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RESUMO

As microalgas tém grande importancia na aquicultura, pois sdo alimentos de alto valor
nutricional. Este trabalho avaliou o uso de 2 floculantes organicos, Tanfloc e Flopam na
obtencdo de concentrado das microalgas, Chaetoceros muelleri € Nannochloropsis
oceanica como fonte de alimento para larvas de Litopenaeus vannamei na fase de
Protozoea 1 e Brachionus plicatilis, avaliando sobrevivéncia. Foram realizados 3
experimentos com adigdo das microalgas. No experimento 1, os camardes foram
submetidos a 4 tratamentos, com diferentes concentragdes de floculantes adicionados
diretamente na agua (2.5, 5, 10 e 20 mg/L) e um tratamento controle sem a adigdo de
floculante. No experimento ndo houve diferenga significativa em nenhum parametro de
qualidade da 4gua. Houve mortalidade nos tratamentos com uso de ambos os floculantes
nas concentragdes de 5, 10 e 20 mg/l. No experimento 2 os camardes foram submetidos
a 3 tratamentos, tratamento controle com a microalga C. muelleri centrifugada, tratamento
com uso de biomassa floculada com Tanfloc e tratamento com uso de biomassa floculada
com Flopam. Nao foi observada diferenca significativa em nenhum parametro de
qualidade da d4gua. Houve mortalidade total nos tratamentos com uso dos dois floculantes.
No experimento 3, os rotiferos foram submetidos a 4 tratamentos, sendo um controle com
a microalga N. oceanica centrifugada, um tratamento em jejum, um com biomassa
floculada com Tanfloc € um com biomassa floculada com Flopam. Houveram diferencas
significativas para amonia, nitrito, densidade de rotiferos e percentual de fémeas ovadas.
No parametro amonia e nitrito foram observados picos no tratamento controle, em virtude
do elevado crescimento, existindo assim uma maior excre¢ao de nitrogenados. Havendo
o tratamento controle apresentado os melhores resultados de densidade populacional e
porcentagem de fémeas ovadas. Com base nestes resultados, conclui-se que o
concentrado por floculagdo nao ¢ aconselhado como alimento na larvicultura de camardo

ou como alimento do rotifero.

Palavras-chave:  Chaetoceros  muelleri, Floculante, Flopam, Larvicultura,

Nannochloropsis oceanica, Tanfloc, Zooplancton



ABSTRACT

Microalgae have great importance in aquaculture, since they are foods of high nutritional
value. This work evaluated the use of two organic flocculants, Tanfloc and Flopam in
obtaining microalgae concentrate, Chaetoceros muelleri and Nannochloropsis oceanica
for use as a food source for larvae of Litopenaeus vannamei in the Protozoea I and
Brachionus plicatilis phase, evaluating survival. Three experiments carried out were with
microalgae addition. Experiment 1, the shrimps were submitted to 4 treatments, with
different concentrations of flocculant inclusion directly in the water (2.5, 5, 10 and 20 mg
/ L) and a control treatment without the addition of flocculant. In the experiment, there
was no significant difference in any parameter of water quality. There was mortality in
treatments with both flocculants at concentrations of 5, 10 and 20 mg /1. In the experiment
2 the prawns submitted were to 3 treatments, control treatment with the microalgae C.
muelleri centrifuged, treatment with the use of flocculated biomass with Tanfloc and
treatment with the use of flocculated biomass with Flopam. No significant difference
observed was in any parameter of water quality. There was total mortality in the
treatments with the use of both flocculants. In experiment 3, the rotifers were submitted
to 4 treatments, being a control with the microalgae N. oceanica centrifuged, a treatment
in fast, one with biomass flocculated with Tanfloc and one with flocculated biomass with
Flopam. There were significant differences for ammonia, nitrite, rotifers density and
percentage of ovate females. In the parameter ammonia and nitrite, peaks observed were
in the control treatment, due to the high growth, thus, there is a higher nitrogen excretion.
If the control treatment presented the best results of population density and percentage of
ovate females. Based on these results, it concluded is that the concentrate by flocculation

advised is not as food in shrimp larviculture or as rotifer feed.

Keywords: Chaetoceros muelleri, Flocculant, Flopam, Larviculture, Nannochloropsis

oceanica, Tanfloc, Zooplankton



1. Introducao
1.1. A importancia da aquicultura na produciio de alimentos

Conforme relatorio das Nagdes Unidas, a atual populagdo mundial ¢ de 7,6 bilhdes
de pessoas e devera atingir 8,6 bilhdes em 2030, com a maior parte deste crescimento
incidindo em regides em desenvolvimento (UN, 2017). Com isso, garantir alimentacao
adequada e seguranca nutricional para esta populacdo em crescimento ¢ um grande
desafio. Desde meados da década de 1990, devido a exploracdo demasiada dos estoques
pesqueiros, a producdo anual de pescado se estabilizou em torno de 93 milhdes de
toneladas, ndo sendo capaz de abastecer a crescente demanda de alimentos de origem
aquatica. Por outro lado, a aquicultura ¢ um setor de alimentos que possui um dos
desenvolvimentos mais acelerados do mundo e com grande potencial para atender esta
demanda. Segundo a FAO (2018), a producdo global aquicola em 2016 foi de 110,2
milhdes de toneladas, sendo que o grupo mais produzido foi o de peixes com 54,1 milhdes
de toneladas (USD 138,5 bilhdes), seguido de plantas aquaticas, com 30,1 milhdes de
toneladas (USD 11,7 bilhdes), moluscos com 17,1 milhdes de toneladas (USD 29,2
bilhdes), crustaceos com 7,9 milhdes de toneladas (USD 57,1 bilhdes) ¢ 0,9 milhdes de
toneladas (USD 6,8 bilhdes) de outros animais como tartarugas, pepinos do mar, ouri¢os

do mar, sapos e dguas-vivas.

1.2. O uso de microalgas como alimento na aquicultura

As microalgas sao organismos unicelulares, fotossintetizantes, com dimensdes que
variam entre 2 ¢ 100 pm e que podem estar organizados em colonias ou como células
isoladas. Estes organismos sdo ricos em nutrientes como proteinas, carboidratos, lipidios,
vitaminas e pigmentos. Devido a sua alta qualidade nutricional, as microalgas exercem
um papel importante na aquicultura, sendo empregadas na alimentagdo de moluscos
bivalves e zooplancton, e em estagios larvais de crustaceos e peixes (Mata et al. 2010).
Além da qualidade nutricional, as microalgas também atuam como moduladores do
sistema imunologico (Oliveira et al. 2013) e como agentes antimicrobianos anti-

inflamatoria e antioxidante (Bhagavathy et al., 2011).



1.2.1. Na alimentacao de crustaceos

Um dos fatores mais importantes na producao de crustaceos ¢ a disponibilidade de
larvas de qualidade, pois apresentam alto crescimento e baixa mortalidade. Desta forma,
¢ necessario oferecer alimentos em quantidade e qualidade suficiente para atender as
exigéncias nutricionais das larvas (ABCC, 2012). Apo6s a eclosdo, as larvas de crustaceos
passam por diferentes estagios de desenvolvimento, primeiro como Nauplio, seguido por
Zoea, Misis e finalmente Pos-larva (Figura 1). Durante o estagio de Nauplio, que dura
dois dias, a larva possui uma alimentagdo estritamente endégena, consumindo apenas
suas reservas vitelinicas. No estagio de Zoea, com o fim destas reservas, a larva passa
entdo a consumir alimentos exdgenos. Durante este estagio, que dura cinco dias, a larva
se alimenta principalmente de microalgas. Nos estdgios seguintes outros alimentos sdo
introduzidos, como Artemia e ragdes, para complementar a dieta com microalgas (ABCC,
2012).

Dias Estagios de desenvolvimento Taxa diéria de alimentacao
(para 1000 larvas)
1 gy S
— AH Nauplio Sem alimentagao exdgena
2 0.5-1.5mm
4 /
—— A " ,(‘.1
; i "l"L
4
] 2 50-100 mg de microparticulas
5 0€a 15,000 células de microalgas ml-!
!
o y)'a
6
7 1.5-5mm
8
— > - :‘ -—_‘v—'-)\\
9 b - nvm?"’” - — 5= 120-200 mg de microparticulas
na= 5 (.J,‘ : + 10,000 nauplios de Artémia
10 k. + 15.000 células de microalgas ml-!
] Misis
1
| 5-8 mm
L i e
— e 300-500 mg de dieta microparticulada
13 -g_:;‘::—“'vv’r)\\ + 10,000-20.000 nauplios de Artémia
= Jorel 17y .+ 15.000 células de microalgas ml-!
— '."'(‘.; ) : v' =
150 A2eD =R
14 N AP N
L N H 1 .
Pés-larva
8-15mm
v

Figura 1: Estagios de desenvolvimento e sequéncia alimentar de larvas de camardes peneideos

(Cahu, 2001).



O Camarao-Branco (Litopenaeus vannamei, Figura 2) € o crustaceo mais cultivado
na aquicultura, com uma produg¢do de 4,1 milhdes de toneladas em 2016, equivalendo a
53% da produgdo total (FAO, 2018). Pertencente a familia Penaeidae, L. vannamei é uma
espécie marinha e distribui-se ao longo da costa do Pacifico da América Central e do Sul.
Possui alta importancia econdmica devido a sua alta adaptabilidade a diferentes condigdes
climaticas, a sua rusticidade, rapidez no crescimento, ampla faixa de tolerancia a
salinidade, a sua capacidade em aproveitar dietas com niveis proteicos baixos e elevada
resisténcia a baixos teores de oxigénio na dgua (Zhou et al. 2009). Os machos atingem a
maturidade sexual medindo em média 17 cm e pesando em torno de 20 g e as fémeas
medindo cerca de 23 cm e com peso de 28 g, o que acontece a partir dos 6-7 meses de
vida (Gao et al. 2016). Na regido Sul do Brasil, a produgdo de camardes geralmente fica
limitada a uma safra por ano, ocorrendo nos meses com maior temperatura, geralmente
com duracdo de 75 dias (ciclo curto) ou 150 dias (ciclo longo). Assim, os cultivos de
camardes nessa regido sdo comumente realizados do inicio da primavera até o inicio do

outono.

Figura 2: Foto de um adulto do Camarao-Branco Litopenaeus vannamei (Fonte: GIA — Grupo

Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais).

As larvas L. vannamei, possuem altas exigéncias de acidos graxos poli-insaturados
(PUFAs), especialmente da familia n-3 e n-6. Esta exigéncia ¢ suprida com o

fornecimento de microalgas ricas em PUFAs, principalmente em acidos docosahexandico



(DHA) e eicosapentandico (EPA). A diatomécea Chaetoceros muelleri (Figura 3) ¢ uma
das espécies mais utilizadas na alimentagdo de larvas de L. vannamei, devido ao seu
tamanho adequado (8-20 um), rdpido crescimento e alto valor nutricional, apresentando

cerca de 27% de PUFAs (Jaime-Ceballos et al. 2006).

CCMP1316

Figura 3: Foto de microalga Chaetoceros muelleri (https://ncma.bigelow.org/ccmp1316).

10 pm

1.2.2. Na alimenta¢ao de rotiferos

Assim como na producdo de crusticeos, a qualidade das larvas ¢ um dos fatores
mais importantes na producao de peixes pois larvas bem alimentadas apresentam melhor
crescimento, ganho de peso e sobrevivéncia. No entanto, diferente de crustaceos, larvas
de peixes ndo se alimentam diretamente de microalgas, mas de rotiferos que se alimentam
destas. Os rotiferos sdo organismos invertebrados aquaticos, pertencentes ao filo Rotifera,
pseudocelomados, ndo segmentados e com simetria bilateral. A classe Monogononta
contém mais de 90% de todas as espécies de rotiferos e a familia Brachionidae ¢ composta
seis géneros, incluindo Brachionus com cerca de 25 espécies. Poucas espécies sdo
marinhas, sendo Brachionus plicatilis (Figura 4) uma das mais empregadas como
alimento na larvicultura de peixes por ter um tamanho adequado para consumo (100-280
um), motilidade relativamente baixa, alta taxa de reproducdo, curto ciclo de vida (3-5
dias) e tolerancia a uma ampla faixa de salinidade e temperatura. Além disso, a qualidade
nutricional de B. plicatilis pode ser facilmente manipulada (bioencapsulacdo) para
atender as exigéncias nutricionais das larvas, principalmente de PUFAs (Ferreira, 2009).

Estas caracteristicas tornam a espécie ideal para cultivos massivos.



Figura 4: Foto de uma fémea ovada do rotifero Brachionus plicatilis

(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/d/d0/Brachionus_plicatilis.jpg).

Em geral, o valor nutritivo de rotiferos depende da espécie de microalga da qual se
alimenta. Embora vérios géneros possam ser empregados, como Tetraselmis,
Nannochloropsis, Chaetoceros, Rhodomonas e Isochrysis, foi observado que
Nannochloropsis ¢ o melhor em termos de contetido nutritivo, pois contém alto contetido
de PUFAs (Ronquillo et al. 2012). Apenas cinco espécies compdem o género, todas de
ambiente marinho, sendo Nannochloropsis oceanica uma delas (Figura 5). Esta espécie
possui células esféricas de pequeno tamanho (2 — 4 um), apresenta altas taxas de
crescimento, tolerancia a uma ampla faixa de condi¢cdes ambientais como temperatura e
salinidade, e acumula até 50% do seu peso seco na forma de lipidio (Grima et al., 2003;

Mata et al., 2010).

el d @
T

Figura 5: Foto de microalga Nannochloropsis oceanica (https://phys.org/news/2018-05-dna-
toolkit-alga-nannochloropsis.html).



1.3. Restricoes ao uso de microalgas

Apesar da produgdo de microalgas ser de fundamental importancia na larvicultura
de organismos aquaticos, ela também ¢ trabalhosa e onerosa. Como as microalgas sdo
produtos intermediarios e ndo um produto final comercializavel, ao contrario das larvas,
os investimentos necessarios em infraestrutura e na contratagdo de pessoal qualificado
sdo geralmente ignorados (Muller-Feuga et al. 2000; Perumal et al. 2015). Por exemplo,
as técnicas de producdo comumente empregadas na aquicultura ndo sdo eficientes,
resultando em baixas produtividades e requerendo grandes volumes de cultivo para
atender a demanda da larvicultura. As microalgas geralmente sdo cultivadas em sistemas
abertos, sem grandes controles dos parametros ambientais, como temperatura,
luminosidade ou pH. Além disto, os meios de cultivo empregados geralmente sdo a base
de fertilizantes agricolas, de custo mais barato e contendo apenas os macronutrientes mais
importantes, como nitrogénio, fosforo e, no caso de diatomaceas, silica.
Consequentemente, a produgdo de microalgas raramente alcanga valores superiores a 1
g/L, o que equivale a apenas 0,1% do volume do cultivo. Como sdo necessarias grandes
concentragdes de microalgas, os cultivos requerem muito espaco, que poderia ser
empregado para outras finalidades. Além disto, devido ao seu tamanho microscopico (2-
100 pm) e densidade semelhante ao do meio, as microalgas nao sdo facilmente coletadas,
requerendo técnicas especificas. Geralmente a coleta ¢ realizada empregando-se
centrifugas de alta capacidade (Heasman et al., 2000). No entanto, devido ao grande
volume a ser centrifugado, o consumo energético ¢ muito elevado, podendo representar
até 50% do custo total da producgdo e tornando o procedimento muito caro (Greenwell et
al., 2010). O custo da biomassa seca pode chegar a US$ 1.000 o quilo (Rawat et al., 2013).
Além do mais, manter cultivos de microalgas em paralelo a da espécie-alvo pode ser
desastroso pois, se os cultivos sofrerem alguma queda na producdo, seja por falha na
manuten¢do ou por contamina¢do com outros organismos, a larvicultura ficard sem

alimento.

1.4. Coleta de microalgas por floculagio
A floculagdo ¢ uma tecnologia promissora e de baixo custo para a coleta de
microalgas (Vandamme et al., 2013). Como as microalgas possuem uma carga superficial

negativa, a adi¢do de um agente de carga positiva (catidnicos) resulta na neutralizagdo da



carga das microalgas, possibilitando a agregacao das células. Como estes agregados sdo
maiores e mais pesados que as células isoladas, eles sedimentam rapidamente. Diversos
estudos do Laboratério de Producdo de Microalgas, da Estacdo Marinha de Aquicultura
(EMA) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), demonstraram que a floculacao
¢ um processo eficiente na concentragdo de microalgas (Roselet et al., 2015, 2016, 2017;
Sales e Abreu, 2014, Konig et al., 2014). A floculagdo pode ser empregada para pré-
concentrar o cultivo, reduzindo o volume a ser centrifugado e, consequentemente,
reduzindo os custos de producdo. No entanto, a floculagdo ¢ obtida pela adicdo de
produtos quimicos, que podem ser inorganicos ou organicos. Dentre os floculantes
inorganicos, os baseados em sais metalicos como cloreto férrico e sulfato de aluminio ndo
sdo recomendados para a concentracdo de microalgas para uso alimentar, pois
contaminam a biomassa com metais, causando riscos a saude dos organismos (Farooq et
al., 2015).

Atualmente, os floculantes organicos a base de poliacrilamida sdo amplamente
usados para a concentragdo de microalgas. A acrilamida ¢ uma matéria-prima utilizada
em diversos setores da industria quimica, incluindo produtos para tratamento de agua
(Gregory, 2013; Lu et al., 2014). Apesar da poliacrilamida ndo ser toxica, 0s monomeros
de acrilamida formados pela sua degradacdo sdo (Bolto, 2007). A acrilamida ¢ uma
substancia neurotoxica e classificada como carcinogénica para humanos, segundo a
Agéncia Interacional de Pesquisa sobre o Cancer (Obon-Santacana et al. 2015). Estudos
com animais associaram a presenca de acrilamida na dgua tratada ao surgimento de
tumores (Neri, 2004). A preocupacdo com a presenga de acrilamida na dgua tratada levou
diversas nagdes a estabelecerem limites permissiveis. Os EUA estabeleceram um limite
residual 0,5 pg/L, enquanto que a Unido Europeia estabelece limite de 0,1 ug/L. No
Brasil, a portaria n° 1469 de 29 de dezembro de 2000 do Ministério da Saude, que
normatiza a qualidade da dgua para consumo humano, estabelece um valor maximo de
0,5 ng/L (BRASIL, 2000). Roselet et al. (2017) testaram a toxicidade de um floculante a
base de poliacrilamida em microalgas de 4gua doce e marinha, em concentragdes variando
de 2 a 100 mg L-!. De acordo com os autores, o floculante apresentou toxicidade apenas
para a espécie de agua doce.

Uma opgao aos floculantes sintéticos a base de poliacrilamida sdo os naturais, pois

sdo considerados biodegradaveis e ndo toxicos, sendo promissores na concentracdo de



microalgas para a alimentagdo animal. A quitosana ¢ um exemplo, derivada da quitina
extraida da casca de crustaceos. No entanto, Roselet et al. (2015) avaliaram os custos
deste floculante para a concentragdo de microalgas e concluiram que o seu uso ndo seria
economicamente viavel, devido ao alto pre¢o de mercado (US$ 10.000 t!) e baixa
eficiéncia em 4gua salgada. Os mesmos autores avaliaram um novo produto natural
disponivel no mercado nacional, a base de taninos extraidos da arvore Acacia-Negra
(Acacia mearnsii), concluindo ser tanto eficiente na coleta de microalgas marinhas quanto
economicamente vidvel. Em outro estudo, foi observado que este floculante nao
apresentou toxicidade para microalgas de d4gua doce e marinhas em concentragdes até 100
mg L! (Roselet et al., 2017).

Apesar dos floculantes organicos a base de tanino nao serem considerados toxicos
para organismos aquaticos, ndo existem trabalhos demonstrando o seu efeito em
organismos alimentados com concentrados de microalgas produzidas por floculagdo,
como larvas de camardo ou rotiferos. Tampouco existem trabalhos que verificaram o
efeito de magnificagdo trofica, pois os rotiferos servem de alimento para larvas de peixes

(Figura 6).

2 @ Larvas de peixes
Larvas de camarao

R — Rotiferos

Biomassa
floculada

Figura 6: Uso de biomassa floculada na alimentagdo direta (®) ¢ indireta (®) de organismos
aquaticos.

2. Objetivos
2.1. Geral

e Verificar o efeito de concentrados de microalgas, produzidos por floculagdo com

polimeros organicos sintéticos e naturais, como alimento para organismos aquaticos.

2.2. Especificos

e Verificar a sobrevivéncia de larvas de L. vannamei na presenga de floculante na agua.
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e Verificar a sobrevivéncia de larvas de L. vannamei alimentadas com biomassa

floculada.

e Verificar a sobrevivéncia de B. plicatilis alimentados com biomassa floculada.

3. Materiais e Métodos
3.1. Producio da biomassa de microalgas
3.1.1. Cultivo de Nannochloropsis oceanica

O inoculo da microalga N. oceanica foi proveniente do Laboratorio de Producao de
Microalgas da FURG. A microalga foi cultivada em 4gua marinha natural (salinidade 28),
previamente filtrada em filtro cartucho de polipropileno de 1,0 um de poro. Em seguida,
a agua foi esterilizada com adigdo de hipoclorito de s6dio 12% (0,15 mL/L) por 24 horas
e declorada com a adi¢ao de 30 mg/L de 4acido ascorbico, por 30 minutos. Apos o processo
de esterilizacdo, a agua foi enriquecida com meio fertilizante composto de sulfato de
amoénio (150,0 mg/L), ureia (7,5 mg/L), superfosfato de célcio (25,0 mg/L), cloreto
férrico (1,6 mg/L) e suplementado com vitaminas B, (0,1 mg/L), B7 (0,5 pg/L) e Bi2 (0,5
png/L). Apos a inoculagdo, o cultivo de Nannochloropsis oceanica foi mantido em
suspensdo pela injecdo continua de ar atmosférico (20 L/min), sob luz e fotoperiodo
naturais em um tanque circular de 1.600 L (Roselet et al., 2013, Figura 7). O crescimento
do cultivo foi monitorado a cada dois dias através de contagens celulares, usando-se uma
camara de Neubauer e microscopio. A coleta da biomassa foi realizada quando o cultivo
alcangou o final da fase exponencial, quando a densidade celular foi maxima. A

metodologia da coleta est4 descrita na Se¢do 3.2.

ey

Figura 7: Foto do cultivo de Nannochloropsis oceanica.
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3.1.2. Cultivo de Chaetoceros muelleri

O inoculo da microalga C. muelleri foi obtido na colecdo do Laboratorio de
Producao de Microalgas da FURG. Esta microalga foi cultivada em 4gua marinha natural
(salinidade 30) esterilizada de acordo com a metodologia descrita na Se¢do 3.1.1. A agua
foi enriquecida com meio /2 suplementado com 30 mg/L de metassilicato de sédio
(Guillard, 1975). O cultivo foi inoculado em um fotobiorreator cilindrico de 330 L (Figura
8), mantido em suspensdo pela injecdo continua de ar atmosférico (20 L/min), sob
iluminagao artificial proporcionada por duas lampadas fluorescentes tipo luz do dia de 40
W (3200 luxes) e com fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro. O crescimento e

a coleta da biomassa foram realizados conforme descrito na Se¢do 3.1.1.

|a

Figura 8: Foto do cultivo de Chaetoceros muelleri em crescimento exponencial (a) € no momento

de coleta (b).

3.2. Coleta e armazenamento da biomassa
3.2.1. Floculacao da biomassa
A biomassa de N. oceanica e de C. muelleri foi concentrada por floculacdo
empregando-se dois floculantes organicos comerciais usados no tratamento de agua.
Flopam FO 4990 SH ¢ um floculante sintético a base de poliacrilamida produzido pela
empresa SNF Floerger (Franga), e Tanfloc SG ¢ um floculante natural a base de tanino
produzido pela empresa TANAC (Brasil). Ambos os floculantes foram anteriormente
empregados com sucesso na coleta de microalgas marinhas (Roselet et al., 2015, 2016,

2017).
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A coleta da biomassa foi realizada em um tanque de floculagdo contendo 250 litros
de cultivo, equipado com sistema elétrico de homogeneizacdo (Figura 9).
Nannochloropsis oceanica foi floculada adicionando-se a concentragdo 6tima de cada
floculante (Tanfloc: 10 mg/L, Flopam: 5 mg/L), enquanto que para C. muelleri foi usada
a concentracdo 6tima de 5 mg/L de cada floculante. As concentragdes Otimas foram
previamente determinadas utilizando-se a metodologia de teste de jarros, conforme
descrita em Roselet et al. (2016). Apos a adicao dos floculantes, a dispersao foi realizada
por agitacdo mecanica a uma rotacdo de 80 RPM por 5 minutos, seguida de uma rotacao
de 20 RPM por 15 minutos para estimular a formacdo dos flocos. Ao final desta etapa, a
agitacao foi suspensa para permitir a sedimentag¢do dos flocos, seguida pela remogao do

sobrenadante por sifonagem e coleta da biomassa.

Figura 9: Tanque de floculagao.

3.2.2. Centrifugacio da biomassa
Além da biomassa concentrada por floculagdo, uma parte foi concentrada por
centrifugacdo para ser usada como um tratamento controle, sem adi¢do de floculante. Para
isto, foi empregada uma centrifuga de piso refrigerada da alta capacidade (Supra 22K,
Hanil, Coréia do Sul, Figura 10). A biomassa foi centrifugada por 10 minutos, 9000 RPM
e 15 °C. O sobrenadante ndo foi totalmente removido para manter a biomassa em forma

liquida para uso posterior.

13



Suproa 22K

Figura 10: Centrifuga de piso modelo Supra 22K.

3.2.3. Armazenamento da biomassa
Os concentrados de N. oceanica e C. muelleri, tanto por floculagdo quanto por
centrifugacgdo, foram armazenados em potes e mantidos refrigerados (4 °C) até 0o momento
da sua utilizacdo, ndo superior a 30 dias. Previamente e durante os experimentos foi
verificada a viabilidade dos concentrados, através da observagdo da estrutura celular
usando um microscopio otico. Foram consideradas como viaveis quaisquer células que

ndo apresentaram rompimento celular e mantiveram a sua coloragao tipica.

3.3. Larvicultura de Litopenaeus vannamei

Os nauplios do camardo L. vannamei foram adquiridos do laboratério comercial
Aquatec Ltda. (Rio Grande do Norte). Ao chegarem no laboratério, os nduplios passaram
por uma aclimatacdo de temperatura (30 °C), pH (8,4), salinidade (34) e por um teste de
fototaxia positiva para verificacdo do estado sanitario. Apds isto, os nduplios foram
estocados nas unidades experimentais de 2 L na densidade de 100 nauplios/L, com
aeracdo e temperatura constantes. Os experimentos foram iniciados apenas quando as
larvas atingiram o estdgio de Protozoea I, momento em que esgotam as reservas

vitelinicas e iniciam a alimentagdo exogena.
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3.4. Producio de Brachionus plicatilis
O cultivo do rotifero B. plicatilis foi obtido do Laboratério de Piscicultura Estuarina
e Marinha da FURG. Os rotiferos foram cultivados em sistema de batelada, em tanques
cilindricos conicos de 40 litros de volume 1til, com temperatura de 24 °C, em salinidade
de 25, com aeracao e luminosidade continuas. Os rotiferos foram alimentados diariamente
com a levedura Saccharomyces cerevisiae (0,6 g/10° rotiferos). A cada 4 dias os rotiferos
foram lavados com 4gua salgada esterilizada, usando-se uma malha de 50 pm, e

inoculados na densidade de 200 rotiferos/mL (Pousao-Ferreira, 2009).

3.5. Delineamento experimental
3.5.1. Experimento 1

Este experimento foi realizado no Laboratorio de Carcinocultura da FURG e teve
como objetivo verificar o efeito do floculante, adicionado diretamente na agua, na
sobrevivéncia de larvas de L. vannamei. Para isto, as larvas foram submetidas a quatro
concentragdes diferentes dos floculantes Tanfloc e Flopam (2,5, 5, 10 e 20 mg/L),
separadamente. Um tratamento sem adi¢@o de floculante foi empregado como controle.
As unidades experimentais tinham um volume 1til de 2 litros, instaladas em um tanque
com temperatura controlada (30 °C). A aeracdo foi suave e constante, porém nao foi
possivel determinar o fluxo. Todos os tratamentos foram realizados com trés repeti¢des.

Durante o experimento as larvas foram alimentadas normalmente, com adi¢do
diaria da biomassa centrifugada de C. muelleri. Para isto, foram realizadas contagens
celulares no concentrado centrifugado e nas unidades experimentais para determinar o
volume de concentrado e ser adicionado para atingir a densidade de 5 x 10* células/mL
nas unidades. O experimento teve duracao de trés dias.

A resposta monitorada neste experimento foi a mortalidade, através da contagem
diaria de larvas subtraida da contagem inicial. As contagens foram feitas empregando-se
um microscopio. Os parametros de qualidade de 4gua foram monitorados diariamente
para garantir que a resposta ndo foi influenciada por qualquer variagao fora dos limites
tolerados pela espécie, de acordo com Boyd (1989, 2003). Os parametros monitorados
foram temperatura e oxigénio dissolvido (oximetro, YSI, 550A, EUA), pH (Mettler
Toledo, Five Easy FE 20, EUA), amonia total e nitrito (UNESCO, 1983).
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3.5.2. Experimento 2

Este experimento foi realizado no Laboratorio de Carcinocultura da FURG e teve
como objetivo verificar o efeito da biomassa de C. muelleri concentrada por floculagdo
na sobrevivéncia de larvas de L. vannamei. Para isto, as larvas foram submetidas a dois
tratamentos referentes aos floculantes Tanfloc e Flopam, conforme descrito na Secao
3.2.1. Um tratamento coletado por centrifugagdo e sem adi¢do de floculante foi
empregado como controle. As unidades experimentais tinham um volume util de 2 litros,
instaladas em um tanque com temperatura controlada (30 °C). A aeracdo foi suave e
constante, porém nao foi possivel determinar o fluxo. Todos os tratamentos foram
realizados com cinco repetigdes.

Durante o experimento as larvas foram alimentadas normalmente, com adi¢do
diaria das diferentes biomassas de C. muelleri (centrifugada, Tanfloc e Flopam). Para isto,
foram realizadas contagens celulares dos concentrados e nas unidades experimentais para
determinar o volume de concentrado e ser adicionado para atingir a densidade de 5 x 10*
c¢lulas/mL nas unidades. O experimento teve duracdo de seis dias.

A resposta monitorada neste experimento foi a mortalidade, através da contagem
diaria de larvas subtraida da contagem inicial. As contagens foram feitas empregando-se
um microscopio. Os parametros de qualidade de 4gua foram monitorados diariamente
para garantir que a resposta ndo foi influenciada por qualquer variagao fora dos limites
tolerados pela espécie, de acordo com Boyd (1989, 2003). Os parametros monitorados
foram temperatura e oxigé€nio dissolvido (oximetro, YSI, 550A, EUA), salinidade com
refratometro digital (Atago, PAL-06S, Japao), pH (Mettler Toledo, Five Easy FE 20,
EUA), amdnia total e nitrito (UNESCO, 1983).

3.5.3. Experimento 3
Este experimento foi realizado no Laboratério de Piscicultura Estuarina e Marinha
da FURG e teve como objetivo verificar o efeito da biomassa de N. oceanica concentrada
por floculacdo na sobrevivéncia de rotiferos B. plicatilis. Para isto, os rotiferos foram
submetidos a dois tratamentos referentes aos floculantes Tanfloc e Flopam, conforme
descrito na Se¢do 3.2.1. Um tratamento coletado por centrifuga¢do e sem adigdo de
floculante foi empregado como controle positivo, enquanto que um tratamento sem

adi¢do de alimento (jejum) foi empregado como controle negativo. As unidades
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experimentais tinham um volume 1til de 2 litros com uma densidade de 50 rotiferos/mL,
instaladas em um tanque com temperatura controlada em 25 °C (Figura 11). A aeragdo
foi suave e constante, porém ndo foi possivel determinar o fluxo. Todos os tratamentos
foram realizados com trés repeticoes.

Durante o experimento os rotiferos foram alimentados normalmente, com seis
adigdes diaria das diferentes biomassas de N. oceanica (centrifugada, Tanfloc e Flopam),
exceto no tratamento em jejum. Para isto, foram realizadas contagens celulares dos
concentrados e nas unidades experimentais para determinar o volume de concentrado e
ser adicionado para manter a densidade de 20 x 10* células/rotifero nas unidades. O
experimento abrangeu dois ciclos de producao, cada tendo uma duracdo de 5 dias devido
ao curto ciclo de vida da espécie (Ferreira, 2009). No total, o experimento teve uma
duragao de 10 dias.

As respostas monitoradas neste experimento foram o nimero de rotiferos e a
porcentagem de fémeas ovadas. As contagens foram feitas empregando-se um
microscopio. Os parametros de qualidade de dgua foram monitorados diariamente para
garantir que a resposta ndo foi influenciada por qualquer variagdo fora dos limites
tolerados pela espécie, de acordo com Boyd (1989, 2003). Os parametros monitorados
foram temperatura e oxigénio dissolvido (oximetro, YSI, 550A, EUA), salinidade com
refratometro digital (Atago, PAL-06S, Japao), pH (Mettler Toledo, Five Easy FE 20,
EUA), amdnia total e nitrito (UNESCO, 1983).

P

Figura 11: Imagem da estrutura usada no experimento (a) e detalhe da unidade experimental de

volume util de 2 litros (b).

17



3.6. Analise estatistica
Os dados de qualidade de 4gua, mortalidade de larvas, contagem de rotiferos e de
fémeas ovadas foram analisados por Andlise de Variancia (o = 0,05), seguida pelo teste
post hoc de Tukey. Para o célculo da concentragdo de floculante necessaria para induzir
a metade da mortalidade méxima (EC50), os dados de concentragdo de floculante do
experimento 1 foram transformados para logl0. Todas as andlises foram realizadas

utilizando o software GraphPad Prism versao 7.

4. Resultados
4.1. Experimento 1

Este experimento teve como objetivo verificar o efeito do floculante, adicionado
diretamente na dgua, na sobrevivéncia das larvas de L. vannamei. A adig¢do de diferentes
concentragdes dos floculantes Tanfloc e Flopam (2,5, 5, 10, 20 mg/L) ndo teve efeito em
nenhum dos pardmetros de qualidade de &gua, pois ndo foram observadas diferencas
estatisticas significativas (p>0,05). No entanto, foi observado efeito significativo
(p<0,05) dos floculantes na sobrevivéncia das larvas de L. vannamei (Tabela 1). O
tratamento controle ndo apresentou mortalidade ao longo do experimento. Da mesma
forma, os tratamentos com 2,5 mg/L de floculante também nao apresentaram mortalidade
ao longo dos trés dias de experimento. Aumentando as concentracdes dos floculantes para
5 mg/L resultou numa mortalidade média de 11,65%. Concentragdes superiores a 5 mg/L

resultaram em mortalidade total das larvas 48 horas ap6s a adi¢ao dos floculantes.
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Figura 12: Mortalidade de larvas de L. vannamei com adi¢ao de diferentes concentragdes de

Tanfloc (a) e Flopam (b) diretamente na agua.
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A Figura 13 apresenta os graficos da concentracdo de floculante necessaria para

induzir a metade da mortalidade méxima (EC50). Para ambos os floculantes, a EC50

obtida foi de aproximadamente 5,3 mg/L.
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Figura 13: EC50 de Tanfloc (a) e Flopam (b) adicionados diretamente na agua.

A andlise visual das larvas demonstrou que elas se alimentaram da biomassa
centrifugada de C. muelleri, pois foi observada a presenga de corddes fecais em todos os

tratamentos ao longo do experimento (Figura 14).
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Figura 14: Fotos das larvas de L. vannamei observadas no experimento de adigdo de floculante

no cultivo. (a) Controle, (b) Tanfloc e (c) Flopam. As setas indicam a presenca de cordao fecal.

Ao contrario da mortalidade, a adi¢do dos floculantes ndo teve efeito algum nos

parametros de qualidade de agua, pois ndo foram observadas diferengas significativas
(Tabela 1).
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Tabela 1: Parametros de qualidade da agua observados no experimento 1. Os dados sdo correspondentes a média de 3 repeti¢des + desvio

padrao.
Parametros Tratamentos
Controle Tanfloc Flopam

0 mg/L 2,5 mg/L 5 mg/L 10 mg/L 20 mg/L 2,5 mg/L 5 mg/LL 10 mg/L 20 mg/L
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 5,20+0,18 5,02£0,10  5,09+0,20  5,00=0,10  5,28+0,41  5,10+0,25  5,18+¢0,43  5,07+0,30  5,24+0,36
Temperatura (°C) 31,8+0,64 31,6+0,23  31,5+0,24  31,6+0,48  31,1+1,37  32,9+1,01  32,7+1,07 32,7£1,05  31,6+1,50
pH 8,36+0,20 8,25+0,13  8,32+0,25  8,29+0,15  8,21+0,08  8,34+0,27 8,41+0,23  8,29+0,21  8,42+0,24
Amonia (mg/L) 0,15+0,21 0,16£0,23  0,21+0,32  0,24+0,35  0,28+0,42  0,16+0,23  0,22+0,32  0,22+0,31  0,29+0,43
Nitrito (mg/L) 0,01+0,01 0,01+0,01  0,01+0,01  0,01+0,01  0,02+0,01  0,01+0,01  0,01+0,01  0,01+0,01  0,01+0,01

Parametros acima demonstrados ndo apresentaram diferenca estatistica (p > 0,05).
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4.2. Experimento 2

Este experimento teve como objetivo verificar o efeito dos concentrados por
floculacdo na sobrevivéncia das larvas de L. vannamei. Os resultados obtidos foram
semelhantes aos do experimento anterior, com mortalidade total das larvas ao fim do
experimento para ambos os floculantes (Figura 15). O tratamento controle ndo apresentou
mortalidade ao longo do experimento. O concentrado com Flopam foi o que apresentou
a maior mortalidade inicial, de cerca de 50% ja nas primeiras 48 horas de experimento.
Em 72 horas, todas as larvas estavam mortas. O concentrado com Tanfloc, em
comparagdo, apresentou 50% de mortalidade em apenas 96 horas de experimento,

atingindo 100% de mortalidade em 120 horas.
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Figura 15: Mortalidade de larvas de L. vannamei alimentadas com biomassa de C. muelleri

concentrada por centrifugacao (Controle) e por floculagdo com Tanfloc e Flopam.

A Figura 16 apresenta fotos das larvas nos diferentes tratamentos. Pode-se observar
a presenca de corddes fecais nos tratamentos com microalgas floculadas (Tanfloc e
Flopam), demonstrando que houve consumo da biomassa. Também pode-se observar a

presenca de flocos aderidos na superficie das larvas, principalmente no tratamento com

Flopam.
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A N

Figura 16: Fotos das larvas de L. vannamei observadas no experimento de alimentagdo. (a)
Controle, (b) Tanfloc e (c) Flopam. As setas pretas indicam a presenga de corddo fecal e as

vermelhas indicam os aglomerados de células no corpo das larvas.

Como no experimento anterior, a adi¢do dos concentrados ndo teve efeito nos
parametros de qualidade de 4gua, pois ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas (p>0,05, Tabela 2).

Tabela 2: Parametros de qualidade da 4gua observadas no experimento 2. Os dados sdo

correspondentes a média de 5 repeti¢cdes + desvio padrio.

Tratamentos
Parametros
Controle Tanfloc Flopam

Oxigénio Dissolvido (mg/L) 5,08+0,19 5,12+0,29 5,03+0,17
Temperatura (°C) 32,00+1,03 31,70+1,31 32,20+0,95
pH 8,34+0,03 8,34+0,05 8,35+0,04
Salinidade 32,83+0,03 33,6+1,84 34,0+1,74
Amonia (mg/L) 0,01+0,01 0,01+0,01 0,01+0,01
Nitrito (mg/L) 0,01+0,01 0,01+0,01 0,01+0,01

Parametros acima demonstrados nao apresentaram diferenca estatistica (p > 0,05).

4.3. Experimento 3
Este experimento teve como objetivo verificar o efeito dos concentrados por
floculacdo na densidade de rotiferos e na porcentagem de fémeas ovadas. A densidade

variou significativamente (p<0,5) entre os tratamentos (Figura 17a). O tratamento
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controle (biomassa centrifugada) apresentou a maior densidade, com uma média de
273/mL. O tratamento Tanfloc apresentou uma densidade inferior (120/mL) ao controle,
porém maior que o tratamento Flopam (42/mL). Os rotiferos mantidos em jejum
apresentaram a mesma densidade do tratamento Flopam (42/mL). A porcentagem de
fémeas ovadas (Figura 17b) apresentou o mesmo comportamento da densidade, com o
controle apresentando médias maiores (48%). O tratamento com Tanfloc apresentou uma
porcentagem inferior de fémeas ovadas (24%). Tanto o tratamento Flopam quanto o

Jejum apresentaram as menores porcentagens (4,5%).

1000+ . a b
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o

0o 1 3 8
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Figura 17: Efeitos dos floculantes Tanfloc ¢ Flopam na densidade de rotiferos (a) e na
porcentagem de fémeas ovadas (b). Os tratamentos Centrifugado e Jejum foram empregados
como controle positivo e negativo, respectivamente. Sobrescritos diferentes apresentam diferenca

estatistica (p < 0,05).

Referente aos pardmetros de qualidade de dgua, a adigdo dos concentrados de
Tanfloc e Flopam teve efeito significativo (p<0,5) apenas nas concentragcdes de amonia e
de nitrito, que foram menores em comparacdo com o tratamento controle (Tabela 3). O
tratamento jejum também apresentou concentragdes menores de amonia e nitrito. Quanto

aos demais parametros, ndo houveram diferengas entre os tratamentos.
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Tabela 3: Parametros de qualidade da agua observados no experimento 3. Os dados sdo

correspondentes a média de 3 repeti¢cdes + desvio padrao.

Parametros Tratamentos

Controle Tanfloc Flopam Jejum
Oxigénio Dissolvido (mg/L)  6,54:0,44 6,63+0,37" 6,71+0,34*  6,73+0,28°
Temperatura (°C) 25,7+0,33° 25,7+0,30° 25,7+0,30°  25,7+0,27°
pH 7,46+0,47° 7,50+0,48" 7,51£0,46°  7,48+0,41°
Ambnia (mg/L) 426+5,77° 0,54+0,60° 0,35£0,41°  0,21+0,24°
Nitrito (mg/L) 0,03+0,04° 0,00£0,00° 0,00+0,00°  0,00+0,00°

Parametros com sobrescritos diferentes apresentam diferenca estatistica (p < 0,05).

5. Discussdo
5.1. Efeito dos floculantes nas larvas de L. vannamei

Os experimentos 1 e 2 demonstraram de formas diferentes que os floculantes
possuem efeito deletério na sobrevivéncia de larvas de L. vannamei. No experimento 1
os floculantes foram adicionados diretamente na dgua, sendo observada a mortalidade
total das larvas em quarenta e oito horas para as maiores concentragdes de ambos os
floculantes (10 e 20 mg/L). Ao contrario, no tratamento onde ndao houve adi¢ao de
floculantes (Controle) a sobrevivéncia foi de 100%. Este resultado demonstra que as
condi¢des de cultivo ndo foram estressantes para as larvas, pois os parametros de
qualidade de 4gua estavam dentro da faixa considerada ideal para a espécie (Tabela 4).
Além do mais, foi observado em todos os tratamentos que as larvas se alimentaram da
biomassa centrifugada, demonstrado pela presenca de corddes fecais. De acordo com os
resultados obtidos, a concentragdo de 2,5 mg/L ndo resultou na mortalidade das larvas.
Este resultado ¢ interessante pois, na pratica, ndo se espera observar concentracdes tao
altas de floculante na 4gua. A concentragao 6tima de floculante necessario para concentrar
C. muelleri foi de 5 mg/L, tanto para Tanfloc quanto para Flopam. Como o floculante fica
fortemente adsorvido nas microalgas, espera-se que a concentragdo na agua seja bem

inferior, porém estudos futuros deverdo confirmar esta hipotese.
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Tabela 4: Niveis recomendados dos parametros de qualidade de agua para larvas do camarao L.

vannamei de acordo com Boyd (1989, 2003).

Parametros Faixa ideal
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 5,0-9,0
Temperatura (°C) 28 -32
pH 7,0-8,3
Salinidade 25-35
Amonia (mg/L) <1,0
Nitrito (mg/L) 15-25

De acordo com o fabricante, Tanac S.A., o Tanfloc € um extrato aquoso da casca
da Acéacia-Negra, com a adicdo de amina e aldeido para conferir carga positiva. A ficha
de seguranga do produto informa que a EC50, em 48 horas, ¢ de 12 mg/L para a microalga
Scenedesmus subspicatus. O fabricante ndo informa se o floculante persiste no ambiente
ou se possui potencial de bioacumulagao. Quanto ao Flopam, a SNF Floerger informa que
se trata de um copolimero de acrilamida e cloreto de acriloil-oxietil-trimetilamodnio, dois
componentes que possuem toxicidade. A EC50 para Scenedesmus subspicatus ¢ de 48
mg/L para o 4cido aminosulfonico, ndo havendo informagao para o metacrilato de cloreto
de trimetilaménio de etila. A EC50 obtida no experimento 1 foi de 5,3 mg/L,
consideravelmente inferior as informadas pelos fabricantes. Ainda de acordo com o
fabricante, Flopam ¢ facilmente biodegraddvel em pH natural (>6), levando 28 dias para
se hidrolisar em 70%. O produto da hidrélise ndo é considerado prejudicial aos
organismos aquaticos. Quanto ao potencial de bioacumulac¢do, o fabricante apenas
informa que ndo ¢ esperado. Apesar das informacdes dos fabricantes, os resultados do
experimento 1 demonstram haver uma toxicidade quimica dos floculantes nas larvas de
L. vannamei.

No experimento 2, os floculantes foram adicionados na biomassa, que entdo foi
ofertada como alimento as larvas de L. vannamei. Os resultados deste experimento foram
semelhantes aos do experimento anterior, com mortalidade total das larvas exceto no
controle. Porém, contrario ao experimento anterior, as larvas sobreviveram por mais

tempo. Este resultado sugere que a quantidade de floculante dissolvido na 4gua foi
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potencialmente inferior, sugerindo que a hipdtese levantada no experimento anterior
possa estar certa. No presente experimento, as larvas entraram em contato com o
floculante apenas quando se alimentaram da biomassa. Novamente, a observacdo de
corddes fecais demonstrou que as larvas efetivamente consumiram a biomassa (Figura
16). Porém, diferente do experimento 1, foram observados agregados de microalgas
(flocos) aderidos nas superficies das larvas (Figura 16). E possivel supor que a
mortalidade observada neste experimento seja devida a uma toxicidade fisica, pois as
larvas com flocos aderidos podem ter tido um gasto energético maior para se manterem
em suspensdo na coluna d’agua. Em relacdo a qualidade de agua, os valores observados
ficaram dentro da faixa considerada ideal para a espécie (Tabela 4).

Em ambos os experimentos, o uso de biomassa centrifugada ndo afetou
negativamente a sobrevivéncia das larvas, corroborando estudos anteriores que usaram
concentrados de microalgas produzidos por centrifugagdo na alimentagdo de larvas de
camardo (Heasman et al. 2000, Robert et al. 2001). Diferentemente de resultados
encontrados por Millamena et al. (1990), que alimentaram Penaeus monodon com
biomassa floculada com sulfato de aluminio e posteriormente seca ao sol como meio de
conservagao da biomassa, e um tratamento controle com o uso do cultivo fresco, sem o
floculante. Foram utilizadas as seguintes microalgas, duas diatomaceas, Chaetoceros
calcitrans e Skeletonema costatum, e duas flageladas: Tetraselmis chui e Isochrysis
galbana. Utilizando as concentragdes de floculantes de 0, 10, 50, 100 e 200 mg/L. A
melhor taxa de sobrevivéncia foi atingida com biomassa de Chaetoceros seca (68%),
seguido por Tetraselmis seca (44%) que era comparavel com o controle. D*Souza et al.
(2002), utilizando como agente floculante uma solu¢do de polieletrélito a base de
poliacrilamida, na dieta floculada concentrada de quatro espécies de microalgas,
Chaetoceros muelleri, C. calcitrans, Skeletonema sp. e Thalassiosira pseudonana, como
alimento para as larvas de Penaeus monodon, comparando-as com suas culturas frescas.
O tratamento com uso de C. muelleri promoveu maior sobrevivéncia, maior ganho de
peso e desenvolvimento mais rdpido para misis 1. Larvas alimentadas com esta dieta
foram duas vezes mais pesadas do que as alimentadas com a maioria das outras dietas.
Os tratamentos floculados de C. muelleri ou T. pseudonana promoveram taxas de
sobrevivéncia similares as de larvas alimentadas com C. muelleri, embora as taxas de

desenvolvimento tenham sido mais lentas. Larvas alimentadas com C. calcitrans frescas
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tiveram alta sobrevivéncia (>99%) e desenvolvimento intermedidrio, mas aquelas
alimentadas com o concentrado floculado, obtiveram sobrevivéncia de menos de 17% e
desenvolvimento muito ruins, vindo de acordo com nosso trabalho. A espécie
Skeletonema sp. seja na forma fresca ou concentrada, foi uma dieta pobre para larvas de
camardo, resultou em alta mortalidade e desenvolvimento lento. Concentrados de algas
floculadas sdo promissores como substitutos de algas frescas. Beim e Beim (1994)
compararam floculantes comerciais a base de acrilamida em adultos do peixe de agua
doce Phoxinus phoxinus. Os autores observaram altera¢des do epitélio das branquias e
células do figado e do rim. Também foi observada a adsor¢ao do floculante na superficie
do corpo seguido por aumento mucificacdo. Os autores concluiram que o mecanismo de
a¢do dos floculantes ¢ membranotropico. E possivel que o mecanismo de agdo dos
floculantes Tanfloc e Flopam seja semelhante ao observado por Beim e Beim (1994).
Este estudo demostrou que o uso dos floculantes Tanfloc e Flopam para a produgao
de concentrados da microalga C. muelleri ndo sdo seguros para larvas de L. vannamei,
pois podem acarretar tanto em toxicidade quimica quanto fisica. No entanto, aconselha-
se que trabalhos futuros avaliem quais os efeitos adversos provocados nas larvas de L.

vannamei.

5.2. Efeito dos floculantes nos rotiferos B. plicatilis

O experimento 3 demonstrou que os floculantes Tanfloc e Flopam possuem efeitos
deletérios no crescimento e na reprodugdo de rotiferos B. plicatilis. Os rotiferos foram
alimentados com a microalga N. oceanica durante dois ciclos de produgdo. Os melhores
resultados foram obtidos para o tratamento com biomassa centrifugada (controle
positivo), sendo esta a forma de coleta mais citada na literatura (Mccausland et al., 1999;
Robert et al.,, 2001). Ao comparar a densidade maxima de rotiferos obtida com o
concentrado de microalga centrifugada, observa-se que a densidade deste trabalho (881
rotiferos/mL) foi superior a relatada por Guevara et al. (2011) que utilizaram
Rhodomonas salina na alimentacdo de B. plicatilis, obtendo uma concentracao de 316
rotiferos/mL. Contrariamente, o tratamento em jejum apresentou o pior resultado de
crescimento, com uma média de apenas 42 rotiferos/mL. Curiosamente, o tratamento com
Flopam ndo apresentou diferenca estatistica com o jejum. O tratamento com Tanfloc

apresentou resultados intermediarios, mas bem abaixo do concentrado por centrifugacao.
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Guevara et al. (2011) alimentaram rotiferos com diferentes concentrados da
microalga Rhodomonas salina, um tratamento centrifugado, um tratamento floculado
com quitosana e um tratamento com cultura fresca. Os autores obtiveram como resultado
que o tratamento centrifugado foi superior ao tratamento floculado, apresentando uma
densidade populacional de 315,7 rotiferos/ml enquanto no tratamento floculado foram
encontrados 212,4 rotiferos/ml.

No tratamento com biomassa centrifugada, foram observados picos nas
concentragdes de amonia e nitrito a partir do segundo dia, em ambos os ciclos de cultivo.
Este aumento significativo da concentracdo destes dois compostos pode ser explicado
pelo alto crescimento populacional observado neste tratamento. Da mesma forma, a
auséncia de amonia e nitrito nos tratamentos com Tanfloc, Flopam e jejum ¢ devida ao
baixo crescimento populacional. Os valores observados estdo dentro dos limites
recomendados para a espécie, que ¢ at¢ 1mg/L de amodnia gasosa e 10 mg/L de nitrito

Perumal (et al. 2015).

Tabela 5: Niveis recomendados dos pardmetros de qualidade de agua para rotiferos Brachionus

plicatilis de acordo com Perumal (et al. 2015)

Parametros Faixa ideal
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 5,0-38,0
Temperatura (°C) 15-25
pH 7,1-17,5
Salinidade 25-35
Amonia (mg/L) <1,0
Nitrito (mg/L) 6-10

Neste experimento ficou claro que a utilizagdo de floculantes catidnicos para a
obtencdo de biomassa para alimentacdo dos rotiferos ndo teve sucesso, pois tanto a
densidade quanto a porcentagem de fé€meas ovadas apresentaram resultados
significativamente inferiores. No caso de Flopam, especificamente, ndo houve diferenca
com o tratamento em jejum. Estes resultados podem ser devido a toxicidade quimica dos

floculantes para B. plicatilis. Pereira et al. (2018) testaram cinco floculantes cationicos a
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base de poliacrilamida, de diferentes caracteristicas (como densidade de carga e peso
molecular) e observaram toxicidade para D. magna em todos. Beim e Beim (1994)
também comparam floculantes comerciais a base de acrilamida, mas de diferentes cargas
elétricas (catidnicos, anidnicos e ndo i6nico) e observaram seus efeitos na pulga d’agua
Daphnia magna. Os autores nao observaram efeitos dos floculantes na qualidade de agua
(oxigénio dissolvido, carbono organico dissolvido, demanda bioquimica de oxigénio e
pH), mas observaram efeitos de curto e longo prazo em D. magna. Além disto, os autores
observaram que os floculantes catidnicos tiveram maior a toxicidade, tanto em curto
como a longo prazo. Kleinow (1986) estudou o efeito da toxicidade da acrilamida em B.
plicatilis, observando que o mecanismo de acdo ¢ no bloqueio da atividade
neuromuscular. De acordo com Letterman e Pero (1990), a acrilamida apresenta atividade
neurotdxica e que pode acumular no organismo se continuamente ingerida. Como a taxa
de alimentacdo dos rotiferos ¢ muito elevada, ¢ possivel que a acrilamida presente na
biomassa oferecida como alimento tenha se acumulado no organismo, resultando em
efeitos neurotoxicos. Curiosamente, Sales et al. (2016) cultivaram juvenis do Cavalo-
Marinho Hippocampus reidi por 15 dias com biomassa de N. oculata floculada com
Flopam, obtendo uma sobrevivéncia de 55%. No entanto, além da biomassa floculada,
também foram adicionados outros alimentos vivos para H. reidi, como 0s crusticeos
Tisbe biminiensis e Artemia salina, o que pode ter contribuido para a maior sobrevivéncia
observada.

Infelizmente a literatura sobre a toxicidade de taninos em organismos aquaticos ¢
escassa. De acordo com Kegley et al. (2010) a EC50 de taninos para D. magna ¢ de 26
mg/L enquanto que a ficha de seguranga do Tanfloc informa ser de 13,2 mg/L. Quanto
ao Flopam, a EC50 do metacrilato de cloreto de trimetilamonio de etila e o acido
aminosulfonico ¢ 20 — 50 mg/L e 71,6 mg/L, respectivamente. Yamasaki et al. (2002)
estudaram o efeito de taninos no crusticeo 4. salina, observando decomposicao das
paredes do intestino e das gonadas. Quando analisamos o percentual de fémeas ovadas
no experimento 3, podemos observar que o tratamento controle apresentou os maiores
valores. Segundo Dhert (2001), o B. plicatilis ¢ uma espécie que apresenta um ciclo de
vida curto com duragdo de 3 a 4 dias, atingindo o estado adulto aos em 24 horas (Ferreira,

2009). O sucesso reprodutivo das fémeas esta relacionado com a qualidade do alimento
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que consomem, desta forma, além dos concentrados floculados interferirem no

crescimento dos adultos, também interferem na geragdo de novos individuos.

6. Conclusoes

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que os floculantes Tanfloc e Flopam
ndo sdo adequados para a produgdo de concentrados de microalgas para uso como
alimento, tanto para larvas do camardo L. vannamei quanto para os rotiferos B. plicatilis.
Os concentrados produzidos resultaram em altas mortalidades para L. vannamei e redugao

do crescimento e da reproducdo de B. plicatilis.
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