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ANALISE DO VALOR PROTEICO DO ROTIFERO
Brachionus plicatilis SUBMETIDO A DIFERENTES DIETAS

ELIANO VIEIRA PESSOA

INTRODUGCAO

O plancton é o alimento basico de quase todos os organismos aquaticos,
principalmente, nos primeiros dias do seu ciclo de vida, onde se verifica o maior
indice de mortalidade. Dentre estes, os rotiferos apresentam uma das
principais alternativas para uso como alimento vivo, no cultivo de espécies
aquaticas (VALENCA, 1997).

Os rotiferos s&o organismos zooplanctdnicos, preferencialmente
dulciculas, que por intermédio de experimentos cientificos, pode ser aclimatado
em agua do mar, segundo NUSBAUM (1996).

O Brachionus plicatilis € entretanto uma espécie marinha e entre os
rotiferos, a mais amplamente utilizada na aquicultura, devido suas
caracteristicas de: suportar altas densidades populacionais, serem euritérmicos
e eurialinos, possuirem curto ciclo vital e além disso, poderem se reproduzir de
forma sexuada ou partenogeneticamente (GILBERTO & MAZZOLA, 1981).

GOMES (1986) refere que para um bom crescimento dos rotiferos, a
temperatura pode variar de 25 a 33 °C e a o6tima para reprodugdo por
partenogénese € de 27°C, sendo portanto, o clima nordestino propicio para
esta atividade.

O comprimento de B. plicatilis varia de acordo com a linhagem: na

linhagem S (small) varia de 120 a 160um e na linhagem L (large) mede de 250
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a 300um, sendo ambos consideradas ideais para larvicultura
(BARNABE, 1986).

Séo organismos filtradores e a sua nutricdo é essencialmente feita a
base de microalgas, ja que as mesmas podem proporcionar aos rotiferos
proteina e acidos graxos essenciais necessarios a sua sobrevivéncia.

A espécie Brachionus plicatilis possui a capacidade de tolerar
concentrages de amodnia mais alta que 0s copépodos, Seus principais
predadores (FENGQI, 1996).

O rotifero B. plicatilis € uma espécie de manejo bastante simples que
quando se produz em pequena escala, pode ser estocado em geladeira
comum, em meio liquido, fornecendo-se alimento semanalmente ou quando se
deseja producéo em massa. Entretanto, o alto custo de producéo inviabiliza o
seu uso no sistema de exploragdo comercial, buscando-se desta forma,
alimentos alternativos com vistas a baratear sua produgé&o em larga escala.

SEIXAS FILHO et al (1984) realizaram pesquisas de avaliagdo na
substituicdo total ou parcial do microcrustaceo Artemia sp. pelo rotifero
Brachionus plicatilis, sendo fornecido as larvas de Macrobrachium rosenbergii,
vulgarmente conhecido como camardo gigante da Malasia, obtendo resultados
satisfatérios, sendo considerado viavel esta substituicéo.

ESTEVEZ & KANAZAWA (1996) pesquisaram alimentos alternativos no
sentido de aumentar o valor nutricional dos rotiferos com acidos graxos
essenciais fornecidos a solha japonesa (Paralichthys olivaceus) e evitando,
desta forma, o nascimento de individuos albinos.

Existe uma grande limitagdo de trabalhos sobre o cultivo de rotiferos,
restringindo-se a espécie Brachionus plicatilis. Na regido Nordeste destacam-
se os trabalhos de NEWMANN-LEITAO & LIMA (1988): NEWMANN-LEITAO,
LIMA & MENEZES (1989) E LIMA (1991).

Produzir em grande escala microorganismos aquaticos, reveste-se da
maior importancia, quando estes organismos podem ser utilizados como

alimento para espécies de valor econdmico.
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O presente trabalho teve como principal objetivo testar alimentos
alternativos como forma de minimizar os custos de produgéo do Brachionus
plicatilis.

Com o proposito de auxiliar as futuras pesquisas em aquicultura
levantamos as seguintes informagdes gerais sobre a posicdo sistematica,

biclogia e cultivo dos rotiferos.
1.1. POSICAO SISTEMATICA DOS ROTIFEROS:

Até pouco tempo, existia grande divergéncia entre os autores no que se
refere a posicdo sistematica dos rotiferos. Alguns o consideraram como
pertencentes ao filo Troquelmintos, é o caso de RIOJA et al (1964), contudo
bibliografias atuais j@ o consideram como um filo independente, o Rotifera,
segundo STORER et al (1995) e RUPPERT & BARNES (1996), sendo esta

classificacdo atualmente a mais aceita no meio cientifico.
Filo Rotifera

O nome deste filo deriva-se da presenca de uma coroa ciliada ou corona
que, ao vibrar, sugere a rotagdo de uma roda em muitas espécies. Esta area
ciliada, auséncia de cilios externos em outros lugares € 0s movimentos da
faringe mastigadora (mastax) s&o os principais tragos que distinguem os

rotiferos de todos os outros animais aquaticos.

Classe Seisonacea. Corpo alongado; coroa reduzida; dois ovarios;

machos completamente desenvolvidos; um Unico género. Seison.

Classe Bdelloidea. Coroa com dois discos retrateis; com nenhum até
quatro dedos, glandulas pedais numerosas;, dois ovarios; machos
desconhecidos; reproducdo obrigatoriamente partenogenética. Habrotrocha,

Philodina, Rotaforia.
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Classe Monogononta. Rotiferos com um ovério. Partenogénese

comum, mas pode ocorrer reprodugdo sexuada periddica envolvendo machos

andes e que ndo se alimentam.

Ordem Ploima - Rotiferos nadadores. Corpos com ou sem lorica,
freqUentemente curtos, algumas vezes saculares. Esta ordem contem a
maioria dos rotiferos. Notommata, Proales, Polyarthra, Synchaeta,

Chromogaster, Gastropus, Asplanchna, Brachionus, Euchianis e Keratella.

Ordem Flosculariacea - Rotiferos sésseis, muitos tubicolas ou
livres natantes sem dedos. Coroa com uma espiral dupla de cilios.

Conochilus, Floscularia, Hexarthra, Testudinella.

Ordem Collothecacea - Principalmente rotiferos sésseis. Boca
no fundo de uma concavidade rasa. Extremidade anterior freglentemente

circundada por bracos ou feixes de cerdas. Stephanocercs, Collotheca.

1.2. BIOLOGIA DOS ROTIFEROS

Para uma melhor compreenséo sobre a biologia dos rotiferos teve-se
como referéncias os autores STORER et al (1995) e RUPPERT &
BARNES (1996).

Os rotiferos sdo elementos importantes no zooplancton de agua doce,
possuem algumas espécies marinhas e desempenham relevante papel na
reciclagem dos nutrientes nos sistemas aquaticos. A maioria das 1.700
espécies & de vida livre, mas algumas séo fixas em tubos protetores, podem

ser parasitas externos ou internos.
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Apresentam corpo geralmente transparente, embora alguns rotiferos
parecam verdes, alaranjados, vermelhos ou marrons, devido a coloragcéo do

trato digestivo.

1.2.1. Estrutura Externa

O corpo alongado ou sacular, pode ser dividido em uma regiéo anterior
curta, um grande tronco compondo a maior parte do corpo € um pé terminal.
(Figura 1)

A extremidade anterior possui um 6érgéo ciliado chamado coroa que é
usada na alimentagao e natacao.

O tronco forma a parte primordial do corpo. A epiderme encontra-se
freqUentemente endurecida em uma armadura distinta, chamada lérica.

A extremidade do pé geralmente possuindo de uma a quatro projegoes,
chamadas dedos, sendo utilizado como um érgéo de fixagcdo. O pé contém
glandulas podais que se abrem por meio de ductos nas pontas dos dedos ou
em outras partes do pé. Essas glandulas podais produzem uma substancia

adesiva para uma fixagéo temporaria.

1.2.2. Nutrigado

A maioria dos rotiferos alimenta-se de material em suspens&o que sdo
trazidas a boca na corrente de agua produzida pela coroa ciliada. Alguns s&o
predadores que se alimentam de protozoarios, bactérias, outros rotiferos, que
capturam por meio de uma armadilha ou de sucgéo.

Uma estrutura caracteristica do filo € a existéncia do mastax que é
utilizado tanto na captura como na trituracdo do alimento e, consequentemente,

sua estrutura varia com o tipo de comportamento alimentar envolvido.
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1.2.3. Excrecéao

Os rotiferos sdo animais amonotélicos. Possuem tipicamente dois
protonefridios que funcionam na osmorregulagdo e na regulacdo idnica.

O contelido da bexiga ou da cloaca, apds passagem no tubulo coletor é
esvaziado através do anus por contragdo. A velocidade de pulsagéo

freqUentemente € de uma a quatro vezes por minuto.

1.2.4. Sistema Nervoso

O cérebro nos rotiferos consiste de uma massa glanglionar, localizada
sobre o mastax, que se origina um numero variavel de nervos que se estendem
até os 6rgdos sensoriais anteriores e outras partes do corpo.

Os orgdos sensitivos consistem de cerdas sensoriais localizadas nas
diversas partes da coroa ciliada, duas depressdes ciliadas e um a cinco olhos.
Os olhos fornecem uma orientacédo locomotora para a luz e para a regulagéo

fética da reproducéo.

1.2.5. Reproducgéo

E considerado o sucesso ecoldgico dos rotiferos. Estes individuos ou
sédo didicos ou fémeas partenogenéticas.

Os ovos podem ser livres-flutuantes, prenderem-se a objetos nos
substratos ou ligarem-se ao corpo da fémea.

Na espécie Brachionus plicatilis, assim como nos monogonontes,
produzem-se varios tipos de ovos. Um tipo, chamado de ovo amictico, tem
casca fina, ndo pode ser fertilizado e desenvolve-se por partenogénese em
fémeas amicticas. A meiose tipica ndo ocorre na maturacdo, e 0s ovos S&o
dipléides. Um segundo tipo de ovo, chamado de ovo mictico, que € induzido
por fatores ambientais especificos, tais como uma alta densidade populacional

ou alteragbes na qualidade e quantidade do alimento, no fotoperiodo e na
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temperatura, também tem casca fina, mas é hapldide. Se esses ovos n&o
forem fertilizados, produzem machos hapldides partenogeneticamente. Se
forem fertilizados, secretam cascas fortes e resistentes. Tais ovos fertilizados
sdo chamados de ovos dormentes ou em repouso; em contraste com os ovos
amicticos e micticos de casca fina e ndo fertilizados, esses ovos dormentes
sdo capazes de suportar a dessecacéo e outras condi¢cdes adversas e podem
nao eclodir por varios meses ou até anos. 0Os ovos dormentes eclodem
fémeas. Em qualquer época, uma fémea pode produzir ovos amicticos ou

micticos, mas ndo ambos. (Figura 2)

1.3. PARAMETROS PARA SE OBTER UM BOM CRESCIMENTO NO
CULTIVO DE ROTIFERO Brachionus plicatilis (Segundo BARNABE,
1976 e CRUZ, 1984 apud GOMES, 1986):

a) TEMPERATURA: 27°C - entre 25 e 33°C ocorre a reprodugéo por
partenogénese, que deve ser mantida para maior rendimento.

b) ILUMINAGAO: 800 A 1000 Jux.

c) ALIMENTAGCAO: microalgas como Nannochloris sp., Chlorella sp.,
Dunaliella sp., Tetraselmis sp., Monnochrysis sp., Exoviella sp.,
Chlamidomonas sp., Spirulina sp. vivas, liofilizadas ou congeladas; bactérias,
protozoarios, particulas organicas; fermento biolégico - Saccharomyces
cerevisiae.

d) AERACAO CONSTANTE: Oxigénio préximo & saturacéo.

e) SALINIDADE: 10 a 40 %y

f) pH: 7,8a8.3

As taxas de amonia, oxigénio dissolvido e a densidade populacional

também devem ser monitoradas para melhor controle.
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2 - MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Planctologia do
Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara e

dividido em trés etapas:

ETAPA | - Constando do cultivo de microalgas e determinacéo, entre as
espécies cultivadas, da microalga ideal para obtencdo do maior nimero de
rotifero Brachionus plicatilis no cultivo em laboratorio.

As cepas de B. plicatilis provenientes do Laboratdrio do Nucleo Pontegi
do Projeto Camarao (Natal - RN), foram mantidas em tubos de ensaio contendo
a microalga Tefraselmis chuii em meio FeNS (Tabela 1), numa densidade de
1x10° cel/ml, a uma temperatura de 27+1°C, iluminagdo constante e salinidade
de 30 %Yo.

Apds uma semana, quando a coloragdo dos tubos de ensaio mudaram
de verde para transparente, indicando o consumo total das microalgas pelos
rotiferos, retirou-se uma subamostra para formar nova cepa e o restante
transferido para recipientes de um litro, com meio de cultura FeNS contento as
microalgas Tetraselmis chuii, Isochrysis galbana e Dunaliella salina. (Figura 3)

As contagens dos individuos através do método de varredura na lamina
foram realizadas a cada dois dias, perfazendo um total de dez dias, em
microscopico binocular STUDAR lab, com aumento de 120x e a fixagdo dos
individuos foi feita com formol a 4%.

As figuras foram obtidas com auxilio de microscépico binocular NIKON
ALPHAPHOT-2 YS2 com aumento de 100x.
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ETAPA Il - Consistindo da inclusdo de dietas alternativas: (Figura 4)

AMOSTRA A = 100% da microalga de melhor desempenho, observado
na Etapa l;

AMOSTRA B = 10% de levedura de padaria Saccharomyces cerevisiae
com 90% da microalga de melhor desempenho;

AMOSTRA C = 50% de levedura de padaria com 50% da microalga de
melhor desempenho;

AMOSTRA D = 90% de levedura com 10% da microalga de melhor
desempenho.

Posteriormente foram determinados os valores de proteina total dos
rotiferos alimentados com essas diferentes dietas.

A concentracdo de levedura Saccharomyces cerevisiae usada nos
experimentos foi de 0,35g por litro, de acordo com YUFERA & PASCUAL
(1980).

ETAPA Il - Determinac&o da Proteina Seca:

Apés atingirem a densidade maxima dos cultivos em garrafées de dez
litros, estes eram filtrados em telas com abertura de 70 um e a proteina bruta
determinada através do método de KJELDAHL (ISLABAO, 1984). (Figura 5)

Nas dosagens utilizou-se 0,1 a 0,2 g de amostra de Brachionus plicatilis
seco em estufa a 100°C durante 10 horas, acrescentou-se 1g de catalisador
composto de uma mistura de K,CO4 + CuSO4 + Selénio e 4 ml de H»SO4
concentrado. A mistura foi levada ao digestor, aquecido brandamente até o
desaparecimento da cor escura. Apds este periodo o produto digerido foi
transferido ao destilador de Kjeldahl, onde foi acrescido de 30 m| de agua e
neutralizado com uma mistura de NaOH a 50% e destilado com arraste de
vapor, recolhendo o destilado em erlenmmeyer com 10ml de solu¢do HzBO3 a
2% com 3 gotas do indicador misto. A titulaggdo com HCI 0,04N padronizado
permitiu determinar o volume gasto e de acordo com a seguinte férmula

determinou-se o teor de proteina seca na amostra.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Das espécies de microalgas testadas, a que apresentou melhor
performance para o desenvolvimento do rotifero Brachionus plicatilis, foi
Tetraselmis chuii com a densidade de 137 individuos por mililitro no oitavo dia
de cultivo. Os rotiferos alimentados com /sochrysis galbana tiveram sua
densidade maxima de 35 individuos por mililitro no sexto dia de cultivo com um
desempenho regular. A microalga Dunaliella salina fol a que apresentou pior
performance para o desenvolvimento do rotifero com pico de produc&o
alcancado no oitavo dia com a densidade de 08 individuos por mililitro.
(Figura 6)

NEUMANN-LEITAO & LIMA (1988) referem que alcangaram o méximo
de producgdo no décimo dia de cultivo, com uma densidade de 100 individuos
por mililitro em tanques de vinte litros, utilizando como alimento a microalga
Tetraselmis chuii.

A presenca de ciliados em determinado ponto do cultivo, néo acarretou
grandes prejuizos, o que ratifica o referido por alguns autores tais como
REGGUERA (1984);: ROTHBARD (1975) e NEUMANN-LEITAO & LIMA (1988).

A utilizacdo de alimentag&o alternativa com o objetivo de minimizar os
custos é aconselhavel, reduzindo-se desta forma as grandes quantidades de
microalgas necessdrias a uma producdo em larga escala e elevando,
relativamente o valor nutricional dos rotiferos fornecidos as larvas. Contudo o
uso de levedura de padaria traz como desvantagens a deterioracdo da agua do
cultivo e reducdo dos &cidos graxos e aminoacidos para 0 bom
desenvolvimentos do rotifero. Com isso a alimentacdo mista, composta da

mistura de microalgas e levedura se apresenta com a forma mais aconselhavel.
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O teor de proteina seca alcangado nos experimentos de laboratério foi o

seguinte: (Figura 7)

AMOSTRA A (100% de microalgas) = 4.44%
AMOSTRA B (90% de microalgas + 10% de levedura) = 2,31%
AMOSTRA C (50% de microalgas + 50% de levedura) = 1,60%
AMOSTRA D (10% de microalgas + 90% de levedura) = 1,22%

A partir da introducdo de levedura de padaria, Saccharomyces
cerevisiae, nos cultivos foi observado a presenca bastante significativa de
fémeas com dois a cinco ovos, assim como, individuos significantemente
menores, supostamente, machos no cultivo. (Figura 8)

CRUZ E MILLARES (1974) referem que a presenca de fémeas ovadas é
um indice de velocidade de crescimento da populagéo.

A presenca de machos se deve principalmente pela alteragéo no tipo de
alimento fornecido, no caso, fermento de padaria.

Observou-se nos cultivos das trés espécies de microalgas a presenga de
fémeas com ovos situados fora da lérica, segundo OKAUCHUIlI E FUKUSHO
(1985a e b), o modo de carregar os ovos em relagcéo a lorica € um indicativos
dos tipos de linhagens, L (large) ou S(small). A linhagem L carrega seus ovos
fora da lorica, enquanto que a linhagem S, carregaria seus ovos dentro da
lérica. Com isso, se poderia afirmar que os rotiferos aqui cultivados, se

enquadrariam a linhagem L. (Figura 9)
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4 - CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nos cultivos pode-se concluir que:

1. A espécie de microalga que obteve o melhor desempenho para o rotifero
Brachionus plicatilis foi a Tetraselmis chuii seguida da Isochrysis galbana e
por Ultimo Dunaliella salina.

2. O teor de proteina alcancado pelo rotifero Brachionus plicatilis, variou de
acordo com a dieta oferecida. Os individuos alimentados exclusivamente
de microalgas Tetraselmis chuii, apresentaram o melhor teor protéico, com
4,44% de proteina bruta e o pior desempenho foi obtido com uma dieta
composta de 90% de levedura de padaria e 10% de microalga Tefraselmis

chuii, com 1,22% de proteina bruta.

3. Sendo os rotiferos organismos filtradores, sua nutricdo €& essencialmente
feita a base de microalgas, j& que as mesmas podem proporciona-los,
proteina e acidos graxos essenciais necessarios a sua sobrevivéncia. A
utilizac&o de alimentacdo alternativa, no caso, levedura de padaria com o
objetivo de minimizar os custos & aconselhavel, contudo o seu uso traz
desvantagens de vez que a mesma reduz significantemente o valor protéico
dos individuos, devido a reduzida quantidade relativa de &cidos graxos

polinsaturados e de aminoacidos essenciais.

4. A introducdo de levedura de padaria, Saccharomyces cerevisiae, ocasionou
o aparecimento de rotiferos com dois a cinco ovos fora da lorica, assim

como, individuos bem menores, supostamente, machos nos cultivos.

5. A presenca bastante significativa de rotiferos Brachionus plicatilis com ovos
fora da lérica, sugere portanto tratar-se da linhagem L (large).
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5 - RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo testar alimentos alternativos a
fim de minimizar os custos de produgéo do rotifero Brachionus plicatilis em
larga escala. Além disso, foi testada a espécie de microalga ideal para o
melhor desenvolvimento do referido rotifero.

O Brachionus plicatifis possui algumas caracteristicas que o tornam
bastante importante, entre elas, a capacidade de suportar altas densidades
populacionais, por apresentar ciclo de vida relativamente curto, serem
euritérmicos e eurihalinos, assim como, ja estarem bastante adaptados as
nossas condi¢des ambientais.

A microalga que apresentou melhor performance para o
desenvolvimento do rotifero B. plicatilis, foi Tetraselmis chuii atingindo a
densidade de 137 individuos por mililitro no oitavo dia de cultivo. Os rotiferos
alimentados com [sochrysis galbana tiveram sua densidade maxima de 35
individuos por mililitro no sexto dia de cultivo com um desempenho regular. A
microalga Dunaliella salina foi a que apresentou pior resultado para o
desenvolvimento do rotifero, com pico de producédo alcancado no oitavo dia
com a densidade de 08 individuos por mililitro.

O teor de proteina alcancado pelo rotifero Brachionus plicatilis, variou
de acordo com a dieta oferecida. Os individuos alimentados exclusivamente de
microalgas Tefraselmis chuii, apresentaram o melhor teor protéico, com 4,44%
de proteina bruta e o pior desempenho foi obtido com uma dieta composta de
90% de levedura de padaria e 10% de microalga Tetraselmis chuii, com 1,22%

de proteina bruta.
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TABELA 1 - Composicdo e concentracdo do meio de cultura FeNS.
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Fbsfafd écido ae $6did - 6,5 '
Sulfato de ferro amonia 0,5
Nitrato de potassio 1,0
ETDA 1,0

COROA
CILIADA

MASTAX

ESTOMAGO

PE

DEDOS

Figura 1 - Estrutura do rotifero Brachionus plicatilis, cultivado em laboratério.
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<+ FASE PARTENOGENETICA >
Periodo de repouso—» Fémeas —# Ovos —» Fémeas —» Ovos—» Fémeas
T (varias geragdes) Jv
Ovos de inverno Mudanca de
(Zigoto) condigbes
T Espermatozéides € Machos <« Ovos < Fémeas<
x~ néo fertilizados
Fecundagao
Ovos < Fémeas
< FASE SEXUAL >

Figura 2 - Fases do ciclo biolégico de um rotifero, segundo WHITNEY, 1916
apud. RIOJA, 1964, modificado pelo autor.

Figura 3 - Mudanca de coloragcdo de verde para transparente, em virtude, do
consumo total das microalgas pelos rotiferos.
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Figura 4 - Incremento de dietas alternativas, no caso, levedura de padaria
Saccharomyces cerevisiae e microalga Tetraselmis chuii.

Figura 5 - Mudancga de colorac@o nos cultivos de rotifero Brachionus plicatilis

em garrafées de 10 litros.
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—e— Tetraselmis chuii —%— Isochrysis galbana —— Dunaliella salina
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Figura 6 - Desenvolvimento do cultivo de Brachionus plicatilis alimentados com

roteina seca

o

Teor de

diferentes espécies de microalgas.

Dietas alternativas

Figura 7 - Teor de proteina seca alcangado nos experimentos de laboratério.
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Figura 8 - Rotiferos cultivados apresentando ovos fora da lorica.
( A) Presenga de um 6vo, ( B ) dois ovos e ( C ) cinco ovos.

Figura 9 - Rotifero com ovos dentro da Iérica
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