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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a
influéncia de Chlorella sp. como suplemento
alimentar na larvicultura da tilapia do Nilo,
Oreochromis  niloticus. O  delineamento
experimental foi inteiramente casualizado e
constituiu de trés tratamentos com trés
repeticdes cada. Em um dos tratamentos, as
tilapias foram cultivadas na presenca de
Chlorella sp., no outro tratamento os peixes
foram cultivados em agua verde de um tanque
de piscicultura e, no controle, as tilapias foram
cultivadas em agua isenta de alimento natural
(aguas claras). Durante todo o experimento as
tilapias foram alimentadas com ragdo comercial
contendo hormonio masculino. Através da reta
de regressdo entre os valores de densidade
optica e da densidade celular da 4gua de cultivo
foi possivel demonstrar que houve consumo
superior de Chlorella sp., quando comparado ao
consumo de microalgas da d4gua verde,
constituida, quase na sua totalidade (95%), pelo
género Microcystis. Em relagdo aos dados de
desempenho e sobrevivéncia, a analise
estatistica evidenciou que os peixes cultivados
na presenga de Chlorella sp. alcangaram
resultados  significativamente superiores. A
maior mortalidade foi observada quando as
tilapias foram cultivadas na agua verde. A
utilizagdo de Chlorella sp. como suplemento
alimentar na larvicultura de tilapias do
Nilo maximizou o desempenho dos peixes,
enquanto o consumo de microalgas do
género Microcystis ou o cultivo sem alimento
natural  influenciaram  negativamente no
desenvolvimento dos animais.

Palavras-chave: cultivo, dieta, microalgas,
Microcystis, Oreochromis

SUMMARY

This study aimed to evaluate the Chlorella sp.
influence as a food supplement on Nile
tilapia, Oreochromis niloticus, larviculture.
The experimental design was completely
randomized and consisted of three treatments
and three replicates. In one treatment tilapias
were cultured in the presence of Chlorella sp.,
in another one treatment fish were cultured in a
green water from a fish growth tank and in the
control tilapias were cultured in a natural food
free water (clear water). During all the
experiment tilapias were fed with commercial
ration containing male hormone. Through the
regression line between the values of optical
density and cell density of the cultivation water,
it was always possible to demonstrate a
Chlorella sp. higher consumption compared to
the water green microalgae consumption which
was almost entirely (95%) composed by the
genus Microcystis. Performance and survival
data statistical analysis showed that fish
cultured in the presence of Chlorella sp.
achieved significantly higher results. The
highest mortality was observed when tilapias
were culture in the green water. The use of
Chlorella sp. as a food supplement on tilapias
larviculture maximized fish performance, while
the consumption of microalgae from the genus
Microcystis or a natural food free culture
showed a negative influence on animals
performance.

Keywords: culture, diet, microalgae,
Microcystis, Oreochromis
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INTRODUCAO

A tilapia do Nilo possui consideravel
importancia no mercado aquicola,
dentre algumas de suas principais
caracteristicas atrativas destacam-se a
versatilidade alimentar (GUIMARAES
et al., 2008; SANTOS et al., 2010) ¢ a
capacidade de crescer bem em elevadas
densidades no ambiente de cultivo
(MARENGONI, et al,  2008;
SARAIVA et al., 2009).

Elucidar as exigéncias nutricionais
dos peixes ¢ uma importante ferramenta
para uma produgcdo econdmica e
racional necessaria ao desenvolvimento
da piscicultura comercial (TOYAMA et
al., 2000). A larvicultura ¢ de
fundamental importdncia para a
obtencdo de peixes sauddveis e a
nutricdo adequada nesta fase torna-se
um pré-requisito basico para o sucesso
das outras etapas do cultivo (HAYASHI
et al., 2002). As microalgas contém alta
concentracao de fibras soluveis e acidos
graxos da série Omega-3 e podem
contribuir positivamente na alimenta¢ao
de organismos aquaticos (AZAZA et
al., 2007). De acordo com Faria et al.
(2001), determinadas espécies de
microalgas conferem uma maior
sobrevivéncia para as pos-larvas de
tilapia do Nilo e podem ser utilizadas
como principal fonte de sua
alimentagdo. A ingestdo de pequenas
quantidades desses microorganismos
pode afetar positivamente a fisiologia
dos animais, além de estimular a
resposta imunologica (BELLAY, 1993).
Segundo Derner et al. (2006), dentre as
microalgas mais empregadas na
aquicultura, destacam-se as pertencentes
ao género Chlorella. Este género ¢
bastante utilizado na nutricdo de
organismos aquaticos, principalmente
por apresentar elevado crescimento e
ser tolerante a varias condigdoes de
cultivo (LOURENCO, 2006). Por outro

lado, algumas microalgas cianoficeas,
também conhecidas como cianobactérias,
sdo potencialmente toxicas. Suas toxinas
agem de varias maneiras, podendo
resultar em efeitos hepatotoxicos,
neurotdxicos e dermatoxicos. Turker et
al. (2003a) demonstraram que a agua de
cultivo da tildpia do Nilo possui uma
grande quantidade de fitoplancton,
sendo a espécie uma excelente
filtradora de cianobactérias do género
Microcystis (DEBLOIS et al., 2008). O
comprimento do intestino dos peixes
estd relacionado a categoria trofica da
espécie. Desta forma, uma modificagao
na alimentagcdo, com a introdugdo de
microalgas na dieta dos peixes, pode
alterar o comprimento intestinal como
forma de adaptacdo desses organismos
(RODRIGUES & MENIN, 2008).

Este trabalho teve por objetivo avaliar
a influéncia de Chlorella sp. como
suplemento  alimentar  durante a
larvicultura da tilapia do Nilo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no
Centro de Biotecnologia Aplicada
a Aquicultura (CEBIAQUA) do
Departamento de Engenharia de Pesca
da Universidade Federal do Ceard. As
pos-larvas (peso médio = 0,01 + 0,01g;
comprimento médio = 0,80 = 0,02m)
utilizadas no  experimento  foram
provenientes da Estagdo de Piscicultura
Rodolpho Von lhering do Departamento
de Obras Contra as Secas — DNOCS
(Pentecoste, Ceara, Brasil).

Os  animais  foram  distribuidos
aleatoriamente em nove monoblocos
(63x43x18cm) de polietileno com
volume util de 60L, com aeragdo
constante e sem recirculagdo de agua.
O delineamento foi inteiramente ao
acaso e constituido de trés tratamentos
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com trés repeticdes cada. Em um dos
tratamentos, as tilapias foram cultivadas
na presenga de Chlorella sp., noutro
tratamento os peixes foram cultivados
em agua verde proveniente de um
tanque de piscicultura e, no controle, as
tilapias foram cultivadas em agua isenta
de alimento natural (dguas claras).
Durante todo o experimento, 0os animais
foram alimentados com ragao contendo
hormodnio masculinizante. As biometrias
(peso e comprimento totais) foram
realizadas no inicio, ap6s 15 e 28 dias
de  experimento. Os pesos ¢
comprimentos médios iniciais dos
individuos foram determinados a partir
de uma amostra de 180 larvas (20%)
dos trés tratamentos, cada individuo foi
medido com o auxilio de um
paquimetro com precisdo de 0,005cm e
pesado em balanca com precisao de
0,05g. O ganho médio de peso foi
calculado a partir da relacio WI/NT,
onde: Wf = peso médio da biomassa de
cada tratamento e Nf = nUmero de
individuos em cada biometria. Para a
determinagdo da sobrevivéncia (S%) foi
utilizada a relacdo Nf x 100/Ni, onde,
Nf = ntmero de peixes no final do
experimento; Ni = nimero de peixes no
inicio do experimento.

Foram  monitorados os seguintes
pardmetros fisico-quimicos da d4gua:
pH, amonia total, oxigénio dissolvido e
temperatura. A andlise de amonia
total foi realizada, semanalmente, pelo
método de Nessler, utilizando um
fotocolorimetro. O pH também foi
monitorado semanalmente, no periodo
da tarde através de um medidor de pH
digital de bancada. Os dados de
temperatura e oxigénio dissolvido foram
obtidos, diariamente, com um oximetro
portatil dotado de termdmetro.

A microalga Chlorella sp. foi obtida de
uma cepa existente no Laboratério de
Planctologia/DEP/UFC, onde ¢ mantida
em tubos de ensaio com iluminancia de

14pE/m*/s e temperatura de 24 + 2°C.
O meio de cultivo foi preparado a partir
de solugdes estoques de uréia (120 g/L),
superfosfato triplo (30g/L) e das
vitaminas Bl, B6 (2mg/mL) e
cianocobalamina (100pg/ml). Para cada
litro de agua foram adicionados 1mL
das duas primeiras solugdes, 0,5mL da
solucao de vitaminas e 5g de cloreto de
sodio. O cultivo da microalga partiu de
um volume de 20mL em um erlenmeyer
de 250mL no qual, a cada dois dias, foi
acrescentado  aproximadamente o
mesmo volume de meio de cultura.
Ap6s o crescimento inicial, o in6culo
foi repicado e transferido para um
erlenmeyer de um litro que, por sua vez,
serviu de in6culo para frascos de trés
litros. A partir deste momento, a cultura
passou a ser submetida a aeragdo
constante através de bombas de
diafragma com volume de ar de
100L/min e ilumindncia constante
de 56uE/m?s, fornecida por duas
lampadas de 40W. O acompanhamento
da cultura realizou-se a partir de
espectrofotometria e por contagem de
células. A cada dois dias, foi retirada
uma aliquota de 1 mL da cultura e
levada a um espectofotometro para
a leitura da densidade oOptica no
comprimento de onda de 680
nanometros (DOgsonm). Em seguida, as
células contidas em um pequeno
volume da amostra (1mL) foram fixadas
com uma gota de solucdo de formalina
neutralizada com  tetraborato  de
sodio (bérax) 3,3g/L, e a contagem
celular foi feita em camara de Neubauer
(hemacitometro)  por  microscopia
optica. Os dados obtidos foram
utilizados para estabelecer a correlacao
entre DOggonm € nimero de células por
mL (cel/mL) e tragar as curvas de
crescimento.

A agua verde utilizada no experimento
foi proveniente de um tanque de
piscicultura com tilapias localizado na
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Estacdo de Piscicultura Prof. Dr.
Raimundo Saraiva da Costa/DEP/UFC.
Para separar o macrozooplancton
presente na agua do tanque foi utilizada
uma tela de 100pum, deixando passar
apenas a agua com o fitoplancton que
foi concentrado por centrifugagao.
Foram feitas coletas de fitoplancton no
tanque de piscicultura no inicio e final
do experimento. A identificagdo
das microalgas presentes nas amostras
foi realizada através de um microscopio
optico com o auxilio de uma chave de
identificacio (SANT’ANNA et al,
2006).

A ra¢do comercial em poé (energia =
4500Kcal/kg; granulometria = Imm),
nutricionalmente completa, foi
composta por farelo de glaten, milho,
farelo de soja, milho integral moido,
cloreto de sddio, premix vitaminico
mineral, farinha de peixe e gordura
vegetal estabilizada. A composi¢ao
centesimal da ragdo, segundo seu
fabricante foi de: 10% de umidade; 50%
de proteina bruta; 8% de extrato etéreo;
6% de matéria fibrosa; 13% de matéria
mineral; 8% de calcio e 1,2% de
fosforo. A oferta diaria de ragao foi de
20% do peso vivo dos animais, dividida
em trés refeicdes didrias. Os restos de
racdo e dejetos depositados nas
unidades experimentais foram sifonados
diariamente.

A densidade algal dos tratamentos que
utilizaram microalgas foi controlada por
duas medidas didrias (manha e tarde) da
densidade optica (DO68onm) e,
posteriormente, expressa em numero de
células/mL, através da reta de regressao
previamente estabelecida entre as duas
variaveis. Para isso, duas estratégias
foram utilizadas. Quando a densidade
celular encontrava-se inferior a dos
demais tratamentos, concentrava-se um
volume determinado de microalga e
adicionava-se ao cultivo, de acordo com
a seguinte relagao:

VN = (VT x (DD — DA) / (CA-DD)

Em que:

VN = volume da cultura da microalga a
ser centrifugado necessario para o
aumento da densidade algal do cultivo
(L);

VT = volume 1til do monobloco (L);
DD = densidade algal desejada
(c€lulas/mL);

DA = densidade algal no monobloco
(c€lulas/mL);

CA = concentragdo de células no
centrifugado (células/mL).

Por outro lado, quando a densidade
celular encontrava-se superior a dos
demais tratamentos foi realizada uma
diluicdo através da drenagem de
determinado volume da dgua de cultivo,
segundo a relagdo abaixo:

VD =VT - [VT(DD/DA)]

Em que:

VD = volume de 4gua do cultivo a ser
drenado (L);

VT = volume de agua clara a ser
adicionada ao cultivo (L);

DD = densidade algal desejada
(células/mL)

DA = densidade algal no cultivo
(células/mL);

Ao fim do experimento, 10 individuos
de cada tratamento foram sacrificados
por incisao com lamina afiada logo apos
a cabega, seccionando a espinha dorsal.
Os peixes foram necropsiados e os
intestinos cuidadosamente dissecados e
estendidos para a determinacdo do
comprimento através de paquimetro. O
quociente intestinal foi calculado
seguindo a metodologia de Pereira et al.
(2007).

O experimento foi conduzido em um
delineamento casualizado e os valores
foram submetidos a uma andlise de
variancia (ANOVA), em caso de
diferenca significativa, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia, utilizando
a fungdo estatistica do programa
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ORIGIN  5.0. Utilizou-se  uma
transformagdo angular (arco-seno da
raiz quadrada) para homogeneizar as
variancias dos valores de sobrevivéncia,
porém estes valores sdo aqui
apresentados na sua forma original.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como pode ser observado nas equagdes
das retas de regressdo entre as
densidades Opticas das culturas e as
densidades celulares de Chlorella sp. e
das microalgas da 4gua verde (Figuras 1
e 2), houve um elevado grau de
correlacdo entre as duas variaveis,
principalmente no caso da Chlorella sp.
Esta ultima, principalmente, por se
tratar de um cultivo unialgal realizado
em condi¢des totalmente controladas.
Através das equacdes das retas de
regressdo, foi possivel estimar o
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consumo semanal do alimento vivo
pelos peixes (Figura 3). Durante todo o
periodo experimental, foi observado um
consumo muito superior de Chlorella
sp. (p > 0,05) comparado ao consumo
das microalgas da dagua verde. De
acordo com LU et al (2004), existem
poucas informagdes disponiveis em
relagdo a importancia do fitoplancton na
larvicultura da tilapia. No entanto, estes
peixes sao importantes consumidores
primarios nos ambientes onde estdo
presentes (BWANIKA et al., 2006;
SEMYALO et al. 2011). As microalgas
do género Chlorella sp. funcionam
como  suplemento  alimentar na
aquicultura quando consorciadas com
peixes herbivoros e também podem ser
utilizadas como biofiltros, além de
fornecer oxigénio (GILLES et al., 2008)
e reduzir as bactérias patogénicas da
agua do cultivo (TENDENCIA et al.,
2005).

O.~ -
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150 200 250

Densidade celular (x 10?/mL)

Figura 1. Reta de regressdo entre a densidade optica (680
nm) e a densidade celular (N° de cel (s) x 10° /mL)

de Chlorella sp
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Figura 3. Valores médios do consumo semanal de Chlorella
sp. ¢ das microalgas presentes na agua verde pela
tilapia do Nilo (O. niloticus). Letras diferentes sobre
as barras de erro indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos ao nivel de 5%

No presente estudo, a andlise das
microalgas presentes na agua verde do
tanque de piscicultura, realizada tanto
no inicio quanto no fim do experimento,
revelou em ambas as coletas, que
cianobactérias do género Microcystis

apresentaram uma dominancia em torno
de 95%, enquanto que os 5% restantes
corresponderam a cloroficeas do género
Golenkinia. O excesso de cianobactérias
na agua de cultivo pode causar varios
danos ao ecossistema aquatico, como
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por exemplo, hipoxia e injurias nas
guelras dos peixes. Os géneros
Microcystis e  Anabaena também
produzem toxinas que acarretam
problemas a humanos (CARMICHAEL,
2001) e  organismos  aquaticos
(MALBROUCK & KESTEMONT,
2006).  Peixes herbivoros, como a
tilapias do Nilo, carpa espelho e carpa
cabeca-grande sdo capazes de reduzir

em até 93% populacdes de Microcystis
spp. em grandes corpos aquaticos
(KATHONG et al., 2006).

Os parametros fisico-quimicos da agua
de cultivo ndo apresentaram variagdes
significativas durante a realizagdo do
experimento (Tabela 1) e ficaram dentro
dos limites estabelecidos para o cultivo
de tilapias (VINATEA, 2004).

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos médios £ D.P. da dgua de cultivo da tilapia do
Nilo, O. niloticus durante a realizacao do experimento.

Parametros fisico-quimicos

Tratamentos Temperatura Oxigénio Amonia
(C) (mg/L) pit (mg/L)
Agua clara (controle) 28.,4+0,8 6,3+04 7,7+0,27 042 +0,20
Chlorella sp. + ragdo 28,0+ 0,9 6,2+ 0,4 7,6 £0,27 0,57+0,18
Agua verde + ragao 26,5+0,4 8,0£04 7,6 0,26 0,55+0,19
Em relacdo aos dados de desempenho, de  microalgas por  organismos

ap6s 28 dias de cultivo, os peixes
apresentaram pesos € comprimentos
médios de 0,23 + 0,12g e 2,35 +
0,16cm; 0,35+ 0,11g e 2,82 £ 0,20cm e
0,27 + 0,03g e 2,54 = 0,15cm para os
tratamentos em aguas claras (controle),
com Chlorella sp. e em agua verde,
respectivamente. A andlise estatistica
evidenciou que as médias de peso dos
peixes do tratamento com Chlorella sp.
foram significativamente superiores (p
< 0,05) apos 15 dias de cultivo, quando
comparadas as obtidas dos demais
tratamentos que ndo apresentaram
diferenca significativa entre si (p> 0,05)
(Figuras 4 e 5). Quando a alimentacao
de juvenis de tildpia do Nilo ¢
suplementada com microalgas, o ganho
de peso ¢ mais elevado (GARCIA et al.,
2009; MOREIRA et al.,, 2011). Ha
muito tempo ja se conhece as razoes das
diferengas na eficiéncia de assimilagdo

aquaticos, como no caso de espécies dos
géneros Chlorella, Spirulina e Euglena
que, segundo LU et al (2004), seriam
causadas principalmente por diferencas
na constituicdo estrutural de suas
células. No caso de Chlorella, devido a
presenca de uma parede celular com
celulose, a digestdo se torna mais dificil
do que a de uma parede celular
mucilaginosa, como as encontradas em
cianobactérias do género Spirulina.
Moreira et al. (2010) avaliaram o efeito
da inclusdao de microalgas de agua doce
e Spirulina platensis, bem como de
copépodos e copépodos enriquecidos
com S. platensis como suplementos
alimentares para tildpia do Nilo.
A utilizacgdo  dos  suplementos
alimentares seja “in natura” ou através
de bioencapsulagdo, resultou em melhor
desempenho para a espécie estudada.
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Figura 4. Ganho médio de peso da tilapia do Nilo, O. niloticus
cultivadas em agua clara (controle), com Chlorella sp.
e em agua verde. Letras diferentes sobre as barras de
erro indicam diferenga estatistica entre os tratamentos
ao nivel de 5%
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Figura 5. Comprimento médio da tilapia do Nilo, O. niloticus
cultivadas em agua clara (controle), com Chlorella
sp. € em agua verde. Letras diferentes sobre as barras
de erro indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos ao nivel de 5%

TAKEUCHI et al. (2002) alimentaram nos peixes que consumiram a
juvenis de tilapia do Nilo com S. microalga. As tildpias sdo excelentes
platensis seca e ragdo comercial, o filtradoras de cianobactérias do género
melhor indice de crescimento aconteceu Microcystis, no entanto estas microalgas
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sdo potencialmente toxicas, ja que
podem produzir toxinas denominadas de
microcistinas (TURKER et al., 2003b;
DEBLOIS, et al., 2008).

De acordo com estudos feitos por Shang
et al. (2006), os peixes podem responder
de maneira diferente a agdao de
microcistinas. Peixes fitoplanctivoros
como as carpas prateadas sao bem mais
resistentes a uma quantidade elevada da
toxina do que outros peixes. Tais
resultados podem sugerir que a tilapia
do Nilo também ¢ tolerante a presenca
de microcistinas. Desta forma, espécies
de peixes como as tilapias e carpas
podem ser utilizadas no controle de
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o
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(=]
I
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(=]
L
—
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I

Sobrevivéncia (%)
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[sn]
I

floragdes de cianobactérias (TURKER
et al., 2003a,b).

Os peixes cultivados com Chlorella sp.
apresentaram  sobrevivéncias bastante
satisfatorias  (98,77%), superiores as
encontradas por Meurer & Hayashi
(2003). Este valor diferiu estatisticamente
(P > 0,05) do encontrado no controle
(60,33%) e no tratamento que utilizou
agua verde (59,33%) (Figura 6). Borges
et al. (2005) obtiveram 66,56% de
sobrevivéncia  quando  alimentaram
tilapia do Nilo apenas com ragao
comercial, enquanto resultados superiores
(76 £3.84%) foram conseguidos por El-
Sayed & Kawanna (2004).

[=x

Agua clara {controle)

Chlorella sp. + racao

Aguaverde + racic

Tratamentos

Figura 6. Sobrevivéncia de da tilapia do Nilo, O. niloticus
cultivadas em agua clara (controle), com Chlorella
sp. € em agua verde. Letras diferentes sobre as
barras de erro indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos ao nivel de 5%

Os quocientes intestinais dos peixes
cultivados nao apresentaram diferenca
significativa ao nivel de 5% (Figura 6),
com média de 3,70cm. A eficiéncia de
assimilagdo  dos  nutrientes  das
microalgas pela tilapia do Nilo estd
ligada ao grande tamanho do intestino
(LU et al., 2002), que possui papel
fundamental na elevada taxa de
crescimento da espécie (BUNDIT et al.,

2000) que ainda pode ser otimizada,
aumentando o numero de refeicoes
diarias (RICHE et al., 2004). Costa et
al. (2008) mostraram que os indices
gastrintestinais da carpa comum
(Cyprinus carpio) nao apresentaram
diferengas significativas quando os
peixes foram alimentados com capim
(Euchlaena mexicana) ¢ ragdo. No
entanto, adaptacdes e modificagdes no
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trato digestivo dos peixes podem se
manifestar, pois existe uma estreita
relacdo de interdependéncia entre a
nutricdo, o habitat e a organizagdo do
aparelho digestivo (MEURER et al.,
2002). Com a realizagdo da presente
pesquisa, concluiu-se que a
suplementagdo alimentar da tildpia do
Nilo com a microalga Chlorella sp.
aumentou o crescimento em peso €
comprimento dos peixes, bem como
melhorou a taxa de sobrevivéncia,
maximizando o desempenho dos
animais. Por outro lado, o cultivo na
presenca de cianobactérias, pertencentes
ao género Microcystis e em aguas
claras, isentas de alimento natural,
influenciaram negativamente no
desenvolvimento dos peixes.
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