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RESUMO

A producéo mundial de pescado para 0 ano de 2016 foi de 170,9 milhdes de toneladas,
com a estagnacao da pesca a aquicultura tornou-se a principal fonte de pescado no
mundo devido ao seu crescimento acelerado nas décadas. A carcinicultura € o ramo
voltado para a criacdo de crustaceos, tendo como destaque o camarédo Litopenaeus
vannamei que deve uma queda na sua producao nos principais paises, principalmente
devido ao problema de doenca, sendo necessario buscar alternativas para aumentar
o sistema imunolégico da espécie. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito
imunoestimulante da microalga Nannochloropsis oculata no cultivo do camarao
Litopenaeus vannamei, bem como avaliar e comparar o crescimento e o rendimento
lipidico da microalga N. oculata em meio Guillard f/2 com diferentes concentracfes de
nitrato de sodio, avaliar o crescimento em meio de cultura alternativo a base de ureia
e superfosfato triplo (SPT) e os parametros zootécnicos do camardo. Foram
realizados trés experimentos subsequentes. No primeiro, realizou-se o cultivo da
microalga N. oculata em meio Guillard f/2 em volume de trés litros, diferenciando as
concentragdes de nitrato de sédio (15, 30, 45, 60 e 75 mg L) sob as condicdes de 60
umol cm™ st de intensidade da luz, 28 + 1°C de temperatura de 28 + 1°C e 30 de
salinidade. No segundo experimento, realizou-se o cultivo da mesma microalga, em
trés tratamentos, sendo dois em meio Guillard f/2 nas concentragcées de nitrato de
s6dio (15 e 75 mg L'1) e um com meio de cultura alternativo baseado em ureia e SPT,
todos os trés tratamentos foram em volume de 20L sob as mesmas condi¢cdes do
experimento anterior e finalmente foram testadas quatro dietas no cultivo do camarao.
A primeira consistiu apenas em ragao comercial com 35 % PB, tratamento controle,
no tratamento 1 utilizou-se a biomassa algal obtida no meio Guilard f/2 com 75 mg L-
L. No tratamento 2, utilizou-se a biomassa algal obtida no meio Guilard f/2 com 15 mg
L-1de nitrato de sdédio e no tratamento 3, utilizou-se a biomassa algal obtida no cultivo
realizado no meio alternativo. Em todos os tratamentos a biomassa algal como aditivo
foi no teor de 5% da quantidade de racao ofertada. Os resultados demonstraram que
quantidade de hemdcitos foi reduzida drasticamente ao longo dos dias de cultivo.
Porém, dentre os tratamentos observados, os camardes alimentados com a biomassa
microalgal cultivada no meio Guillard contendo 15 mg L* de nitrato de sédio,
continham maior quantidade de hemdcitos. Quando a N. oculata foi submetida as
diferentes concentracdes de nitrato os melhores resultados de densidade celular
maxima e taxa de crescimento especifico ocorreram na concentracdo de 75 mg L de
nitrato de sodio no meio Guillard /2, porém, o rendimento lipidico foi inversamente
proporcional ao aumento da concentracdo de nitrato. O maior rendimento lipidico
ocorreu com 15 mg L de nitrato de sédio presente no meio Guillard f/2 e os resultados
no cultivo em meio alternativo obteve a maior densidade celular maxima, maior taxa
de crescimento especifico e, consequentemente, menor tempo de geracdo dos
cultivos.

Palavras chave: camarédo, microalga, hemdcitos



ABSTRACT

With the stagnation of fishing activities, aquaculture has become the world's main
source of fish, due to its accelerated growth in recent decades. Shrimp farming is the
productive sector dedicated to the cultivation crustaceans, with emphasis on
Litopenaeus vannamei, which had a reduction in production rates in several countries,
mainly due to problems related to diseases, being necessary to seek alternatives to
increase the immune system of this species. The objective of the present work was to
evaluate the immunostimulating effect of the microalgae Nannochloropsis oculata in
the cultivation of Litopenaeus vannamei, as well as to evaluate and compare the
growth and the lipid yield of the microalgae N. oculata in Guillard f / 2 medium with
different concentrations of sodium nitrate, evaluate the growth in alternative culture
medium based on urea and triple superphosphate (SPT) and the zootechnical
parameters of the shrimp. Three subsequent experiments were carried out. In the first,
the cultivation of microalgae N. oculata was carried out in Guillard f / 2 medium in a
volume of three liters, differentiating the concentrations of sodium nitrate (15, 30, 45,
60 and 75 mg L-1) under the conditions of 60 pmol cm-2 s-1 of light intensity, 28 £ 1 °
C of temperature and salinity 30. In the second experiment, the same microalgae was
cultivated in three treatments, two in Guillard f / 2 medium in the concentrations of
sodium nitrate (15 and 75 mg L-1) and one with an alternative culture medium based
on urea and SPT. All three treatments were carried out in a volume of 20L under the
same conditions of the previous experiment. Finally, four diets were tested in the
shrimp culture. The first diet consisted only of commercial feed with 35% CP as a
control treatment. In treatment 1, the algal biomass obtained in the Guilard f/ 2 medium
with 75 mg L-1 was used. In treatment 2, the algal biomass obtained in the Guilard f /
2 medium with 15 mg L-1 of sodium nitrate was used and in treatment 3, the algal
biomass obtained in the cultivation carried out in the alternative medium was used. In
all treatments, the algal biomass content as an additive was 5% of the amount of feed
offered. The results showed that the amount of hemocytes was drastically reduced
over the days of cultivation. However, among the treatments observed, shrimp fed with
microalgal biomass grown in Guillard medium containing 15 mg L-1 of sodium nitrate,
contained a greater amount of hemocytes. When N. oculata was submitted to different
concentrations of nitrate, the best results of maximum cell density and specific growth
rate occurred in the concentration of 75 mg L-1 of sodium nitrate in Guillard f / 2,
however, the lipid yield was inversely proportional to the increase in nitrate
concentration. The highest lipid yield occurred with 15 mg L-1 of sodium nitrate present
in the Guillard f / 2 medium, and the results in cultivation in an alternative medium
showed a higher maximum cell density, higher specific growth rate and, consequently,
shorter time of crops generation

Keywords: shrimp, microalgae, hemocytes
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1 INTRODUCAO

A producdo mundial de pescado para o ano de 2016 alcancou marca de
170,9 milhdes de toneladas (FAO, 2018), onde 90,9 milhdes de toneladas (53,2%) foi
oriunda da pesca extrativista, ha qual se mantém constante deste os anos 2000 e 80,0
milhdes de toneladas (46,8%) da aquicultura. Segundo Jiang, (2010) a estagnacao da
pesca € um problema relacionado a sobrexploracdo que afeta a seguranca alimentar
e ao bem-estar social mundial, haja vista que o pescado representa uma das proteinas
animal de melhor qualidade, por ser fonte de amino&cidos essenciais, acidos graxos
poli-insaturados, vitaminas, minerais e oligoelementos (KLOAS et al., 2015).

Com isso a aquicultura, que envolve o cultivo de organismos que possuem
pelo menos uma parte do seu ciclo de vida na agua (BRASIL, 2009), tornou-se o setor
de alimentos de maior crescimento em todo o mundo devido justamente ser o0 pescado
fonte de proteina e micronutrientes essenciais & satde humana. Apesar da atividade
aguicola ndo esteja mais em um ritmo de crescimento acelerado como nas décadas
de 1980 e 1990 (11,3% e 10,0%, respectivamente, excluindo plantas aquaticas), ainda
sim € um dos setores na producdo de alimento de maior crescimento, haja vista que
no periodo compreendido entre 2000 e 2016 o crescimento anual médio foi de 5,8%
(VIDHYA HINDU et al., 2019).

No Brasil, a Pesquisa Pecuaria Municipal (PPM) realizada pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostrou que em 2017 a aquicultura
brasileira produziu 547 mil toneladas de pescado, um volume 5,7% inferior ao ano
anterior. Contudo, segundo o proprio 6rgao, os resultados da PPM podem néao revelar
uma queda real da producéo, e sim, uma atualizacdo dos numeros da producéo, que
até entdo eram contabilizados de forma inadequada (IBGE, 2017).

A carcinicultura é o ramo especifico da aquicultura voltada para a criacdo
de crustaceos, tendo como destaque, principalmente o camardao Litopenaeus
vannamei, haja vista que para o ano de 2016 representou 53% de toda producéo de
crustaceos cultivados, alcancando 4,2 milhdes de toneladas (FAO, 2018). A espécie
Litopenaeus vannamei, conhecida como camardo branco do pacifico ou camarao
cinza é nativa da costa do oceano Pacifico, tendo sua distribuicdo da Provincia de
Sonora, no México até o Sul de Tumbes, no Peru (YUAN et al., 2016). E um animal
gue apresenta um rapido crescimento, elevado indice de sobrevivéncia e tolerancia a

alta densidade e estocagem (XU; PAN, 2012). Contudo, a producé&o de camar&ao nos
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principais paises produtores declinou, principalmente devido ao problema de doenca
(SUBASINGHE, 2017). Em 2017, a producéo brasileira de camardes foi de 40,9 mil
toneladas (IBGE, 2017), representando 45% da maior producéo brasileira que foi no
ano de 2003, ou seja, antes do surgimento de doencas em territdrio nacional. As
pesquisas nos cultivos do camarao tem se direcionado para estudar modos de melhor
o ambiente de cultivo (DE SCHRYVER; DEFOIRDT; SORGELOOQS, 2014) e aumentar
0 sistema imunoldgico da espécie cultivada (STENTIFORD et al., 2017), ou seja,
buscado implementar medidas de biosseguranca, de modo evitar perdas e assim
aumentar a produgao.

Essas medidas constituem em trés linhas de defesa. A primeira linha € uma
barreira que consiste em reduzir e/ou prevenir a entrada de patdgenos no ambiente
de cultivo. A segunda linha visa aumentar resisténcia ou tolerancia do animal ao
agente patogénico através de produtos imunoestimulantes e a terceira objetiva reduzir
a acdo dos indutores de estresse que tornam os camardes mais susceptiveis.

Os imunoestimulantes tem efeito direto nas celulares do camaréo que sao
hemacitos (granulares, semigranulares e hialinos), esses se combinam com o sistema
humoral para combater patdogenos, curar feridas e responder a estressores biéticos e
abiéticos (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). O uso de imunoestimulantes pode
aumentar a sobrevivéncia e ou melhorar o crescimento dos animais cultivados
(TALPUR; IKHWANUDDIN; AMBOK BOLONG, 2013), apresentando minimos efeitos
colaterais e um melhor custo beneficio em relagdo aos produtos comerciais
(YEGANEH; TEIMOURI; AMIRKOLAIE, 2015).

As origens das substancias imunoestimulantes podem ser naturais ou
sintéticas, contudo destacam-se compostos componentes da parede celular de
diferentes bactérias, fungos, micro e macroalgas.

As microalgas s&@o microrganismos que possuem clorofila e outros
pigmentos fotossintéticos (RAVEN et al., 2001), podendo ser encontradas no meio
marinho, em agua doce e no solo, séo utilizadas principalmente como alimento natural
para pés-larvas de organismos aquaticos em decorréncia da facilidade de cultivo,
pequeno tamanho, acentuada velocidade de crescimento e alto teor de acidos graxos
polinsaturados (KLOAS et al., 2015).

Para o crescimento das microalgas sao necessarios nutrientes inorganicos,
principalmente nitrogénio e o fésforo, pois séo utilizados na sintese de matéria

orgéanica atraves da fotossintese. A deficiéncia desses nutrientes pode comprometer
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o desenvolvimento do cultivo (LOURENCO, 2006). A concentracdo de nutrientes no
meio de cultura pode influenciar diretamente no desenvolvimento das microalgas, na
absorcdo de nutrientes e no acumulo de lipidios. (ASLAN; KAPDAN, 2006;
FERNANDES et al., 2016; XIN et al., 2010). Em cultivos em que apresenta baixas
concentragdes de nitrogénio no meio de cultura, ha uma tendéncia de acumulo de
lipideo, em varias espécies de algas (HU et al., 2008), podendo gerar mudancas na
coloracdo das culturas, que podem apresentar aspecto amarelado (LOURENCO,
2006).

Nannochloropsis oculata € uma microalga verde unicelular pertencente as
Eutigmatophyceae. Possui alto teor lipidico, sendo uma espécie promissora para a
producado de biodiesel e também é usado como alimento vivo na aquicultura, devido
ao seu cultivo facil e rapido e de pequeno tamanho compativel com o mecanismo de
alimentacéo das larvas (WEI et al., 2013a). A maioria das pesquisas sobre N. oculata
se concentrou nas condi¢des de cultivo de lipidios producéo e sua aplicacdo como
biodiesel, contudo estudos preliminares mostram que o extrato de acetato de etila
extraido da N. oculata mostrou atividade antimicrobiana (OANH et al., 2019),

possuindo assim biomoléculas com poder imunoestimulante.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito imunoestimulante da microalga N. oculata no cultivo do

camaréo Litopenaeus vannamei.

2.10bjetivos especificos

Avaliar o crescimento e o rendimento lipidico da microalga Nannochloropsis
oculata em meio Guillard f/2 com diferentes concentracdes de nitrato de sodio.

Comparar taxas de crescimento meio Guillard f/2 com um cultivo realizado
em meio alternativo a base de Ureia e Superfosfato triplo (SPT).

Verificar os pardmetros zootécnicos do camardo Litopenaeus vannamei

alimentados com racgao aditivados com biomassa de N. oculata.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1Algicultura

A atividade aquicola pode ser classificada por categorias como
representada na figura 1. Esta classificacdo leva em consideracdo seis aspectos
distintos, tais como o ambiente de cultivo, a classe do organismo aquatico cultivado,
0 aspecto socioecondémico, a hidrologia, os sistemas de producéo e a biodiversidade

do cultivo (VINATEA, 2004).

Figura 1. llustragdo esquematica das diversas classifica¢cdes da aquicultura.

—

Classificacdo da Aquicultura

*
: Classe do - . . . Sistemas de P—
Ambiente organismo Sécioeconomia Hidrologia cultivo Biodiversidde
~ " o o o o ) g
” D e D e D ——e?” D e” D ” D
Marinho Piscicultura Rural Aguas lenticas Extensivo Monocultivo
) g ) g ) g ) g ) g N’
——” D —” D —— N —— N e D —” D
Costeiro Carcinicultura Industrial Aguas loticas Intensivo Policultivo
) g ) g ) g ) g ) g N’
—— D ee” N ——
Continental Malacocultura Superintensivo ’ N
s N’ N~ Aquicultura Integrada
Multitréfica
Ostreicultura
) g
N
Ranicultura
) g
——
Algicultura
) g

Fonte: modificado de Vinatea (2004).

Em 1960 o cultivo de algas teve seu inicio em grande escala a cultura de

Chlorella sp. no Japéo (SPOLAORE et al., 2006) a partir de entdo foram desenvolvidas
muitas técnicas para o cultivo e producdo de microalgas. De forma geral, a producao
microalgal se classifica em sistemas abertos, fechados e hibridos. Mas recentemente
vem surgindo um novo modo de producdo em biofilmes (CHEW et al., 2018; JOHN et
al., 2018; KLINTHONG et al., 2015).
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Os sistemas abertos podem ser internos ou externos. Externamente,
geralmente sdo cultivos em larga escala, geralmente em tanques abertos nao
agitados, pistas raceways e tanques circulares. Em ambientes internos, os cultivos
podem ser realizados em tanques de menor porte como em aquarios. A utilizacdo de
um destes reatores depende principalmente da aplicacao requerida. A figura 2 ilustra
varios reatores ja citados na literatura (CHEW et al., 2018; KLINTHONG et al., 2015;
RAZZAK et al., 2013; SONI; SUDHAKAR; RANA, 2017).

Figura 2. llustracdo de sistemas abertos de cultivo externos: (A) tanques abertos ndo agitados; (B)
Tanques raceway pista Unica; (C) Tanques raceway pistas conectadas (D) Tanques circulares.

Fonte: modificado de (RAZZAK et al., 2013).

Os tanques ndo agitados sdo os mais econdémicos devido a arquitetura
simplificada e facil manejo. Geralmente sdo abastecidos com &guas naturais e
possuem aproximadamente meio metro de profundidade. No entanto, estes reatores
possuem desvantagens devidas suas proprias caracteristicas, pois a dissolu¢cdo do
diéxido de carbono do ar na agua de cultivo e a difusdo dos nutrientes presentes sdo
minima e lenta, limitando a taxa de crescimento microalgal, resultando em um baixo
rendimento e produtividade. Outro problema decorrente neste tipo de reator € a
inibicdo da penetracdo da luz solar em funcdo do auto sombreamento causado pela
flutuac&o de algas mortas e vivas, por ndo haver mecanismo para movimentagéo do
cultivo (CHEW et al., 2018; SONI; SUDHAKAR; RANA, 2017).

Os tanques raceways ou pista de corrida sao os reatores abertos mais
utilizados atualmente em producées de larga escala. Possuem geralmente
profundidade entre 15 e 25 cm para facilitar a penetracdo da luz em toda a coluna
d’agua. Podem ser construidos com uma unica pista ou um grupo de pistas
conectadas. Diferente dos tanques n&o agitados ocorre agitagao do cultivo por rodas
de pas, o que mantém a densidade microalgal uniforme e reduz a probabilidade da

existéncia de zonas escuras, aléem de aumentar a dissolucéo do dioxido de carbono
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do ar na agua e a difusdo dos nutrientes (CHEW et al., 2018; KLINTHONG et al.,
2015).

Os tanques circulares, por sua vez, derivam de reatores de tratamento de
aguas residuais. Possuem geralmente um braco rotativo localizado no centro para a
movimentagao e agitagao do cultivo. A profundidade nestes reatores fica na faixa de
20 a 30 cm e o diametro geralmente n&o passam de 50 cm (RAZZAK et al., 2013;
SONI; SUDHAKAR; RANA, 2017).

Embora haja muitas vantagens de cultivos em sistemas abertos, existem
relevantes limita¢des. Devido as suas caracteristicas, possuem baixo consumo de luz
pelas células, alta taxa de evaporacédo, grande exigéncia de area para producao e facil
contaminacdo por algas indesejadas e bactérias. Essas limitacbes poderiam ser
superadas usando, por exemplo, capas plasticas translicidas ou estufas sobre os
reatores, porém, oS custos com investimento, manutencdo e o superaquecimento
tornam estas alternativas inviaveis, principalmente em reatores maiores usados em
producdes comerciais (KLINTHONG et al., 2015; RAZZAK et al., 2013).

Os sistemas fechados de producdo de microalgas sdo chamados de
fotobiorreatores. Por serem ideologicamente fechados, reduzem a taxa de evaporacgéo
e o0 crescimento de algas competitivas, predadores e organismos patdégenos (SONI;
SUDHAKAR; RANA, 2017). Os fotobiorreatores, assim como qualquer outro tipo,
podem ser expostos a fontes luminosas artificiais, geralmente em escala laboratorial,
ou pode ser exposto a luz solar, para producdo em escala comercial. Estes
fotobiorreatores s&o desenvolvidos para otimizar a produgdo microalgal em menor
area de cultivo (KLINTHONG et al., 2015; RAZZAK et al., 2013).

Figura 3. llustracdo de sistemas fechados de cultivo: (A) fotobiorreator tubular horizontal; (B)
fotobiorreator tubular espiral; (C) fotobiorreator Airlift; (D) fotobiorreator de sacos plasticos e (E)

3 | | \ i
S Saida de gés | ‘ 2T

N

Fonte: modificado de (RAZZAK et al., 2013).
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Um fotobiorreator tubular consiste num conjunto de tubos transparentes
feitos de vidro com didmetros inferiores a 0,1 metro e comprimento de até 80 metros.
A microalga passa pelos tubos onde entra em contato com a luz e vai para um
reservatorio, onde retorna para aos tubos, assim mantendo um fluxo continuo. A
iluminacdo pode ser operada por luz artificial ou luz solar, para maximizar o contato
com a luz nessa ultima os tubos estdo sempre voltados na direcdo norte-sul. Para
evitar a sedimentacéo o fluxo é turbulento, gerado através de bombas. O sistema pode
ser montado na vertical ou na horizontal (CHISTI, 2007).

O fotobiorreator do tipo airlift, diferente dos demais, possui duas zonas
interconectadas por um defletor ou um tubo. A movimentacdo ou agitacéo do cultivo
€ ocasionado por fluxos de correntes circulatorias e por conta destas caracteristicas,
além de possuirem a vantagem de realizar o processo de mistura do cultivo com baixa
tensdo de cisalhamento e proporcionar menor fotoinibicdo e fotoxidagao do cultivo,
sdo relativamente faceis de operar sob condicbes estéreis. Porém, este sistema
requer maior custo de fabricacdo e manutencédo por utilizar materiais mais complexos
(CHEW et al., 2018; RAZZAK et al., 2013).

Os fotobiorreatores de sacos plasticos, por sua vez, sdo 0s mais baratos.
Sao geralmente constituidos de polietileno, poliestireno ou polipropileno. Por conta de
sua maleabilidade, podem ser pendurados ou colocados em uma estrutura vazada
sob a irradiacdo da luz que pode ser artificial ou solar, dependendo a aplicagdo. A
movimentacao do cultivo € geralmente realizada por borbulhamento (RAZZAK et al.,
2013).

Os fotobiorreatores de placa vertical realizam a mistura também por
borbulhamento e, apesar de semelhante ao airlift, possui maior area irradiada por
conta de sua forma achatada, o que resulta em maior rendimento e produtividade
algal. Sao relativamente baratos, faceis de limpar e sdo unidades de fécil
escalonamento. As principais limitagbes incluem a dificuldade de controle de
temperatura, a possibilidade de exposicdo dos organismos a altas tensdes
hidrodindmicas. (SINGH; SHARMA, 2012)

Fotobiorreatores hibridos sdo combinacfes de sistemas abertos e
fechados. Surgiram como forma de explorar as vantagens e suprir as desvantagens
de cada. Varias combinagfes podem ser realizadas, por exemplo, em um sistema
tubular colocado horizontalmente em uma lagoa de agua termostatica, a malha

externa atua como coletora de luz, amplia a relacéo entre area superficial e volume e
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controla a temperatura do cultivo. O sistema de transporte aéreo funciona como
desgaseificador. Esse sistema hibrido possui melhor controle sobre as variaveis de
cultivo, permitindo maiores produtividades e reduzindo o consumo de energia (SONI,;
SUDHAKAR; RANA, 2017)

Outro exemplo de producao hibrida é o uso de sacos flutuantes em tanques
abertos. Os sacos atingem uma exposi¢ao 6tima a luz, resultando em bons resultados
de produtividade, enquanto flutuam na agua. Em comparacdo com outros sistemas,
esta tecnologia possui vantagem de selecionar locais mais adequados, ser menos
custosa, facilidade de escalabilidade e baixo consumo de energia (MATONDO et al.,
2016).

Algumas microalgas, além de crescerem em suspensao na agua, também
possuem a capacidade de crescerem como biofilmes produtivos sobre substratos.
Esta estratégia requer que as células das microalgas possam aderir e crescer em uma
determinada superficie. Assim, o custo com coleta pode ser potencialmente reduzido,
ja que a biomassa pode ser facilmente removida da superficie (ROLIN et al., 2016;
ZHANG et al., 2015).

Uma variedade de sistemas de biofilmes de algas foi desenvolvida para
estudar o crescimento de algas imobilizadas. Porém, as performances produtivas em
diferentes sistemas de biofilmes ndo dependem somente das condi¢des de cultura ou
da escala de processo. Sdo significantemente afetadas pelas caracteristicas dos
materiais que suportam o crescimento. Os materiais selecionados para fixacdo das
células microalgais precisam ser duraveis, de baixo custo, faceis de serem obtido e

nao téxicos para as células (ZHANG et al., 2017).

Figura 4. (A) Esquema ilustrativo de um fotobioreator de biofilme; (B) fotobioreatores de biofiime “Twin
layer” cultivando espécies diferentes e (C) fotografia de um biofilme parcialmente colhido.
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Fonte: (JOHN et al., 2018; ZHANG et al., 2017).
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Estes sistemas possuem vantagens comprovadas em escala laboratorial,
mas seu potencial para a produgéo econdmica em larga escala ainda néo foi avaliado.
De acordo com alguns estudos de avaliacdo, essas novas tecnologias podem ser
economicamente viaveis somente para geracéo de produtos de alto valor. (GRAHAM
et al., 2017; JOHN et al., 2018).

A principal vantagem destes sistemas € a grande capacidade de facilitar
simultaneamente o crescimento e a desidratacdo das algas quando em alta
concentracdo microalgal. Além disso, podem reduzir as necessidades de grandes
volumes de agua e energia para a producdo de biomassa em comparacdo com a
cultura tradicional em suspencdo em agua. Assim, a coleta é facilitada, contudo,
melhores praticas de coleta de biomassa precisam ser determinadas, como a
densidade ideal de coleta, area e espessura do biofilme no que se refere a zonas de
producéo fotogréafica e fotossintese. Além disso, a maioria dos materiais utilizados
atualmente é caros, descartaveis e ndo duraveis. Sdo, portanto, inadequados para
cultivo em larga escala (BERNSTEIN et al., 2014).

3.1.1 Condicdes, perfil de crescimento.

As condigbes de cultivo influenciam diretamente no crescimento,
composicao celular e no metabolismo das microalgas. De forma geral, existem quatro
principais condi¢des de cultivo. A Fotoautotréfica, a heterotrofica, a mixotréfica e a
fotoheterotrofica. Todas diferenciadas quanto as fontes de nutrientes e de energia
para o metabolismo dos organismos produzidos (CHEW et al., 2018; KLINTHONG et
al., 2015; SONI; SUDHAKAR; RANA, 2017).

Figura 5. Esquema representativo das principais condi¢des de cultivo de microalgas.

Condigdes de cultivo

Fotoautotréfica Heterotrofica Mixotroéfica Fotoheterotrdéfica
Fonte de Fonte de Fonte de Fonte de Fonte de Fonte de Fonte de Fonte de
energia carbono energia carbono energia carbono energia carbono

. . . . E: | :jz l Inorganica . .
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s - I

Fonte: produzida pelo autor.
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A condicéo fotoautotrofica é a mais antiga e mais comumente utilizada para
a producdo de microalgas. Os organismos cultivados neste sistema utilizam a luz
como fonte de energia e o carbono inorganico, na forma de dioxido de carbono para
formar energia quimica por meio da fotossintese (CHEW et al., 2018; SONI;
SUDHAKAR; RANA, 2017). A segunda condicdo utilizada em cultivos é a
heterotréfica, nesta os organismos usam, como fonte de energia e de carbono para
seu metabolismo, apenas compostos organicos como sacarose, glicose, glucose,
lactose, galactose, glicerol e frutose, tornando-os alternativo para realizacdo de
cultivos na auséncia de luz ou em ambientes com fonte de luz insuficientes (CHEW et
al., 2018; CHOJNACKA; NOWORYTA, 2004).

A condicdo de cultivo mixotrofica, por sua vez, mescla as condicbes
fotoautotréfica e heterotréfica. Os organismos realizam a fotossintese utilizando luz
como a principal fonte de energia, porém, na auséncia desta, podem também usar
compostos inorganicos ou organicos como fontes de energia. Em condicdes
mixotréficas de producdo, a presenca de um substrato organico significa que o
crescimento celular ndo é estritamente dependente da fotossintese, tornando fonte de
luz dispensavel. (ANDRADE; COSTA, 2007; LIN et al., 2016; REZENDE DOS
SANTOS et al., 2016).

Finalmente, na condicdo de -cultivo fotoheterotréfica as microalgas
requerem luz, enquanto usam compostos organicos como fonte de carbono. A
principal diferenca entre o cultivo fotoheterotréfico e mixotréfico € que a luz deve estar
presente durante o crescimento fotoheterotréfico para fins energéticos. Assim, o
cultivo fotoheterotréfico precisa necessariamente de uma fonte de organica de
carbono e de uma fonte de luz simultaneamente (CHEW et al., 2018; CHOJNACKA,
NOWORYTA, 2004; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

As condicdes de crescimento sdo essencialmente as exigéncias
metabodlicas necessarias para o crescimento microalgal. Porém, em meio a estas
condicoes, existem fatores fisicos, quimicos, biologicos, estruturais e operacionais
gue podem influenciar positivamente ou negativamente no crescimento microalgal.
Dentre os fatores fisicos, quimicos e biologicos, tém-se a luz, em termos de fonte,
fotoperiodo, intensidade e irradiacéo, a temperatura, a concentracéo de nutrientes, as
concentracdes de Oz e COz2, pH, a salinidade, a regulacéo e biodisponibilidade mineral
do carbono, a fragilidade celular, a densidade celular, a presenca de patdgenos

(bactérias, fungos, virus) e a competicdo com outras algas. Dos fatores estruturais e
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operacionais, destacam-se o tipo de reator ou fotobiorreator, a forma de mistura ou
movimentagdo do cultivo, a dinamica dos fluidos e estresse hidrodinamico, a
profundidade do cultivo, a dimensao e distribuicdo das bolhas de gas, a troca gasosa,
a transferéncia de massa, a taxa de diluicdo, os produtos quimicos e a frequéncia de
coleta (BOROWITZKA, 1992; KLINTHONG et al., 2015; ROSENBERG et al., 2008).

Independente do metabolismo, para que o microrganismo cresca, o cultivo
deve estar em condicbes adequadas as suas exigéncias nutricionais. Esse
crescimento poder ser representado por uma curva de crescimento, a qual é
inversamente proporcional & concentracdo de nutrientes presentes.

Na primeira fase, praticamente ndo ocorre aumento populacional devido a
adaptacado das células ao novo ambiente de cultivo. Na segunda fase, as células ja
estdo adaptadas ao novo meio e, com isSso, ocorre um incremento exponencial da
populacdo algal. A terceira fase é a de desaceleracdo de crescimento, na qual a
deplecdo dos nutrientes diminui a taxa de crescimento especifica. Em seguida, com
uma maior reducdo de nutrientes e aumento de metabdlicos no meio, a taxa de
crescimento se iguala a taxa de mortalidade, mantendo a populacdo constante por um
determinado periodo, caracterizada como a fase estacionéaria do cultivo. Finalmente,
com o completo esgotamento dos nutrientes, grande quantidade de metabdlicos e
autdlise celular, o cultivo entra na fase de morte, resultando em uma significativa

reducado da populacgéo algal.

Figura 6. Curva de crescimento de uma cultura microalgal em relacéo a disponibilidade de nutrientes.

CONCENTRACAC DE NUTRIENTES
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Fonte: modificado de (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).



26

3.1.2 Técnicas coleta e secagem da biomassa.

Atualmente, uma das tarefas mais desafiadora para a producao e aplicacao
de biomassa microalgal é a coleta. Seu tamanho microscopico e o fato de estarem
suspensas em meio aquatico acarreta em um alto consumo de energia no processo
de coleta. Além disso, o custo com equipamentos de coleta e desaguamento ou
recirculacdo da agua apos a coleta pode alcancar 90% do custo total de producéo da
biomassa microalgal em larga escala (SINGH; PATIDAR, 2018).

O método de coleta depende intensamente das fisionomias das microalgas
escolhidas, densidade, tamanho da célula de microalga cultivada, especificacdes do
produto final e da possibilidade de reutilizacdo do meio de cultura (AMARO; GUEDES;
MALCATA, 2011; RAWAT et al., 2011). Na Tabela 1 estéo listadas as cinco principais

técnicas de coletas de microalgas e suas respectivas vantagens e desvantagens.

Tabela 1. Técnicas de coleta de microalgas e suas respectivas vantagens e desvantagens.

Técnica de coleta

Vantagens

Desvantagens

Floculagao

Flotacao

Processos baseados
em eletricidade

Centrifugacéo

Filtracao

Técnica rapida e facil

Usado para grande escala

Causa pouco dano celular
Aplicado a vasta gama de espécies

Adequado em grande escala
Baixo custo e baixo requerimento de espago
Tempo de operagéo curto

Aplicavel a todas as espécies de microalgal
N&o requer quimicos

Técnica rapida e eficaz

Alta eficiéncia de recuperacéo (> 90)
Preferido para pequena escala e laboratério
Aplicavel a todas as microalgas

Alta eficiéncia de recuperacéo

Economicamente viavel

Baixo consumo de energia (filtro natural e de
presséo)

Nenhum produto quimico é necessario

Baixa tensé&o de cisalhamento

Reciclagem de agua

Os produtos quimicos podem ser caros

A eficiéncia depende do coagulante usado

Dificil separar o coagulante da biomassa colhida
Altamente dependente do pH

A reciclagem do meio de cultura é limitada
Possibilidade de contaminagdo mineral ou
microbiana

Precisa de surfactantes
Flotag&o por 0zdnio é um processo caro

Eletrodos de metal necessérios
Alto custo de energia e com equipamentos
Contaminacéo de metal

Técnica cara com alta exigéncia de energia

Alto custo de operacao e manutencao
Apropriado para a recuperagdo de produtos de
alto valor

Demorado e muito caro em grande escala

Risco de destruicéo celular

Técnica lenta e requer pressédo ou vacuo

N&o é adequado para microalgas menores

A obstrucao e entupimento

Substituicdo da membrana aumenta o0s custos
operacionais e de manutengdo

Alto consumo de energia (se filtrado a vacuo)

Fonte: (SINGH; PATIDAR, 2018).

Apds o processo de desaguamento ou coleta das microalgas, a pasta de

biomassa ainda Uumida, dependendo da aplicagdo do produto, deve ser submetida a

um processo de secagem. Existem diversos processos, dos quais se destacam a
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secagem solar, secagem por convecgao, secagem por pulverizacao e liofilizacao
(CHEN; CHANG,; LEE, 2015).

A secagem solar € o método mais barato, mas requer longo tempo de
secagem e uma grande superficie. Além disso, a qualidade do produto é
comprometida e a baixa taxa de secagem devido a uma possivel baixa na temperatura
pode causar degradacdo da biomassa. Assim, alguns modelos de secagem solar
fechados surgiram para solucionarem este entrave, podendo elevar a temperatura
ambiente de 35 ° C a 60 ° C, e a umidade no produto final ficar menor que 10% dentro
de 3 a 5 horas de secagem (BRENNAN et al., 2010; PRAKASH et al., 1997).

A secagem por conveccao também € um processo muito utilizado para a
desidratacdo de microalgas. E caracterizado por um tipo de conveccédo a ar quente,
como a secagem em estufa por exemplo. A eficiéncia de secagem por conveccao é
substancialmente melhor do que a secagem solar (DESMORIEUX; DECAEN, 2005;
GULDHE et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2008, 2010).

Outro método também muito usado é o de secagem por pulverizacéo. E o
método preferido para secagem de microalgas para obtencdo de produtos de alto
valor. Comparado com a secagem por convecgao, 0s produtos secos por pulverizacéo
rettm mais 0s nutrientes, ocorrendo perda entre 10 a 20% em proteinas. Em
comparacao com a liofilizacdo, a biomassa de microalgas é menos suscetivel a lipolise
durante o armazenamento, porém os carotenoides oxidam mais rapidamente do que
agueles em microalgas liofilizadas (CHEN; CHANG; LEE, 2015).

A liofilizagédo, por sua vez, é amplamente utilizada na industria alimenticia,
bem como em muitas pesquisas. Neste método, praticamente todos os constituintes
celulares sao preservados sem romper a parede celular, mantendo a maior
guantidade de proteinas na biomassa seca de microalgas, com a perda de proteina
abaixo de 10%. (GULDHE et al., 2014; MILLEDGE; HEAVEN, 2013).

3.2 Nannochloropsis oculata

As microalgas séao capazes de produzir uma grande variedade de compostos
bioquimicos, que sdo amplamente utilizados em pesquisas médicas e de alimentos.
Possuem grande potencial de aplicagbes em diferentes areas (OLIVEIRA et al., 2013;
RIZWAN et al., 2018).
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A microalga Nannochloropsis oculata é importante na aquicultura devido ao
seu valor nutricional. Pertence a classe Eustigmatophyceae, que agrupa espécies que
contém uma grande quantidade de acidos graxos poliinsaturados (PUFAS),
especialmente acido eicosapentaendico (EPA), acido araquidonico (ARA) e acido
docosahexaendico (DHA), que sdo de grande importancia na nutricdo de animais
marinhos, particularmente no crescimento e desenvolvimento de larvas de peixes,
moluscos e crustaceos (CARVAJAL-OSES; CHACON-GUZMAN; HERRERA-ULLOA,
2018; LOW; TOLEDO, 2015; MALAKOOTIAN et al., 2015)

Figura 7. Fluxograma mostrando aplicac6es de microalgas em diferentes areas.
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Fonte: (RIZWAN et al., 2018).

A N. oculata apresenta uma ampla gama de pigmentos de interesse
comercial, como zeaxantina, beta-caroteno e outros carotendides, com potencial para
diversas aplicacdes industriais (FAE NETO; BORGES MENDES; ABREU, 2018). No
entanto, o conhecimento das propriedades bioativas das espécies de Nannochloropsis
é limitado e muito baixo (SANJEEWA et al., 2016).

Para a producdo dos biocompostos € necessario inicialmente o
crescimento algal, e pelo que ja foi visto depende do meio de cultura, onde esses
podem ser inorganicos sintéticos ou organicos e possuem diferentes formulacdes e
nutrientes em suas composicoes. Independentemente da composicédo de cada meio,

para que ocorra o crescimento satisfatorio das microalgas, todos devem fornecer aos
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microrganismos, macronutrientes (C, N, O e P), micronutrientes (metais e quelantes)
e vitaminas como fatores de crescimento (CHEW et al., 2018).

Dentre 0s meios sintéticos, tém-se os tradicionais e alternativos. Os
tradicionais possuem em suas formulacdes reagentes de alto grau de pureza e
confiabilidade Para Andlise (PA). Estes reagentes possuem alto custo, inviabilizando
a producéo em larga escala, pois aumentam os custos de produ¢ao. Dentre os meios
tradicionais, existem os meios Walne, PHK, KW21, BG11, BBM e os mais utilizados
Guillard f /2 e Conway em cultivos utilizando a N. oculata, (FAE NETO; BORGES
MENDES; ABREU, 2018).

Figura 8. Percentual de trabalhos publicados com N. oculata cultivada em diferentes meios de cultura
nos ultimos cinco anos pesquisados base Web of Science.
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Observa-se na figura 8Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. que 80,65% dos
trabalhos realizados nos cinco anos com a microalga N. oculata séo realizados com
meios tradicionais de alto custo. Os trabalhos realizados em meios sintéticos
alternativos somam 12,9% e apenas 6,45% dos trabalhos utilizaram aguas residuais.
Porém, quando se trata de cultivos em ambientes naturais externos, que necessitam
de maiores volumes de producao, os meios alternativos foram utilizados em 50% dos
trabalhos.

Para reducdo deste entrave na producdo de microalgas, tem sido
observada a substituicdo de reagentes PA por fertilizantes agricolas, sdo os
denominados meios alternativos. Os fertilizantes possuem valores de mercado bem
mais em conta que reagentes PA e podem ser encontrados mais facilmente e em
maiores quantidades, viabilizando cultivos em grande escala (BRITO et al., 2018;
CARVAJAL-OSES; CHACON-GUZMAN; HERRERA-ULLOA, 2018).
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Outra alternativa que vem sendo também observada em cultivos de N.
oculata, € o uso de meios organicos ou aguas residuais como meio de cultura
(AMMAR; KHADIM; MOHAMED, 2018). Cultivos em aguas residuais possuem pelo
menos duas vantagens em relagcdo aos meios inorganicos. Promovem o crescimento
microalgal sem a necessidade de adi¢do de nutrientes e 4gua potavel e, a0 mesmo
tempo, ocorre a remocao dos nutrientes presentes em agua residuais através da
biorremediacdo. Por outro lado, aguas residuais, por poderem ser de originadas de
diferentes processos, possuem desvantagens, além de outras, de conter diferentes
concentracdes dos nutrientes presentes e conterem, em alguns casos, a presenca de
outros organismos indesejados.

Nos trabalhos observados com N. oculata em meios organicos, foram
observadas aguas residuais oriundas de cultivo de camaréo, de ETE municipal e de
industria de producéo de 6leo. A N. oculata se adaptou aos meios e apresentaram
potencial significativo para o cultivo aguas residual, pois a microalga demonstrou
resisténcia a presenca de diferentes concentracdes de compostos presentes
(AMMAR; KHADIM; MOHAMED, 2018; CARVAJAL-OSES; CHACON-GUZMAN;
HERRERA-ULLOA, 2018; REZASOLTANI et al., 2019).

O sumario abaixo mostra uma cole¢ao de cultivos realizados em diversos
meios de cultura, as condi¢des de cultivo (tabela 2). A grande maioria dos trabalhos
foi realizada em sistemas aberto, em reatores ou recipientes transparentes, em regime
de cultivo estacionario, em condicfes fotoautotroficas e com volumes relativamente

pequenos, 0 que justifica a grande utilizacdo de meios tradicionais.



Tabela 2. Exemplos de cultivos de N. oculata realizados em diferentes meios, sistemas, volumes, regimes e condi¢des de cultivo.
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Volume
Meio dS'Ste”.‘a Reator de cultivo d? Reg'”.‘e de Condlg_ao de Referéncias
e cultivo cultivo cultivo cultivo
(L)
Tradicionais (BAHARUDDIN et al., 2016; CARVAJAL-OSES;
Guillard f/2 Abertos e Fotobiorreatores, 0,1a100 Estacionario  Fotoautotréfico CHACON-GUZMAN,; HERRERA-ULLOA, 2018;
fechados raceways, reatores e DURMAZ; ERBIL, 2017; FAE NETO; BORGES MENDES;
tubulares verticais, semicontinuo ABREU, 2018; MANISALI; SUNOL; PHILIPPIDIS, 2019;
mangueiras e MARTINEZ MACIAS et al., 2017; MILLAN-OROPEZA,
taques de fibra de FERNANDEZ-LINARES, 2017; PAVON-SURIANO et al.,
vidro 2018; SHENE et al., 2016; SUN et al., 2018; WEI et al.,
2016)
Conwey Fechado Recipientes de 10 a 60 Estacionario  Fotoautotréfico (AMOUZAD KHALILI et al., 2019; SALES et al., 2016; WEI
plastico e de video et al., 2016)
Walne Fechado Tanque 150 Estacionario  Fotoautotréfico  (LIN; TSENG, 2018)
PHK Fechado Erlenmeyers 0,25 Estacionario  Fotoautotréfico (PALACIOS; VONSHAK; BEARDALL, 2018)
Kw21 Fechado Erlenmeyers 0,9 Estacionario  Fotoautotréfico (MATSUI; ANRAKU; KOTANI, 2019)
BG11 Fechado Garrafas 0,3 Estacionario Mixotréfico (REZASOLTANI et al., 2019)
BBM Fechado Garrafas de vidro 1 Estacionario  Fotoautotréfico (MOHA-LEON et al., 2019)
Alternativos Aberto e Erlenmeyers, 2a2.000 Fotoautotréfico (CARVAJAL-OSES; CHACON-GUZMAN; HERRERA-
fechado mangueira e ULLOA, 2018; FAE NETO; BORGES MENDES; ABREU,
tanque de fibra de 2018; MARTINEZ-MACIAS et al., 2019)
vidro
Aguas Fechados 0,25 a Mixotréfico ~ (CARVAJAL-OSES; CHACON-GUZMAN; HERRERA-
residuais 0,4 ULLOA, 2018; FAE NETO; BORGES MENDES:; ABREU,

2018; REYIMU; OZCIMEN, 2017)




3.3Litopenaeus vannamei

Sua classificacdo taxondmica segue o0 esquema abaixo.

Filo Arthropoda
Subfilo Crustacea - Brunnich, 1772

Classe Malacostraca - Latreille, 1802

Subclasse Eumalacostraca - Grobben, 1892

Superordem Eucarida - Calman, 1904

Ordem Decapoda - Latreille, 1802

Subordem Dendrobranchiata - Bate, 1888

Superfamilia Penaeoidea - Rafinesque, 1815
Familia Penaeidae - Rafinesque, 1815
Género Litopenaeus - Pérez Farfante, 1969

Espécie Litopenaeus vannamei - Boone, 1931

Figura 9. Camaréo Litopenaeus vannamei

Fonte: Google Imagens
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Sua anatomia € caracterizada, por um cefalotérax e abdémen segmentado

em seis partes. No primeiro apresenta os 6rgdos, como branquias, estdmago,

hepatopancreas e coracdo, como também os apéndices (antenas, anténulas,

mandibulas, maxilipedes e pereidépodes), enquanto no abdémen tem-se o intestino e

pledpodes, finalizando seu corpo com o télson e urépodes. A composi¢cao centesimal
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foi determinada por Noleto et al. (2017) onde mensurou em seu filé 66,9% de matéria
seca, 5,9% cinzas, 46,5% proteina, 3,0% lipideo.

O sistema circulatério € do tipo aberto, onde seu liquido corporeo e suas
células que sdo denominadas hemolinfa e hemacitos, respectivamente. A hemolinfa é
bombeada pelo coragédo e transportada pelos vasos espalhados por todo o corpo,
apos as trocas de substancias segue para as branquias e retorna para o coragdo. Um
dos vasos passa pelo orgao linféide, onde a hemolinfa é filtrada (RUSAINI; OWENS,
2010).

Para a domesticacdo do camardo e criacdo de uma industria da
carcinicultura foi necesséario um conhecimento profundo da biologia, especialmente a
reproducdo, nutricdo, e saude (VOEGELEY et al., 2012). O desenvolvimento
embrionério do L. vannamei se encerra com a eclosao do nauplio, a partir deste
momento se inicia o periodo larval, com duracdo de aproximadamente trés semanas,
passando por trés estagios (nauplio, protozoea e misis) antes de atingir o estagio de
pos-larva (DALL et al., 1990).

O nauplio apresenta cinco subestagios, nessa etapa a larva é plancténica,
mede cerca de 3-4um e possui fototropismos positivo, ou seja, atraidos pela
luminosidade, utiliza suas antenas como forma de movimentacdo e nutrindo-se
exclusivamente de suas reservas vitelinicas (BARBIERI JUNIOR; OSTRENSKY
NETO, 2001).

No estagio de Protozea o animal passa por trés subestagios, qual passa
por uma alteracdo radical em sua forma e comportamento, ou seja, uma nitida
diferenciacdo entre o cefalotérax e o abdémen, uma movimentacdo de natacdo
continua, e com o esgotamento das reservas energéticas a larva precisa capturar seu
préprio alimento, dessa forma os apéndices cefalotoracicos passam a desempenhar
importante funcdo alimentar (BARBIERI JUNIOR; OSTRENSKY NETO, 2001). A
alimentacdo fundamentalmente a base de fitoplancton. Apds o estagio de protozoéia,
vem o estagio de misis que também possui trés subestagios, porém o zooplancton
passa a ser o principal alimento e o fitoplancton consumido em menor quantidade.
Nessa fase, a larva ja se assemelha a um mindsculo camardo, mas uma observagao
mais atenta indicara que os apéndices abdominais ainda néo estéo formados. Por isso
nadam através da contracdo do abdémen e para tras. E justamente a observacio e a
analise dos plebpodos que permite uma identificacdo segura dos subestagios de
desenvolvimento das misis (BARBIERI JUNIOR; OSTRENSKY NETO, 2001).
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O dominio da reproducdo e producédo de pos-larvas na década de 1990
pelos laboratérios brasileiros, foi fundamental para o inicio das fazendas comerciais
(LIMA, 2007). Nesse mesmo periodo houve uma crise no mercado do sal, o que levou
o desligamento de varias salinas, diante disso o governo do Rio Grande do Norte criou
o Projeto Camarao a fim de reaproveitar as salinas desativadas para o cultivo de
camardo (MIYOKO et al. 2011). A partir desse ponto a carcinicultura brasileira se
desenvolveu, impulsionada pelo uso de tecnologia, como o uso de aeradores e
maquinas de despesca, manejo no fundo do viveiro, uso de bandejas de alimentacdo
e o sistema de beneficiamento como controle de qualidade (CAVALCANTI, 2003).

Atualmente o camardo Litopenaeus vannamei € uma importante espécie
econbmica que tem sido amplamente cultivada em todo o mundo (ZENGER et al.,
2019), destaque-se devido a sua tipica coloracdo e ampla aceitacdo nos mercados
internacionais (SANTOS et al., 2009). Dentre as 64 espécies de crustaceos cultivadas
em todo o mundo o Litopenaeus vannamei totaliza 53% de toda a producédo 7.862
milhdes de toneladas (FAO, 2018). Isso se deve as suas caracteristicas zootécnicas,
e também ser uma espécie eurihalina, ou seja, apesar de ser uma espécie marinha
pode ser cultivada em &guas oligohalinas, crescendo em ambientes com salinidade
variando de 1 a 50 (LI et al., 2007)

Segundo o Censo da Carcinicultura do Estado do Ceara e Zonas
Interioranas Adjacentes (ABCC/MAPA, 2017) no ano de 2003 a Carcinicultura
brasileira algcou sua maxima producéo 90.190 toneladas, o estado do Ceara obteve a
22 colocacao como maior produtor do pais. Ocupando uma area de 3.376 hectares de
viveiros, o estado produziu 25.915 toneladas. Contudo no ano seguinte o virus da
mionecrose infecciosa (IMNV), instalou-se nas areas produtivas, de modo a reduzir a
producdo em 25%. Apesar disso a atividade da carcinicultura continuou em expansao
nos anos seguintes

A tabela 3 demonstra um significativo aumento do nimero de produtores e
area produtiva no estado do Ceard, consequentemente a producédo, isso devido
também as medidas operacionais que proporcionaram uma convivéncia com 0 virus
da mionecrose infecciosa (IMNV), porém houve um decréscimo acentuado do ano
2015 para 2016, devido a chegada do virus da Mancha Branca (WSSV).
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Tabela 3. Dados Comparativos da Carcinicultura no Ceara, nos anos de 2004, 2011, 2015 e 2016.

Produtores Ativos 2004 2011 2015 2016

N° de Produtores 191 325 630 700
Area (ha) 3.804 6.580 9.744 10.407
Producéo (ton) 19.405 31.982 41.414 27.614

Fonte: Censo da Carcinicultura do Estado do Ceara e Zonas Interioranas Adjacentes

Diante de mais um desafio, os produtores adotaram novos métodos de
cultivo para conviver com a nova epidemia, ou seja, instalacéo de bercarios intensivos,
utilizacao de probidticos, assim como a diminuicdo da densidade de estocagem.

O perfil do produtor de camardo no Ceara em sua maioria € micro (<5,0
hectares), conforme a tabela 4, onde 66,43% estdo nessa categoria, 11,43%
pequenos produtores (>5,0 < 10,0 hectares), 17,43% sdo médios (>10 < 50,0
hectares) e 4,71% grandes (> 50 hectares) produtores, que no seu conjunto geraram

um total de 3.930 empregos diretos.

Tabela 4. Tamanhos das Unidades de Produc¢do por Categoria em 2016 no Ceara.

Categoria N° de Produtores % de Produtores Por Categorias
Micro < 5ha 465 66,43
Pequeno > 5 < 10ha 80 11,43
Médio > 10 < 50ha 122 17,43
Grande > 50ha 33 4,71
TOTAL 700 100

Fonte: Censo da Carcinicultura do Estado do Ceard e Zonas Interioranas Adjacentes

3.4Doencas na Carcinicultura

Ha diversos microrganismos existentes que prejudicam a saude dos
camardes. Contudo, as enfermidades que causam maiores perdas econémicas pela
diminuicdo na producao, sdo aquelas causadas por virus (LIGHTNER et al., 2012), e
segundo o mesmo autor as principais enfermidades virais que afetam producéo do L.
vannamei sdo Sindrome da Mancha Branca (WSS), Sindrome de Taura (TS), Doenca
da Cabeca Amarela (YH), Necrose Infecciosa Hipodermal e Hematopoiética (IHHN) e
Mionecrose Infecciosa (IMN), todas de notificacdo obrigatoria ao Escritério

Internacional de Epizootias (OIE).
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No Brasil os principais virus que atingem cultivos de camarao sao o IHHNV,
IMNV e WSSV (LIGHTNER, 2011; LIGHTNER et al., 2012). Sendo, os dois ultimos os
principais causadores perdas na produtividade na regido Nordeste. A IMNV no Brasil
se estabeleceu primeiramente no Estado do Piaui, e se alastrou por toda regido
Nordeste, o maior polo produtor do Brasil, Causando perdas econdmicas de 440
milhdes de délares no ano de 2005 (ANDRADE et al., 2007).

O camardao é suscetivel a IMNV em todas as fases do seu ciclo de vida, ou
seja, poOs-larvas, juvenis, e adulto, contudo a maior incidéncia de mortalidade
observada nos juvenis e adultos (NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004). A
propagacéao da doenca ocorre em condicfes de estresse, isto €, quando ndo h& boas
praticas de manejo, aumento da densidade de estocagem, tanto em sistemas
intensivo e semi-intensivos resultando em uma reducéo na qualidade da agua do
cultivo, comprometimento do sistema imunolégico (CUNHA, 2008).

O sinal clinico do camarédo infectado com IMNV é necrose muscular,
geralmente na regido abdominal e urépode (NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004).
Apesar de em alguns casos a IMNV causar grandes mortalidades, no entanto ndo é
tdo alto quanto observado em outros virus, como o WSSV e virus da cabega amarela
(YHV) (ARANGUREN; TANG; LIGHTNER, 2012); LU et al., 1995; TANG et al., 2005)
e ja foram encontrados camardes co-infectados com IMNV e WSSV (FEIJO et al.,
2013).

O virus da sindrome da mancha branca (WSSV) pode infectar varias
espécies de crustaceos (LI; WENG; HE, 2019), no camardo ela é considerada
devastadora (JOSEPH et al., 2015), haja vista que causa mortalidade massiva dentro
de 3 a 10 dias ap6és a infeccdo. Foi relatado pela primeira vez em Taiwan em 1992,
deste entdo causou infeccBes no Japdo, Coréia, Sudeste Asiatico, Sul da Asia,
Mediterraneo, Oriente Médio, Américas e Australia (DIGGLES, 2017; LIGHTNER,
2011; TANG ET AL., 2012). Seus sinais clinicos séo cor de telha colonial, repentina
reducdo do consumo alimentar, natacdo lenta na superficie e préximo aos taludes do
viveiro, carapaca mole e pode ou ndo conter depdsitos de calcio visivel.

Embora os virus sejam responsaveis por grandes perdas nos cultivos, as
bactérias se destacam também por estarem naturalmente na agua e sendo assim
potenciais causadores de doencas (LAVORANTE et al., 2009). No Brasil, as
enfermidades de maior importancia sdo de origem viral e bacteriana ou a associagédo

delas. O surto do WSSV pode contribuir para a infeccdo secundaria por outros
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patégenos como Vibrio, (PHUOC et al., 2009; SELVIN; LIPTON, 2003). Os ambientes
de cultivo h& invasdo por bactérias oportunistas do género Vibrio e Aeromonas
(MORALLES-COVARRUBIAS et al., 2010).

Vibrio sdo bactérias gram-negativas, moveis (com 1-2 flagelos), mesofilicas
e quimioorganotroficas, com metabolismo fermentativo facultativo heterotréfico. Eles
sdo positivos a oxidase e podem crescer em meio seletivo (TCBS) (THOMPSON et
al., 2004). Vérias espécies sdo patogénicas ao camardo, as quais incluem Vibrio
harveyi (MIRBAKHSH et al.,, 2014; SOTO-RODRIGUEZ et al.,, 2012), Vibrio
alginolyticus (VANDENBERGHE et al., 1999), Vibrio parahaemolyticus (TRAN et al.,
2013), Vibrio campbelli (SOTO-RODRIGUEZ et al., 2006), Vibrio nigripulchritudo
(GOARANT et al., 2006) e Vibrio penaecida (GOARANT; MERIEN, 2006)

3.5Parametros hematologicos

Por conta do sistema imune inato do camarao, que nao possui capacidade
de memdria, existe crescente interesse na prevencdo de doencas com o uso de
imunoestimulantes, pois esses compostos alertam o sistema imune contra invasdes
patogénicas, aumentando a resposta as infeccées e consequentemente deixando 0s
animais mais resistentes (DASH et al., 2017).

A adicdo de imunoestimulantes na dieta dos camardes tem efeito positivo
comprovado em varios estudos onde sdo utilizados Oleos essenciais,
lipopolissacarideos, peptideos, betaglucanos e microalgas (HE et al.,, 2017). A
utilizac@o de probidticos e imunoestimulantes na alimentacdo de crustaceos tem sido
observada como medida profilatica e terapéutica contra condicdes de estresse e
doencas. Os hemaocitos compdem um grupo heterogéneo de células que demonstram
os efeitos das adversidades no sistema imune.

O monitoramento de parametros imunoldgicos pode indicar o estado
sanitario dos camardes, pois sdo rapidamente afetados pela resposta do sistema
imune diante de condi¢des adversas de cultivo, como por exemplo, m& qualidade de
agua e manejo alimentar ineficiente. Sem esse monitoramento, o diagnostico pode ser
constatado de maneira tardia, apés o comprometimento das taxas de crescimento ou
até mesmo com a constatacdo de mortalidades nos viveiros (COSTA et al., 2009)

A contagem de hemdcitos € um dos parametros mais afetados em

condi¢Oes estressantes de cultivo ou em casos de infec¢des, o que faz dessa técnica
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um excelente indicativo do estado de saude dos animais. Além desse parametro,
devido ao sistema de circulagdo aberta dos camardes, 0 processo de coagulacao
também ganha importancia, pois impede a perda excessiva de hemolinfa e a
disseminacéao patogénica (COSTA et al., 2009)

A defesa celular dos camardes depende dos hemdcitos, que apresentam
vérias funcdes como producdo de componentes antimicrobiais, apoptose, formacao
de nodulos, bioencapsulacdo de patdgenos, adeséo celular, cicatrizacdo, coagulacao
e fagocitose, sendo a fagocitose e a apoptose, os dois principais processos de
combate a infecgbes virais. A hemocianina € uma importante proteina respiratoria e
tem a capacidade de combinar e transportar oxigénio e gas carbénico, além de que
fragmentos da hemocianina apresentam atividade bactericida e imunoestimulante
(ZHOU et al., 2014).

Os hemdcitos sdo uma das principais células de defesa dos camardes, e
podem executar tanto a resposta imune celular como humoral, quando é necessario
o combate do organismo perante o ataque de patdgenos, e por essa razado, 0S
hemacitos sdo os principais alvos das infeccfes. Através do processo de apoptose
(morte celular geneticamente programada), os camarfes podem eliminar células
doentes ou danificadas, o que se constitui num mecanismo de defesa que é de
fundamental importancia em fatores estressantes internos e externos (MELO;
CARLOS; MARTINS, 2009).
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4 MATERIAL E METODOS

Na presente pesquisa foram realizados trés experimentos subsequentes.
No primeiro, realizou-se o cultivo da microalga Nannochloropsis oculata em meio
Guillard f/2 em volume de trés litros, diferenciando as concentracdes de nitrato de
sodio (15, 30, 45, 60 e 75 mg LY). No segundo experimento, realizou-se o cultivo da
mesma microalga, em trés tratamentos, sendo dois em meio Guillard f/2 nas
concentragdes de nitrato de sédio (15 e 75 mg L) e um com meio de cultivo alternativo
baseado em ureia e superfosfato triplo (SPT), todos os trés tratamentos foram em
volume de 20L. Finalmente, no terceiro experimento, as biomassas algais secas do
segundo experimento foram utilizadas como aditivo na ragéo do camarao Litopenaeus

vannamei para a observagéo da atividade imunoestimulante.

4.1 Cultivo em meio Guillard f/2 com diferentes concentra¢cdes de nitrato de
soédio (15, 30, 45,60 e 75 mg L.

A cepa de Nannochloropsis oculata utilizada neste estudo foi obtida no
cepario do Laboratério de Planctologia do Centro de Pesquisa aplicada a Aquicultura
(CEBIAQUA) do Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do
Ceard e mantida a 22 + 2 °C em tubos de ensaio, com luz artificial e fotoperiodo de
8/16 h claro-escuro. O meio utilizado para manutencdo do in6culo foi o Guillard /2
(GUILLARD, 1975), observado na tabela 5.

Tabela 5. Composi¢cdo do meio de cultivo Guillard /2.
Solucéo estoque Volume parall de meio

Solugdes Reagentes (mg L) de cultura (mL)
1 Nitrato de sédio 75,0 1,0
2 Fosfato de sddio 5,0 1,0
Silicato de sédio 12,0

3 Sulfato cuprico 9,8 1,0
Sulfato de zinco 22,0
Cloreto de magnésio 10,0

4 Molibdato de sédio 6,3 10
Cloreto de ferro 3,0 ’
Naz: EDTA 2H20 4.6

5 Vitaminas* - 0,5

* A solucao estoque de vitaminas foi preparada em 50 mL de agua destilada.
Fonte: Dados do experimento.
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Foram realizadas repicagens a partir do inoculo até a obtencéo de 300 mL
de cultura. Este volume foi adicionado em um frasco de 5 L de volume dutil e
completado com meio Guillard f/2. Apos o desenvolvimento, foram retiradas aliquotas
de 300 mL e transferidas para 15 frascos de trés litros utilizados nos tratamentos. Todo
material utilizado, foi esterilizado em autoclave vertical a uma temperatura de 120 °C,
a uma pressdo de 1 kgf cm durante 15 minutos, com o intuito de eliminar a carga
microbiana e prevenir possiveis contaminacgoes.

Os tratamentos foram realizados em triplicata e diferenciados quanto as
concentracdes de nitrato de sodio (15, 30, 45, 60 e 75 mg L) no meio Guillard f/2,
sendo a concentragdo de 75 mg L?! o tratamento controle. Os cultivos foram
submetidos a aeracdo constante por meio de bombas de diafragma para garantir o
movimento da cultura. A intensidade da luz foi de 60 ymol cm2 s1, determinada por
um medidor de luz digital e temperatura de 28 £ 1°C, medida por um termdémetro e 30
de salinidade. Diariamente, foi realizada a contagem de células em cémara de
Neubauer (SILVA et al., 2015) e obtida a Densidade Celular em nimero de células
por mililitro (DC cel. mL™1).

Apés cinco dias de cultivo, usou-se uma solucao floculante de NaOH 2N
para separar as microalgas do meio de cultura (ARAUJO et al., 2011). Posteriormente
a biomassa Umida foi retirada e seca em estufa de circulacdo de ar forcada a 60 °C
por 24 h (RODRIGUES et al., 2009).

4.1.1 Concentragdo e remogao de nitrato

A concentracdo de nitrato-N no meio de cultura foi determinada no inicio e
no final do experimento por espectrofotometria. Para isso, amostras de 100 mL de
cada repeticdo foram coletadas e centrifugadas a 3.000 x g por 5 min. Em seguida,
adicionou-se o reagente NitraVer 5 Nitrate em 25 mL de cada amostra e ap0s cinco
minutos, as amostras foram lidas no espectrofotometro a 500 nm. Este procedimento

garantiu a avaliagcédo de nitrato (KUMAR et al., 2016).

4.1.2 Concentracao de lipidios totais na biomassa

Em todos os tratamento foi realizada a extracdo lipidica pelo método

tradicional (BLIGH; DYER, 1959), no qual foi adicionado ao peso seco das microalgas
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(5 g), em triplicata, em baldo volumétrico de 250 mL, 25 mL de metanol, 12,5 mL de
cloroférmio e 5 mL de &gua. O baldo foi fechado e sonicado por 40 min em banho
ultrassénico com frequéncia de 40 kHz e poténcia de 80 W. Em seguida, adicionou-
se 12,5 mL de cloroférmio e 12,5 mL de solucéo de sulfato de sodio a 1,5% e passou-
se novamente pelo processo de sonicagdo por 20 min. O sdlido foi filtrado a vacuo e
seco em estufa a 105 °C por 24 horas.

O rendimento de lipidios foi determinado de acordo com as equacdes 01,

descrita por Converti (2009):

Y = (Wi Wpa) x 100 (01)

Onde:
Y — Rendimento em g 100 g de alga seca’?,
W. - Peso de lipideo extraido em g,

Wopa - Peso da biomassa seca no fim das culturas (g).

4.2 Cultivo em no meio Guillard f/2 com concentracdes de nitrato de sdédio de

15e 75 mg Lt e em meio alternativo

Nesta segunda etapa, foram realizados cultivos em meio Guillard /2 nas
concentracbes de nitrato de sédio de 15 e 75 mg L, tendo em vista que a primeira
concentracédo foi a qual obteve melhor rendimento lipidico no experimento anterior e
a segunda segue sendo o tratamento controle. O outro tratamento foi em meio de
cultivo alternativo. Os tratamentos foram realizados também em triplicata, submetidos
a aeracdo constante por meio de bombas de diafragma e as condi¢des foram
semelhantes aos cultivos realizados no item 3.1. Diariamente, também foi realizada a
contagem de células em camara de Neubauer (SILVA et al., 2015), e obtida a
Densidade Celular em nimero células por mililitro (DC cel. mL1).

Tabela 6. Composicdo do meio de cultivo alternativo.

Reagente Quantidade no meio de cultivo (g L)
Ureia 1,0
Super Fosfato Triplo (SPT) 0,3

Fonte: Dados do experimento.



42

Figura 10. A) Cultivo N. oculata em meio padrédo Guillard f/2 com concentragdes de nitrato de sddio 75
mg L1; B) Cultivo em meio Guillard f/2 em concentra¢des de nitrato de sodio de 15 mg L; C) Cultivo
em meio alternativo (Ureia e SPT)

Fonte: Fotografado pelo autor.

4.3 Uso da biomassa algal como aditivo na ragcdo do camaréao Litopenaeus

vannamei

4.3.1 Formulagéo da racao

Foram testadas quatro dietas. A primeira consistiu apenas em racao
comercial com 35 % PB, usada como tratamento controle. Nas demais foram
adicionadas biomassa algal de N. oculata como aditivo no teor de 5% da quantidade
de racdo ofertada (Figura 9). Essa concentracdo foi escolhida baseada em outros
aditivos comerciais. Assim, no tratamento 1 utilizou-se a biomassa algal obtida no
meio Guilard f/2 com 75 mg L. No tratamento 2, utilizou-se a biomassa algal obtida
no meio Guilard f/2 com 15 mg L'de nitrato de sddio e, por fim, no tratamento 3,
utilizou-se a biomassa algal obtida no cultivo realizado no meio alternativo.

Para a fixacdo da biomassa algal na racdo, utilizou-se um produto
comercial aglutinante (veiculo universal). No processo, para formacdo da solucao
aglutinante, utilizaram-se trés gramas do veiculo em um litro de agua destilada,
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deixando-a em repouso por 24 h. Desta solucao, utilizou-se 0,025 mL para fixacdo da
biomassa algal em para cada grama de ragao utilizada nos tratamentos.

Figura 9. Racdo comercial com biomassa da microalga N. oculata usada como aditivo.

Fonte: Fotografado pelo autor.

4.3.2 Delineamento experimental do cultivo do camarao Litopenaeus vannamei

Foram utilizados camardes juvenis da espécie P. vannamei obtidos em uma
fazenda comercial que realiza cultivo superintensivo, uma vez que, essa tecnologia se
faz uso de viveiros lonados e estufados, assim mantendo a temperatura da agua
constante e aproximadamente em 31°C, o que ndo deixa o virus da macha branca se
instalar, garantia essa importante para o experimento. Os individuos foram
transportados em sacos plasticos com suprimento de oxigénio e alojados em um
sistema de cultivo composto por 12 caixas de 150 L, assim totalizando quatro
tratamentos diferenciados conforme as composicdes das racées formuladas, com trés
repeticbes cada. A densidade de estocagem utilizada foi proporcionalmente de 30
individuos m2, ou seja, nove individuos por tanque e as ragdes foram fornecidas aos
camardes duas vezes ao dia, as 09h00min e 16h00min durante 14 dias (Figura 10).

Todos os tanques foram submetidos a aeracédo constante fornecida por
soprador de 0,5 CV difundidas por mangueiras e pedras porosas, enquanto a
salinidade foi mantida em 30. Foram realizadas trocas parciais de agua para
manutencao da qualidade da agua e retirada das excretas e sobras de racao atraves

de sinfonamento.
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Figura 10. Cultivo experimental com camardes Litopenaeus vannamei alimentados com rag&o
comercial aditivadas com biomassa microalgal da N. oculata.

Fonte: Fotografado pelo autor.

4.3.3 Parametros de qualidade da agua

Foram realizadas analises diarias para a determinacdo de pH com um
medidor portatil, oxigénio dissolvido (mg L?) e temperatura (°C) nos horérios de
alimentacdo. As concentragbes de amonia (mg L?) e nitrito (mg L*) foram

determinadas em espectrofotdmetro a cada dois dias.

4.3.4 Parametros de crescimento zootécnico

No inicio e no final dos cultivos 100% dos camardes de cada tanque foram
pesados em balanca digital com preciséo de 0,1g e com a obtencdo dos dados foram
determinados 0s seguintes parametros zootécnicos; Taxa de Sobrevivéncia (S%),
Ganho de Biomassa (GB), Ganho de Peso Médio Diario (GPD) e Taxa de Crescimento
Especifico (TCE) (HAMIDOGHLI et al., 2019).

S% = (Nf / Ni) / 100 (02)
Onde,

S - taxa de sobrevivéncia (%);

Nf e Ni - nimero final e inicial de camardes, respectivamente.

GB = Bf — Bi (03)
Onde,



GB — ganho de biomassa,

Bf e Bi — biomassa final e inicial respectivamente.

GPD =PMf-PMi/T
Onde,

GPD - ganho de peso médio diario (mg dia?),
PMf e PMi - peso médio final e inicial (mg),

T — tempo de cultivo (dias).

TCE=InPf—InPi /T x100

Onde:

In — logaritmo neperiano e;

Pf e Pi — peso médio inicial e final (mg);

T — tempo de experimento (d).
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(04)

(05)

4.3.5 Andlise dos parametros imunologicos dos camardes P. vannamei cultivados

Foi realizada a coleta da hemolinfa para a contagem diferencial dos

hemocitos (CDH) dos camardes no inicio e ao final dos experimentos (Figura 11). A

hemolinfa foi coletada diretamente da regido ventral dos animais, previamente

higienizada com etanol absoluto, entre o primeiro e 0 segundo segmentos abdominais,

utilizando uma seringa de 1 mL (agulha de 13 x 0,45; 26 G1/2”) previamente resfriada

a4 °C (YEH; CHEN, 2009).

Figura 11. Procedimento da retirada da hemolinfa do camardo P. vannamei (A) e Hemolinfa junto
anticoagulante em enpefoff (B).

Fonte: Fotografado pelo autor.



46

A coleta inicial foi realizada na fazenda, utilizou um pool de trés individuos,
o volume retirado foi transferido para um tubo eppendorf contendo solugdes
anticoagulantes (AC), na proporcéao de 1:4 (hemolinfa:AC), enquanto na coleta final
foi utilizado um individuo de cada tratamento, na qual contabiliza trés camardes para
0 pool de cada tratamento. O volume retirado foi transferido para um tubo eppendorf
contendo solugdes anticoagulantes (AC), na propor¢cdo de 1:2 (hemolinfa:AC)
(TABELA 7).

Tabela 7. Solucdo isotdnica anticoagulante para camarao (pH 7,2) (SIC- EDTA).

Composicéao Peso molecular Concentracao g/ 200ml
NaCl 58,45 450 mM 5,26
KCI 74,56 10 mM 0,15
HEPES 238,3 10 mM 0,48
EDTA 372,24 10mM 0,74

Fonte: Dados do experimento.

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

camara de Neubauer, em triplicata, um niamero minimo de 100 células por pool.

4.4 Andlises estatisticas

Os valores obtidos em cada um dos trés experimentos foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) simples (P<0,05) e, quando houve diferenca
significativa, as médias dos parametros foram comparadas pelo teste de Tukey
(P<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagdo dos cultivos de N. oculata em meio Guillard f/2 com
concentragcdes de nitrato de sodio

A curva de crescimento em densidade celular da N. oculata cultivada em
diferentes concentracbes de nitrato de sodio (Figura 124) mostra que todos 0s
tratamentos passaram pela fase de adaptacdo até o segundo dia cultivo.
Posteriormente, os tratamentos com concentracdes de 60 e 75 mg L de nitrato de
sédio atingiram a fase de crescimento exponencial de forma mais evidente, e
permaneceram assim até o quinto dia de cultivo, onde obtiveram a densidade celular
maxima de 173,36 e 202,17 x 10% cel. mL?, respectivamente. Desta forma, o
crescimento da N. oculata foi diretamente proporcional a quantidade de nitrato de
sédio nos cultivos, ja o tratamento com apenas 15 mg L de nitrato de sédio resultou
na concentragdo celular maxima de 80,96 x 108 cel. mLt, a menor dentre todos os

tfratamentos.

Figura 12. Curvas de crescimento da N. oculata cultivada em meio Guillard f/2 com concentracées de
15, 30, 45, 60 e 75 m L* de nitrato de sodio.

300 -
- — - 15 mg/L de nitrato de sodio

250 4 ---@--- 30 mg/L de nitrato de sodio
— & - 45 mg/L de nitrato de sodio
&~2004 00 +-- 60 mg/L de nitrato de sddio
-
E —— 75 mg/L de nitrato de sddio
[h}
o 150 -
o
—
=
8 100 -
50

Tempo (dia)

Fonte: Dados do experimento.



48

WEI; HUANG (2017) cultivando N. oculata em fotobiorreatores de 60 L com
aeracao continua e sob estresse multifatorial, isto €, uma intensidade luminosa seis
vezes maior que no presente trabalho (360 umol m s1), uma deficiéncia de nitrogénio
(2 mg N mL?) e suplementacdo de 6,72 mg de Fe L%, condigdo essa descrita pelo
mesmo autor como regulador eficaz do metabolismo lipidico em N. oculata (WElI et al.,
2013b). Desse modo, obteve uma densidade celular maxima de 8,351 x 107 cel. mL"
1, condicdo semelhante ao tratamento com apenas 15 mg L? de nitrato de sédio.
Apesar de uma intensidade luminosa muito maior, outros fatores, dentre eles o volume
foi determinante para que o crescimento se equiparasse. No trabalho de JIA et al.,
(2014) realizou-se a modificagcdo da quantidade de nitrogénio no meio de cultura na
espécie Nannochloropsis oceanica, cultivada em colunas de 1 L a 22 ° C sob
iluminagéo 24 h (55 ymol m~2 s™1), a microalga foi exposta a um meio de cultura /2
com nivel de 1000 mg Lt NaNOsz e um outro meio com auséncia desse mesmo
composto. Ambas as culturas iniciaram com uma densidade celular 2 x 108 cel. mL™ 1,
ou seja, um valor ja proximo a densidade maxima do tratamento 75 mg L de nitrato
de sédio do presente trabalho e obtiveram aproximadamente densidades maximas de
9 e 4,5 x 108 cel. mL™ ! respectivamente.

As taxas de remocao de nitrato em todos os tratamentos foram acima de
80%. Porém, foi evidenciado que a partir da quantidade de nitrato de sédio de 45 mg
L1, as taxas de remocdo de nitrato nos cultivos ultrapassaram 90%, demonstrando
também, que quanto mais nitrato presente no meio, maior a assimilacdo deste

composto pelas microalgas.

Tabela 8. Concentracdes iniciais, finais e a taxa de remocao do nitrato ao final dos cultivos da N. oculata
cultivada em meio Guillard f/2 com concentragGes de 15, 30, 45, 60 e 75 m L de nitrato de

sodio.

C ~ Concentracéo Concentracéo Taxa de
oncentragéo de o : . .
Nitrato de sédio (mg L) inicial de r_llltrato _ final de . remocéao de

(mg L) nitrato(mg L) nitrato (%)
15 2,42+0,222 0,38+0,022 84,292
30 3,250,682 0,400,032 87,69°
45 4,50+0.72 0,45+0.02° 90,00°
60 6,34+0.53¢ 0,52+0.01¢d 91,84¢
75 7,41+0.60°¢ 0,53+0.01¢ 92,80°

*QOs valores representam as médias + desvio padrdo. Letras diferentes representam diferenca estatistica
(p<0,05).
Fonte: Dados do experimento.
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No trabalho de (SIRAKOV; VELICHKOVA, 2014) a remog&o de nitrogénio
total (Amonia, Nitrito e Nitrato) de uma &gua residual da aquicultura foi de 78,4% com
N. oculata, sendo a concentracdo inicial de nitrato préximo a 30mg L e a final foi de
2 mg L, dessa maneira a remocgéo apenas de nitrato gira em torno dos 90%, valor
semelhante a maioria dos tratamentos testados neste trabalho. Ja SEPULVEDA et al.,
(2015) com a espécie Nannochloropsis gaditana relataram remocao apenas 40% para
0 nitrogénio total, contudo segundo os autores isso foi consequéncia do elevado nivel
(338 mg L) presente na agua residual testada.

Para simular aguas residuais da aquicultura (SAIU et al., 2016) adicionou
meio Guillard f / 2 a 4gua do mar e adicionou também e diferentes niveis de sais de
nitrato e ureia no cultivo da N. oculata, desta forma os autores observaram que a
degradacéo total do nitrato ocorreu 3-5 dias, enquanto a ureia o consumo atingiu taxas
de remocéo variando de 44,7 a 72,6%.

Antagonicamente as concentracdes de nitrato, o rendimento lipidico foi
inversamente proporcional a quantidade de nitrato de sddio no meio de cultivo. O
tratamento com quantidade de apenas 15 mg L de nitrato de sédio resultou em um
rendimento médio de lipidios totais de 49,41%, ao passo que o tratamento com 75 mg
Lt de nitrato de sédio obteve o menor rendimento lipidico, apenas 23,36% (TABELA
9). Corroborando com o trabalho de LACOUR et al., (2012) onde o autor afirma que a
deficiéncia de nutrientes no meio de cultura das microalgas, pode desencadear uma

mudanca no metabolismo de lipidios, principalmente os neutros.

Tabela 9. Densidade celular final e rendimento lipidico da N. oculata cultivada em meio Guillard f/2 com
concentracdes de 15, 30, 45, 60 e 75 m L de nitrato de sddio.

Concentracao de Rendimento lipidico

Xmax (X 108 cel. mL™1)

Nitrato de sédio (mg L) (%)
15 80,96+12,542 49,41+0,142
30 130,96+9,95° 35,68+0,12°P
45 169,56+9,67¢ 31,21+0,58¢
60 173,36x11,57¢ 26,77+0,364
75 202,17+8,444 23,36+0,15°¢

*QOs valores representam as médias + desvio padrdo. Letras diferentes representam diferenca estatistica
(p<0,05).
Fonte: Dados do experimento.

Os resultados de rendimento lipidico do presente trabalho foram

semelhantes aos trabalhos realizados também em meio Guillard f/2 e BG11 e superior
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ao cultivo realizado em meio alternativo. Em meio Guillard f/2, foi avaliado o efeito do
cultivo em regime estacionario e semicontinuo. Foi encontrado 53,13% de lipidios no
regime estacionario (MARTINEZ-MACIAS et al., 2018). Ja no meio BG11, em que foi
avaliado o efeito do uso de extrato da cianobactéria A. vaginicola como fonte de
nutriente, o percentual lipidico encontrado foi de 40%. (REZASOLTANI et al., 2019).
No cultivo utilizando meio alternativo, por sua vez, em que foi avaliado o efeito de
diferentes concentracbes de cobre, em ambiente interno em erlenmeyers de 2L, o
percentual lipidico foi de 23,35% (MARTINEZ-MACIAS et al., 2019), préximo ao
controle do presente trabalho.

Uma vez que o maior teor lipidico foi 49,41% no tratamento contendo 15
mg L' de nitrato de sédio, o segundo experimento foi realizado utilizando este
tratamento, haja vista que em resposta a estresses, Nannochloropsis sp. tende a
aumentar a producéo de acidos graxos, pois muitos sdo responsaveis pela protecao
da célula. (RECHT; ZARKA; BOUSSIBA, 2012) e no trabalho de (RONQUILLO;
FRASER; MCCONKEY, 2012) essa microalga apresentou altos niveis de acidos
graxos poli-insaturados (Pufa) (C18:3n-6, C18:3, C20:3n-6, C20:3n-3, C20:5 (w-3) e
C22:6n-3), o que indica potencial para utilizagdo da biomassa algal para melhoria na
qualidade nutricional de racdo animal. Pois o foco do segundo experimento é a
producdo de biomassa e em seguida utiliza-la como aditivo na racéo.

5.2 Avaliagdo dos cultivos de N. oculata em meio Guillard f/2 com
concentracdes de 15 e 75 mg L de nitrato de sédio e em meio alternativo

A curva de crescimento em densidade celular da N. oculata cultivada em
meio Guillard /2, meio Guillard f/2 com 15 mg L? de nitrato de sédio e em meio
alternativo (Figura 135) mostra que todos os tratamentos passaram, a partir da
inoculagéo, para a fase de crescimento exponencial e atingiram a fase estacionaria
apos 10 de as de cultivo. Observou-se que o cultivo em meio alternativo apresentou,
durante todo o experimento densidade celular superior aos demais tratamentos,
atingindo o maximo de 11,42 x 108 cel. mL?, taxa de crescimento de 0,17 dia? e
consequentemente o menor tempo de duplicacdo, o qual foi de 4,11 dias (TABELA
10). Os demais tratamentos com meio Guillard /2 obtiverem resultados semelhantes,
contudo menores que no meio alternativo. Quando comparados com os resultados do
primeiro experimento, os valores foram muito abaixo, isso se deve principalmente ao

volume de cultivo, uma vez que o experimento um foi realizado com 3 L e 0 atual em
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recipientes de 20 L e todas as outras condi¢gfes laboratoriais foram as mesmas.
Quanto menor o recipiente de cultivo, maior a probabilidade das células captarem uma

maior incidéncia luminosa, assim aumentando assim sua duplicacéo.

Figura 13. Curvas de crescimento da N. oculata cultivada em meio Guillard f/2 com concentragfes de
nitrato de sddio de 15 e 75 mg L e meio alternativo.
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Fonte: Dados do experimento.

Tabela 10. Densidade celular final da N. oculata cultivada em meio Guillard f/2 com concentracdes de
nitrato de sédio de 15 e 75 mg L! e meio alternativo.

Xmax
Tratamento (x10cel. mL~  pmax (dia?) G (dia)

1

)
C (Guillard f/2) 9,95+0,492 0,160,012 4,400,082
Guillard F/2 (15 mg L' NS) 9,20+0,23" 0,15+0,012 4,58+0,08°
Meio alternativo 11,42+1,262¢ 0,17+0,012 4,11+0,18¢

*Os valores representam as médias + desvio padrdo. Letras diferentes representam diferenca estatistica

(p<0,05).

Fonte: Dados do experimento.

No presente projeto, o tratamento em meio alternativo obteve a melhor
densidade celular maxima, porém, quando comparados com outros trabalhos a
densidade celular maxima foi bem inferior. Um trabalho utilizando também o meio de
cultura Guillard /2 avaliou o efeito do ambiente interno e externo em mangueira
semitransparente de 55 L e tanques de fibra de vidro com volume de 2.000 L, a melhor

densidade celular maxima foi de 134 x 10° cel mL* em ambiente interno (CARVAJAL-
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OSES; CHACON-GUZMAN; HERRERA-ULLOA, 2018). Em outro trabalho utilizando
também o meio Guillard f/2 em avaliando os efeito de diferentes luminosidades em
recipientes transparentes de 1L, a densidade celular maxima foi 175 x 108 cel mL* em
luminosidade de 650 umol E m2 s, também bem superior aos resultados do presente
trabalho, possivelmente devido maior incidéncia luminosa (MARTINEZ MACIAS et al.,
2017). J& em outro estudo em que foi avaliado o efeito da agua residual municipal em
diferentes concentracdes em erlenmeyers de 0,25 L, a densidade celular maxima foi
12,7 x 10° cel mL* com 75% de agua residual, resultado semelhante ao do presente
trabalho (REYIMU; OZCIMEN, 2017).

5.3 Avaliacdo uso da biomassa algal como aditivo na racdo do camaréo

Litopenaeus vannamei

O experimento ocorreu em ambiente indoor controlado, o qual favoreceu
para que os parametros fisicos e quimicos da agua fossem constantes os 14 dias de
cultivos e semelhantes em todos os tratamentos, com valores de temperatura 27 °C,
oxigénio dissolvido > 5,0 mg L' pH 7,90 + 0,10 e compostos nitrogenados como
amonia e nitrito préximos a zero mg L.

A temperatura influencia diretamente na velocidade do metabolismo dos
animais ectodérmicos ou mais conhecidos como animais de "sangue frio", ou seja, a
temperatura de seu corpo varia conforme a temperatura do ambiente. Por isso é
considerada um parametro de fundamental importancia em cultivos. O Litopenaeus
vannamei é considerada uma espécie tropical ou subtropical e se desenvolve
satisfatoriamente a temperaturas entre 25 e 28 ° C, embora também cres¢cam aceitavel
entre 20 e 30 ° C. (PINA-VALDEZ et al., 2015), o fato de ndo haver variaces é um
importante, tendo em vista que uma variacao térmica diaria elevada (> 4 °C) é um
fator mais comum associado & Mancha Branca nos cultivos (NUNES; FEIJO, 2017)

Segundo Sa (2011), a quantidade de oxigénio dissolvido para um bom
desenvolvimento dos animais aquaticos é um nivel acima de 50% da saturagéo, o que
na regido onde o trabalho foi desenvolvido gira em torno de 4 mg L%, logo todos os
tratamentos respeitaram a condic&o de boas praticas de manejo, haja vista os valores
oxigénio dissolvido permaneceram constantes e sempre acima de 5 mg L'1. O mesmo
autor afirma que valores entre 1,5 e 3,0 mg L*! causa um conversao alimentar baixa,

crescimento lento e resisténcia a enfermidades reduzida, valores entre 1,0 e 1,5 mg
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L1 podem ser letal quando a exposicéo for prolongada e letal quando abaixo de 1,0
mg L1. Como também o excesso pode causar problemas, concentracdes acima de
15,0 mg L! os animais podem sofrer com o aparecimento de bolhas de gas. Desta
maneira, concentracdes de oxigénio dissolvido entre 4 e 15 mg L sdo consideradas
ideais, promovendo boas taxas de crescimento e integralidade biolégica.

O pH se manteve levemente alcalino em todos os tratamentos testadas,
nao variando ao longo do periodo de cultivo. Além disso, ndo apresentou variacao
diaria, se mantendo em 7,9 = 0,1 as 9h00min e as 17h00min. Isso ocorreu, porgque 0
cultivo foi realizado em aguas claras, logo ndo havendo a presenca de fitoplancton
que é o principalmente responsavel pela variacdo diaria de pH nos ambientes de
cultivo, pois no processo de fotossintese ha um consumo de CO2 e com isso tendendo
um aumento do pH, da mesmo forma no periodo noturno a qual acontece apenas o
processo da respiracdo incremento de CO? na agua tendendo o pH baixar.

Segundo Boyd (2000), valores de pH entre 6,5 e 9 sdo considerados ideais
para o cultivo de animais aquaticos. Logo em todos os tratamentos estavam dentro da
faixa ideal de cultivo. Caso os valores estivessem abaixo de 6,5 causariam estresse
acido, menores de 4 morte por acidose, por outro lado valores acima de 9 até 11
causam estresse alcalino, e acima disso morte por alcalose.

O composto nitrogenado amonia adentra no ambiente de cultivo aquético
por fertilizacdo nitrogenada, excrecdo dos animais aquaticos (branquiais e fecais) e a
transformacdo microbiana anaerébia (SA, 2011). E um composto téxico que ameaca
a qualidade de agua e o crescimento dos camardes (CHEN; LIN, 1992), uma vez que
o excesso de amébnia causa alteracbes no metabolismo oxidativo do acido
tricarboxilico, resultando na diminuicao das concentracdes celulares de ATP e inibi¢do
do transporte ativo dos ions sédio, podendo afetar o transporte dos ions cloreto,
bicarbonato e a reabsorcdo de 4gua em epitélios transportadores (OSTRENSKY,
1991).

Pelo processo da nitrificacdo, ou seja, na presenca de oxigénio e bactérias
nitrificantes a aménia é convertida a nitrato, tendo nitrito como produto intermediario.
Assim como a amonia pode vir a ser bastante toxico, causando mortalidade em
larviculturas e sistemas de cultivo (BARBIERI, 2010). A toxicidade do nitrito atua sobre
o transporte de oxigénio, o0 mesmo se liga a hemocianina, ocupando o lugar do
oxigénio, transformando-a em metahemocianina, a qual é incapaz de transferir

oxigénio para os tecidos. (MELO et al., 2016).
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Concentracdes padrbes de ambnia é de valores inferiores a 20 ug/L
VINATEA (2004) e recomendado niveis inferiores a 1 mg/L de nitrito (NUNES, et. al,
2005), assim os parametros encontrados no trabalho ficaram dentro do aceitavel, uma
vez que para tal condicao foram realizadas trocas parciais de agua para manutencao
de sua qualidade.

Os parametros zootécnicos (Tabela 112) demonstraram que ndo houve
mortalidade e que a adicdo de biomassa microalgal nao influenciou estatisticamente
(p<0,05) no crescimento dos camardes. Os dados obtidos de peso médio final, ganho
de biomassa, ganho de peso médio diario e a taxa de crescimento especifico, foram
semelhantes dentre todos os tratamentos e controle.

Tabela 11. Parametros zootécnicos do P. vannamei alimentado com racdo adicionada de 5% de
biomassa de N. oculata cultivada em diferentes meios de cultura.

Tratamento PMI (9) PMF (g9) GB (9) GZ?a'(ng TCE (%)

C (Racéo) 4,20+0,20* 4,67+0,66% 0,47+0,46% 0,050,022 1,08+0,392

T1 4,00+0,532 4,86+0,452 0,86+0,142 0,06+0,01# 1,41+0,342

(Alternativo)

T2 (G15) 3,67+0,382  4,50+0,65* 0,83+0,46% 0,06+0,03% 1,44+0,772

T3 (G75) 4,27+0,38%  4,65+0,08* 0,43+0,37* 0,05+0,01* 1,05+0,102
*QOs valores representam as médias + desvio padrdo. Letras diferentes representam diferenca estatistica
(p<0,05).

Fonte: Dados do experimento.

Independentemente de ndo haver diferencas estatisticas (p<0,05) de
nenhum parametro entre os tratamentos, o Alternativo e G15 destacaram-se com 0s
maiores ganhos de biomassa 0,860,149 e 0,83%+0,46g respectivamente,
consequentemente as maiores taxas de crescimento especifico, sendo, portanto o
valor G15 1,44+0,77% e do Alternativo 1,41+0,34%. E de conhecimento do autor do
trabalho que cultivos comerciais, sejam em viveiros heterotroficos ou convencionais
um bom ganho de biomassa semanal para os camardes gira em torno de 1g na fase
juvenil, assim sendo que apesar das boas praticas de manejo, o camarao do trabalho
nao atendeu as expectativas de crescimento do mercado, contudo é importante
resaltar que o trabalho foi realizado em aguas claras, ou seja, auséncia de alimento
natural o qual esta presente nas outras modalidades de cultivo e tem sua parcela de
contribuicdo no crescimento do camaréo.

Parametros zootécnicos no camarao L. vannamei foram observados no

trabalho de (RAHMAN et al., 2017) o qual realizou testes com a substituicdo parcial e
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total da racdo comercial pela microalga Tetraselmis chuii liofilizada (0%, 25%, 50%,
75% e 100%). Os camarBes em fase de poés-larvas (PL) foram estocados em uma
densidade de 50 PL L-*em &gua com salinidade 30 e alimentados quatro vezes ao dia
em intervalos de 6 h com a dieta formulada e artémia ad libitum por 12 dias. Como
resultado obteve uma maior sobrevivéncia nos camardes alimentados com T50 (97,6
*+ 1,4%), seguido por T75 (85,6 £ 3,5%). Os autores sugerem efeito positivo da
inclusdo de T. chuii na dieta PL até 75% de substitui¢cdo, tendo em vista que camardes
alimentados com essa dieta apresentaram menor nivel de peroxido de hidrogénio
(H202), logo a T. chuii apresentou um efeito protetor contra o estresse oxidativo.

No atual trabalho, ndo foi possivel avaliar relagdo direta com a
sobrevivéncia dos camardes com o uso da N. ocullata como aditivo de 5% na racéo
comercial, haja vista que ndo houve mortalidade no periodo experimental, contudo
ficou comprovada relagdo com a contagem final de hemdcitos, basta ver (FIGURA 16)
a diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos, com destaque para o melhor
desempenho do tratamento G15 e pior para o Alternativo.

Apesar de que em todos os tratamentos testados o numero de hemacitos
final foi inferior ao nUmero de hemdcitos controle, ou seja, quando o camardo estava
em aguas de cultivo heterotroéfico, sendo, portanto esse o motivo, pela razdo do meio
rico em bioflocos é composta de biomassa particulada, colonizada por bactérias, com
efeito probidtico (AGUILERA-RIVERA et al., 2014), assim contribuindo para a melhora
do sistema imunologico do camarédo (AGUILERA-RIVERA et al., 2019).

O delineamento experimental utilizou camardes oriundos de ambientes
heterotroficos, porque o virus da mancha branca presente em todo territorio cearense
destes 2016, ndo se desenvolve em ambientes com controle térmico de 31°C a 32°C
(SOUSA et al., 2019), assim nao sendo um fator influenciador no resultado.

(LI et al., 2016) testou sete tipos de dietas no cultivo do camaréo Penaeus
monodon, utilizou 5% de aditivo, 0 mesmo valor do atual trabalho de seis tipos de
microalgas isoladas em diferentes corpos d'agua australianas (Entomoneis sp.,
Melosira sp., Stauroneis sp., Chlorella sp., Dunaliella sp., Nannochloropsis sp.) e uma
policultura de Cloroficeas (Schroederiella apiculata, Scenedesmus sp., Tetraedrom
minimum, Mesotaenium sp. and Desmodesmus sp.). Apdés 28 dias, ndo houve
diferenca significativa no peso corporal dos camardes alimentos. O melhor resultado
em valor nominal de ganho de biomassa 2,03 £+ 0,04 g foi para a microalga Melosira

sp. E sendo essa também essa a de melhor sobrevivéncia 84,44%, contudo esse
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parametro sendo diferente estatisticamente dos demais tratamentos. O teste com a
Nannochloropsis sp.obteve 1,41+ 0,29 g de ganho de biomassa e 62,22% de
sobrevivéncia. Em ambos os tratamentos o autor conseguiu ganhos de biomassa
maiores do que no presente trabalho que de valor nominal o melhor foi de 0,86+0,14
g para o tratamento Alternativo, seguido de 0,83+0,46 g para o tratamento G15,
entretanto as espécies testadas de camardes séo diferentes.

Figura 14. Médias e desvios-padrao da contagem total de hemdcitos nos diferentes tratamentos.
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Fonte: Dados do experimento.

No trabalho de (LI et al., 2016) os parametros de resposta imune foi os de
fagocitose e superoxidato dismutase (SOD) na hemolinfa, parametros diferentes do
trabalho, contudo um dado interessante que foi observado € que apesar de nao tenha
havido diferenca estatistica de taxa de fagocitose e/ou atividade da SOD as espécies
de microalgas marinhas apresentaram melhor eficacia do que os de agua doce.

Felix et al.,, 2019, realizaram um estudo com diferentes inclusbes de
Dunaliella sp., encontrando maiores contagens de hemdcitos no tratamento onde
houve a inclusédo de 3% da microalga na dieta, 0 que corrobora com os resultados
aqui apresentados, com a diferenca da espécie de microalga utilizada. O aumento na

contagem de hemacitos tem sido reportado como um mecanismo de incremento da
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resposta imune dos crustaceos durante periodos de estresse, tornando-os mais
resistentes (GRANADA et al., 2018).

(MACIAS-SANCHO et al., 2014), substituiram nas propor¢cdes 0%, 25%,
50%, 75% e 100% a farinha de peixe da racéo por farinha de Arthospira platensis,
encontrou diferencas estatisticas para hemadcitos granular mais alto e hemdcitos
hialinos mais baixo quando o nivel de substituicdo excedeu 25%. O mesmo autor
usando agora a A. platensis como suplemento obteve resultado semelhante, pois os
hemacitos granulares foram mais abundantes nos organismos que receberam A.
platensis, enquanto os hemacitos hialinos foram mais abundantes nos camardes que
ndo receberam (MACIAS-SANCHO et al., 2017). PILOTTO et al., (2019), também
obteve incremento da contagem de hemdcitos utilizando a microalga do género

Arthospira.
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6. CONCLUSOES

O numero de hemacitos nos camardes ao final do experimento foi menor
em todos os tratamentos, isso indica que os camardes quando estava sendo
cultivados na fazenda em tecnologia heterotrofica apresentavam uma imunidade
melhor em comparacédo ao final do experimento que foi realizado em 4guas claras,
contudo o tratamento que foi alimentado com biomassa da microalga N. oculata
cultivada em meio de cultura Guillard contendo 15 mg.L* de nitrato de sédio obteve o
melhor resultado em comparacdo aos demais, haja vista, foi o tratamento com o
namero maior de hemacitos, indicando a possibilidade de um efeito imunoestimulante
guando ha uma maior presenca de lipideo na biomassa algal.

Os resultados indicaram que a N. oculata obteve crescimento diretamente
proporcional ao aumento da concentracdo de nitrato de s6dio no meio de cultura. Os
melhores resultados de densidade celular maxima e taxa de crescimento especifico
ocorreram na concentracdo de 75 mg L de nitrato de sdédio no meio Guillard f/2. Em
contrapartida o aumento da concentracao de nitrato foi inversamente proporcional ao
rendimento lipidico, pois o maior resultado foi obtido no cultivo com concentragéo de
15 mg L* de nitrato de sédio presente no meio Guillard /2.

Quando foram comparados o meio Guillard f/2, meio Guillard f/2 com 15 mg
L de nitrato de sodio e meio alternativo a base de Ureia e SPT, os resultados
demonstraram que o cultivo em meio alternativo obteve a maior densidade celular
maxima, maior taxa de crescimento especifico e, consequentemente, menor tempo
de geracdo dos cultivos, sendo, portanto, além de mais viavel economicamente por
ter um menor nimero de reagentes, possui potencial na producdo de biomassa para
posterior aplicacdo, porém o uso como aditivo na alimentacédo do camarédo demostrou
o pior desempenho entre os demais tratamentos testados.

Os parametros zootécnicos demonstraram que nao houve mortalidade e
que a adicdo de biomassa microalgal n&o influenciou no crescimento dos camardes.
Os dados obtidos de peso médio final, ganho de biomassa, ganho de peso médio
diario e a taxa de converséao alimentar foram semelhantes dentre todos os tratamentos

e controle.
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