o controle na inclusao
de 0,5%, mas foi significativamente reduzido (p<0,05) em 1% (T1%), voltando a aumentar
ligeiramente com a adi¢do de 2% dessa biomassa na dieta. Além disso, os ganhos de peso
finais dos camardes que receberam a biomassa natural de C. vulgaris nas concentragdes de
0,5; 1,0 e 2,0% foram cerca de 1,2; 2,7 ¢ 2,1 vezes superiores aos obtidos nos animais que
receberam a biomassa delipidada nas mesmas concentragdes, respectivamente.

Esse fato também foi observado para os ganhos médios de peso diario dos
camardes alimentados com a biomassa natural nas trés concentragdes utilizadas, apresentando
valores de aproximadamente 1,2; 2,5 ¢ 1,7 vezes maiores do que os encontrados para os
animais que receberam a biomassa delipidada nas concentragcdoes de 0,5; 1,0 e 2,0%,
respectivamente (Tabela 2).

Finalmente, a eficiéncia alimentar dos animais alimentados com a biomassa
natural da microalga também apresentou valores crescentes e significativamente superiores
(p<0,05) da obtida nos camardes do tratamento controle. A eficiéncia alimentar dos animais
que receberam a biomassa delipidada aumentou significativamente com a adi¢do de 0,5%
dessa biomassa na dieta, porém ndo apresentou uma tendéncia crescente e foi reduzida com a
adi¢ao de 1%, voltando a aumentar com a inclusdo de 2% da biomassa delipidada na ragao.
No entanto, da mesma forma que os ganhos de pesos finais e ganhos médios de peso diario, as
eficiéncias alimentares dos camarodes alimentados com 0,5; 1,0 e 2% da biomassa natural da
microalga foram superiores, sendo cerca de 1,3; 3,0 e 2,4 vezes maiores do que a eficiéncia
alimentar dos animais alimentados com a biomassa delipidada da microalga (Tabela 2).

Dessa forma, provavelmente a presenca de 6leo na biomassa de C. vulgaris foi
fundamental para aumentar o ganho de peso final e eficiéncia alimentar dos camardes,
apresentando valores maximos em 2% da biomassa natural da microalga na ragdo. Este fato
também foi observado para o peso médio final e ganho médio de peso diario, cujos valores
foram significativamente diferentes do controle. No entanto, nesses dois casos, o aumento da
concentracdo da biomassa natural na ragdo nao resultou em um maior aumento desses valores.

Gonzalez-Félix et al. (2002a) avaliaram durante 6 semanas o efeito da dieta
fosfolipidios (PL) nas necessidades essenciais de acido graxo de juvenis de L. vannamei, com

pesos médios de 1,42+0,10 g. A taxa de crescimento instantaneo (IGR) dos camardes foi
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melhorada pela adicdo de DHA (docosahexaendico) ou HUFA (mistura de acidos graxos
altamente insaturados) em 0,25% da dieta. Um maior nivel de inclusdo na dieta ndo melhorou
o crescimento e resultou em um efeito negativo na sobrevivéncia dos animais. Além disso,
uma inclusdo de 3% de fosfolipideos melhorou significativamente a IGR dos camardes.

Os mesmo autores estudaram os efeitos de uma dieta com fosfolipidios (PL) e
diferentes lipidios neutros, sobre o crescimento e sobrevivéncia de camardes L. vannameli
apods oito semanas de alimentacdo. As dietas contendo PL apresentaram peso final e taxa de
crescimento instantaneo (IGR) significativamente maior e melhor fator de conversao
alimentar (FCR) do que aqueles alimentados com dietas sem PL. Estes tratos alimentares
tiveram uma maior variedade de acidos graxos, especialmente de longa cadeia e altamente
insaturados (HUFA), e mostrou o maior percentual de araquidonico, eicosapentaendico e
docosahexaendico (GONZALEZ-FELIX et al., 2002b).

Apesar do ganho de peso final, peso médio final, ganho médio de peso diério e
eficiéncia alimentar terem sido mais baixos nos camardes alimentados com a biomassa
delipidada da microalga, eles foram significativamente diferentes dos obtidos no controle na
concentragdo de 0,5%. Assim, a biomassa delipidada pode ainda apresentar compostos
importantes para o desempenho zootécnico dos animais. E interessante notar que o aumento
da concentracao dessa microalga na racao reduziu os valores desses parametros (Tabela 2).

Alguns polissacarideos apresentam atividade imunoestimulante, como a quitina,
um polissacarideo neutro obtido de crustaceos, além dos polissacarideos sulfatados extraidos
de microalgas e macroalgas (SAKAI, 1999; CAMPA-CORDOVA et al., 2002). O LPS é um
lipopolissacarideo bacteriano que apresenta forte atividade imunoestimulante (SAKAI, 1999).

Alguns trabalhos reportam que o uso de imunoestimulantes promove um melhor
ganho de peso dos animais cultivados. Rivera et al. (2002) relataram que o incremento de
10% do extrato da alga marinha parda Macrocystis pyrifera na dieta de camardes L. vannamei
resultou em uma maior biomassa final apos 25 dias de administragdo. Farias et al. (2004)
reportaram que o uso dos polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Botryocladia
occidentalis na ra¢ao de reversdo de tilapias resultou em um melhor ganho de biomassa
quando os animais receberam uma dose de 0,1 mg g ' de peso vivo dos peixes.

Sakai (1999) relata que o efeito de compostos imunoestimulantes ¢ diretamente
dependente de uma dose ideal, pois doses altas podem ndao melhorar e at¢ mesmo serem
inibidoras da resposta imunoldgica. Assim, a utilizagdo de testes com diferentes
concentragdes ¢ uma estratégia para a descoberta de doses Otimas que possam ser mais

efetivas durante eventos que promovam estresse (BRICKNELL; DALMO, 2005).
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A administragao de imunoestimulantes deve ser bem monitorada, ja que alguns
podem causar efeitos adversos nos animais. Hauton e Smith (2004) relataram que ¢ muito
importante utilizar uma dose ideal, seja ela administrada através de banhos de imersdo ou por
via oral, j4 que uma dose exagerada pode causar algum risco de toxicidade, principalmente,
quando aplicados a longo prazo. Pesquisas relatam que a utilizacdo de doses mais elevadas
podem causar imunosupressao em peixes (SAKAIL 1999). Dessa forma, a administracdo de
uma dose Otima desses compostos ¢ extremamente importante para se obter uma resposta
efetiva e varios relatos tém demonstrado que doses baixas surtem um melhor efeito do que
doses mais elevadas (TINMAN et al., 2000; ARAUJO et al., 2008).

E interessante notar que a administragdo da biomassa delipidada de C. vulgaris na
concentragdo de 0,5% teve um efeito positivo que ndo aumentou com a elevagdo dessa
concentragdo, sugerindo uma possivel dose ideal. Assim, os polissacarideos presentes nessa

biomassa podem ter sido responsaveis por tal efeito benéfico nessa concentragdo especifica.

3.6. Parametros fisicos e quimicos da agua

Com relagdo aos parametros fisicos e quimicos da dgua em ambos os
experimentos, a concentragio de oxigénio dissolvido foi de 4,48+0,31 mg L, o pH de
7,95+0,08, a temperatura de 26,95+1,31 °C, os valores de nitrato de 0,25+0,006 mg L'eosde
nitrito de 0,010,001 mg L. Os valores de aménia total € aménia livre foram de 1,76+0,34 ¢
0,098+0,02 mg L'l, respectivamente.

As diferentes espécies de organismos aquaticos regulam seus pardmetros
hematologicos de acordo com as condi¢cdes ambientais, principalmente quando os animais
sofrem algum tipo de estresse, tais como variagdes de temperatura ou pH (TAVARES-DIAS;
MORAES, 2004), podendo afetar significativamente a satide e o desempenho dos individuos
(NOGA; FRANCIS-FLOYD, 1991).

Segundo Ono e Kubitza (2003), a concentragdo de oxigénio ¢ a temperatura da
agua em cultivos de organismos aquaticos devem ser superiores a 3 mg L' e 28 °C,
respectivamente, de forma a assegurar um melhor crescimento e conversdo alimentar,
enquanto o pH deve ficar na faixa entre 6,5 e 8,0.

Neste trabalho, os valores referentes a todos os parametros analisados ficaram

dentro do esperado e nao comprometeram o desempenho dos camardes durante os
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experimentos. A renovacgdo diaria da agua e a auséncia de sobras de ragdo apos a alimentagao

dos animais contribuiu para a boa qualidade da agua nos diferentes tratamentos.

3.7. Parametros imunologicos dos camardes

A utilizagdo de parametros hematoldgicos e bioquimicos para avaliar as condigdes
de satde de um individuo ou grupo de individuos, bem como auxiliar no diagnéstico de
enfermidades, ¢ uma pratica comum tanto na medicina humana como na veterindria. Os
pardmetros hemato-imunologicos mais empregados em crusticeos sdo as contagens total e
diferencial de hemocitos (hemograma); a atividade da enzima fenoloxidase (PO); o indice de
fagocitose dos hemocitos; a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROIs); a atividade
antimicrobiana, o titulo aglutinante e a concentracdo total de proteinas do plasma
(BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2008).

Fu et al. (2007) utilizaram diferentes vias (oral, imersdo ¢ injegdo) para
administrar os PS da alga marinha vermelha Gelidium amansii em camardes L. vannamei
infectados com a bactéria Vibrio alginolyticus. De acordo com os autores, além da
administracdo por via oral ser mais vidvel na pratica, ainda resultou no melhor resultado
contra a infec¢ao pelo patogeno.

Yeh et al. (2010) cultivaram o camar@o branco L. vannamei em agua do mar
(salinidade 35) contendo extrato aquoso da macroalga Gracilaria tenuistipitata nas
concentragdes 0 (controle); 200; 400 e 600 mg L' durante trés horas e, em seguida, avaliaram
varios parametros imunoldgicos. Os resultados mostraram que a contagem diferencial de
células hialinas (HCs) e células granulares (GCs), a contagem total de hemocitos (THC), a
atividade da fenoloxidase (PO), o burst respiratorio (RB), a atividade da superoxido
dismutase (SOD), e a concentracdo de proteinas da hemolinfa dos camardes imersos em 600
mg L' foram significativamente maiores quando comparados ao tratamento controle (sem

extrato).
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3.7.1. Avaliagdo da capacidade hemaglutinante da hemolinfa

A atividade hemaglutinante do soro dos camardes alimentados com ragao
contendo ou ndo (controle) a biomassa natural da microalga C. vulgaris em diferentes
concentragdes ndo apresentou diferencas significativas, exceto para o soro dos animais
alimentados com a ra¢do contendo 2% de biomassa, cujos titulos aglutinantes, em média,
ficaram abaixo dos demais valores (Figura 1 A).

Em relagdo aos animais alimentados com a ragdo contendo a biomassa delipidada,
a atividade hemaglutinante do soro dos animais do tratamento com adi¢do de 1% de biomassa
foram similares a dos animais antes do inicio do experimento (dia 0), enquanto que os demais

tratamentos (0; 0,5 e 2%) foram similares entre si e ndo diferiram do controle (Figura 1B).
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Figura 1 - Atividade hemaglutinante contra eritrécitos de coelho do soro de camardes L.
vannamei alimentados com ragdo comercial enriquecida com diferentes concentra¢des da

biomassa da microalga C. vulgaris, antes (A) ¢ apds o processo de extragdo de lipidios (B).
Letras diferentes significam diferenca significativa (p<0,01).

Segundo Barracco, Perazzolo e Rosa (2008), algumas infec¢des ou outras

situacdes estressantes podem resultar em alteragdes dos titulos aglutinantes da hemolinfa de
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crustaceos, no entanto, nem sempre os titulos de aglutinagcdo irdo variar significativamente
entre si.

Um aumento do titulo aglutinante da hemolinfa dos camardes que receberam 1%
da biomassa delipidada da microalga foi significativamente superior ao do controle e dos que
receberam 0,5 e 2% dessa biomassa. Coincidentemente, os camardes que receberam 1%
também apresentaram a menor eficiéncia alimentar ¢ menor ganho de peso final quando
comparados com o controle e demais tratamentos (Tabela 2). A reducdo significativa do titulo
de aglutinagdo da hemolinfa dos camardes que receberam 2% da biomassa natural de C.
vulgaris na dieta pode ser um indicativo de um menor nivel de estresse.

Costa (2007) mostrou que o estresse provocado pelo elevado grau de infeccao
com o virus da mionecrose infecciosa (IMNV) em camardes L. vannamei resultou em um
aumento na capacidade hemaglutinante da hemolinfa dos animais.

Maggioni et al. (2004), ao submeter fémeas de L. vannamei ao processo de
ablacdo, comumente realizado em reprodutores para maturagao sexual, encontraram uma
reducdo significativa do titulo aglutinante da hemolinfa em resposta a esta pratica, enquanto
camardes da espécie Farfantepenaeus paulensis ndo apresentaram alteragdoes da atividade
hemaglutinante da hemolinfa quando expostos a situagdes de estresse fisioldgico e ambiental

(PERAZZOLO et al., 2002).

3.7.2. Concentragdo de proteinas totais no soro dos camardes (CP)

A concentragdo de proteinas no soro dos animais alimentados com a ragdo
contendo a biomassa de C. vulgaris natural ou delipidada, de uma maneira geral, foi maior do
que as observadas nos controles e semelhantes as detectadas no soro dos animais do dia zero.
(Figuras 2A e 2B).

Este comportamento pode ser explicado pelo fato de que a biomassa da microalga
possui proteinas que foram assimiladas pelos animais alimentados com a biomassa natural ou
delipidada na dieta. Dessa forma, o teor proteico das ragdes contendo a microalga foi superior,
resultando em uma maior concentragao desse composto no soro dos animais.

E interessante salientar que a concentracdo de proteinas no soro dos animais do
dia zero também foi superior a do controle e geralmente semelhante as observadas no soro dos

animais tratados com a biomassa da microalga natural ou delipidada, o que pode ser explicado
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pelo fato desses primeiros terem acabado de chegar do viveiro de cultivo, onde além de se
alimentarem da ragdo também consomem alimento natural e animais invertebrados, podendo
aumentar assim os niveis de proteina assimilada. Dessa forma, o processo de extragdo de
lipidios ndo afetou o teor de proteinas da biomassa da microalga, visto que as concentragdes
no soro dos animais tratados com a biomassa da microalga foi bastante semelhante,

independente da mesma ter ou ndo passado pelo processo de extragao desse composto.
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Figura 2 - Concentragdo de proteinas totais no soro (CP) dos camardes alimentados com ragao
comercial enriquecida com diferentes concentragdes da biomassa da microalga C. vulgaris,

antes (A) e apds o processo de extracdo de lipidios (B). Letras diferentes significam diferenga
significativa (p<0,01).

De fato, a extracdo lipidica ¢ bem especifica e realmente pode manter as
quantidades de outros compostos na biomassa, como os polissacarideos por exemplo. Essas
macromoléculas presentes na biomassa da mesma espécie de microalga utilizada no presente
trabalho permanecem mesmo apds a extragao de lipidios (RODRIGUES et al., 2009).

Em juvenis saudaveis de L. vannamei mantidos em laboratdrio, a concentragdo de

7 r -1 ’ ~ .
proteinas no plasma ¢ em torno de 120 mg mL", porém essa concentracdo pode variar de
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acordo com o manejo, como por exemplo, a quantidade de proteinas ofertada na ragdo
(RODRIGUEZ; LE MOULLAC, 2000). Como podemos observar, de uma maneira geral, as
concentragdes de proteinas no soro dos animais do dia zero e que receberam a microalga na
racdo ficaram até mesmo ligeiramente superiores do valor supracitado para camardes
saudaveis, ja que esses animais receberam mais proteina na dieta, seja do alimento presente
no viveiro de cultivo ou através da inclusdo da biomassa da microalga na ragao.

Cantelli (2009) observou uma quantidade muito baixa de proteinas totais no soro
de camardes infectados ou ndo com WSSV, que segundo a autora pode ser explicada pelo
baixo consumo alimentar dos animais ao longo de todo o experimento.

A concentragdo total de proteinas na hemolinfa de camardes também ¢ um
pardmetro que muito relaciona com a condi¢do dos animais cultivados e ¢ muito utilizada para
avaliar o estado de saude destes organismos, sendo sensivelmente afetada por fatores
ambientais e fisiologicos ou durante infecgdes e presenca de lesdes (VOGAN; ROWLEY,
2002).

Costa (2007) ao submeter camardes da espécie L. vannamei a desafio com IMNV,
evidenciou valores de 105,5 a 141 mg mL™ na concentragio de proteinas para animais
assintomaticos ¢ em estado avangado de infeccdo, respectivamente. Neste caso, 0s maiores
valores encontrados para os animais infectados pode ser explicado pelo aumento da
quantidade de proteinas responsaveis pela capacidade de hemaglutinagdo da hemolinfa, ja que
a expressdo génica dessas moléculas (lectinas) aumenta no caso de infecgdes virais severas

em camardes L. vannamei (ZHAO et al., 2007).

3.7.3. Atividade da fenoloxidase (PO)

A atividade da PO no soro dos animais tratados com ragdo comercial contendo
biomassa da microalga C. vulgaris, nao diferiram entre si, independente da concentragdo
utilizada e da biomassa ter ou ndo sofrido o processo de extragdo de lipidios, mas foram
significativamente menores do que a observada no soro daqueles alimentados com a racgao
sem a biomassa da microalga (controles) e mais proximos daqueles do dia zero (Figura 3A e
3B).

Cantelli (2009) observou nao haver alteracdo da atividade da PO em animais

tratados ou ndo com polissacarideos sulfatados, mas houve uma redu¢do em animais
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infectados com WSSV. Segundo a autora, quantidades baixas de hemocitos podem ser um dos
fatores responsaveis pelas quantidades baixas da enzima PO, visto que estes estao diretamente

relacionados com a liberacao da mesma na hemolinfa de camaroes.
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Figura 3 - Atividade da fenoloxidase (PO) no soro dos camardes alimentados com racao
comercial enriquecida com diferentes concentragdes da biomassa da microalga C. vulgaris,

antes (A) e apdés o processo de extracdo de lipidios (B). Letras diferentes significam diferenga
significativa (p<0,01).

Os valores significativamente maiores da atividade da PO nos animais que ndo
receberam a biomassa natural ou delipidada da microalga na ra¢do pode indicar que esses
animais estdo mais susceptiveis aos efeitos do estresse, enquanto nos tratamentos em que 0s
animais, de alguma forma, ingeriram alimento natural se mostraram mais resistentes ao
estresse experimental.

Huang, Zhou e Zhang (2006) mostraram que a inclusdo de um extrato de
polissacarideos da alga marinha parda Sargassum fusiforme em diferentes concentragdes na
dieta de camardes Fenneropenaues chinensis resultou em uma redugdo da atividade dessa

enzima no soro dos animais.
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As macroalgas marinhas sdo grandes fontes de polissacarideos sulfatados que
exibem uma série de atividades biologicas (FARIAS, 2000), no entanto essas moléculas
também podem ser extraidas de microalgas (CAMPA-CORDOVA et al., 2002). Dessa forma,
a presenga de compostos com possiveis atividades imunoestimulantes na biomassa de C.
vulgaris antes ¢ depois da extragdo de lipidios pode ter reduzido o estresse dos animais que
dela se alimentaram ou que se consumiram alimento natural ou organismos invertebrados
presentes nos viveiros de cultivo (dia zero).

A ativagdo do sistema profenoloxidase (proPO) ¢ reconhecida como uma das
principais respostas de reconhecimento nestes animais, podendo ser desencadeada por
carboidratos de superficie de microrganismos (CERENIUS; SODERHALL, 2004), resultando
na ativagio desse sistema (RODRIGUEZ; LE MOULLAC, 2000).

A atividade desta enzima pode ser limitada ou ndo por fatores ambientais.
Algumas espécies de camardes submetidos a condigdes de estresse por ablagdo ndo
apresentaram alteragdes de atividade desta enzima (PERAZZOLO et al., 2002; MAGGIONI
et al., 2004). Outras, porém, mostraram ter a atividade da enzima afetada pela presenca de

infecgdes ou lesdes (VOGAN; ROWLEY, 2002; SARATHI et al., 2007).

3.7.4. Contagem diferencial de hemdcitos (CDH)

A contagem diferencial de hemocitos mostrou que os hemocitos granulares (HG),
nos quais estdo incluidos os semi granulares foram predominantes em todas as analises. No
dia zero, no experimento onde os camardes foram alimentados com racdo comercial
enriquecida com a biomassa natural da microalga C. vulgaris (Figura 4A), a quantidade de
HGs foi superior (p<0,01) quando comparada aos demais tratamentos, com exce¢do do
controle e daquele com inclusdo de 2% da biomassa na dieta. Ja as contagens de HGs dos
animais que receberam 0,5 e 1% ndo diferiram entre si, mostrando uma maior protecao dos
animais contra o estresse na maior inclusdo da mesma.

No experimento em que os camardes foram alimentados com ragdo comercial
enriquecida com a biomassa delipidada de C. vulgaris ndo foram encontradas diferencas
significativas entre as contagens de HGs dos animais que receberam essa biomassa na dieta

independente da concentragdo utilizada. No entanto, aqueles que nao receberam a microalga
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(controle) e os alimentados com 0,5% dessa biomassa apresentaram contagens de HGs

superiores (p<0,01) a obtida dos animais do dia zero (Figura 4B).
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Figura 4 - Contagem diferencial de hemoécitos (CDH) na hemolinfa dos camardes alimentados
com ragdo comercial enriquecida com diferentes concentracdes da biomassa da microalga C.
vulgaris, antes (A) e apds o processo de extragdo de lipidios (B). Letras diferentes significam

diferenca significativa (p<0,01).
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Cantelli (2009) observou uma reducdo de 40% na quantidade de HGs na
hemolinfa do camardo L. vannamei ap6s uma infec¢do com virus da mancha branca (WSSV).
Em camardes peneideos, este tipo celular ¢ o preferido por este virus, podendo essas células
migrar para o6rgaos linféides, bem como sofrer apoptose para evitar a propagacao da infecgao.

No presente trabalho, apesar de ter sido encontrada diferenca significativa entre
algumas contagens de HGs, a maior variagcdo foi de apenas 10%, ndo sendo suficiente para
explicar qualquer tipo de problema na satde dos animais, j& que apenas uma infecc¢ao fraca ¢

suficiente para reduzir em quatro vezes esse valor (CANTELLI, 2009).

4. CONCLUSAO

Com a realizacao desse experimento foi possivel constatar que alguns parametros
zootécnicos de crescimento dos camardes marinhos Litoenaeus vannamei foram otimizados
no experimento que utilizou inclusdo da biomassa natural de C. vulgaris no lugar da biomassa
delipidada. No entanto, a inclusdo de 0,5% da biomassa delipidada da microalga na dieta dos
animais também apresentou resultados satisfatorios.

Os lipidios extraidos da biomassa de Chlorella vulgaris apresentaram um
rendimento bastante satisfatorio e foram constituidos, principalmente, de 4cido palmitico e
oléico, muito interessantes na producdo de biodiesel.

Com relagdo aos imunoparametros, a concentragao de proteinas totais no soro dos
camardes alimentados com a biomassa natural ou delipidada da microalga C. vulgaris
aumentou significativamente em relagdo aos controles e a atividade da fenoloxidase foi

significativamente reduzida, independente da concentragdo utilizada na ragao.

5. REFERENCIAS

ALDAY-SANZ, V. Why shrimp cannot be vaccinated? Global Aquaculture Advocate, New
Jersey, v. 10, n. 1, 2007. 84 p.



103

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE CRIADORES DE CAMARAO. Estatistica da pesca, em
2004, producao estimada por modalidade, segundo as regides e unidades da federagao. Natal,
2004. Disponivel em: <http://www.mercadodapesca.com.br>. Acesso em: 2 out. 2006.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE CRIADORES DE CAMARAO. Estatisticas do setor
pesqueiro e da carcinicultura brasileira. Natal, 2010. 6 p.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official methods of analysis.
16. ed. Washington, 1995.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official Method Ca 5a-40,
Free fatty acids. In: Firestone, D. E. (Ed.). Official methods and recommended practices of
the AOCS. Champaign IL: AOCS Press, 1997.

ARAUIJO, G. S. et al. Administragdo oral dos polissacarideos sulfatados da rodoficea
Gracilaria caudata na sobrevivéncia de pds-larvas de tilapia. Revista Ciéncia Agronémica,
Fortaleza, v. 39, n. 4, p. 548-554, 2008.

AZAD, L. S. et. al. Routes of immunostimulation vis-a-vis survival and growth of Penaeus
monodon postlarvae. Aquaculture, Amsterdam, v. 248, n. 1-4, p. 227-234, 2005.

BARBIERE, R. C. Jr.; OSTRENSKY, A. Camardes marinhos: engorda. Vigosa: Aprenda
Facil, 2002. 370 p.

BARRACCO, M. A.; PERAZZOLO, L. M.; ROSA, R. D. Inmunologia de crustdceos, com
enfasis em camaronés. In: VIELKA, M. Q.; CUELLAR-ANJEL, J. (Eds.). Guia Préctica de
Patologia y Inmunologia de Camarones Penaeidos. Programa CYTED Red II-D Vannamei,
Panama:Rep. de Panama, 2008. p. 169-224.

BARROSO, F. E. C. et al. Efeito do polissacarideo sulfatado extraido da alga marinha
vermelha Botryocladia occidentalis nas pds-larvas do camarao Litopenaeus vannamei.
Revista Ciéncia Agronémica, Fortaleza, v. 38, n. 1, p. 58-63, 2007.

BLIGH, E. G.; DYER, W. J. A rapid method of total lipid extraction and purification.
Canadian Journal of Biochemistry and Physiology, Ottawa, v. 37, n. 8, p. 911-917, 1959.

BOONYARATPALIN, S. et al. Effects of peptidoglucan PG on growth, survival, immune
responses, and tolerance to stress in black tiger shrimp, Penaeus monodon. In: SHARIFF, M.,
SUBASIGHE, R. P., ARTHUR, J. R. (Eds.). Diseases in Asian Aquaculture. vol. 2.
Philippines: Fish Health Section, Asian Fisheries Society, 1995. p. 469—477.



104

BRADFORD, M. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein dye binding. Analytical Biochemistry, Dordrecht,
v. 72, p. 249-254, 1976.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Agropecuaria e Abastecimento. Plataforma tecnoldgica
do camarao marinho cultivado. Brasilia: MAPA, 2001. 276 p.

BRICKNELL, I.; DALMO, R. A. The use of immunostimulants in fish larval aquaculture.
Fish & Shellfish Immunology, London, v. 19, n. 5, p. 457-472, 2005.

BUCHELLI, P. et al. A necrose hepatopancreatica (NHP) do Litopenaeus vannamei —
Caracterizacdo e diagnostico preliminar pelo método de avaliagdo da deterioragdo de tecidos
(ADT). Panorama da Aquicultura, Rio de Janeiro, v. 14, n. 86, p. 31-37, 2004.

CAMPA-CORDOVA, A. 1. et al. Generation of superoxide anion and SOD activity in
haemocytes and muscle of American white shrimp (Litopenaeus vannamei) as a response to
beta-glucan and sulfated polysaccharide. Fish & Shellfish Immunology, London, v. 12, n. 4,
p. 353-366, 2002.

CANTELLLI, L. Avaliacao do efeito de polissacarideos sulfatados da macroalga Gracilaria
birdie sobre as condi¢bes de imunocompeténcia de camardes Litopenaeus vannamei
infectados com o virus da sindrome da mancha branca (WSSV). 2009. 68f. Dissertac¢do
(Mestrado em Aquicultura) — Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, 2009.

CARNEIRO, P. C. F.; CYRINO, J. E. P.; CASTAGNOLLI, N. Producao da tilapia vermelha
da Florida em tanques-rede. Scientia Agricola, Piracicaba, v. 56, p. 673-679, 1999.

CERENIUS, L.; SODERHALL, K. The prophenoloxidase-activating system in invertebrates.
Immunological Reviews, Malden, v. 198, n. 1, p.116-126, 2004.

CERENIUS, L.; LEE, B.L.; SODERHALL, K. The proPO-system: pros and cons for its role
in invertebrate immunity. Trends in Immunology, Cambridge, v. 29, p. 263-271, 2008.

CHISTI, Y. Biodiesel from microalgae. Biotechnology Advances, v. 25, n. 3, p. 294-306,
2007.

COOK, M. T. et al. Administration of a commercial immunostimulant preparation, EcoActiva
as feed supplement enhances macrophage respiratory burst and the growth rate of snapper
(Pagrus auratus, Sparidae (Bloch and Schneider)) in winter. Fish & Shellfish Immunology,
London, v. 14, n. 4, p. 333-345, 2003.



105

COSTA, A. M. Parametros hemato-imunoldgicos em camardes Litopenaeus vanname
durante o avanco da infeccéo pelo virus da monecrose infecciosa (IMNV), 2007. 51f.
Dissertacdo (P6s-Graduagdo em Aquicultura) — Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianopolis, 2007.

CUZON, G. et al. Nutrition of Litopenaeus vannamei reared in tanks or in ponds.
Aquaculture, Amsterdam, v. 235, p. 513-551, 2004.

EMERSON, K. et al. Aqueous ammonia equilibrium calculations: effect of pH and
temperature. Journal of the Fisheries Research Board of Canada, v. 32, n. 12, p. 2379-
2383, 1975.

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS. The
definition of aquaculture and collection of statistics. Aquaculture Minutes, Rome, n. 7,
1990.

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS. El estado
mundial de la pesca y la acuicultura. In: . Examen mundial de la pesca y la
acuicultura. Roma, 2007. cap. 1, p. 3-67.

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS. The state
of world fisheries and aquaculture. Rome: FAO Fisheries and Aquaculture Department,
2010. 218 p.

FARIAS, W. R. L. Purificacdo, caracterizacao estrutural e atividades anticoagulante e
antitrombdtica de polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Botryocladia
occidentalis. 2000. 103 f. Tese (Doutorado em Bioquimica) — Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2000.

FARIAS, W.R. L.; NAZARETH, R. A.; MOURAO, P. A. S. Dual effects of sulfated D-
galactans from the red alga Botryocladia occidentalis preventing thrombosis and inducing
platelet aggregation. Thrombosis and Haemostasis, Stuttgart, v. 86, n. 6, p. 1540-1546,
2001.

FARIAS, W. R. L. et al. Enhancement of growth in tilapia fingerlings (Oreochromis
niloticus) by sulfated D-galactans extracted from marine algae. Revista Ciéncia
Agrondmica, Fortaleza, v. 35, nimero especial, p. 189-195, 2004.

FARIAS, W. R. L. et al. A Novel Antinociceptive Sulphated Polysaccharide of the Brown
Marine Alga Spatoglossum schroederi. Natural Product Communications (Online), v. 6, p.
863-866, 2011. Disponivel em: <www.coleaquiolink>. Acesso em: 29 ago. 2011.



106

FU, Y. W. et al. The immunostimulatory effects of hot-water extract of Gelidium amansii via
immersion, injection and dietary administrations on white shrimp Litopenaeus vannamei and
its resistance against Vibrio alginolyticus. Fish & Shellfish Immunology, London, v. 22, n.
6, p. 673-685, 2007.

FRIDOVICH, I. Superoxide radical and superoxide dismutase. Annual Review of
Biochemistry, Palo Alto, v. 15, p. 17-26, 1995.

GESTEIRA, T. C. V. Enfermidades infecciosas registradas na carcinocultura brasileira. In:
SILVA-SOUZA, A. T. Sanidade de organismos aquaticos no Brasil. Maringa, PR:
ABRAPOA, 2006. cap. 13, p. 137-158.

GONZALEZ-FELIX, M. L. et al. Effect of dietary phospholipid on essential fatty acid
requirements and tissue lipid composition of Litopenaeus vannamei juveniles. Aquaculture,
Amsterdam, v. 207, p. 151-167, 2002a.

GONZALEZ-FELIX, M. L. et al. Growth, survival and fatty acid composition of juvenile
Litopenaeus vannamei fed different oils in the presence and absence of phospholipids.
Aquaculture, Amsterdam, v. 205, p. 325-343, 2002b.

GUILLARD, R. R. L. Culture of phytoplankton for feeding marine invertebrates. In: SMITH,
W. L.; CHANLEY, M. H. (Eds.). Culture of marine invertebrate animal. New York:
Plenum Publishing, 1975. p. 29-60.

HAUTON, C.; SMITH, V. J. In vitro cytotoxicity of crustacean immunostimulants for lobster
(Homarus gammarus) granulocytes demonstrated using the neutral red uptake assay. Fish &
Shellfish Immunology, London, v. 17, n. 1, p. 65-73, 2004.

HAYASHI, K.; HAYASHI, T.; KOJIMA, I. A natural sulfated polysaccharide, calcium
spirulan, isolated from Spirulina platensis: In vitro and ex vivo evaluation of anti-herpes
simplex virus and anti-human immunodeficiency virus activities. Aids Research and Human
Retroviruses, Larchmont, v. 12, n. 15, p. 1463-1471, 1996.

HOLMBLAD, T.; SODERHALL, K. Cell adhesion molecules and antioxidative enzymes in a
crustacean, possible role in immunity. Aquaculture, Amsterdam, v. 172, p. 111-123, 1999.

HUANG, X.; ZHOU, H. Q; ZHANG, H. The effect of Sargassum fusiforme polysaccharide
extracts on vibriosis resistance and immune activity of the shrimp, Fenneropenaeus chinensis.
Fish & Shellfish Immunology, London, v. 20, n. 5, p. 750-757, 2006.



107

JIRAVANICHPAISAL, P.; LEE, B. L.; SODERHALL, K. Cell-mediated immunity in
arthropods: hematopoiesis, coagulation, melanization and opsonization. Immunobiology, v.
211, p. 213-236, 2006.

JOHANSSON, M. W. et al. Peroxinectin, a novel cell adhesion protein from crayfish blood.
Biochemical and Biophysical Research Communications, v. 216, p. 1079-1087, 1995.

JURGENFELD, V. Suspeita de virus em camardo de SC. Valor Econdmico-SP. Disponivel
em: <http://www.agribrands.com.br>. Acesso em: 21 fev. 2005.

LEE, S.Y.; SODERHALL, K. Early events in crustacean innate immunity. Fish & Shellfish
Immunology, v. 12, p. 421-437, 2002.

LIN, Y. C.; VASEEHARAN, B.; CHEN, J. C. Molecular cloning and phylogenetic analysis
on o2-macroglobulin of white shrimp Litopenaeus vannamei. Developmental &
Comparative Immunology, v. 32, p. 317-329, 2008.

LIU, C. H. et al. Molecular cloning and characterisation of a cell adhesion molecule,
peroxinectin from the white shrimp Litopenaeus vannamei. Fish & Shellfish Immunology, v.
17, p. 13-26, 2004.

LOURENCO, S. O. Cultivo de microalgas marinhas: principios e aplicagdes. Sao Carlos:
Rima, 2006. 606 p.

MAGGIONIL D. S. et al. Evalution of some hemato-immunological parameters in female
shrimp Litopenaeus vannamei submitted to unilateral eyestalk ablation in association with a
diet supplemented with superdoses of ascorbic acid as a form of immunostimulation.
Aquaculture, Amsterdam, v. 241, p. 501-515, 2004.

MAINARDES-PINTO, C. S. R.; VERANI, J. R.; TABATA, Y. A. Estudo comparativo do
crescimento de Oreochromis (Osteicties cichlidade) em cultivo de monosexo: crescimento em
comprimento ¢ peso, rendimento em biomassa. Boletim do Instituto de Pesca, Sao Paulo, v.
13, p. 85-93, 1986.

MANDAL, S.; MALLICK, N. Microalga Scenedesmus obliquus as a potential source for
biodiesel production. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 84, n. 2, p. 281-291,
20009.



108

MARTINEZ-CORDOVA, L. R. et. al. Evaluation of three feeding strategies on the culture of
white shrimp Penaeus vannamei Boone 1931 in low water exchange ponds. Aquaculture
Engineering, Oxford, v. 17, p. 21-28, 1998.

MUNOZ, M. et. al. Measurement of reactive oxygen intermediate production in haemocytes
of the penaeid shrimp, Penaeus vannamei. Aquaculture, Amsterdam, v. 191, p. 89-107,
2000.

NOGA, E. J.; FRANCIS-FLOYD, R. Medical management of channel catfish: the
environment. Compendium on Continuing Education for the Practicing Veterinarian, v.
13,n. 1, p. 160-166, 1991.

NUNES, A. J. P. Manual Purina de alimentagdo para camardes marinhos. Paulinia, SP:
Agribrands Purina do Brasil, 2000. 40 p.

NUNES, A. J. P.; MARTINS, C.C. Avaliando o estado de satide de camardes marinhos na
engorda. Panorama da Aquicultura, Rio de Janeiro, v. 12, n. 72, p. 23-33, 2002.

NUNES, A. J. P.; MARTINS, C. C.; GESTEIRA, T. C. V. Carcinicultura ameacada:
produtores sofrem com as mortalidades decorrentes do virus da mionecrose infecciosa
(IMNV). Panorama da Aquicultura, Rio de Janeiro, v. 14, n. 83, p. 37-51, 2004.

ONO, E. A.; KUBITZA, F. Cultivo de peixes em tanques-rede. 3. ed. Jundiai, 2003. 112 p.

PARK, H. H.; JEONG, H. D. Enhanced resistance against Edwardsiella tarda in tilapia
(Oreochromis niloticus) by administration of protein-bound polysaccharide. Aquaculture,
Amsterdam, v. 143, n. 3, p. 135-143, 1996.

PERAZZOLO, L. M. et al. Evalution of some hemato-immunological parameters in the
shrimp Farfantepenaeus paulensis submitted to environmental and physiological stress.
Aquaculture, Amsterdam, v. 214, p. 19-33, 2002.

RIVERA, G. et al. Inclusion de harina de kelp (Macrosystis pyrifera) em alimentos
balanceados para camaroén. In: Congresso Iberoamericano Virtual de Aqiiicultura, 1., 2002,
Zaragoza, Espafia. 2002. p. 244-252. Disponivel em:<http://www.civa2003.org>. Acesso em:
19 maio 2002.

ROCHA, 1. P.; RODRIGUES, J. A carcinicultura brasileira em 2003. Revista da ABCC,
Recife, ano 6, n. 1, p. 30-36, 2004.



109

RODRIGUEZ, J.; LE MOULLAC, G. State of art of immunological tools and health control
of penaeid shrimp. Aquaculture, Amsterdam, v. 191, p. 109-119, 2000.

RODRIGUES, R. S. et al. Rendimento e fracionamento dos polissacarideos sulfatados da

microalga Chlorella vulgaris apos extragao lipidica. In: Congresso Brasileiro de Engenharia
de Pesca, 16., 2009, Natal. [Anais...]. Natal: [s.n.], 2009.

SAKAI, M. Current research status of fish immunostimulants. Aquaculture, Amsterdam, v.
172, n. 1-2, p. 63-92, 1999.

SAKALI M. et al. The immunostimulating effects of chitin in rainbow trout, Oncorhynchus
mykiss. Diseases in Asian. Aquaculture, Amsterdam, v. 1, p. 413417, 1992.

SAMPAIO, Y.; COSTA, E. Geragao de empregos diretos e indiretos na cadeia produtiva do
camardo cultivado. Revista da ABCC, Natal, ano 5, n. 1, p. 60-64, 2003.

SARATHI, M. et al. Comparative study on immune response of Fenneropenaeus indicus to
Vibrio alginolyticus and white spot syndrome virus. Aquaculture, Amsterdam, v. 271, p. 8-
20, 2007.

SODERHALL, K.; CERENIUS, L. Role of the prophenoloxidase-activating system in
invertebrate immunity. Current Opinion in Immunology, v. 10, p. 23-28, 1998.

TAVARES-DIAS, M.; MORAES, F. R. Hematologia de peixes teledsteos. Ribeirdo Preto:
M. Tavares-Dias, 2004. 144 p.

TINMAN, S. et al. Effect of long-term oral administration of peptidoglucan (PG- Ajinomoto
product) on growth rate and immunostimulant response of hybrid tilapia (Oreochromis aureus
x O. niloticus). In: THE INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON TILAPIA
AQUACULTURE, 9., 2000, Rio de Janeiro. Proceedings... Rio de Janeiro: [s. n.], 2000. p.
524-532.

VADSTEIN, O. The use of immunostimulation in marine larviculture: possibilities and
challenges. Aquaculture, Amsterdam, v. 155, n. 1-4, p. 401-417, 1997.

VARGAS, R. M. Transesterificacdo de dleos vegetais, catalisada por bases ndo-idnicas,
em fases homogénea e heterogénea. 1996. 135 f. Tese (Doutorado em Quimica) -
Universidade Estadual de Campinas, Sao Paulo, 1996.



110

VOGAN, C. L.; ROWLEY, A. F. Effects of shell disease syndrome on the haemocytes and
humoral defences of the edible crab, Cancer pagurus. Aquaculture, Amsterdam, v. 205, p.
237-252,2002.

YEH, S.T; CHEN, J.C. White shrimp Litopenaeus vannamei that received the hotwater
extract of Gracilaria tenuistipitata showed earlier recovery in immunity after a Vibrio
alginolyticus injection. Fish & Shellfish Immunology, v. 26, n. 5, p. 724-730, 2009.

YEH, S. et al. White shrimp Litopenaeus vannamei that received the hot-water extract of
Gracilaria tenuistipitata showed protective innate immunity and up-regulation of gene
expressions after low-salinity stress. Fish & Shellfish Immunology, v. 28, n. 5-6, p. 887-894,
2010.

ZHAO, Z. Y. et al. Profiling of differentially expresses genes in hepatopancreas os white pot
syndrome virus-resistant shrimp (Litopenaeus vannamei) by suppression subtractive
hybridization. Fish & Shellfish Immunology, v. 22, p. 520-534, 2007.

ZHENG, H. et al. Disruption of Chlorella vulgaris cells for the release of biodiesel-producing
lipids: A comparison of grinding, ultrasonication, bead milling, enzymatic lysis, and
microwaves. Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 164, n. 7, p. 1215-1224, 2011.



