Efeito da fortificacdo de Spirulina maxima em ragfes para tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus): analise bromatolégica e avaliacdo da digestibilidade

Mikaela Telles

Projeto de Final de Curso

Orientadora

Anita Ferreira do Valle, D.Sc. Instituto de Quimica/UFRJ

Outubro de 2021



Efeito da fortificagcdo de Spirulina maxima em racfes para tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus): andlise bromatoldgica e avaliacao da digestibilidade

Mikaela Telles

Projeto de final de curso submetido ao Corpo Docente da Escola de Quimica, como

parte dos requisitos necessarios para conclusao do curso de Engenharia Quimica.

Rio de Janeiro, RJ — Brasil
Outubro de 2021



Ficha Catalogréfica



Em memoéria ao
maior amor da minha vida,

meu pai, Miguel.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, a Deus, por me dar for¢cas e consolo, até quando eu achei que ndo

seria possivel.

Ao meu pai amado, Miguel, que sempre foi minha base, meu chéo e € a minha maior
fonte de inspiragéo. Obrigada por todo amor, por nunca ter deixado me faltar nada e

por sempre me mostrar a importancia do estudo. Vocé foi o melhor pai do mundo.

As minhas irmas Rafaela, Gabriela e Isabela que cuidam de mim quando eu quero
e quando eu ndo quero. Que foram minhas maes e que nunca largaram minha méo,

zelando e me dando suporte para realizar minhas conquistas.

Aos meus sobrinhos, Jodo Pedro, Cecilia e Miguel, obrigada por alegrarem meus

dias de cansaco e encher meu peito de esperanca e propdsito.

Ao meu namorado, Lucas, pela parceria e paciéncia, principalmente nos momentos

dificeis do final do curso.

A minha orientadora, Prof® Anita Ferreira do Valle, por toda atencéo, dedicagéo e
amizade. Por ser uma profissional inspiradora, exemplo de perseveranca e trabalho

duro.

A UFRJ e a Escola de Quimica, por todo conhecimento e por tornarem possivel a
realizacdo do sonho de me tornar Engenheira pela melhor faculdade do Brasil.

Aos amigos e colegas que fiz ao longo do curso que me ajudaram academicamente

e pessoalmente, me fazendo chegar até aqui.

Aos laboratorios parceiros que permitiram a utilizagdo de equipamentos necessarios

para as analises deste estudo.

Minha total gratidéo a todos vocés!



Resumo do Projeto Final de Curso apresentado a Escola de Quimica como parte

dos requisitos necessarios para conclusdo do curso de Engenharia Quimica.

Efeito da fortificacdo de Spirulina maxima em racfes para tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus): anélise bromatoldgica e avaliacdo da digestibilidade

Mikaela Telles

Outubro de 2021

Orientadora: Anita Ferreira do Valle, Profé. Dr2, Instituto de Quimica/UFRJ.

Resumo

O uso de microalgas como ingrediente alimentar € muito promissor e vem ganhando
destaque tanto na alimentagdo humana como na alimentagao animal. A microalga
Spirulina maxima € considerada um alimento funcional por causa de suas proteinas,
vitaminas, aminoacidos e acidos graxos. Com o crescente desenvolvimento da
industria de aquicultura, maior atencédo deve ser dada aos custos de producéo e a
alimentacdao representa de 40 a 70% do custo total, sendo a por¢ao proteica a maior
responsavel pelo preco final. Neste sentido, o presente trabalho avaliou a fortificacao
de racBes para tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), que possuem maior destaque
dentro da piscicultura continental, em niveis de 10%, 20%, 30% e 40% com a
biomassa da microalga S. maxima, visando avaliar o potencial desta fonte de
proteina vegetal na alimentacéo de alevinos de tilapia do Nilo. A racdo foi formulada
no Instituto Federal de Alegre-ES e foram realizadas analises bromatologicas nas
racoes e nas fezes dos peixes, buscando avaliar a digestibilidade da racédo pelos
alevinos. Foram analisados os teores de proteinas totais, carboidratos totais, lipidios
totais, triacilglicerais, fibra bruta, umidade, cinzas e analise de cor das ragdes. Nas
fezes dos animais alimentados com as diferentes formulacdes de ragdes, analisou-
se proteinas totais, lipidios totais, fibra bruta e cinzas. Com os resultados obtidos da
bromatologia das fezes foram entdo calculados os coeficientes de digestibilidade
aparente (CDA) dos nutrientes. Como resultado, as rac¢des fortificadas de S. maxima



se mostraram boas alternativas para dietas de tilapias, mantendo o nivel proteico
entre 34 e 39%, como exigem as dietas para esses animais. As racdes elaboradas
mantiveram os niveis de fibras e lipidios dentro dos teores tolerados pelo peixe, ndo
registrando diferencgas significativas em relagéo a ragéo controle. Na analise de cor,
foi observado que as rac¢des fortificadas tendem ao verde, enquanto a racéo controle
apresenta coloragdo amarela. O teor de cinzas ndo apresentou diferencas
significativas em relag@o a controle para nenhuma das racdes fortificadas e o teste
de umidade revelou que as racdes podem ser consideradas racdes secas. Os
resultados da analise de digestibilidade mostraram indices superiores a 90% para
proteinas e lipidios e indices toleraveis para fibras e cinzas, sendo compativel com
as dietas elaboradas com farinha de peixe. A substituicdo da fonte proteica, ainda
que parcialmente, representa a adicdo de nutrientes ricos a ragao, por se tratar de
uma proteina que possui acidos graxos essenciais, antioxidantes e que €

considerada um alimento funcional.

Palavra-chave: Spirulina maxima; racdo para peixes; digestibilidade; tilapia do Nilo.
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1 INTRODUGAO
1.1 Microalgas e suas aplicacdes

Microalgas sdo seres unicelulares fotossintetizantes capazes de produzir
biomassa a partir da absor¢cdo de luz e CO2 (FERREIRA, 2020). Estes seres
microscopicos podem ser cultivados em agua doce ou salgada, sistemas abertos ou
fechados e possuem inumeras aplicacdes, indo do uso em cosméticos e ativos
farmacéuticos a utilizacdo de seu poder calorifico na producdo de biocombustiveis
(SIMAO, 2017). Microalgas possuem altas taxas de crescimento em cultivo, tornando-
se uma biomassa de alto interesse de producdo (BECKER, 2013), uma vez que é
composta principalmente por proteinas e lipidios de alto interesse bioldgico
(GRESSLER, 2010) e podem, assim, ser utilizadas na geracdo de produtos com alto

valor agregado.

O estudo das microalgas e suas aplicacbes vem apresentando um cresceste
interesse devido as substancias sintetizadas por esses microrganismos. Microalgas séo
capazes de produzir i) acidos graxos poli-insaturados (6mega-3 e 6mega-6) que séo
muito importantes e utilizados na fortificacdo humana e animal, visto que séo
fundamentais para o desenvolvimento e que sao reguladores fisiologicos (GUSCHINA,
HARWOOD, 2006); Como humanos e animais ndo séo capazes de produzir os acidos
citados, estes precisam ser adicionados na dieta via fortificag&o. ii) pigmentos naturais
como clorofila, ficocianina e carotenoides, que se apresentam como uma alternativa
para introducédo na alimentacdo humana de forma a substituir corantes artificiais que
ndo sdo tdo saudaveis (TOKER, 2019), iii) enzimas como lipases e celulases que
possuem vasta aplicacdo seja no ramo da medicina, da biomedicina ou nas industrias
cosméticas (MONTALVO, 2018).

A microalga do género Spirulina, em particular a espécie Spirulina maxima € uma
cianobactéria de estrutura filamentosa que possui forma de espiral (ou tricomas) e se
destaca pelo seu valor nutricional. Ndo somente pelo alto teor proteico, seu destaque
se da pela presenca de componentes na biomassa que exibem propriedades antivirais,
antibactericidas, antioxidantes e anti-inflamatérias que sdo uteis ndo somente no

tratamento de doencas, como na prevencao delas (MONTALVO, 2018).



Figura 1: Microalga Spirulina maxima vista em microscopio 6tico em lente 400x. Fonte: UTEX,
2021.

1.2 Spirulina maxima em alimentos

A Spirulina maxima em especial tem ganhado maior atencdo na industria
alimenticia. Seu alto teor de proteinas e nutrientes tem chamado atencéo para adeptos
da alimentacé&o vegetariana e vegana (DEMARCO, 2020), que usam a biomassa na sua
forma em po6 ou entdo em produtos industrializados com adicdo da microalga. Estes
beneficios nutricionais sdo atrativos também para as indastrias de racfes, sendo

aplicaveis para diversos tipos de animais (ANDRADE e col., 2018).

1.2.1 Alimentacdo humana

Os registros da adicao de Spirulina na alimentacdo humana néo séo recentes e
ja estdo presentes desde as civilizagcdes antigas, como 0s maias, astecas e tribos
africanas, que utilizavam a microalga em seu cotidiano como fonte nutritiva (HABIB et
al., 2008), coletando as microalgas em lagos, secando sob o sol por dias e por fim
adicionando em massas de biscoitos. A Spirulina possui qualidades nutricionais
essenciais para saude humana, devido ao seu alto teor de proteina (HAMDAN, 2019) e,
ainda, configura a posi¢ao de alimento com maior numero de elementos nutritivos por
unidade de peso, como afirma o estudo de Phang et al. (2000). A composicéo

centesimal da microalga é apresentada na Tabela 1.

O género Spirulina é considerado dentre as microalgas um dos mais ricos em

ferro absorvivel e betacaroteno (pro-vitamina A). Em sua composi¢do possui niveis



elevados de minerais e vitaminas, acidos graxos e aminoacidos essenciais, compostos

fendlicos e pigmentos como clorofila e luteina, como aponta Lupatini (2016).

Um aspecto que tem levado ao aumento das pesquisas e do interesse em
adicionar a biomassa algacea na alimentacédo humana se da aos altos custos financeiros
e ambientais inerentes as fontes de obtencéo de proteinas para consumo humano mais
usuais como pecuaria e producao agricola; assim, busca-se diversificacdo das fontes
de producdo de proteina para atender a demanda dos consumidores (BLEAKLEY, et
al.,2017). A producdo dessa fonte proteica vegetal a partir da biomassa pode ser
realizada em diversos locais, ndo sendo tao restrito como a agricultura e pecuaria
tradicionais (MOURTHE, 2010) abrindo um maior leque de possibilidades para a
producdo em larga escala deste insumo.

Tabela 1 : Composicdo centesimal de biomassa seca de Spirulina. Fonte: SILVA, VALLE E
PERRONE (2021)

Componente Composicao
Proteinas 80,00 % m/m
Carboidratos 0,69 % m/m
Lipidios 7,63 % m/m
Cinzas 11,67 % m/m
Energia 391,49 (kcal/1009)

1.2.2 Alimentacao animal

Atualmente, ha diversos registros de estudos realizados com diferentes grupos
de animais analisando os efeitos da fortificacdo com Spirulina no desempenho dos
animais e na qualidade do produto de origem animal gerados (PEREZ, LABBE, 2014).
A disponibilidade de &cidos graxos essenciais e proteinas atrai o0 interesse na
fortificacdo animal com fins para alimentacdo humana, tornando um produto de melhor
gualidade para o consumidor. A utilizacdo de microalgas como ingrediente em racdes
animais, que atuam como nutrientes ricos em acidos graxos poli-insaturados, produz
peixes, ovos, leite e outros produtos alimentares ricos em acidos graxos 6mega-3
(WYSOCZANSKI et al., 2016).

Em complemento, h4 o interesse do uso da biomassa de microalgas para

fortalecer a saude do animal, inclusive em animais domésticos, favorecendo-se das



propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias extremamente benéficas para a saude
dos animais (SUGIHARTO, 2020) que podem fortalecer o sistema imunologico, controlar
a obesidade e eventuais anemias além de atuar como potente efeito probiético, dentre
outros beneficios. De acordo com Rosas et al. (2019), a biomassa de microalgas do
género Spirulina é considerada um alimento funcional que apresenta propriedades
bioativas, garantindo melhoras na salude por meio da melhora da resisténcia e da

gualidade do organismao.

Especificamente na alimentacdo de peixes, tem-se que varias espécies de
microalgas apresentam um alto teor de proteina, sendo um dos principais fatores que
favorecem sua utilizacdo na producdo de ragbes (KOVAC et al., 2013; FAO,2018).
Contudo, a nivel industrial, € necessario um controle de qualidade rigido com a
biomassa de algas produzida para adicdo alimentar, de forma a garantir a manutencéo
do seu valor nutricional. Desta forma, é necessaria a determinacdo da composicao
bioguimica da biomassa de microalgas produzida, de maneira a controlar e avaliar a
qualidade da amostra a ser utilizada para fins alimenticios e a garantir uma dieta

adequada e de qualidade para os animais cultivados.

Assim como se busca nas microalgas uma proteina de fonte vegetal em
alternativa a de fonte animal para consumo humano devido a crescente demanda
populacional, como citado no item 1.2.1, em consequéncia dessa alta, as microalgas se
figuram como uma substituinte para a alimentacéo dos animais, visando abastecer este
mercado e suprir essa alta demanda mundial por producdo de proteina animal para
consumo humano (MADEIRA et al., 2017).

1.3Necessidades nutricionais dos peixes

No que diz respeito a dieta e as necessidades nutricionais dos peixes, pode-se
dizer que a dieta para esses animais deve ser equilibrada e com as quantidades
adequadas para atender as demandas caldricas, proteicas e vitaminicas destes. A
guantidade dos ingredientes utilizados para a formulacdo da dieta ird depender da
espécie, da palatabilidade, da disponibilidade dos ingredientes, do nivel de
processamento exigido, assim como 0 custo e outros fatores. Para a obtencdo da
proteina, fontes de origem animal, como a farinha de peixe, costumam garantir uma boa
gualidade ao produto, contendo os aminoacidos essenciais necessarios e asseguram
uma melhor palatabilidade (ALAGAWANY e col., 2021).



Por mais que a farinha de peixe seja a fonte animal mais tradicionalmente
utilizada nas formulacbes de racBes comerciais para peixe, observa-se uma
variabilidade na sua composi¢éo, que junto ao fato da reducédo da sua oferta no mercado
e consequente alto custo, obriga nutricionistas e industrias a explorar fontes alternativas
gue viabilizariam o suprimento da demanda emergente na aquicultura por racdes
(SASAKI, 2017; FAO, 2018). Outra matéria prima que figurou por muito tempo como
ingrediente indispensavel nas formulacées de racdes foi a farinha de carne e 0ssos,
porém, um estudos realizado com trés marcas da farinha em comparacdo a uma dieta
controle a base de farinha de peixe, constataram que a matéria prima e a tecnologia
utilizada na producdo da farinha levam a uma consideravel variacdo no conteudo
nutricional do produto (ALVA, 2010.).

No ambito nacional, as racfes para peixes comercializadas, de maneira geral,
baseiam-se nas demandas nutricionais de peixes exoéticos, todavia, a proporcédo de
proteina e energia oscila entre 81 e 117mg/kcal para uma grande variedade de peixes.
Vale ainda alertar que ha estudos demonstrando a importdncia de se atentar a
palatabilidade das racdes, que para além das funcdes nutricionais das racdes, essa
caracteristica pode determinar sua ingestdo, uma possivel rejeicdo ou até mesmo

diminuir o consumo do alimento pelo animal (COLDEBELLA, NETO, 2002)

1.4Rac0es para peixes

As racOes para peixes devem atender as demandas nutricionais destes animais, de
maneira gue exigem uma quantidade de proteina dietética podendo conter de 28 a 50%
de proteina bruta, a depender da fase de desenvolvimento e do sistema utilizado no
cultivo. Atualmente usa-se principalmente milho e soja, cuja producdo é voltada
principalmente para o consumo humano, elevando o valor no mercado. Quanto a farinha
de peixe, que por se tratar de um subproduto proveniente do abate, esta inclina-se a ser
um produto que oscila no mercado, dependendo da producéo do pescado.

Segundo Spolaore et al. (2006), 30% da producdo mundial de microalgas esta
destinada ao consumo animal e, destes, 50% da producdo de Spirulina tem este fim.
Esta microalga tem aspectos benéficos para os animais quando adicionadas a sua
nutricdo, gerando melhoras na resposta imune, na infertilidade e no controle de peso
corporal (BRENNAN & OWENDE, 2010; MENDOZA et al., 2011).



1.4.1 Atil4dpia do Nilo

E notdrio o atual rapido crescimento da industria da aquicultura, sendo uma
das origens desse comportamento o aumento a nivel global do consumo de peixes
e produtos de peixes. A producao global deste mercado alcangou a incrivel marca
de aproximadamente 171 milhdes de toneladas em 2016, onde 47% do total é
representado pela aquicultura, podendo chegar a 53% caso ndo haja reducdo na
utilizacdo de ingredientes ndo alimentares, inclusive farinha e 6leo de peixe (FAO,
2018).

Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura (FAO), o cultivo de peixes representa cerca de 50% da producao aquicola
mundial e, dentro da piscicultura continental (em agua doce), a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) é a espécie que possui maior destague em termo de
producdo. O item alimentacdo representa até 70% do custo operacional da
piscicultura e o componente mais caro é representado pela proteina (PRATIWY,
2020).

A proposta de fortificacdo da ragdo com microalgas surgiu devido as racdes
para tilapia exigirem elevado nivel de proteina, o que aumenta a participacdo das
fontes proteicas, responsaveis pela maior parte do custo total da racdo (FURUYA et
al., 2000). Outro ponto € devido o requerimento nutricional das tilapias ser complexo,
embora sejam peixes robustos e de facil adaptacdo em ambientes variados, pois
necessitam dos seguintes nutrientes em quantidades suficientes para adequado
crescimento, reproducdo e saude: aminoacidos essenciais; acidos graxos; fonte de
energia; minerais e vitaminas. Ainda, o interesse de incorporar biomassa de
microalgas nas dietas animais se da ao fato de que a fortificacdo aumenta o valor
agregado das rag¢des animais devido a sua composicdo quimica (PRATIWY e
PRATIWI, 2020)

Quanto a digestibilidade da Spirulina pelos peixes, esta fica facilitada porque
esta espécie de microalga ndo possui parede celular de celulose e apresenta baixo
nivel de carboidratos em sua composicéo, permitindo ao peixe realizar a completa
digestdo e absorgéo do conteudo celular (LAFARGA et al., 2020; GOGOI, MANDAL,
& PATEL, 2018; TEIMOURI, YEGANEH, & AMIRKOLAIE, 2016; VELASQUEZ et
al.,2016).



Ao incluir Spirulina nas formulagdes das racdes, pressupde-se que o produto
apresentara alta digestibilidade, uma vez que o concentrado proteico dessa
microalga possui uma elevada taxa de digestibilidade, alcancando niveis superiores
a 90%. Esta microalga em particular se destaca justamente pelo seu valor de
digestibilidade proteica, valor este que ndo € encontrado em outras espécies de
microalgas, macroalgas ou plantas, podendo ser maior, inclusive, que a proteina de
soja isolada comercial (YUCETEPE, et al., 2018).

A insercéao de microalgas no contexto da aquicultura se da principalmente por
meio da nutricdo, de forma direta ou indireta a varias espécies de animais de criacdo
aquatica. Estudos relatam a reducdo de niveis de colesterol e o aumento da
modulacdo imunolégica quando h& utilizacdo de espécies de microalgas como
aditivo alimentar, indicando que estas devem estar envolvidas no metabolismo de
lipidios e, inclusive, quando ha inclusdo de Spirulina em particular, observa-se um
melhor crescimento dos peixes, uma melhor coloracdo, melhor reproducéo e
aumento da qualidade do filé (ABDULRAHMAN, 2019)

Considerando a demasiada demanda de farinha de peixe na aquicultura, a
incorporacao de microalgas nos produtos alimenticios para peixes pode representar
uma solucdo para a reducdo desta demanda, visto que as microalgas possuem
composicdo nutricional compativeis com a farinha e com o 6leo do peixe. As
microalgas apresentam caracteristicas que as colocam como um substituo potencial
dos componentes de racdes para peixes e demais animais aquaticos. (RAJI, et al.,
2018; SHAH et al.,2018).

Do ponto de vista econbémico, a melhor maneira possivel de alcancar uma
agricultura de baixo orcamento € implementando a formulacdo de racfes com
materiais vegetais naturalmente disponiveis (SIKOTARIYA AND YUSUFZAI, 2019).
Convencionalmente, as formulacbes de ragfes encontradas no mercado sé&o
baseadas em proteinas de fontes animais em decorréncia da sua alta digestibilidade,
pureza e presenca dos aminoacidos essenciais, minerais e A&cidos graxos
necessarios a nutricdo dos peixes (OLSEN, HASAN, 2012). A busca por proteinas
de fonte vegetal € considerada necessaria para o cultivo de peixes, ao passo que
pode ser total ou parcialmente substituida pela farinha de peixe em dietas para
peixes de agua doce (WANG et al., 2016).



Segundo o0s 6rgdos competentes, existem cerca de 580 espécies
provenientes da aquicultura sendo cultivadas de forma controlada no mundo. Em sua
maioria, as espécies utilizadas com a finalidade de aquicultura sdo exoticas ou
introduzidas e, logo, sdo adaptaveis e possuem taxas de crescimento satisfatorias
( FAO 2016). Estudos nutricionais em peixes nativos registrados nos ultimos anos
visam quantificar e qualificar as proteinas e lipidios presentes na alimentacao desses
animais, bem como a relacdo estabelecida com o crescimento, reproducdo e
manutencdo visando melhorar economicamente a producdo (GONZALEZ-FELIX et
al. 2014).

Dessa forma, o presente trabalho ira analisar ragdes para alevinos de tilapias
do Nilo preparadas com a fortificacdo de 0%(controle), 10%, 20%, 30% e 40% de
Spirulina maxima em termos de componentes a fim de determinar a estabilidade da
fortificacdo que substituira a racdo comercial de peixe. Para realizar uma avaliagao
completa sobre a influéncia das diferentes formulagbes de racdo no padrdo de
expressdo de proteinas na tilapia do Nilo, foram ainda analisadas as fezes dos

peixes, com o intuito de verificar a digestibilidade da racdo pelos animais.

OBJETIVO

Avaliar o desenvolvimento e composicdo bioguimica da racéo para tilapia do
Nilo fortificada com diferentes niveis de biomassa da microalga. Realizar anélises
bromatolégicas da racdo fortificada formulada com diferentes concentracbes de
Spirulina maxima, bem como analise de digestibilidade da racdo ofertada aos

animais.
METODOLOGIA

3.10Obtencéo das amostras

O presente trabalho analisou amostras de ragGes controle e fortificadas e
fezes da Tilapia do Nilo como parte do trabalho de concluséo de curso da aluna
Mikaela Telles. As amostras foram obtidas e recolhidas no Laboratorio de Nutricdo e
Producdo de Espécies Ornamentais (LNPEO) localizado no Instituto Federal do

Espirito Santo em Campos de Alegre/ES, onde o Prof. Dr. Pedro Pierro Mendoncga
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foi o responséavel pela conducdo do experimento de elaboracdo das racdes, pela
montagem da dieta dos alevinos e pelo recolhimento de fezes dos peixes, juntamente
com a aluna de doutorado do PPGCAL da UFRJ, Silvia Pope de Araujo.

3.1.1 Racéo

As racdes foram preparadas a base de fuba de milho, farelo de soja, farelo de
trigo, 6leo de soja, farinha de peixe, agucar e biomassa seca da microalga S. maxima
nas proporcodes de 0, 10, 20, 30 e 40 % de biomassa algacea. Os ingredientes foram
moidos em um moinho de martelos, com uma peneira de 0,5mm e, entdo, foi
realizada a mistura de todos os ingredientes secos, seguido da adicdo de agua a
60°C para homogeneizacédo até a formagdo de uma massa umedecida consistente.
A mistura foi levada a um moedor de carnes manual, formando pellets com 2mm de
diametro e, entdo, seca em temperatura ambiente a sombra até atingirem peso
constante. A Figura 2 apresenta o processo de extrusao da racdo no moedor de
carne, 0 processo de secagem e o produto final (A, B e C, respectivamente). As
racdes prontas foram entdo ensacadas hermeticamente e enviadas ao LEAF onde
foram armazenadas em dessecador a vacuo até o momento das analises. A tabela
2 apresenta a formulacdo das ragdes 0 e 40% de S. maxima que foram utilizadas

como base para o preparo das ra¢des 10, 20 e 30% através da diluicdo delas.

Tabela 2: Composicéo por ingrediente das ra¢des elaboradas com e sem Spirulina maxima.

INGREDIENTES (KG) Racé&o 0% Racédo 40%
Farelo de soja 8,1039 1,7029
Farelo de trigo 0,3750 0,6250

Oléo de soja 0,2500 0,3750
Fuba de milho 2,5164 3,9221
Farinha e peixe 1,2500 0,6250

Acucar 0,0000 0,2500
Spirulina maxima 0,0000 5,0000
TOTAL 12,4953 12,5000




Figura 2: Processo de extruséo da racao (A), Secagem da racédo a temperatura ambiente (B)
e Racdo final (C). Fonte: propria

3.1.2 Fezes de peixe

As ragdes controle e fortificadas com 10%, 20%, 30% e 40% da biomassa de
S. maxima foram ofertadas em dieta de tilapias do Nilo numa frequéncia de
alimentacdo de 4 (quatro) vezes por dia — 8, 11, 14 e 17h — em pequenas
quantidades, até a aparente saciedade, computando as massas de racao ofertadas
para posterior analise de dados. O cultivo dos animais foi realizado em incubadoras
de fibra de vidro de 80L — mostradas na Figura 3 - contendo 50 alevinos por
incubadora, sendo um total de 20 incubadoras — 5 dietas com 4 repeticdes de cada
— e totalizando 1000 alevinos no experimento. As incubadoras foram mantidas a
temperatura de 28°C. As fezes foram coletadas a cada hora a partir da primeira
alimentacéo visando minimizar a deterioracdo. Assim que coletadas, as fezes foram
imediatamente colocadas em recipientes plasticos identificados, e congeladas para
reduzir a agcdo de microrganismos. Esse procedimento foi realizado por 4 dias
consecutivos e as amostras foram secas em estufa de ventilagdo forcada a 65°C e
pesadas. As amostras foram ensacadas hermeticamente, identificadas e enviadas
ao Laboratorio de Estudos Aplicados em Fotossintese (LEAF), do Departamento de
Bioquimica, do Instituto de Quimica da UFRJ, onde foram armazenadas em

dessecador a vacuo até o momento das analises.
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Figura 3: Experimentos sendo realizados nas incubadoras dos alevinos. Fonte: propria

3.2Preparo das amostras

3.2.1 Racdes de peixe

As racdes formuladas no LNPEO, objeto das analises do presente estudo,
possuiam granulometria elevada para as andlises bromatolégicas projetadas, uma
vez sao realizadas em nivel celular. Visando maior precisdo nos resultadas das
analises das racdes fortificadas e da racéo controle, as amostras das racées com 0,
10, 20, 30 e 40% de S. maxima foram moidas em moinho de uma bola
PULVERISETTE 0 por 15 minutos a uma amplitude de 1,0 mm em porcbes de
aproximadamente 10g. O tempo, a amplitude e a quantidade de amostra utilizadas
por ciclo de moagem foram determinados experimentalmente até que as amostras

obtivessem caracteristica visual de pd. As analises das racdes foram realizadas em

triplicadas randémicas obtidas do material total moido.

Figura 4: Racéo de peixe fortificada com Spirulina maxima antes (A) e ap6s (B) a moagem em moinho
de uma bola PULVERISETTE 0. Fonte: prépria
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3.2.2 Fezes dos peixes

As fezes dos peixes estavam secas e, portanto, possuiam textura muito dura
e fibrosa, sendo assim, fez-se necessario a moagem do material. Utilizou-se moinho
de uma bola PULVERISETTE O por 30 minutos a uma amplitude de 1,5 mm em
porcdes de aproximadamente 5g. O tempo, a amplitude e a quantidade de amostra
utilizadas por ciclo de moagem foram determinados experimentalmente até que as
amostras obtivessem caracteristica visual de p6. Como para cada um dos 5 tipos de
alimentacado (niveis de fortificacdo na racdo) foram utilizados quatro tanques, as
analises de digestibilidade foram realizadas em quadruplicada, com amostras

independentes.

Figura 5: Fezes de peixe antes (A) e apés (B) a moagem em moinho de uma bola PULVERISETTE 0.

Fonte: propria

3.3 Analises Bromatoldgicas

Foram realizadas andlises bromatoldgicas na racdo e nas fezes do peixe, a
fim de analisar o contetdo nutricional e, consequentemente, a digestibilidade das
ragOes pelos animais. Para as ragbes foram realizadas as analises de proteinas
totais, carboidratos totais, lipidios totais, triacilglicerdis, fibra bruta, cinzas, umidade
e andlise de cor. Para as fezes dos peixes analisou-se proteinas totais, lipidios totais,

cinzas e fibra bruta.
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3.3.1 Proteinas totais

Para analisar a quantidade de proteinas totais contidas nas amostras das
racfes e das fezes foi utilizado o método de Lowry e col. (1951) modificado de
acordo com Mota (2015). Para tal, foram colocadas em tubos Falcon 10mg de cada
amostra e adicionados 0,5 mL de agua destilada, seguido de 0,5 mL de solucéo
SDS (1 g de SDS + 1,5 g de glicerol + 10 mL de agua destilada). Em seguida, as
amostras foram homogeneizadas por 1 minuto em vortex, colocadas por 25 minutos
em banho de ultrassom, novamente homogeneizadas por 1 minuto e colocadas em
banho-maria (100°C / 5 minutos). Apos o tempo citado, foram retiradas do banho,
homogeneizadas por 1 minuto e aguardou-se alcancarem a temperatura ambiente
para serem centrifugadas a 5.500 rpm por 8 minutos. Recolheu-se o sobrenadante
em tubos de vidro e retirou-se aliquotas de 100 yL de cada amostra, que entdo foram
diluidas 100x. Novamente, foram recolhidas aliquotas, agora de 1,0 mL, de cada
amostra diluida e foi adicionado 5,0 mL do reagente C - constituido pela mistura de
50 volumes do reagente A (2,0% Na2COs, m/v, em 0,1N NaOH) para cada 1 volume
do reagente B (1 volume de CuSOs 0,5%, m/v, + 1 volume de CsH4sKNaOs.4H20
1,0%, m/v). Aguardou-se dez minutos para a rea¢ao com o reagente C e, entao, foi
adicionado a cada tubo 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu diluido com H20 (1:2,
v/v) e aguardou-se 30 minutos para fazer as leituras espectrofotométricas a 750 nm
contra 0 branco dos reagentes. Para a determinagdo do conteudo proteico das

amostras, utilizou-se albumina de soro bovino como padréao.

3.3.2 Carboidratos totais

Os carboidratos foram analisados de acordo com o método de Dubois et al.
(1956), onde foram pesados 10 mg das amostras de racdo e das amostras de fezes
em frascos tipo “vials”. Aos poucos foram adicionados 2,0 mL de H2SO4 80% (p/p),
com os frascos ja inseridos em banho de gelo. Apds a adicdo do acido, a reacao
aconteceu a temperatura ambiente durante o periodo de 16-20h. Apos este periodo,
com auxilio de bastdo de vidro, foi verificada a presenca de bolhas e diluiu-se o
extrato com 6 mL de agua deionizada, lavando o bastédo. Seringas acopladas a micro
filtrador contendo membrana de fibra de vidro GF/F previamente incinerada em
mufla a 400 °C por 4 horas foram utilizadas para filtrar o extrato diluido, transferindo-

os para tubos de vidros. Do filtrado de cada uma das amostras, em triplicata, foi

13



recolhido 1 mL e transferido para tubo de ensaio longo com boca larga. Foi
adicionado 0,5 mL de fenol 3% e homogeneizou-se em agitador por 15 segundos.
Em seguida, foram adicionados 2,5 mL de H2SO4 concentrado e novamente os
tubos foram agitados muito bem. Aguardados 30 minutos apés a adi¢cao do &cido,
foi feita a leitura da absorbancia no espectrofotbmetro a 485 nm contra o branco dos
reagentes. Para a determinacdo do conteudo glicidico das amostras utilizou-se D-

glicose como padréo.

3.3.3 Lipideos totais

Para a determinacédo dos lipideos totais, foi empregado o método de Folch e
col. (1957). Foram pesadas 100 mg de cada amostra em tubos de vidro largos e,
dentro da capela, foram adicionados 5mL de metanol, seguidos de 2 minutos de
homogeneizacédo em vortex. Apoés, foram adicionados 10mL de cloroférmio, agitando
0 tubo por mais 5 minutos e, entdo, filtrou-se o material em filtros de papel sob
provetas graduadas dotadas de tampa. O residuo depositado no papel filtro foi
lavado lentamente com 5 mL de metanol seguidos de 10 mL de cloroférmio. Ao
filtrado, depositado no interior da proveta, foi adicionado um determinado volume
(correspondente a ¥4 do volume filtrado) de uma solugédo de KCI 0,88% m/v. O
sistema foi agitado manualmente e aguardou-se repouso até a completa separacdo
das fases. A fase superior formada foi removida por aspiracéo e descartada. Uma
mistura de metanol e agua (1:1, v/v) foi adicionada a solu¢cdo remanescente na
proveta, em um volume correspondente a ¥ do volume da solugdo. Novamente o
sistema foi agitado e posteriormente mantido em repouso para separacao e descarte
da fase superior por aspiragdo. A fase inferior foi filtrada através de filtros cénicos de
papel preenchidos com Na2SO4 anidro, com lavagem do mesmo com cloroformio
puro, sendo o filtrado recolhido em balGes. Os baldes foram colocados em banho
maria a 40°C ainda na capela para a evaporacao do solvente (cloroférmio) presente
no filtrado. Apds a evaporacdo, ressuspendeu-se a fracdo lipidica em 5mL de
cloroféormio e recolheu-se 1mL, depositando em vidros de reldgio - previamente
secas em estufa, esfriadas em dessecador e pesadas em balanca analitica até peso
constante — e foram colocados em estufa a 105°C por 2h para a completa
evaporacao e sucessiva pesagem. A determinacéo dos lipideos totais foi realizada

por gravimetria.

14



3.3.4 Triacilglicerdis

Para extracdo dos lipideos neutros, foi empregado o sistema de extracao tipo
Soxhlet. Para o preparo do sistema, foram aquecidos em estufa a 105°C os baldes
de extracdo até que apos o resfriamento em dessecador estes obtivessem peso
constante. Em seguida, foi adicionado 210mL de éter de petroleo (faixa de
destilacdo: 30 - 60°C) em cada um dos baldes e foram acoplados ao sistema. Em
cartuchos de celulose limpos e secos, foram pesados 1,5 g de amostra seca, e estes
foram transferidos para o sistema tipo Soxhlet. Foi ligado o sistema de resfriamento
com fluxo continuo de agua e, em seguida, o sistema de aquecimento das placas
onde foram alocados os baldes. O fluxo de condensacao do solvente foi regulado e
mantido a 120 gotas por minuto (AOCS, 1995). O processo extracdo foi mantido até
gue o solvente se apresentasse incolor na parte superior do sistema de extracao,
onde continha os cartuchos. Interrompido o processo, os bal6es contendo o material
extraido foram encaminhados ao banho-maria a 60°C para evaporacéo do solvente
residual dentro da capela. Finalmente, os bal6es contendo os lipideos voltaram para
a estufa a 105°C até que atingissem peso constante. Dessa forma, a porcentagem
de lipideos neutros foi determinada por gravimetria. Esta analise também foi
realizada para as amostras de fezes devido ser uma etapa prévia da analise de

fibras brutas.

Figura 6: Aparelho de extracdo de lipidios neutros Soxhlet em operacdo com amostras de racdo. Fonte:

propria
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3.3.5 Fibra Bruta

Para analise de fibras segundo AOAC (1990), recolheu-se a amostra
desengordurada em extracao Soxhlet para andlise de lipideos neutro e secou-se em
estufa a 105°C. Em cadinhos com fundo de vidro sinterizado, foi adicionado 0,5g de
areia de diatomacea e colocados em estufa a 105°C por 3h. Apds resfriamento em
dessecador e pesagem em balanca analitica, foi anotado o peso do conjunto e
pesado 1,0 g de amostra no cadinho. Os cadinhos foram entao acoplados a unidade
filtrante e adicionou-se 150mL de solucéo de &cido sulfurico 1,25% p/v previamente
aguecido sob placa de aguecimento em capela. O aquecimento da unidade filtrante
também foi ligado para que ocorresse a ebulicdo do acido, bem como foi adicionado
4 gotas de n-octanol para impedir a formacdo de espuma na coluna da unidade.

O sistema de aquecimento foi desligado ap6s percorridos 30 minutos de
ebulicdo e o sistema de vacuo ligado para drenagem de solucao de acido sulfurico.
Utilizando agua deionizada pré-aquecida, a coluna foi lavada por 3 vezes com 30
mL, ligando e desligando o sistema de pressdo de maneira a misturar o contetdo
do cadinho e realizar uma melhor lavagem. Uma vez que todo o conteudo foi
drenado, foi adicionado 150mL de solucdo de hidroxido de potassio 1,25% pl/v
também pré-aquecido em placa de aquecimento, juntando a este também 4 gotas
de n-octanol. Por novos 30 minutos foi ligado o sistema de aquecimento apés
ebulicédo e, entao, repetiu-se 0 mesmo processo de drenagem e sistema de lavagem
com 3 aliquotas de 30 mL de agua deionizada. Apoés, foi adicionado 150mL de agua
deionizada fria e esperou-se 10 minutos até total resfriamento do sistema. Apds
drenada a 4gua de resfriamento, foi utilizado outros 30 mL de &gua deionizada fria
para lavar o cadinho com acionamento e desligamento do sistema de presséao, bem
como as posteriores 3 lavagens com 25 mL de acetona PA.

Apoés lavagens e drenagem do sistema, o cadinho é retirado da unidade
filtrante e encaminhado a secagem em estufa a 105°C por 1h. O cadinho é entdo
resfriado em dessecador e pesado. O procedimento é repetido até que a pesagem
seja constante. Entdo, apos toda degradacao ja realizada na amostra, os cadinhos
de vidro foram colocados em mufla a 550°C por 3h para calcina¢do. Apos as 3h, o
cadinho foi resfriado e pesado, repetindo o procedimento por 1h até obtencéo de
peso constante.

Desta forma, a quantificacdo das fibras foi gravimétrica, pela diferenca de

peso do cadinho antes e ap0s a calcinacdo em mufla.
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3.3.6 Cinzas

Para o método oficial da AOAC (1984) de analise de cinzas, foi inicialmente
aguecido a 550°C por 1h os cadinhos de porcelana para cada amostra e,
posteriormente resfriados em dessecador e pesados. A tara de cada cadinho foi
anotada e entdo pesados sobre estes 1g da amostra. Antes de encaminhar o
conjunto a mufla, a amostra foi carbonizada sob placa de aguecimento. As amostras
foram mantidas em mufla por 6h a 550°C até completa mineralizacdo. Resfriou-se
em dessecador, pesou-se e foi levada novamente a mufla por 1h até verificacao de
peso constante. A massa de cinzas corresponde a diferenca entre a massa do

suporte contendo o residuo mineral e a do suporte vazio.

3.3.7 Umidade

Para esta andlise foi utilizado o método de secagem em estufa a 105°C até
peso constante. Inicialmente, foram agquecidos suportes de aluminio a 105°C por 1h,
resfriados em dessecador a vacuo e pesados. Em seguida, foi transferida uma
fracdo de 1g de cada uma das amostras aos suportes de aluminio previamente
identificados. Levou-se o conjunto a estufa a 105°C por 6h. Apds o tempo descrito,
o conjunto foi resfriado em dessecador por 5 minutos e, entdo, pesado em balanca
analitica. O processo foi repetido, com o conjunto permanecendo em estufa por 1h
até que a pesagem atingisse valor constante.

O teor de umidade (%,p/p), em base seca, foi obtido pela diferenca de peso
do conjunto (suporte de aluminio + amostra) antes e depois do aquecimento, uma

vez que a umidade corresponde a massa perdida por evaporacéo.

3.3.8 Andlise de cor

Com auxilio de um colorimetro digital para analise em espago de cor L*a* b*
do sistema CIE, foi possivel analisar as diferentes coloragbes das amostras de
racoes fortificadas. As analises no colorimetro foram realizadas em triplicata. Antes
de comecar a andlise foi realizada a calibracdo do aparelho com placa branca
padrao, seguindo as instru¢des do fabricante. No espaco de cores L*a*b*, o L* indica

a luminosidade, enquanto que o a* e o b*, representam as coordenadas cromaticas.
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Os resultados foram expressos em L* variando de O (preto) a 100 (branco); o
a* variando de - a* (-60,0 ; verde) a +a* (+60,0; vermelho) e o b* de —b* (-60,0 ; azul)

a +b* (+60,0; amarelo).

3.4 indice de digestibilidade

Para determinagcdo da digestibilidade da ragao, foram utilizados os dados
obtidos nas analises bromatoldgicas das racdes e das fezes dos peixes juntamente
com os dados de alimentacdo para realizar o calculo do Coeficiente de
Digestibilidade Aparente (CDA). Desta forma, obteve-se os CDA dos nutrientes em
termos de proteina, lipidios totais, fibra bruta e cinzas. A formula para o calculo deste
coeficiente € apresentada na Equacéo 1 a seguir:

CDA (%) = 100 X (Q;y — Qg)/Qi4 Equacio 1

Onde:

CDA (%) € o coeficiente de digestibilidade aparente dos nutrientes;

ng € a quantidade ingerida de um nutriente em gramas na racao;

QEg € a quantidade excretada do nutriente em gramas nas fezes.

Essa analise é realizada para os nutrientes em concomitancia aos resultados
provenientes das andlises bromatoldgicas das racdes formuladas e das fezes
coletadas.

Assim, para aplicacdo na formula, foram utilizados também a massa total de
racao ofertada e de fezes coletadas por tipo de tratamento. Desta forma para obter

os valores de Q4 e Qgg4, Utilizou-se as equagdes a seguir:
ng = CRg X Qr

QEg == ch X (Xf

Onde:

CRg é a quantidade de ragdo consumida por tanque em gramas
;- € a média da fracéo do nutriente encontrada nas analises das ragoes (%)
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QEg € a quantidade de fezes coletadas por tanque em gramas

afé a média da fracao de nutrientes encontrada nas analises das fezes (%)

Os CDA dos nutrientes foram obtidos por triplicatas independentes, realizando

o célculo a partir dos dados individuais coletados de cada tanque de tratamento.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Racdes de peixe

Inicialmente, avaliou-se o teor de proteina total presente nas amostras de
racao controle e fortificada, utilizando albumina de soro bovino como padrdo e um
fator de diluicdo de 100x. Foi entdo calculada a média das triplicatas da analise de
cada amostra, bem como o desvio padrdo, realizando entdo uma regressao

polinomial de segundo grau, para obtencao do grafico a seguir:

% Proteinas nas ragoes

41,00

40,00 y = 0,0022x2 - 0,0093x + 35,564
R? = 0,8947 T

39,00
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Figura 7: Expresséo de proteina total em funcdo do nivel de fortificagdo com a biomassa

seca de S. maxima. Fonte: propria.

A ragéo fortificada com a biomassa de S.maxima manteve o nivel proteico da

racao fortificada com a biomassa da alga entre 35 e 39% de proteina total, como
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podemos observar na Figura 4. As ra¢cfes para tilapia devem obter um elevado nivel
proteico para suprir as necessidades nutricionais dos peixes, desta forma, a fracéao
de proteinas € responsavel pela maior parte do custo total da racdo. Os peixes, em
comparacao com outros animais, exigem uma maior quantidade de proteina em suas
dietas. Racdes completas para peixes devem conter de 28 a 50% de proteina total,
variando de acordo com a fase de desenvolvimento, do ambiente e da espécie em
questdo (FURUYA et al., 2000; CYRINO et al., 2002). A incorporacao da biomassa
da S.maxima € uma alternativa para as ra¢cdes com elevado nivel proteico e, como
podemos observar, esta espécie apresenta uma alta porcentagem de proteina em
sua biomassa, mantendo o nivel de proteinas exigidos quando incorporada a ragao,
se apresentando como uma boa fonte de fortificacdo. O interesse na utilizacao de
Spirulina como aditivo nutricional se d4 ndo somente pelo quantitativo proteico da
biomassa mas também pela qualidade da proteina vegetal fornecida. A Figura 8
apresenta o score quimico de aminoacidos para diferentes matrizes vegetais fontes
de proteinas, onde € possivel visualizar que a Spirulina se torna um aditivo muito
mais vantajoso, apresentando score maior para a maior parte dos aminoacidos
analisados.
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Figura 8: Score quimico de aminoacidos da proteina de biomassa de Spirulina, de soja, de

farinha de trigo integral e farinha de trigo branca. Fonte: DA SILVA, 2021.

Para a determinacdo do teor de carboidratos foi realizado o método descrito
por Dubois e al. e os resultados serédo apresentados na Tabela 3. Foram obtidas as
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médias das triplicatas realizadas e seus respectivos desvios padrdo, apresentando

o resultado segundo o método do teste t de Student:

Tabela 3: Resultados da analise de carboidratos totais para as amostras de racéo controle e

fortificada com biomassa seca de S.maxima. Fonte: propria

B Incorporacao de S. maxima (%)
Variavel

Racdo 0% Racédo 10% Racao 20% Racdo 30% Racéo 40%

Carboidrato
(%)

3,49+0,2 4,822 +0,5 3,882 +0,5 3,682 +0,4 3,542 +1,0

Diferengas estatisticas das médias p<0,05 (significativo), onde as médias das 3 réplicas biologicamente independentes

seguidas por letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica entre as formulagées de acordo com o teste t de Student.

A partir do teste estatistico realizado, obteve-se que as racdes fortificadas ndo
apresentaram diferenca estatistica quanto ao teor de carboidratos totais na ragao.
No entanto, a biomassa da S.maxima, segundo Becker (1994), possui baixo teor de
carboidrato, contendo maior teor de proteina bruta em sua biomassa, o que
corrobora com os dados obtidos neste trabalho, pois ndo houve grande aumento no
teor de carboidrato nas rac6es em relacéo racao controle, sem adicdo da biomassa.
Tilapias aproveitam muito bem os carboidratos e as gorduras como fonte de energia.
Atualmente, a formulacao de dietas para animais tem sido feita visando as exigéncias
energéticas. O balanco entre a energia digestivel e a proteina nas racbes e
fundamental para maximizar a eficiéncia alimentar e o crescimento dos peixes, como
afirma (KUBITZA, 2011).

Os resultados das analises realizadas para determinacéo do teor de lipidios
totais e triacilglicerois foram compilados na Tabela 4. Os valores das médias das
triplicatas realizadas e seus respectivos desvios padrao foram apresentados

segundo o método do teste t de Student:
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Tabela 4: Resultados da analise de lipidios totais e TAG (triacilgliceréis) para as amostras de racdo

controle e fortificada com biomassa seca de S.maxima. Fonte: propria

Incorporacéo de S. maxima (%)

Variavel
Racdo 0% Rac&do10% Racdo20% Racdo30% Racao 40%
Lipidios (%) 2,082 1,722 1,232 1,832 3,39°
Triacilglicerois (%) 5,202 4,952 5,692 5922 6,68°

Diferengas estatisticas das médias p<0,05 (significativo), onde as médias das 3 réplicas biologicamente independentes

seguidas por letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica entre as formulagées de acordo com o teste t de Student.

Para lipidios totais observou-se que a racao fortificada em menores teores de
S.maxima nao apresentou diferenca estatistica, porém, quando fortificada com 40%
da biomassa algacea, a racdo apresenta um teor de lipidios significantemente maior.
Novamente, na analise de TAG, apenas a racédo fortificada com 40% da microalga
apresenta um resultado estatistico significante. Mesmo que a racdo com maior nivel
de fortificacdo tenha apresentado um teor de lipidios e triacilgliceréis mais elevado,
ela ainda confere a racdo a disponibilidade de gordura de alta qualidade — fonte
natural - e ainda dentro de um nivel ideal para o peixe, que deve ter uma dieta com
até 8% de fontes lipidicas de forma que ndo aconteca a inibicdo da capacidade de
expansao dos péletes e prejudiqguem a textura do peixe (HONORATO et al., 2013;
JOBLING, 2001). Desta forma, a adicdo de biomassa de S.maxima na racado mantém
o teor de lipidios apropriado para a alimentacédo do peixe e oferece uma gordura de

fonte natural que é benéfica, conferindo oleosidade e plasticidade ao produto.
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Tabela 5: Perfil de acidos graxos para a biomassa seca de S.maxima.

Perfil Contetdo (%)

Acidos Graxos saturados
C16:0 (palmitic acid) 57.0 + 4.6
C18:0 (stearic acid) 21+04

Acidos Graxos Monoinsaturados (MUFAs)
C16:1 n7 (palmitoleic acid) 224+ 0.2
C18:1 n9 (oleic acid) 6.0 + 0.7

Acidos Graxos Polinsaturados (PUFAs)

(C18:2 n6 (linoleic acid) 16.0 + 0.7
C18:3 n6 (y-linolenic acid, GLA) 13.8 + 0.4
C18:3 n3 (a-linolenic acid, ALA) 1.3+ 0.1
C20:2 n6 (eicosadienoic acid) 1.6 + 0.2
Total de Acidos Graxos Saturados 50.1

Total MUFAs 8.2

Total PUFAs 32.7

Total Acidos Graxos insaturados 40.9
Razao insaturado/saturado 0.7

Fonte: DA SILVA, 2021 (adaptado).

A Tabela 5 apresenta o perfil de &cidos graxos presentes na biomassa de
Spirulina, onde observa-se uma razéo entre acidos insaturados e saturados de 0,7.
Esta razdo elevada garante relevancia nutricional a biomassa bem como a presenca
de acidos como GLA e o alto percentual de acidos graxos poli-insaturados (PUFAS),
gue os peixes ndo sdo capazes de sintetizar e que precisam ser fornecidos na dieta
pois s6 por meio dela podem ser incorporados nos tecidos (TOCHER et al., 2006).

Tabela 6: Resultados da analise de Fibra Bruta para as amostras de ragdo controle e fortificada com

biomassa seca de S.maxima. Fonte: prépria

. Incorporacéo de S. maxima (%)
Variavel

Racdo 0% Racédo 10% Racgdo20% Racdo30% Racdo 40%

Fibra Bruta (%) 5,322 5,582 5,292 4,594 5,032

Diferencas estatisticas das médias p<0,05 (significativo), onde as médias das 3 réplicas biologicamente independentes

seguidas por letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica entre as formulagGes de acordo com o teste t de Student.

Como foi apresentado na tabela acima, na determinacgé&o do teor de fibra bruta

das racOes analisadas, ndo foram registradas diferencas significativas entre as
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racdes, porém vemos que a substituicdo percentual de microalga na ragdo manteve
o nivel de fibra bruta baixo, se aproximando da recomendacao do National Research
Council -=NRC (1993) que propde que racdes compostas por ingredientes de origem
vegetal devam conter de 3,0 a 5,0% de fibra bruta. A tilapia do Nilo requer uma
alimentacao equilibrada e com teor de fibra bruta de até 8% visto que ha estudos
que revelam que teores de fibra muito elevados podem inibir o crescimento dos
animais (LEARY & LOVELL, 1975; DUPREE & SNEED, 1966; DIOUNDICK & STOM,
1990). O nivel de fibra bruta na dieta dos peixes pode influenciar a digestibilidade, a
velocidade de transito gastrointestinal, a morfologia do trato digestivo, o desempenho
produtivo, o rendimento e a composicdo quimica da carcaca dos peixes,
principalmente no seu teor de lipidios (LEARY & LOVELL, 1975; SHIAU et al., 1988).
Ao utilizar a biomassa de S.maxima, um microrganismo que nao apresenta parede
celular com celulose, a digestibilidade pode chegar a 90% (MOURTHE, 2010),
apresentando grande vantagem de interesse biotecnoldgico. Estudos realizados com
diferentes concentracdes de fibra bruta em tilapia do Nilo observaram que racoes
contendo 2,5 e 5,0% de fibra bruta em relacdo as que continham 0,0 e 10%
apresentaram maior indice de crescimento dos alevinos (DIONDICK & STOM, 1990).

Tabela 7: Resultados da andlise de Cinzas e Umidade para as amostras de ragéo controle e fortificada

com biomassa seca de S.maxima. Fonte: propria

y Incorporacao de S. maxima (%)
Variavel

Racdo 0% Racdo10% Racdo20% Racdo 30% Racdo 40%

Umidade (%)
562 532 5,9° 542 562

Cinzas (%) 7,52 7,44 6,1° 5,4P 5,1°

Diferengas estatisticas das médias p<0,05 (significativo), onde as médias das 3 réplicas biologicamente independentes

seguidas por letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica entre as formulacdes de acordo com o teste t de Student.

Com relacéo ao teor de agua, as racdes para peixes podem ser classificadas
em umida (50 a 70% de umidade), semiumidas (35 a 40% de umidade) e secas
(umidade inferior a 12%) (JOBLING et al., 2001). As racdes umidas e semiumidas
sdo geralmente comuns, normalmente fabricadas na propria piscicultura, com
residuos de origem animal e vegetal, apdés moagem, passam por um moedor de

carne, produzindo uma racdo que deve ser armazenada em congelador (PEREIRA-
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FILHO, 1995). Quanto ao teor de umidade das ra¢des deste trabalho, todas as dietas
apos a peletizacdo foram encaminhadas a secagem a sombra a temperatura
ambiente, e todas podem ser classificadas como racdo seca apresentando um teor
de umidade entre 5 e 6%, sendo uma rac¢ao considerada com maior estabilidade do
que as racdes umidas. Como € possivel observar na tabela, a variagdo do teor de
cinzas entre a racao controle (0%) e a racao fortificada com 10% da biomassa nao
apresentou diferenca significativa, porém, para as racfes 20, 30 e 40% foram
constados teores inferiores de cinzas, ndo havendo diferengas significativas entre
estes trés. De acordo com Moretto (2008), o teor de cinzas fornece uma indicacao
da quantidade de elementos minerais e, também, indicios sobre a pureza ou
contaminagcdo e composicao centesimal de um produto. A composicédo centesimal
das cinzas da biomassa de S.maxima, relatada por Da Silva (2021) revelou a
presenca de diversos micronutrientes tais como potéassio, sédio, fésforo, magnésio,
célcio e ferro, que sdo micronutrientes importantes para o desenvolvimento e o

crescimento dos animais cultivados (FELTES et al., 2010)

Tabela 8: Andlise dos parametros de cor L*, a* e b* da ragdo controle (0% de S.maxima) e racdes
fortificadas (10, 20, 30 e 40% de S.maxima). Cada valor representa a média da triplicata de trés

experimentos independentes. Fonte: propria

Incorporacado de S. maxima (%)

Parametros
Racdo 0% Racédo 10% Racao 20% Racao 30% Racao 40%
L* 71,202 52,052 45,000 43,46 40,25
ax 3,152 -9,26° -9,15¢ -9,22¢ -8,31¢
b* 22,502 8,32° 8,24¢ 8,65 9,29

Vemos os resultados dos parametros de cor obtidos para as amostras da
racao controle 0% e das racdes adicionadas com biomassa de S.maxima. Podemos
perceber que no parametro L* a racdo 0% e a racdo 10% apresentaram valores
significativamente maiores que das rac¢oes 20, 30 e 40%. No parametro a* todas as
racdes que foram adicionadas de biomassa de S.maxima apresentaram valores

negativos, indicando que as rag¢des 10, 20, 30 e 40% tiveram maior tendéncia a
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coloracdo verde, em relagdo a ragdo controle. Em relacdo ao parametro b*, a racéo
controle apresentou valor superior estatisticamente, o que indica coloracdo mais
amarela, pois a racdo controle ndo apresenta biomassa da S. maxima. Estudos
realizados com racao adicionada de S.maxima analisaram os parametros de cor do
filé e da cor da pele dos peixes alimentados e perceberam aumento significativo na
cor com a fortificagcdo no tratamento com 8%, exibindo valores mais altos que o
controle (ROOHANI, et al.,2018). No entanto, ao contrario de outras algas, S.maxima
nao apresenta parede celular de celulose, que pode ser facilmente digerida pelas
enzimas digestivas dos peixes. Além disso, a parede celular da S.maxima € uma rica
fonte de muco-proteinas, que melhoram a aparéncia e o brilho da pele dos peixes
(JAMES, VASUDHEVAN e SAMPATH, 2009).

4.2 Digestibilidade

A analise de digestibilidade é de suma importancia devido a questdo de
eficiéncia biolégica da alimentacdo ofertada (HANLEY, 1987). Para avaliar a
digestibilidade das ragfes, foram realizadas as analises de proteina total, lipidios
totais, cinzas e fibras brutas presentes nas fezes dos peixes. Em seguida, foram
calculados os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes. Os

resultados encontrados séo apresentados a seguir:

Digestibilidade da proteina
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Figura 9: Expressao de proteina total nas fezes do peixe e CDA em fun¢éo do nivel de

fortificacdo alimentar com a biomassa algacea. Fonte: propria

A Figura 9 mostra os resultados obtidos nas andlises bromatoldgicas bem
como os valores de CDA obtidos a partir destes. Quando avaliado individualmente,
a expressdo de proteinas encontrada nas fezes sugeriria um comportamento de
digestibilidade decrescente conforme incorpora-se S.maxima nas fezes. Contudo, ao
analisar os CDA calculados, percebe-se que a digestibilidade decresce nos baixos
niveis de fortificacdo porém o ajuste linear realizado sugere que os valores tornam-
se crescentes com niveis mais elevados de fortificacéo; tais diferencas se déo pois
as analises brutas realizadas nas amostras de fezes calculam a quantidade de
proteina na amostra, enquanto o calculo do CDA gera um valor percentual de
digestibilidade da proteina considerando a quantidade de racdo ofertada na
alimentacdo dos alevinos. A alimentagdo destes foi ofertada até a saciedade
aparente, gerando massas de racdo ofertada em diferentes valores para cada tanque
de cultivo. Desta forma, a curva plotada para a concentracdo dos nutrientes
quantificados pode ndo apresentar o mesmo comportamento que a curva do CDA ao

longo deste trabalho.

Concordando com os estudos realizados e ja citados neste trabalho, a
digestibilidade de proteina em dietas fortificadas com a biomassa de S.maxima
atingiu valores superiores a 90%, evidenciando-se como um excelente substituto a
utilizacdo de proteinas de fontes animais. Vale lembrar que as racdes fortificadas
objeto deste estudo foram formuladas com S.maxima e baixos niveis de farelo de
soja e farinha de peixe, diminuido as fontes de proteinas usuais e contrapondo-se a
racao controle, como pode ter observado na Tabela 2.

Em estudos realizados para dietas fortificadas com Spirulina sp em niveis de
20% e 40% de incorporacdo da biomassa relataram que o CDA de proteina para a
tilapia do Nilo apresentou valores entre 90,0 e 94,5% (HORN E MESSER, 1992), o
que também foi verificado no presente estudo com Spirulina maxima. A
digestibilidade de proteinas e de outros nutrientes provenientes da alimentacéo
oferecida dependera da espécie de peixe e da fonte de alga utilizada, como concluiu
Gong et al., (2017) e Sarker et al., (2016). Quando comparada a outras fontes
vegetais como farelo de soja, farelo de trigo, farelo de arroz e milho, o CDA da

proteina bruta das racdes fortificadas com S.maxima deste estudo obtiveram valores
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superiores as fontes vegetais citadas, que variaram de 56,8% a 85,0% para dietas
formuladas também para tilapias do Nilo (GUIMARAES et al, 2008). Exemplificando
a variabilidade da digestao por diferentes espécies de animais aquaticos, um estudo
realizado com o Bagre africano da espécie Clarias gariepinus com dieta fortificada
com Spirulina encontrou valores de CDA de proteina bruta de 98,64% (RAJI et al.,
2020). Dados como este demonstram que a racdo enriquecida com biomassa de
Spirulina, possui alto valor e interesse biotecnolégico para utilizacdo como

ingrediente de racdes para peixes ao inveés de outras matrizes vegetais.

Digestibilidade de Fibras
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Figura 10: Expressao de fibra bruta nas fezes do peixe e CDA(%) em fun¢éo do nivel de

fortificagcdo alimentar com a biomassa algacea. Fonte: propria

E possivel ver que, quando se insere a ragdo com biomassa de S.maxima na
alimentacao dos alevinos, a porcentagem de fibras nas fezes € mantida em relacéo
a alimentacdo com a racdo controle, apresentando uma alta significativa somente na
dieta com fortificacdo de 40%. Ao observar os CDA para fibra bruta vemos que a
dieta fortificada em 10% apresentou uma digestibilidade muito superior, de 56,70%,
comparada a dieta controle que registrou um indice de 39,04%. As racdes 20 e 30%
obtiveram um indice de digestibilidade superior a racdo controle, no entanto, com o
aumento da fortificagdo, na proporgao de 40%, a digestibilidade foi baixa, de somente
10,18%.
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A fibra bruta em ragdes para peixes funciona como uma moduladora da
disponibilidade dos demais nutrientes (ANDERSON et al.,1984). Isso porque a fibra
controla o tempo de esvaziamento gastrico, interferindo no tempo disponivel para
absorcao dos nutrientes (MADAR & THORNE, 1987). Dessa forma, é desejavel boa
digestibilidade da fibra, de forma que ela néo interfira na absorcdo dos demais
nutrientes, como relata Guimaréaes et al (2008). As racdes comerciais formuladas
com farinha de peixe sé@o consideradas alimentos de boa digestibilidade de fibra
(FAO, 2016), assim a racao fortificada com 10% da biomassa seca de Spirulina se

mostra ainda mais vantajosa, apresenta maiores niveis de CDA.

Digestibilidade de Lipidios
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Figura 11: Expressao de lipidios nas fezes do peixe e CDA(%) em func¢éo do nivel de

fortificagcdo alimentar com a biomassa algacea. Fonte: propria

Considerando o teor de lipidios encontrado nas fezes dos peixes em funcao
da taxa de incorporacdo de biomassa algacea na alimentacdo, vemos que ha uma
tendéncia bem ajustada, uma vez que o valor R2 para a linha de tendencia polinomial
de segundo grau plotada apresenta um valor bem proximo de 1. Quando
comparamos os valores de lipideos presentes nas fezes com os valores de lipideos
presentes na racao, apresentados na Tabela 4, pode ser observado que em
comparagcdo com a ragao controle, a racao fortificada teve uma menor
digestibilidade, uma vez que apresentou um maior percentual de lipideos nas fezes.

Este dado € confirmado quando analisamos o CDA para lipidios, que apresenta
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valores inferiores para todas as dietas com fortificagdo, em comparacéo a racao
controle. Dentre as fortificadas, a com 10 e com 40% apresentaram os melhores
indices de digestibilidade, porém todas as dietas apresentaram 6timo resultados,

com valores superiores a 95%.

Alguns CDA lipidicos relatados na literatura (TEULING e al., 2017; SARKER
et al., 2016; RAJI et al., 2020), estdo na mesma faixa dos resultados apresentado
neste trabalho de 95,54% a 97,26% para lipideo.
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Figura 12: Expressao de cinzas nas fezes do peixe e CDA(%) em func¢éo do nivel de

fortificacdo alimentar com a biomassa algacea. Fonte: propria

Para CDA cinzas foram relatadas de 53% a 74% em esturjdo e tilapia (RAJI
et al, 2020), valores maiores foram encontrados neste trabalho (72,47% a 79,35%),
principalmente nas racdes fortificadas com Spirulina, apresentando diferencas
estaticamente em relacdo a ragdo controle. As fezes avaliadas apresentam um
menor teor de material mineral em dietas com a introducéo da biomassa algacea e,
guando avaliados os CDA destes, vemos que as dietas com as racdes 10% e 20%
garantiram maiores absor¢cdes de material organico. Como ja discutido, a S.maxima
possui uma grande disponibilidade de micronutrientes e, como mostra a Figura 12,
estes possuem uma boa digestibilidade pelos peixes de forma que ira suprir as
necessidades dos alevinos. Comparado as outras fontes proteicas vegetais, a

Spirulina se destaca, uma vez que estes ingredientes geralmente sdo pobres em
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minerais, além de possuirem fatores antinutricionais que diminuem a digestibilidade

e consequente absorcédo destes (NRC, 2011).

CONCLUSOES

e Foi possivel evidenciar o interesse em utilizar a biomassa seca de S. maxima na
formulag&o de racdo para alevinos de tilapia do Nilo, devido a sua composi¢éo de
micronutrientes e macronutrientes, oferecendo diversos beneficios a saude e ao
desenvolvimento do animal.

e Quanto ao nivel proteico da racdo incorporada com Spirulina maxima, ha a
manutencao do nivel proteico entre 34 a 39% de proteinas totais, como se é
exigido para as dietas desses alevinos. A proteina da biomassa de S.maxima
garante a dieta do peixe uma gama de aminoacidos essenciais, vitaminas e
pigmentos, como clorofila, carotenoides e ficocianina, fazendo dela um excelente
aditivo nutricional.

e Houve diminuicdo da porcentagem de fibra ao adicionar S. maxima a racdao,
porém, o teor final de fibra esta dentro dos niveis tolerados pelos peixes, que pode
chegar até 8% de fibra bruta de origem vegetal.

e Devido a auséncia de parede celular com celulose, a utilizagdo da S.maxima como
parte da dieta torna-se vantajosa, pois permite chegar a altos teores de
digestibilidade dos nutrientes, como foi comprovado pelo estudo.

e Os teores de TAG das racoes fortificadas com a biomassa em relacdo a ragao
controle foram mantidos, ndo havendo diferenca significativa, porém deve-se
destacar o excelente perfil de acidos graxos presentes na biomassa de S.maxima,
apresentando um alto teor de PUFAs, agregando valor nutricional ao produto final.

e A racao fortificada com 40% apresentou nivel significativamente maior na
guantificacdo de lipidios totais. As demais racfes ndo apresentaram diferencas
significativas, mantendo o nivel de lipidios necessérios a dieta para que se tenha
a uma boa textura do peixe.

¢ O teor de umidade na racao ficou entre 5 e 6%, podendo ser considerada ragcao
seca, com maior estabilidade.

e A racdo com 10% de fortificacdo manteve o nivel de cinzas quando comparados
a racao basal. A utilizacdo de S.maxima garante a racdo a disponibilidade dos

principais minerais necessarios ao desenvolvimento das tilapia.
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¢ Na andlise de cores, a adicdo de S.maxima na racao pode ser considerada uma
excelente opgéo para melhorar a cor do filé e da pele dos peixes, uma vez que
torna-se uma alternativa viavel de pigmento natural.

¢ A digestibilidade da racao foi avaliada através dos coeficientes de digestibilidade
aparente (CDA) de nutrientes em dietas fortificadas com Spirulina e a dieta
controle para tildpia do Nilo. Apesar de apresentar algumas diferencas
significativas entre as dietas com biomassa de Spirulina em relacdo a dieta
controle, o CDA para as dietas com biomassa de Spirulina apresentou resultados
gue induzem a uma excelente digestibilidade da dieta, sendo equivalente a racao
controle, que por sua vez possui uma grande quantidade de farinha peixe em sua
formulacéao

e Aracao contendo biomassa de Spirulina mostrou ser um alimento alternativo para
0 enriguecimento de racdo para organismos aquaticos, sendo uma alternativa a
farinha de peixe por ser uma excelente fonte de proteina que agrega grande valor
a racao. Além disso, o cultivo de microalgas é de maior facilidade, gerando baixo
impacto ao meio ambiente. A racdo em nivel de fortificacdo de 10% de
incorporacdo da biomassa apresentou valores satisfatorios de composicao
bioquimica e digestibilidade pelo peixe, figurando o melhor custo/beneficio, uma
vez que a biomassa algacea ainda representa um alto custo de producao
(PEREIRA, 2017)
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