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- RESUMO S

A produgéo do microcrustaceo Artemia sp no Brasil encontra-se voltada
principalmente para uso nos cultivos de larvas de crustaceos e peixes, de
elevado valor comercial, sendo utilizadas vivas, como nauplios ou adultos,
como biomassa congelada e também microencapsulada.

A adocéo de uma dieta alimentar balanceada no cultivo deste pequeno
crustaceo esta relacionada com a producdo de microorganismos, tais como

- microalgas e bactérias, bem como ragdes.

O regime alimentar € um fator importante para se manter um cultivo de
organismos aquaticos e sua qualidade e abundancia influenciam o
crescimento, a longevidade e mortalidade destes seres, e portanto, em sua
saude.

Foram investigados no presente experimento a taxa de mortalidade de
- artemias nos estagios INSTAR | e Il
A sequéncia de alimentacdo constou de uma bateria com seis

. tratamentos diferenciados, cujas dietas foram elaboradas com a diatomacea

‘Chaetoceros gracilis e a bactéria desidratada Pseudomonas aeruginosa,

" - isoladas ou associadamente.

Durante o periodo do cultivo calculou-se o coeficiente de mortalidade
total das artemias, utilizando-se a férmula: z= - In (S).

O tratamento contendo 50% de microalgas promoveu o melhor
resultado, com z= 0, 0173 x dia o seguido em ordem decrescente, pelas dietas
contendo 90% de microalgas, com z= 0,0227 x dia' e a dieta com 70% de
microalgas, com z= 0,0238 x dia™. A dieta contendo apenas bactérias resultou

- no pior desempenho, com z= 0,0529 x dia”. O controle alimentar utilizando

apenas microalgas, resultou em z= 0,0138 x dia™.

i A analise de variancia mostrou que apenas o tratamento com alimento

* constituido exclusivamente pelas bactérias apresentou coeficiente de
-mortalidade total estatiticamente significante maior que as outras dietas.
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- LABORATORIO.
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LOURIVAL RICARDO MARQUES DOS SANTOS
1. INTRODUGCAOQ

Com a evolugéo dos sistemas de cultivo de organismos aquaticos o
microcrustaceo Artemia sp despertou o interesse econdmico e cientifico de
empresarios e pesquisadores, e dentre estes Ultimos podemos citar os
trabalhos publicados em todo o mundo por SORGELOOQOS et al ( 1980);
ROSOWSKI ( 1989); CASTELO BRANCO et al ( 1992); NARCISO ( 1992);
VIEIRA ( 1992); NIMURA et al ( 1994a e b); DANA et al ( 1995); KURUPPU
e EKARATNE( 1995); BARATA et al ( 1996); CAMARA (1996); GOROSPE
et al ( 1996)); FABREGAS et al ( 1998) e KLEIN ( 1998). Este animal tem
promovido o sucesso de varios projetos de cultivo onde é muito eficiente a
‘'sua utilizagdo como alimento vivo, biomassa congelada e também
microencapsulado péra larvas de crustaceos, de acordo com os trabalhos
de GUIMARAES ( 1977); YAMASHITA ( 1983): LOBAO E ROJAS ( 1985);
OLIVEIRA GOMES (1985); VALENTI (1987); MACHADO ( 1988);
GONGCALVES et al ( 1992); FABREGAS, (op cit); IGARASHI ( 1994 e 1995);
COUTTEAU et al (1997); CARMO E SA ( 1997); KITTAKA (1397);
NAESSENS et a/ ( 1997) e de peixes, segundo GONCALVES ef al (1992);
- BENETTI ( 1997); KOLKOVSKI et al (1997); ROSELUND et al ( 1997); :
ISHIZAKI et al (1998) e FURUITA et al (1999), organismos considerados de

elevado valor econdmico, bem como de excelentes qualidades nutritivas.
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Sobre esses aspectos,a Arfemia sp tem sido motivo de debates em
Vcongr'essos nacionais e internacionais,onde s&o apresentados trabalhos
que propéem formas bastante diversificadas para o seu cultivo, e
podemos citar as participagdes de BENNIJTS et al ( 1975); PERSOONE et



al ( 1980a e b); LITTLEPAGE (1981) e KLEIN(1995). S&o grandes as
possibilidades de sua utilizagdo em atividades que englobam ndo somente
alimentacdo, mas também uma larga faixa de produtos que podem ser
introduzidos em sua composi¢éo bioquimica através da bioencapsulagéo. O
processo consiste no enriquecimento de nauplios no estagio INSTAR | e |l
(figura 1) com vitaminas, proteinas, antibidticos, &cidos graxos
polinsaturados e hormonios, utilizando-os posteriormente como introdutores
destas substancias em cultivos de certas espécies aquaticas, atuando como
agentes facilitadores da digestibilidade de substancias alimentares e
nutritivas, além de diminuir o estresse causado pelo manejo durante o
cultivo; favorecer o metabolismo de acidos graxos essenciais e diminuir os
riscos de infecgdo bacteriana. Tais processos contribuem também para
atrair o predador através da estimulag@o visual e composigéo bioquimica
(SORGELOOS et al, 1986; CAIRRAO et al , 1996; COUTTEAU et al (op.
cit.); ESTEVEZ e KANAZAWA, 1996; EVEJMO et al, 1997; KOLKOVSKI et
al, (op. cit.); MERCHIE et al, 1997; RAINUZZO et al, 1997; FABREGAS et a/
,1998; ISHIZAKI, (op. cit.); RODRIGUES et al, 1998; TAKEUCHI et al,
1998).

No processo da microencapsulagéo os componentes da dieta ja sem
liqguidos, se encerram em paredes finas e s&o liberados sob condicdes
macro- ou microambientais especificas. As vantagens das dietas
microencapsuladas s&o, a produc&o macica, conhecimento da composicao
da dieta, facilidade no manejo durante o arragoamento, entre
outras(MORALES, 1983). A biomassa de Artemia produzida podera ser
utilizada como insumo para ragbes, cujo tamanho estara em funcédo do
organismo que recebera o alimento(RABAY, 1998).

A existéncia de um centro de referéncia sobre a Artemia, localizado
na Bélgica, confere a este organismo lugar de destaque nos projetos de
producdo aquatica. Através deste centro foi iniciado no ano de 1978, um
programa interdisciplinar de pesquisa e que recebeu o titulo de “Estudo
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Internacional sobre a Artemia”, (ISA), baseado na cooperagdo de cinco
laboratérios de diferentes paises. Os participantes desse estudo e suas
pesquisas especificas fazem investigagbes cientificas sobre as
caracteristicas biométricas, bem como sobre ecloséo de cistos e larvicultura;
crescimento e reproducéo, em fungdo de diferentes combinagbes de
salinidade e temperatura, além de realizar testes de hibridagéo; preparacéo
e padronizacdo de material de pesquisa para os laboratérios cooperados.
Para a maioria dos parametros estudados, existe variabilidade consideravel
entre as estirpes da Artemia. Alguns dados fornecem informacgéo pertinente
para a selecéo e uso pratico do nauplio das artemias em aquicultura, isto &,
a diferenca no valor nutricional de espécies particulares para predadores
especificos, como tamanho, composi¢éo bioquimica e conteudo energético
do nauplio recém eclodido‘(PERSOONE et al, 1980).

Uma das principais razfes para o uso de artemias em aquicultura é
devido ao fato de poderem ser facilmente obtidas de uma fonte
aparentemente inerte(cistos) que, devidamente processados produzem
nauplios dentro de 24 horas(VOS, 1980; BENNITS et al, op cit, PILLAY,
1995; REYES ef al, 1995).

A Artemia se encontra bastante disseminada entre um ndmero
crescente de aquariofilistas, sendo utilizadas vivas, como nauplios ou
adultos e também como biomassa congelada(FABICHAK e FABICHAK,
1982; NACCARATO, 1990). Os aquaridlogos experimentados, sabem que a
alimentacdo ao vivo melhora a salde de seus peixes, aviva suas cores e
prolonga sua vida em cativeiro, além de nao turvar a agua dos aquarios.
Como alimento vivo representam um fator positivo de saude, porque no
cativeiro os peixes necessitam de gorduras e protideos, por conseguinte,
ricos em calorias, principalmente no inverno quando a &gua baixa de
temperatura(BOTELHO et a/, 1980).

O Nordeste do Brasil possui uma extensa area litoranea, com relevo

baixo, pouco recortado e com temperaturas médias anuais elevadas. Tais
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caracteristicas propiciam condigbes bastante favoraveis para o cultivo deste
organismo, devido a ocorréncia de elevadas taxas de evaporagdo que
geram ambientes salinos e hipersalinos necessérios necessarios para sua
criacdo. Entretanto, segundo KLEIN (1993b) somente os estados do Cearéd
e Rio Grande do Norte registram a ocorréncia de Artemia sp em suas
salinas. (Figura 2).

InUmeras s&o as pesquisas realizadas e publicadas sobre a Artemia
no Brasil, e podemos citar os trabalhos de DA COSTA (1972); MACHADO
(1977); CAMARA e CASTRO (1983); KLEIN e FIRMINO ( 1984); SOUTO
(1991); KLEIN, (1993a e b,1995 e1998); VINATEA (op. cit.); CAMARA (1984
e 1996); RABAY (op. cit.) e RIOS FILHO ( 1997).

O primeiro registro de artemias no Brasil foi feito por DA COSTA
(1972), descrevendo sua ocorréncia em Cabo Frio (RJ). Os trabalhos
realizados por MACHADO (1977 e 1984) ressaltam a importancia da cultura .
de artemias nas regides salineiras do estado do Ceard, destacando as
cidades de Aracati e Fortaleza e mostrando a ocorréncia de areas entre
4000 a 5000ha de salinas desativadas em todo o litoral cearense,
incentivando desde a coleta de cistos, bem como a producédo de individuos
adultos para uso em atividades de uma aquicultura crescente de espécies
economicamente importantes de peixes, inclusive ornamentais e camardes
em geral. Destaca aos condigbes ambientais favoraveis, caracterizando o -
ambiente salineiro e aspectos ecofisioldgicos das artemias.

Na década de 70, o Nordeste brasileiro vivia a grande expectativa da
maricultura com o Projeto Camardo da EPARN, no estado do Rio Grande do
Norte, inclusive com a ida de pesquisadores brasileiros para centros de
pesquisa em paises com esta atividade ja bastante avancada. Dentre estes,
destaca-se GUIMARAES(1977), que descreve as suas atividades de
estagio, nos USA, que constou das praticas de cultivo em massa das
microalgas Skeletonema costatum e Tetraselmis chuii, para uso em

larvicultura do Penaeus aztecus, relatando a utilizacdo de biomassa
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congelada de Artemia sp para alimentar as larvas desta espécie durante um
periodo da sua vida.

CAMARA e CASTRO (1983), descrevem a inoculacdo de cistos de
artemias, provenientes do USA, em salinas de Macau, no Rio Grande do
Norte, destacando novamente a importancia do consorciamento de artemias
com a produgao de sal, bem como a produgao e beneficiamento de cistos e
artemias adultas. Estes autores propdem ainda a realizacdo de estudos
ecoldgicos constantes visando obter uma boa produtividade do local.
Recomendam o beneficiamento das artemias atraves da licfilizagée ou
congelamento. Segundo PERSOONE & SORGELOOS (1980) apud RABAY
(7998), foram inoculados 250g de cistos em uma salina no estado do Rio
Grande do Norte e que, num periodo de dois anos foram colhidas
aproximadamente duas toneladas dos mesmos. Nesta mesma época,
também foi constatada a ocorréncia de artemias em algumas salinas do
Ceara, fruto da disseminacdo por passaros que O0s ingeriram e

posteriormente os liberaram através das fezes.

KLEIN e FIRMINO (1984), descrevem uma metodologia para a pesca it

e o processamento seguido da eclosdo, de cistos, obtidos em salinas
inativas existentes em Fortaleza(CE), alem de mensurar parametros como,
taxa de eclosé&o e fotoperiodo.

Sobre a caracterizacdo do ecossistema hipersalino de uma salina
localizada no estado do Rio Grande de Norte, SOUTO (1991) publica uma
tese sobre a influéncia de parametros ambientais bioldgicos e fisico-
qguimicos e suas influéncias sobre a producdo de artemias neste local,
descrevendo técnicas de manejo pra um consorciamento entre as artemias
e a producéo de sal. Neste trabalho ou autor cita a ocorréncia de um
“bloom” da microalga Aphanothece halophytica, em uma salina de Mossoré
(RN), que dominou uma érea de 840ha, provocando prejuizos materiais
volumosos na produgdo de sal, com o equilibrio sendo restabelecido a partir

do cultivo de artemias nos evaporadores intermediarios.



KLEIN (1998), analisa os aspectos reprodutivos das artemias
existentes em salinas nos estados do Ceara e Rio Grande do Norte,
ressaltando, mais uma vez, as condi¢gdes ambientais favoraveis para o seu
cultivo, bem como incentivando a produgdo de biomassa em escala
comercial, em cultivos extensivos. Referida autora constata a ndo existéncia
da reprodugéo partenogenética entre as artemias amostradas, um tipo de
reproducdo que pode ser encontrada entre as artemias de outras regides do
mundo.

O regime alimentar € um fator importante para se manter um cultivo
de organismos aquaticos e sua qualidade e abundancia influenciam
bastante a longevidade e mortalidade destes seres, e a diversificacéo
destes regimes, qualitativa e quantitativamente, déd origem a numerosas
adaptactes morfolégicas, fisiolégicas e ecoldgicas . O ecologista considera
particularmente a influéncia do alimento sobre a abundancia, duragéo da
vida, velocidade de crescimento e a fecundidade dos seres vivos(DAJOZ,
- 1978). Assim, o processo alimentar usado em nutricdo e crescimento das
artemias requer dos profissionais da Engenharia de Pesca o
conhecimento das caracteristicas bioecolégicas deste animal.

Para o desenvolvimento de um sistema de eclos&o e larvicultura de
artemias, bem como o cultivo de individuos adultos, a adoc¢éo de uma dieta
balanceada estd interrelacionada com a produgcdo de certos
microorganismos do fitoplancton e também ragdes (KLEIN, 1993a).
SANTOS (1997), publica resultados satisfatérios ao cultivar artemias com
racdes elaboradas com matérias-primas de facil obtencdo no Nordeste
brasileiro, como rami (Bohmeria nivea Gaudi), farinha de Dunaliella salina e
farelo de arroz.

Também se faz importante o conhecimento da utilizagéo de bactérias
marinhas no processo de alimentacéo das artemias. ROSOWSKI (1989) a
presenca de uma microflora bacteriana residente nos cultivos da artemias.

Neste trabalho, o autor determinou concentragdes em torno de 1% & 10
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Novamente, KLEIN (1993a), publica um trabalho que consistiu na
utilizacdo de matérias-primas nutritivas, disponiveis no Nordeste do Brasil,
para elaborar ragdes usadas em alimentacao da Artemia sp. Neste trabalho,
sdo encontradas informagdes sobre analise bromatolégica das artemias
que foram utilizadas no experimento, bem como sobre a taxa de
sobrevivéncia dos individuos durante o cultivo.

KLEIN (1993b e 1995), caracteriza linhagens das populagbes de
artemias em dez salinas no Nordeste do Brasil. Faz uma caracterizacéo
bioquimica, através do padréo protéico destas populagcbes, mostrando a
existéncia de oito linhagens diferentes, sendo quatro no Ceara e quatro no
Rio Grande do Norte.

CAMARA (1996), renova seu incentivo & exploragéo consorciada com
artemias, das salinas do Nordeste brasileiro, observando a demanda
mundial crescente por cistos, e propéem a criacdo de modelos auto-
sustentaveis para a sua produgdo. Sugere também que se utilize das
artemias n&o apenas como componentes nutritivos, para uso em
larviculturas de peixes e crustaceos, devendo ser usada enriquecida,
através da bioencapsulacdo com compostos profilaticos e emulsdes
lipidicas.

RIOS FILHO (1997), desenvolve uma pesquisa sobre a producao
monitorada da Artemia sp, em uma salina desocupada existente no |,
municipio de Grossos(RN). Neste trabalho s&o encontradas informacdes
sobre os parametros ambientais, bioldgicos e fisico-quimicos do local, bem
como formas de se preparar a area para o cultivo das artemias.

RABAY (1998), estuda um processo geoquimico para a obtencéo de
material organico dissolvido, originado do cultivo em massa de microalgas e
posteriormente floculado e também da utilizagdo da técnica de liofilizacéo
de microalgas. Neste trabalho sdo encontradas informagdes sobre analise
bromatoldgica, crescimento e sobrevivéncias das artemias utilizadas

durante o cultivo.



UFC/ml, sem provocar efeitos negativos no crescimento deste
microcrustaceo. INTRIAGO e JONES (1993) também recomendam a
utilizacdo de certas bactérias para alimento suplementar de artemias, e no
trabalho de GOROSPE et al (1996), os autores descrevem um experimento
no qual foram usadas bactérias marinhas em estudo de crescimento e
sobrevivéncia de artemias.

Pretendeu-se neste experimento investigar a taxa de mortalidade de
Artemia sp alimentada com diferentes dietas e em condigdes controladas de
laboratério, utilizando-se Chaetoceros gracilis e a bactéria desidratada
Pseudomonas aeruginosa como alimento suplementar  substituto da

diatomacea.



1.1. POSICAO SISTEMATICA E ASPECTOS BIOLOGICOS DA Artemia sp

De acordo com SORGELOQOS et al (1986) a Arfemia tem a seguinte

posic&o sistematica:

Filo Artrépoda
Classe Crustacea
Subclasse Branchiopoda
Ordem Anostraca
Familia Artemiidae
Género Artemia, LEACH(1819)

Trata-se de um crustaceo pelo fato de ser um mandibulado aquatico;
€& um branchidpode por ter branquias nos toracépodos(patas) e, € um
anostraceo por carecer de carapaga, 0 que ndo quer dizer que n&o possua
exoesqueleto (VINATEA, 1994).

As artemias podem apresentar reprodugdo sexuada ou
partenogenética. Segundo KLEIN (1998), no Brasil o modo, de reprodugéo é
somente o sexuado, com as fémeas produzindo nauplics (ovoviviparidade)
ou cistos(oviparidade). No caso destes Ultimos, quando as condigdes
ambientais sdo adversas para a populacdo, como por exemplo alta
salinidade, baixos teores de oxigénio dissolvidc € escassez de alimento.

Uma fémea adulta & capaz de produzir até 300 nauplios ou cistos a
cada cinco dias. Os cistos s&o cobertos por uma casca resistente
denominada cdrion, apresentam um diametro médio de 250 um e peso
variando entre 2,8 a 40ug(SORGELOOS et al, 1986).

O ciclo de vida das artemias € bastante curto e seu primeiro estadio
larval & o nauplio, com um tamanho de aproximadamente 0,45mm. . Nesta
fase elas sdo ricas em elementos nutricionais, sendo que os acidos graxos
polinsaturados (HUFA) destacam-se entre os demais(BENIJTS, op. cit.).
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Apés esta fase segue-se a de metanauplio, caracterizado pela formagéo dos
apéndices locomotores, posteriormente transformando-se em pré-adultos,
apresentando a formacé&o das estruturas sexuais diferenciadas e finalmente
o individuo adulto, cuja caracteristica principal € a capacidade de se
reproduzir. Este ciclo dura aproximadamente 14 dias (VINATEA, 1994). A
Artemia adulta possui um corpo alongado e segmentado, sendo dividido em
cabecga, torax e abdomem. Na cabega s&o encontrados um par de olhos
compostos pedunculados e as antenas. Nos individuos masculinos estas
antenas se diferenciam em um o6rgdo(clasper) utilizado no processo
copulativo para prenderem-se as artemias fémeas. No tdrax existem 11
pares de toracopodos que sao responsaveis pela natacdo, respiracédo e
alimentacdo. No abdomem das fémeas pode ser encontrado o
ovisaco(Utero externo), e nos machos, um par de pénis. O ultimo segmento
abdominal € bifurcado e cheio de minusculas setas. Na extremidade final
encontra-se a furca, onde abre-se o anus(SORGELOOS, 1986). (Figuras 3 ,
4eb)

Uma caracteristica natural da Artemia é a sua grande resisténcia
fisiolégica em ambientes hipersalinos onde cresce e se reproduz com
reduzido numerc de predadores, competidores e parasitas. Segundo
PERSOONE & SORGELOOS (1980a), as artemias desenvolveram um
eficiente mecanismo de defesa ecoldgica através de suas adaptagdes
fisiologicas aos meios hipersalinos. Elas possuem o melhor sistema de
osmoregulacédo conhecido no reino animal, vivendo ao mesmo tempo em
ambientes com elevada salinidade e baixos niveis de oxigénio dissolvido. O
corpo das artemias possui fina cobertura quitinosa, permitindo a difuséo do
oxigénio e da agua, bem como de outros ions, e toda esta atividade
osmética ocorre no exopoditos dos toracépodos, em uma atividade continua
de locomogéo, respiragéo, alimentacéo e regulacdo osmédtica. De acordo
com DECLEIR (1979); DECLEIR, WOLF & DE WATCHER (1989) apud

SOUTO (1991), estes pequenos crustaceos desenvolveram a capacidade
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de sintetizar pigmentos respiratérios com diferentes eficiéncias de captacdo
de oxigénio, regulando as concentracdes destes pigmentos de acordo com
as condicoes do meio

A Artemia é portadora de um sistema de filtracdo continuo
absorvendo bactérias, microalgas, particulas organicas e inorganicas com
tamanhos até 50um. Este organismo €& capaz de regular a taxa de
alimentacdo de acordo com a concentragcdo das células no meio, mantendo
uma taxa de filtracdo maxima enquanto a taxa de ingestdo aumenta.Quando
a concentrac&o alcangca um valor que atende a uma constante maxima de
ingestéo, a taxa de filtracdo também é maxima. Nos animais mais idosos, a
taxa maxima de ingestdo acontece em concentracdes celulares mais baixas
do que nos animais mais jovens. A taxa de ingestdo maxima &
inversamente relativa ao tamanho da célula(REEVE, 1963).

O processo de filtragdo se da nos apéndices toraxicos (toracépodos),
os quais produzem batimentos ritmicos provocando correntes de agua que
percorrem todo o corpo do animal através do canal ventral, indo da porgéo
posterior do corpo para a porgao anterior. Estaé correntes transportam as
particulas retidas nos telopoditos para o atrio bucal de onde passam para o
labro e se acumulam. (Figura 6). Em seguida a massa alimentar cai nas
maxilas e mandibulas, passa ao esdtfago e dai para o estdbmago.
Finalmente, a massa alimentar atinge o intestino onde acontece o processo
de absorc¢do dos nutrientes( SORGELOQOS et a/, 1980).
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2 -MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Planctologia do
DEP/UFC(figura 7), no periodo de setembro de 1997 a fevereiro de 1999,

constando de quatro -etapas.

2.1 - ETAPA 1 - PREPARACAQ DAS DIETAS

Para o bom desempenho dos cultivos da diatomacea e da bactéria
foram mantidas todas as condicdes de esterilidade do local do experimento
bem como de pureza destas culturas durante os procedimentos de
inoculacdo e outras manipulacdes necessarias. Para tanto o local foi
exposto a duas lampadas ultra violeta(2x15W) durante 30 minutos antes das

praticas experimentais. Os materiais de laboratério foram previamente
| esterilizados em autoclave a 121°C por 30 minutos e posteriormente secos
em estufa a 100°C durante 24 horas(SOARES, 1987).

Toda a agua do mar utilizada na composicédo dos meios dé cultura e
para outros objetivos do experimento foi filtrada em rede de plancton com
abertura de malha 30um e posteriormente esterilizada em autoclave a
121°C durante 30 minutos.

A preparagdo dos meios de cultura para o cultivo das bactérias e
das diatomaceas constou da dissolugdo de cada ingrediente no volume
apropriado de agua destilada em erlenmeyers que foram tampados com
chumacos de algod&o e esterilizados em autoclave a 121°C durante 30
minutos. Apds o resfriamento dos mesmos foram feitas as composicoes
definitivas de cada meio, medido o pH e ajustado, quando necessario. A
seguir foram estocados em refrigerador com aproximadamente 10°C, até o
momento da utilizagéo.
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Os frascos de cultura foram tampados com chumagos de algodao
durante o periodo de incubacéo.

O monitoramento do crescimento das culturas foi feito através de-
contagens dos microoganismos em camara de Newbauer e microscopio |
binocular.

As condicdes de estabilidade dos meios de cultura foram verificadas
diariamente através de medicdes de pH, com auxilio de pH-metro digital
marca Checker com duas casas decimais de aproximacéo; salinidade,
utilizando-se refratdometro ATAGO com faixa de 0 a 100%a; pela observacéo
direta da coloragdo dos meios de cultivo e manutencdo de uma faixa de

temperatura 6tima para o desenvolvimento dos microorganismos.

As bactérias utilizadas no presente experimento foram cedidas pelo
Laboratério de Microbiologia do Departamento de Biologia da UFC.
Posteriormente foram cultivadas em tubos de ensaio contendo 200ml do
meio de cultura Zobell 2216E e incubadas a 29°C com aeragdo moderada.
O crescimento bacteriano foi monitorado a cada 12 horas durante 72horas.
Foi utilizada a seguinte formula para se determinar o tempo de gerac&o das
bactérias, de acordo com PELCZAR et a/(1996):

G =1t/ 3,3 log(b/B), onde: G=Tempo de geracéo

b= Numero inicial de bactérias

B= Numero final de bactérias

t= tempo de cultivo,

Posteriormente os volumes cultivados foram centrifugados em

centrifuga Excelsa Baby FANEM MOD 208N a 4000rpm durante 10
minutos. O material precipitado foi coletado e desidratado em estufa de
secagem de marca FANEM modelo 315SE a 60°C. A biomassa resultante

foi estocada em refrigerador com aproximadamente 10°C.
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As diatomaceas usadas durante o experimento procederam do banco

de microalgas do Laboratério de Planctologia do DEP/UFC e foram

cultivadas em frascos de vidro de 9000ml| contendc o meio de cultura FeNS,

com aeracgéo e iluminag&o constantes.

As culturas dos microorganismos consideradas inviaveis foram

destruidas em solugéo de acido nitrico a 10% e os materiais de laboratério

igualmente esterilizados.

A composicdo dos meios de cultura pode ser observada no quadro

abaixo:
Quantidades
Meios Substancias (9) (ml) pH
Extrato de 3,0
levedura
Peptona 5,0 7.6-7,8
Zobell 2216E | Agua destilada 750
Agua do mar 250
concentragéo(%) *
EDTA 1 1,0
FeNS FeNH4(S0O4)2 0.5 0,5
KNO; 4 45 7,8-8,5
Na,HPO, 1 0,5
Na,SiO; 1 0,5

* Solugéo estoque
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2.2 - ETAPA Il - ALIMENTACAOQ DE Artemia sp

Os cistos de Artemia utilizados neste experimento foram hidratados
durante 60 minutos em agua do mar e posteriormente tratados com uma
solucéo de hipoclorito de s6dio e agua do mar na propor¢ao 1:1 durante 14
minutos. A seguir foram lavados com agua clorada em rede de plancton com
abertura de malha 140um.

Apds a descapsulagéo os cistos foram colocados em recipientes
cilindricos conicos contendo 1000ml de agua do mar mantendo-se aeragéo
e iluminacéo constantes.

Iniciado o processo de eclos&o, os nauplios foram lavados com agua
do mar em rede de plancton com abertura de malha 140um.

Foram colocadas 300 artemias em frascos cilindricos cbdnicos
contendo 300ml de agua do mar com aeragdo constante para serem
utilizadas no estudo de alimentacéo e sobrevivéncia.

A sequéncia de alimentagdo dos nauplios constou de uma bateria
com seis tratamentos diferenciados (T1, T2, T3, T4, T5 e T6) com trés
repeticdes a base da substituicdo progressiva da diatomacea C. gracilis pela

bactéria desidratada P. aeruginosa, de acordo com o seguinte quadro:

Tratamento Microalgas (%) Bactérias (%)
T1 100 0
12 90 10
T3 70 30
T4 50 50
15 0 100
16 0 0

As concentracbes de bactérias e microalgas oferecidas diariamente
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para as artemias durante 11 dias podem ser observadas no quadro a seguir, ’

cujos valores foram estabelecidos na taxa de alimentag&o de 1 a 5 células a

cada cinco segundos:

Consumo de cél./300artemias/10”

Consumo de cél./300 artemias/12h

microalgas bactérias microalgas bactérias

Dias cel./ml cel./ml (cel./mix10° (cel./mIx10° )
01

02 300 300 2.0 2,0
03

04 450 450 35 3.5

05

06 600 600 4,0 4,0

07

08 1200 1200 8,0 8,0
09

10 1500 1500 15.0 15,0
11

Diariamente foi suspensa a aeragéo para sifonar a matéria organica

particulada e retirada das artemias mortas. A cada 48 horas procedeu-se a

troca de 30% da agua do cultivo.

filtrados em rede de plancton com abertura de malha 50um.

Todos tratamentos de alimentagdo utilizados foram previamente

Esta fase do experimento foi realizada em triplicata.
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2.3 - ETAPA Ill - DETERMINAGCAO DA TAXA DE MORTALIDADE

Durante o periodo do cultivo calculou-se o coeficiente de mortalidade
total(z) das artemias utilizando-se a seguinte formula e de acordo com
BEVERTON & HOLT(1957), CUSHING(1968), FONTELES-FILHO(1976,
1989):

z= - In(S), onde S= N(t+At)/N(t) e: z = coeficiente de mortalidade total
N(t) = numero de artemias no instante t
S = taxa de sobreviventes

In = logaritmo natural,

2.4 - ETAPA IV - TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados referentes aos coeficientes de mortalidade total dos
tratamentos submetidos ao teste F- Analise de Variancia (ANOVA) de
acordo com VIEIRA e HOFFMANN(1980) e VIEIRA(1991), utilizando-se o
tratamento com alimento a base da diatomacea como controle Os dados

foram tratados de acordo com as seguintes sequéncias de operacgdes:

a) Estabelecimento das hipbdteses

Ho: os coeficientes de mortalidade total s&o iguais

Ha: os coeficientes de mortalidade total n&o sao iguais

b) Calculo da variavel padronizada

F= QMTr/QMR, onde QMTr=Soma de quadrados de tratamentos
QMR= Soma de quadrados de residuos, e

de acordo com a seguinte legenda:
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K = ndmero de tratamentos Graus de liberdade

r = nimero de repeticbes de tratamentos = k-1

N = numero de observagdes do total = n-1

y = cada uma das observagbes do residuo = (n-1) - (k-1) = n-k

O valor de corregéo: C= (Zy)’n

A soma de quadrados total: SQT=Yy*-C

A Soma de Quadrados de Tratamentos: SQTr=XT/r-C
Soma de Quadrados de Residuo: SQR = SQT - SQTr

O Quadrado médio de tratamentos:
QMTr=SQTr/(k - 1)

O Quadrado Médio de Residuo:
- QMR = SQR/(n - k)

APLICACAO DO TESTE DE TUKEY
Para estabelecer a diferenga minima significante e se determinar

as médias diferentes entre si, sera utilizada a seguinte formula:

dms=q ,/ QMR/r, onde: g= um valor tabelado.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH da agua do cultivo das artemias variou entre 7,8 a 84; a
temperatura de 25 a 29°C e a salinidade foi 35%e.

O cultivo de P. aeruginosa apresentou tempo médio de geracéo de
4,4 horas. A concentracao inicial ajustada para 10 células/ml x 10* atingiu
uma grandeza da ordem de 1,0 células/ml x 10° apés 72 horas de cultivo.
(Figura 8).

O vcultivo de C. gracilis apresentou uma concentragdo de
45 2células/ml x 10* no sétimo dia de cultivo, partindo de uma concentragao
inicial de 1,0 células/ml x 10* .(Figura 9).

Os valores de sobrevivéncia das artemias alimentadas com a
microalga C. gracilis e com diferentes misturas entre esta diatomacea e a
bactéria desidratada P. aeruginosa, mantiveram-se entre 56 e 86%,
aproximando-se dos valores encontrados por GOROSPE (1986) utilizando
diferentes combinagcées de farelo de arroz e bactérias marinhas
desidratadas durante 10 dias de cultivo. KLEIN (1993a), cultivando
artemias com rag¢des elaboradas a partir de Gracillaria domingensis e rama
de batata doce (Convolvus batata), obteve taxas de sobrevivéncia em torno
de 45%, indices abaixo dos que conseguimos neste experimento e que
mostram a possibilidade de se cultivar artemias utilizando alimento inerte.
Podemos também realcar a pratica de bioencapsulacédo da Artemia
utilizando-se emulsdes lipidicas descrita por ISHIZAKI (1998), conseguiu .
taxas de sobrevivéncia variando de 7,9 a 88,5%, aproximando-se das '
obtidas neste resultados, em termos de sobrevivéncia, s&o
aproximadamente iguais ao deste experimento de enriquecimento de
artemias. RABAY(1998), utilizando alimento algal liofilizado e matéria
organica dissolvida e floculada, obteve sobrevivéncias variando entre os
limites de 80 a 97% e 47 a 54% respectivamente para alimento liofilizado e
matéria organica floculada, durante 10 a 14 dias de cultivo.
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Os resultados da analise de variancia dos dados referentes aos

coeficientes de mortalidade total para as dietas utilizadas no cultivo das

artemias podem ser observados nos quadros apresentados a seguir:

Tratamento (T1) x Tratamento (T2)

Causas de Variacéo GL SQ QM F
Tratamentos 1 0,00012 0,00012
Residuos 4 0,00005 0,00002 4,0
Total 8 0,00017
Tratamento (T1) x Tratamento (T3)
Causa de Variacdo GL SQ QM F
Tratamentos 1 0,00015 0,00015
Residuos 4 0 00011 0,00003 50
Total 5 0,00026
Tratamento (T1) x Tratamento (T4)
Causa de Variacdo GL SQ QM F
Tratamentos 1 0,00019 0,00019
Residuos 4 0,00706 0,00018 1,1
Total <! 0,00725
Tratamento (T1) x Tratamento (T5)
Causa de Variacé&o GL SQ QM F
Tratamentos 1 0,002292 | 0,002292
Residuos 4 0,000126 | 0,000032 72,49
Total 5 0,002418
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O valor de F critico, para o nivel de significancia de 5%, com 1 grau
de liberdade para tratamento e 4 graus para residuo, € de 7,71.

Portanto, ao nivel de significancia de 5%, as médias dos coeficientes
de mortalidade total s&o estatisticamente iguais para os tratamentos
contendo 100%(T1), 90%(T2), 70%(T3) e 50%(T4) de microalgas. Como
s&o considerados apenas dois tratamentos por vez (o controle e outro),
temos que a média produzida pelo tratamento constituido apenas por !
bactérias, por ser maior que aquelas produzidas pelas outras dietas, traduz
uma menor eficiéncia deste tratamento em relagéo aos demais. Ou seja, as
artemias quando alimentadas com bactérias apenas(T5), apresentaram um
coeficiente de mortalidade total maior, ao nivel de significancia de 5%. Fica,
entdo, descartada a hipétese nula para este tratamento a base de bactérias.
Em relacdo aos outros tratamentos aceita-se a hipétese nula, de que os
coeficientes de mortalidade sé&o estatisiticamente iguais.

O Teste de Tukey confirma os resultados da analise de variancia
como podemos observar a seguir:

Resultados do Teste de TUKEY

Causas de variacéo GL SQ QM F
Tratamentos 4 0,0028866 |(0,0005722
Residuos 11 0,0002264 |0,0000177 324
Total 15

O valor de F critico para o nivel de significancia de 5% com 4 graus
de liberdade para tratamento e 11 graus para residuo, é de 3,36.

O valor tabelado de g, ao nivel de significancia de 5%, para
comparar cinco tratamentos T1, T2, T3, T4 e T5, com 11 graus de liberdade
do residuo é de 4,57.

O valor calculado da dms, para o nivel de significancia de 5% €
0,0111.
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Os valores absolutos das diferencas entre as medias dos tratamentos
T1, T2, T3, T4 e T5, podem ser observados no quadro abaixo:

Pares de médias

Valor absoluto da diferenca

0e10(T1eT2) 0,0089

0e 30(T1 e T3) 0,0100

0e 50(T1 & T4) 0,0035
0 e 100(T1 e T5) 0,0391
10 e 30 (T2 e T3) 0,0011
10 e 50(T2 e T4) 0,0054
10 e 100(T2 e T5) 0,0302
30 e 50(T3 e T4) 0,0065
30 e 100(T3 e T5) 0,0291
50 e 100(T4 e T5) 0,0356

A curva de sobrevivéncia das artemias durante o cultivo pode ser

observada na figura 10.
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4 -CONCLUSOES

O tratamento contendo 50% de microalgas (T4), promoveu o melhor
resultado, com z= 0,0173 x dia” , seguido em ordem decrescente, pelas
dietas contendo 90% de microalgas, com z= 0,0227 x dia’ e a dieta
contendo 70% de microalgas, com z= 0,0238 x dia’ . A dieta contendo
apenas bactérias resultou no pior desempenho, com z= 0,0529 x dia Pl ¢
controle alimentar utilizando apenas microalgas, resultou em z= 0,0138 x
dia” .

A Analise de Variancia mostrou que apenas o tratamento com
alimento constituido exclusivamente com bactérias apresentou um valor da
estatistica calculada maior que o valor critico e, portanto, o0s demais
tratamentos apresentaram, estatisticamente, iguais coeficientes de
mortalidade total. Os tratamentos constituidos com 90 e 70% de microalgas
apresentaram um coeficiente de mortalidade total com valores muitos
proximos e o menor valor para a estatistica calculada. De acordo com o
Teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%, a média do tratamento
utilizando apenas bactérias é significativamente maior do que as médias
dos outros tratamentos.

Considerando que o tamanho dos alimentos fornecidos para as
artemias foram semelhantes e adequados para o consumo deve-se
considerar aqueles aqueles que apresentaram menores coeficientes de
mortalidade.

A dieta constando das diatoméaceas foi o melhor alimento para se
manter o cultivo das artemias, sendo também possivel misturar quantidades
de biomassa desidratada de P.aeruginosa, variando entre 10 a 50% de
substituicdo da microalga C. gracilis. ,

Estes resultados mostram a importancia de se continuar realizando
pesquisas e trabalhos experimentais com a Artemia no sentido de aprimorar
as técnicas de cultivo ja existentes, bem como desenvolver modelos auto-
sustentéveis para a sua produ¢ao em condi¢cdes de campo.
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