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RESUMO

Cada vez mais a aquicultura torna-se fundamental para os seres humanos como
fonte de produgdo de alimento. Os rotiferos sfo muito importantes para a larvicultura de
peixes e crusticeos, que ¢ uma das fases mais importantes em qualquer criacio de
organismos aquéticos. O Cultivo em sua maioria é feito com a utilizagdo de microalgas e
a selecdo da espécie depende da adaptagiio da mesma as condigdes locais e também pela
qualidade nutricional. O trabalho teve por objetivo avaliar o crescimento da populagio de
rotiferos da espécie Brachionus plicatilis em salinidades diferentes e alimentados
exclusivamente com Spirulina platensis. A produgdo dessa microalga cianoficea possui
manejo mais simplificado e a quantidade ofertada aos rotiferos foi padronizada, além do
que, existem poucos trabalhos com sua utilizag8o e raros utilizando-a viva. O experimento
foi realizado em erlenmeyers com volume de 500 mL cada. Foram utilizadas as
salinidades 10, 20 e 30, a partir de uma cepa mantida com salinidade 25. A Spirulina
platensis foi ofertada viva, filtrada e fragmentada em tela de 60 pm. O cultivo de rotiferos
iniciou com a concentragéo de 20 rot./mL e ao final, no quinto dia de cultivo, foram
obtidas as concentragdes médias de 39,2 rot./mL para a salinidade 30; 82,6 rot./mL para a
salinidade 20 e 203,84 rot./mL para a salinidade 10. Com a realiza¢do do trabalho,
podemos concluir que foi comprovado o efeito positivo no aumento da cultura de rotiferos
da espécie Brachionus plicatilis com o uso da microalga Spirulina platensis viva, sendo a
maior densidade de rotiferos encontrada na salinidade 10 e o maior percentual de f€émeas
com ovos encontrado na salinidade 30.

Palavras-Chave: Cianobactéria, Rotifero, Salinidade, Biomassa.
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1 INTRODUCAO

A produgdo mundial de pescado proveniente da aquicultura vem aumentando nos Gltimos

anos e hoje representa cerca de 47% do total de organismos aquéticos consumidos (FAQO, 2009).

Um dos estagios em que € necessaria uma maior atengfo na piscicultura é apos o periodo
larval, pois vérios fatores, tais como a ma qualidade de 4gua, manejo errdneo e enfermidades
podem ser mais perigosos do que em qualquer outro estagio de vida, fazendo com que a taxa de
mortalidade aumente consideravelmente. (ZANIBONI-FILHO, 2000). Apés o consumo do vitelo,
a larva transforma-se em uma poés-larva e sua alimentacfio passa a ser exdgena, exigindo
principalmente presas vivas como microalgas e zooplancton, em razdo de seu sistema digestivo

ndo estar funcionando completamente. (VILELA; BANDARRA, 2002).

Alimentos artificiais ndo sdo atrativos para a maioria das larvas, j4 que além de serem
matérias inertes, podem causar insucesso nas larviculturas, pois se deterioram com facilidade,
afetando a qualidade da agua e isso favorece o crescimento de bactérias que podem provocar

contaminagfo e morte dos organismos. (YAMANAKA; OBA, 1978).

Desde a década de 60, o uso dos rotiferos como fonte alimentar nas larviculturas, tanto em
dgua doce como salgada, tem sido uma excelente opgfo ja que estes microorganismos possuem
um manejo relativamente simples. (DE LA CRUZ; MILLARES, 1974; YUFERA, 2001). S&o
fontes valiosas de hormdnios reguladores e fatores de crescimento, enzimas, minerais, lipideos,
4cidos graxos, aminodcidos e proteinas, tornando-se um substituto de baixo custo para farinha de
peixe. (KIBRIA et al., 1997; CRISPIM et al., 1999). Além disso, sdo ficeis de serem capturados
pelas presas e possuem tamanho adequado. (PINTO-COELHO, et al., 1997).

Os rotiferos podem se alimentar de protozodrios, bactérias, leveduras, esporos, particulas
organicas ou ragfo artificial. (DE LA CRUZ apud. GOMES, 1986). Ha uma tendéncia crescente

para incluir microalgas no enriquecimento nutricional de rotiferos, pois estas constituem uma
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excelente dieta por possuirem, além de outros nutrientes, 4cidos graxos essenciais. (DHERT e
al.,2001).

De acordo com Pifiero-Estrada et al., (2001); Canela ef al., (2002), a microalga cianoficea
Spirulina platensis possui um alto valor nutricional, devido possuir elevados teores de proteinas
vitaminas, carotendides, minerais e &acidos graxos poliinsaturados. Por outro lado, esta
cianobactéria também produz compostos com atividade farmacoldgica que atuam na estimulacéo
do sistema imunolégico, da microbiota intestinal e na prevengdo e tratamento de doencas virais.

(CHAMORRO et al., 2002).

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar o desenvolvimento populacional dos
cultivos de rotiferos alimentados apenas com biomassa viva de Spirulina platensis. E o objetivo

especifico identificar em que salinidade 10, 20 ou 30, houve maior crescimento na populagéo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biologia e Ciclo de Vida dos Rotiferos

Os rotiferos sdo invertebrados microscopicos, assim denominados pelo movimento
rotacional, feito pelos cilios que estfo presentes em uma espécie de coroa, ou corona, localizada
na extremidade anterior do animal que, além da fungfio de locomogo, ajuda na alimentagdo, pois
conduz continuamente uma corrente de 4gua em direg¢do boca do rotifero. (KOSTE; SHIEL,
1987). Ao fundo da corona se encontra a boca, onde existe um érgdo musculoso, cheio de pingas
quitinosas chamado de mastax, cuja func¢fo € de triturar o alimento para facilitar a absorgdo dos
nutrientes. Esta espécie de faringe muscular se liga ao estomago, através de um esdfago tubular.
O estdmago conduz a um intestino, chamado de cloaca, que, logo apds, abre-se em um anus. O
corpo € cilindrico, dividido em uma parte anterior, um tronco e um pé terminal bifurcado, que o

animal utiliza para se fixar quando necessario. (WALLACE; SNELL 2001).

Os rotiferos possuem altas taxas de reprodugcdo e um ciclo de vida curto de,
aproximadamente, quatro dias. No ambiente natural, quando as condicGes estfo favoraveis, sua
populagdo aumenta rapidamente, j4 que as fémeas se reproduzem por partenogénese, dando
origem a outras fémeas e os ovos sdo chamados de ovos de verdo. (WALLACE, 1998). Quando
as condi¢Bes ambientais se tornam desfavoraveis, algumas fémeas produzem ovos menores que
ddo origem aos machos, através dos espermatozdides os machos fecundam internamente as
fémeas e estas geram ovos com um revestimento mais espesso, chamados de ovos de inverno.
Estes ovos sdo resistentes as baixas temperaturas e dessecagdo. No entanto, quando as condigdes
voltam a ser favoraveis eclodem dando origem a outras fémeas que passam a se reproduzir

novamente por partenogenese. (RIOJA, 1964).

Os rotiferos sdo animais cosmopolitas e estdo distribuidos nos cinco continentes.
(JENKINS; UNDERWOOD, 1998). Atualmente sdo conhecidas em torno de 2000 espécies, entre
animais de 4agua doce e salgada. (WALLACE; SNELL, 2001). De acordo com Wallace (1980),
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podem ser sésseis, fixos dentro de capsulas protetoras ou formando coldnias, no entanto, a grande
maioria so planctonicos, nadadores solitdrios de vida livre que permanecem em suspensfo,
uniformemente, em toda a coluna de 4gua embora May (1989), afirme a existéncia de um nimero
pequeno de espécies marinhas que podem ser parasitas. O corpo geralmente € transparente, mas
dependendo do alimento ingerido, pode adquirir cores com tons alaranjados, castanhos, verdes ou
vermelhos. A grande maioria € menor que 1 mm, mas algumas espécies chegam a atingir um

comprimento de até¢ 3 mm. (BARNES, 1968).

Existe uma divergéncia entre os autores em relagdo a classificagdo sistemdtica dos
rotiferos. Segundo Rioja et al, (1964), a espécie Brachionus plicatilis, por exemplo, foi
classificada como pertencente ao Filo Traquelminto; Classe Rotifera, Subclasse Monogononta;
Ordem Ploima. J4 Storer; Usinger (1967) classificaram o mesmo animal como pertencendo ao
Filo Asquelminto; Classe Rotifera; Ordem Monogonata. Atualmente um maior numero de
autores, sendo esta a tendéncia atual, os classificam como pertencentes ao Filo Rotifera; Classe

Monogononta; Ordem Ploima. (BARNES, 1968; RUSSEL-HUNTER, 1971),

De acordo com Fukusho; Iwamoto (1980 e 1981), a espécie Brachionus plicatilis e dividi-
se em duas linhagens dependendo do tamanho do individuo, tipo-S de (small) ou de menor
tamanho e tipo-L (large) ou de maior tamanho e que podem se alternar dependendo das condi¢des
de cultivo utilizado. FUKUSHO; OKAUSHI (1983). O B. plicatilis é a espécie de rotifero mais
amplamente cultivada e utilizada, por possuir varias vantagens, como sua capacidade de suportar
altas densidades, pequeno tamanho, facilidade de captura pelo seu constante movimento na massa
d’4gua, requerimentos alimentares simples, ciclo de vida curto e seu alto valor nutritivo

(GILBERTO; MAZZOLA, 1981).

2.2 A Importancia dos Rotiferos na Aquicultura

A diminui¢io dos estoques pesqueiros mundiais estd afetando a oferta de pescado no

I3

mercado, portanto uma das principais alternativas para esta problemética é a produgfo de

pescado, na qual a piscicultura tem se tornado fundamental. (ONO; KUBITZA, 2003).
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Uma nutri¢do de qualidade e em quantidade adequada é fundamental nas larviculturas, o
que aumenta a taxa de sobrevivéncia e ainda exerce grande influéncia na obtengdo de um plantel
de animais saudaveis para as fases posteriores do cultivo. (HAYASHI, 2001). Para se obter
melhores resultados nas larviculturas, novas técnicas visam tornar o local de cultivo o mais

proximo possivel do habitat natural do animal cultivado. (LIMA, 1991).

Atualmente, mais de 60 espécies de peixes marinhos e 18 espécies de crusticeos
precisam, em suas larviculturas, de uma oferta segura e adequada de rotiferos com alta qualidade
nutritiva. (QI, 2009). Varios estudos mostram o sucesso do uso de rotiferos na alimentagdo de
larvas de peixes e camardes, como nas larviculturas da tainha Muzil Liza e dos peneideos
Penaeus (m.) brasiliensis e P. (m.) paulensis. (COSTA, s/d). Estudos realizados na alimentagéo
de carpas, Cyprinus carpio, resultaram em um crescimento acima do esperado segundo Lubzens
(1981), bem como resultados satisfatorios foram obtidos na alimentag¢io de larvas do camardo

gigante da Malésia Macrobrachium rosenbergii. (SEIXAS FILHO, 1984).

Outra vantagem do uso dos rotiferos nas larviculturas € a de agir como bioencapsuladores,
ou seja, ao se alimentarem de microalgas, por exemplo, transferem o conteido dos seus
intestinos, parcialmente digeridos, para as pos larvas, facilitando a assimilagcdo dos nutrientes.

(LUBZENS,1989; WIKFORS; OHNO, 2001).

2.3 As Vantagens da Spirulina como Alimento

As microalgas possuem um papel muito importante na aquicultura, pois constituem a base
da cadeia alimentar nos ecossistemas aquéticos e sua utilizag8o tem sido amplamente praticada
pelo seu baixo custo de produgdio em larga escala comparada, por exemplo, com a mesma
quantidade de farinha de peixe utilizada nas dietas artificiais. (FERREIRA ef al., 2008). Através

da fotossintese, elas utilizam a energia solar para formar compostos orgénicos e produzir
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oxigénio, portanto podem agir como uma poderosa ferramenta para o sequestro do CO; do meio
ambiente, quando cultivadas em larga escala. (HENRIQUES er al., 1998). Além disso, as
microalgas podem ser cultivadas nos mais diversos ambientes, j4 que se adaptam a grandes
variagdes de disponibilidade de nutrientes, temperatura, salinidade e irradiagdo. (ROSALES et
al., 2005; WU et al., 2005).

Em viarias regides do mundo ja existe o cultivo e comercializacdo da biomassa de
spirulina, que ¢ produzida, principalmente, a partir do cultivo das espécies Arthrospira mdxima e
A. platensis, mais conhecidas como Spirulina méxima e S. platensis. (ARAUJO et al., 2003). A
Spirulina também possui a vantagem de poder ser coletada e separada do meio de cultivo, através
de uma simples filtragdo, que € uma caracteristica importante para facilitar o uso de uma

microalga na aquicultura. (HENSON, 1990).

De acordo com Watanabe et al, (1983), os acidos graxos poli-insaturados (Poli
Unsaturated Fatty Acid - PUFA) tais como o DHA (4cido docosahexaendico) e o EPA (4cidos
eicosapentaendico) sdo essenciais para o desenvolvimento das pos larvas de peixes marinhos dos
acidos graxos poli-insaturados presentes na Spirulina destacam-se os 4cidos gama linolénico e
palmitico pois representam 20% e 45%, respectivamente, do total de 4cidos graxos presentes na
espécie S. platensis (COLLA et al., 2004), e rotiferos enriquecidos aumentam seu valor nutritivo,
os quais ao serem administrados as pds-larvas podem minimizar os problemas de

desenvolvimento das mesmas (VILELA; BANDARRA, 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obten¢do do Inéculo de Spirulina platensis

O ind6culo da cianoficea S. platensis foi obtido a partir de um cultivo pré-estabelecido
proveniente do Laboratério de Planctologia do Departamento de Engenharia de Pesca da
Universidade Federal do Ceara. O in6culo de 0,5 L foi cultivado até atingir o volume de 3 L, sob

temperatura de 28 + 2°C, iluminancia constante de 2.000 Lux e aera¢io continua.

3.2 Preparo do Meio de Cultivo

O meio de cultivo utilizado foi preparado com fertilizantes agricolas comerciais,

bicarbonato de sddio e cloreto de sddio (Tabela 1).

Tabela 1 — Composig¢do do meio de cultivo.

NUTRIENTES | (g/L)
Nitrogénio, Fosforo e Potassio (NPK) 1,0
Superfosfato Triplo 0,1
SAIS
Cloreto de Sodio (NaCl) 30
Bicarbonato de Sédio (NaHCO3) 10

Fonte: Pesquisa do Autor

A 4gua utilizada para o preparo do meio foi obtida do fornecimento urbano e,
inicialmente, foi dissolvido o cloreto de sédio, seguido do bicarbonato de sddio que além de fazer
o efeito tampdo no cultivo também servia como fonte de carbono. Em seguida, os fertilizantes,
que serviam como fonte de nitrogénio, fosforo e potassio, foram triturados em liquidificador,
macerados e adicionados na 4gua, e o meio foi submetido a uma aeragfio constante por 24 horas
para evaporagdo de todo o cloro da dgua, homogeneizag8o dos nutrientes e estabilizagdo do pH.

A salinidade do meio de cultivo apds a mistura de todos os sais com os fertilizantes ficou em
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torno de 40, essa concentragdo de sal prejudicou a multiplicacdo de outras espécies de microalgas

invasoras, mas a Spirulina platensis suportou esta salinidade.

3.3 Cultivo da Cianoficea Spirulina platensis

O cultivo da microalga S. plafensis foi iniciado transferindo-se 3 L do inoculo para um
garrafio de 13 L e, de acordo com o desenvolvimento da cultura, o meio de cultivo foi
adicionado gradativamente até completar o volume do recipiente. O acompanhamento do cultivo
foi realizado em espectrofotometro a 680 nm (faixa de leitura da clorofila verde) e sempre que a
cultura estava verde escuro e atingia uma absorbéancia em torno de 0,400, novo meio de cultivo
era adicionado, caracterizando um cultivo do tipo estacionério ou “batch”. As vidrarias utilizadas
foram previamente autoclavadas e mantidas tampadas com rolhas de algoddo envoltas em gaze

durante todo o cultivo.

A aeracdo foi fornecida por uma bomba de ar conectada a mangueiras plésticas e pedras
porosas e, para a iluminagfo, foram utilizadas duas lampadas fluorescentes de 20 W, dispostas
lateralmente aos cultivos. A ilumindncia foi avaliada com um luximetro digital e a salinidade

monitorada com um refratdmetro portatil.
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Figura 1 - Cultivos de Spirulina platensis em garrafas de vidro prontos
para adi¢d@o de meio de cultura ou filtragem.

3.4 Filtragem das Microalgas

Quando a densidade celular alcangava valores elevados, com absorbancia em torno de
0,400 a cultura passava a ser filtrada, sendo reposto novo meio de cultivo, caracterizando um
cultivo semi-continuo. A filtragem foi realizada através da utilizagdo de uma malha de 60 pm,
acoplada a um funil de vidro. A biomassa retida na tela foi lavada com agua destilada para retirar

o excesso de sal e meio de cultivo antes de ser ofertada aos rotiferos.

3.5 Aquisicdo do inéculo do rotifero Brachionus plicatilis

Os rotiferos B. plicatilis foram adquiridos de um cultivo pré estabelecido na Estacdo de
Piscicultura Ornamental Tanganyika, localizada no Municipio de Aquiraz-CE, onde sdo mantidos
e alimentados com ragfo artificial. Para isso, os mesmos foram filtrados em tela ou rede de fibra

sintética de 60 um de malha e suspensos em um volume de 500 mL de 4gua com salinidade 25



21

em uma garrafa de polietileno. No laboratério, os rotiferos foram transferidos para um
erlenmeyer de vidro de 1 L, na densidade de 111 rot./mL e alimentados apenas com a levedura
Sacharomyces cerevisae obtida comercialmente como fermento bioldgico. Esta cultura foi
mantida no laboratério de Planctologia do DEP/UFC a 28 + 2 °C, com aeragdo fraca e foi a cepa

utilizada para iniciar os cultivos experimentais.

3.6 Preparo da agua salgada

A 4gua salgada utilizada nos experimentos foi preparada adicionando-se sal comum de
cozinha a 4gua destilada. Assim, foram adicionadas 10, 20 e 30 g/L de sal para preparar a agua
salgada nas trés diferentes concentragdes utilizadas no experimento. A salinidade das solugGes
foi determinada com o auxilio de um refratometro e, em seguida, as mesmas foram armazenadas

em garrafas de polietileno (PET).

3.7 Aclimatacio dos rotiferos

Para iniciar as culturas na salinidade 10 foi necessério a aclimatago dos rotiferos, B.
plicatilis suportam variagdes graduais de salinidade, tanto para mais como para menos (ITO,
1960), e durante um periodo de dois dias, a salinidade da 4gua foi reduzida em cinco partes/dia
até atingir a salinidade 15 e, s6 entfo os mesmos foram transferidos para a salinidade 10. Durante
toda a aclimatacfio os rotiferos foram alimentados, duas vezes ao dia, uma pela manhi e outra a
tarde com fermento biolégico. Para as culturas nas salinidades de 30 e 20 ndo houve necessidade
de aclimatar os individuos da cepa, j4 que os mesmos se encontravam na salinidade de 25 e foi

necessario modificar a salinidade em cinco partes.
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3.8 Delineamento experimental

O experimento constou de 12 culturas que foram realizadas em erlenmeyers com um
volume util de 500 mL, sendo trés tratamentos e quatro repeti¢des nas salinidades de 10, 20 e 30.
Cada cultivo teve uma duracdo de cinco dias e foram realizados durante um periodo de trés
semanas. Para o inicio do experimento, os rotiferos foram distribuidos aleatoriamente em cada
erlenmeyer na densidade de 20 rot/mL. A determinagdo da densidade populacional foi realizada
através da filtragem de 1 litro da cepa em uma rede de 60 um. Os rotiferos que ficaram na tela
foram lavados com 4gua na salinidade desejada e transferidos para um erlenmeyer de 125 mL,

sendo o volume completado para 100 mL com 4gua na mesma salinidade.

Para a contagem, o conteido do erlenmeyer foi agitado para homogeneizar bem os
rotiferos e, com o auxilio de uma pipeta de vidro, foram retiradas cinco gotas. Cada gota foi
colocada em uma ldmina de vidro e adicionada mais 1 gota de formol a 4%. Com o auxilio do
microscopio, o nimero total de rotiferos e a quantidade de individuos com ovos foram
determinados em cada gota. O nimero médio obtido da contagem foi extrapolado para o volume
de 1 mL (28 gotas), sendo a densidade expressa em rotiferos/mL. E a avaliagdo do crescimento
populacional foi determinado através da taxa de crescimento intrinseca (Ln Nfinal - Ln Ninicial/

Tempo do cultivo), que utiliza o logaritimo neperiano nas contagens iniciais e finais.

3.9 Alimentagéo dos rotiferos Brachionus plicatilis com a microalga

A alimentacgfio dos rotiferos com spirulina viva foi realizada apds a filtragem da mesma
em malha de 60 um. A biomassa retida na malha foi lavada com agua destilada para remover o
excesso de meio de cultivo e posteriormente forgada a passar pela mesma tela, com o auxilio de
uma colher e 4gua salgada, para fragmentar a microalga e reduzir o comprimento dos tricomas de
S. platensis e, assim, facilitar a ingestdo dos mesmos pelos rotiferos, que poderia ser dificultada

devido a forma filamentosa da microalga. A alimentag@o foi ofertada uma vez ao dia, as 10:00 h,



23

e a quantidade de S. platensis administrada aos rotiferos, em todo o experimento, foi mantida em
0,150, e monitorada através da absorbancia da 4gua da cultura, com o auxilio de um
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 680 nm. Para manter a qualidade da 4gua durante
os cultivos, o material aderido ao fundo dos erlenmeyers como os dejetos dos rotiferos, restos
alimentares e matéria orgdnica eram retirados diariamente. Além disso, no terceiro dia de cada

cultivo, foi realizada uma renovagéo de 50% da agua de cada erlenmeyer.

Figura 2 — Indculo de rotiferos alimentados com Sacharomyces cerevisae
na garrafa A ¢ os culiivos alimentados com Spirulina platensis garrafas
B; G,/ DekE.

3.10 Parametros fisico-quimicos

O oxigénio dissolvido e a temperatura da agua das culturas foram determinados com o

auxilio de um oximetro digital, o pH e a salinidade da agua foram obtidos com a ajuda de um
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medidor de pH de bancada e um refratdmetro portatil, respectivamente. A primeira medigfo feita
no primeiro dia antes da oferta de alimento e as outras medi¢des foram feitas pela manhd, sempre

antes da limpeza do fundo, renovagdo de 4gua ou oferta de alimento.

3.11 Analises estatisticas

Ao final do experimento, as médias totais de rotiferos obtidos de cada um dos trés
tratamentos foram submetidos a uma andlise de varidncia com fator unico (ANOVA) e,
posteriormente, ao teste de Tukey no caso de diferenga estatistica significativa entre os
tratamentos. Todos os testes foram realizados ao nivel de 5% de significdncia estatistica

utilizando o programa BIOSTAT 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Contagem inicial dos rotiferos

A contagem das gotas foi feito a partir de um concentrado de 100 mL, ap6s a filtragem do
volume de 1 Litro do indculo, a Tabela 2 mostra os valores das contagens de rotiferos, por gota, €
os valores totais, médios e densidade populacional dos rotiferos (rot./mL), utilizados na

distribuicdo aleatéria para o inicio dos cultivos nas salinidades 10, 20 e 30.

Tabela 2 - Contagens dos rotiferos presentes no indculo para o inicio dos cultivos nas salinidades 10, 20 e 30.

Salinidade 10
Gotas | 1 l 2~ |13 | 4 | 5 | Totais | Médias | rot./mL
Fémeas s/
ovos 24 29 2T 25 35 140 28 784
Fémeas ¢/ 0 1 4 3 2 10 2 56
ovos
Totais 24 30 31 28 37 150 30 840
Salinidade 20
Gotas | 1 | 2 [ 3 | 4 [ 5 | Totais | Médias | rot/mL
Fémeas s/
ovos 15 23 19 19 20 96 19,2 537,6
Fémeas c/ 3 5 4 1 3 16 3,2 89,6
ovos
Totais 18 28 23 20 23 112 22,4 627,2
Salinidade 30
Gotas | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 [ Totais | Médias | rot/mL
Fémeas s/
ovos 28 23 34 39 32 156 31,2 873,6
Fémeas c/ 3 2 0 1 1 T 1,4 39,2
ovos
Totais 31 25 34 40 33 163 32,6 912,8

Fonte: Pesquisa do Autor

A Tabela 3 apresenta os volumes utilizados da cepa e os totais de rotiferos distribuidos

nos cultivos realizados nas salinidades de 10, 20 e 30.
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Tabela 3 - Volumes utilizados de cada in6culo e namero total de rotiferos distribuidos
em cada um dos quatro cultivos dos trés tratamentos de salinidade.

Salinidade 10
Volumes Fémeas s/ ovos Fémeas com ovos Total de rotiferos
10 mL 7.840 560 8.400
54 gotas 1512 108 1.620
Total 9.352 668 10.020
Salinidade 20
Volumes Fémeas s/ ovos Fémeas com ovos Total de rotiferos
15 mL 8.064 1.344 9.408
27 gotas 518 86,4 604,8
Total 8.583 1.430 10.013
Salinidade 30
Volumes Fémeas s/ ovos Fémeas com ovos 1 Total de rotiferos
10 mL 8.736 392 9.128,0
27 gotas 842,4 37,8 880,2
Total de rotiferos 9.578 430 10.008

Fonte: Pesquisa do Autor

Desta forma, foram distribuidos em cada uma das quatro garrafas 10.020 rotiferos para a

salinidade 10, 10.013 rotiferos para a salinidade 20 e 10.008 nos cultivos realizados na salinidade
30.

Figura 3 - Rotlferos Brachzonus plzcatrhs A esquerda uma
fémea com ovos e a direita uma fémea sem ovos
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4.2 Contagem final dos rotiferos

Apbs os cinco dias de experimento, os cultivos realizados nas salinidades 10, 20 e 30,
apresentaram totais médios de 101.920, 41.300 e 19.600 rotiferos, respectivamente. Estes valores
corresponderam a uma densidade populacional de 203,84; 82,60 e 39,20 rot./mL para as
salinidades de 10, 20 e 30 (Tabela 4), e taxas de crescimento intrinsecas de 0,58; 0,36 e 0,16,

respectivamente.

Tabela 4 — Contagens finais dos rotiferos nos cultivos realizados nas salinidades 10, 20 e 30, apds o quinto dia de
alimentagdo com a microalga Spirulina platensis.

Salinidade 10
Repeticdes | Fémeass/ovos | Fémeasc/ovos | Total de rotiferos | rot./mL
A 71.680 15.680 87.360 174,72
B 82.320 8.400 90.720 181,44
C 114.240 10.080 124.320 248,64
D 90.720 14.560 105.280 210,56
Médias 89.740 12.180 101.920 203,84
Salinidade 20
Repetigdes | Fémeass/ovos | Fémeasc/oves | Total de rotiferos | rot./mL
A 24.640 4.480 29.120 58,24
B 42.000 3.360 45.360 90,72
C 28.000 560 28.560 57,12
D 59.360 2.800 62.160 124,32
Médias 38.500 2.800 41.300 82,60
Salinidade 30
Repeticdes | Fémeass/ovos | Fémeasc/ovos | Total de rotiferos | rot./mL
A 14.000 10.640 24.640 49,28
B 3.920 5.600 9.520 19,04
C 12.880 11.200 24.080 48,16
D 12.880 7.280 20.160 40,32
Médias 10.920 8.680 19.600 39,20

Fonte: Pesquisa do Autor

A andlise estatistica evidenciou que a densidade populacional final média obtida dos
cultivos realizados na salinidade 10 (203,84 rot./mL) foi significativamente superior (p<0,01) das
obtidas nos cultivos realizados nas demais salinidades testadas. J4 a densidade populacional
média final obtida nos cultivos realizados nas salinidades de 20 (82,60 rot./mL) e 30 (39,20
rot./mL) ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 1% (Figura 4).
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Figura 4 — Densidades populacionais médias iniciais e finais (rot./mL) dos rotiferos
B. plicatilis cultivados nas salinidades 10, 20 e 30, alimentados com S. platensis.
Letras diferentes sobre as barras de erro indicam diferencas significativa ao nivel de 1%.

Para a salinidade 30 a populagdo dobrou de valor e para a salinidade 20 a populacéo
aumentou aproximadamente quatro vezes, assim, ficou evidente o maior crescimento
populacional na menor salinidade testada, com a populagdo final chegando a ser mais de dez
vezes superior a populagio inicial. O bom desenvolvimento da populacdo, na melhor condicdo de
salinidade utilizada neste experimento, mostrou também a eficiéncia do uso da Spirulina viva
como alimento para os rotiferos. Isto foi possivel devido a quebra dos tricomas na malha de 60
um antes da oferta, pois o grande comprimento inicial dos mesmos poderia dificultar a ingestdo

por parte dos rotiferos (Figura 5).
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Figura 5 — Aspecto dos filamentos (tricomas) de Spirulina platensis antes (A) e
apos a fragmentacdo pela malha de 60 um (B).

Um fato interessante foi observado na contagem diferencial de fémeas com e sem ovos.
Apesar do menor desenvolvimento populacional ter sido obtido nos cultivos na salinidade 30, a
proporc¢do de fémeas com ovos em relag@o ao total de rotiferos foi significativamente superior no
cultivo realizado nesta salinidade (44,28%), enquanto os totais médios obtidos de fémeas ovadas

nas salinidades de 10 (11,95%) e 20 (6,78%) ndo apresentaram diferenca significativa (Figura 6).

100,00% - S—
80,00% -
60,00% -
40,00% b - - Total de rotiferos

[ : = Fémeas com ovos
20,00% -

oo . N mm
10 20 30
Salinidades

Figura 6 — Percentual de fémeas com ovos nas salinidades 10, 20 e 30, ao
final dos cinco dias de cultivo do rotifero Brachionus plicatilis,
alimentados com Spirulina platensis.
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4.3 Parametros fisico-quimicos

Em todos os tratamentos e respectivas repeticdes, a salinidade ndo se alterou em relagéo
ao inicio do cultivo, se mantendo constante até o final dos cinco dias de cultivo. A temperatura
variou entre 26,6 € 27,9 °C para o tratamento na salinidade 10, de 26,1 a 28,5 °C no tratamento
com salinidade 20 e de 27,8 a 29 °C, no tratamento em salinidade 30. J4 os valores de oxigénio
dissolvido ficaram entre 4,64 ¢ 5,23 mg/L para os cultivos realizados na salinidade 10, entre 4,10
e 5,33 mg/L para os realizados na salinidade 20 e entre 4,16 e 5,11 mg/L para a salinidade 30. O
pH variou de 6,2 a 7,2 na salinidade 10, de 7,0 a 7,2 na salinidade 20 e de 7,0 a 7,1 na salinidade
30.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho os rotiferos da espécie Brachionus plicatilis foram cultivados nas
salinidades de 10, 20 e 30 em um volume fixo de 500 mL, durante cinco dias, caracterizando um
cultivo do tipo estacionario ou “batch” que é o mais comumente utilizado, devido a facilidade de
producdo de individuos. (LUBZENS et al., 2001). O periodo de 5 dias de cultivo para cada
salinidade foi escolhido, pois outros autores obtiveram dados satisfatérios em cultivos de 3 dias.
(QI et al. 2009).

Algumas das principais caracteristicas limnoldgicas da 4gua dos cultivos foram
acompanhadas, como a temperatura, a concentracdo de O, dissolvido e o pH. A variagdo destes
parametros pode interferir de forma positiva ou negativa no desenvolvimento da populagdo de

rotiferos. (ROSSA et al. 2007).

De La Cruz apud. Gomes (1986), considera como ideais para o cultivo de rotiferos
valores de temperatura entre 25 e 33 °C, oxigénio dissolvido préximo da saturacdo (£ 6,0 mg/L),
salinidade de 10 a 40, com um 6timo de 14, e valores de pH ligeiramente alcalinos, variando de
7,8 a 8,3. Durante a realizag¢do desse trabalho as variagbes de temperatura, salinidade e oxigénio
dissolvido ficaram dentro das faixas consideradas aceitaveis pelo autor. Por outro lado, as
variagOes de pH obtidas, nas trés salinidades utilizadas, ficaram mais para a faixa neutra e nfo
para ligeiramente alcalina como recomendada pelo autor supracitado. No entanto, este fato ndo

interferiu nos resultados obtidos ja que foi praticamente igual para os trés diferentes tratamentos.

Dentre as técnicas utilizadas para avaliar a biomassa de rotiferos, a determinagio do
volume, a pesagem direta, o contetido de carbono e a contagem individual dos organismos s&o as
mais conhecidas. E muito importante que cada técnica seja realizada com bastante atengfo devido
ao pequeno tamanho dos animais, ja que pequenas falhas ocorridas durante as determinagdes
podem gerar grandes erros na estimativa de sua biomassa. (PAGGI; PAGGI, 1995). Nesse
trabalho, optamos pela técnica de contagem do individuos por ser uma das mais precisas e
acessiveis. De acordo com Dumont et al, (1975), a técnica de pesagem depende muito da

sensibilidade do equipamento utilizado e € realizada com, no minimo, 5 mg de peso seco, sendo
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praticamente impossivel a pesagem individual. Por isso esta técnica € mais utilizada para grandes
valores de biomassa e segundo Pinto-Coelho (2004), j4 foi desaconselhada devido ao pequeno
tamanho dos individuos. O contetudo de carbono nfo é fregiientemente utilizado como método de
avaliagdo de biomassa por necessitar da utilizagdo de um analisador de carbono, apesar de ser
considerada a ideal (MCCAULEY, 1984). A desvantagem da determinagdo do volume ¢ a
possibilidade de ocorrer erros durante as medigdes por negligéncia do préprio observador e

também diferencas entre observadores (BOTTRELL et al., 1976).

Os rotiferos foram alimentados com a cianoficea, Spirulina platensis, viva e filtrada em
malha de 60 pm, ja que melhores resultados de cultivo sdo obtidos com a oferta de microalgas
vivas. (LUCIA-PAVON; SARMA; NANDINI, 2001; GATESOUPE; LUQUET, 1980). No
entanto, estes organismos também podem ser alimentados com dietas especiais. (SUANTIKA et
al., 2000).

No entanto, estes organismos também podem ser alimentados com dietas especiais.
(SUANTIKA et al., 2000). Alguns autores como Rueda (1996); Belgis; Guido (2003), fizeram
uso da biomassa seca de spirulina, na alimentacdo de rotiferos, porém néo foram encontrados
trabalhos utilizando spirulina viva sendo muito mais freqiiente a utilizagdo de outras microalgas
vivas como Nannochloropsis sp. utilizada por Sayegh et al., (2007), Isochrysis galbana utilizada
por Wikfors; Ohno (2001); Babarro ef al., (2001), Tetraselmis sp. e Nannochloris sp. utilizada
por Ferreira et al., (2008), e segundo De la Cruz apud. Gomes (1986), o uso de Dunaliella sp.,
Monnochrysis sp., Exuviella sp., Chlorella sp. além da utilizagdo de bactérias, fermento biolégico
(leveduras) e, até mesmo, ragdo balanceada e protozodrios. A auséncia de trabalhos utilizando
spirulina viva como alimento para rotiferos, provavelmente, deve-se ao fato da dificuldade de
ingestfio dos filamentos (tricomas), ja que os mesmos sdo muito longos. Este problema néo foi
observado em nosso experimento, j4 que os tricomas foram quebrados em pequenos pedagos ao

passar pelo processo fragmentago pela pressdo exercida na tela de filtragem (Figura 6).
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Figura 7 — Comparagéo do tamanho de rotiferos Brachionus plicatilis com os filamentos
(tricomas) de Spirulina platensis antes (A) e ap6s a fragmentagéo pela malha de 60 pm (B).

Belgis e Guido (2003), utilizaram véarias combinacdes de alimentos para avaliar o
desenvolvimento de populagdes do rotifero B. calyciflorus, dentre elas combinagGes de
microalgas vivas da espécie P. subcapitata com biomassa seca de Spirulina sp., bem como
combinagGes utilizando P. subcapitata com alimentos artificiais inertes como Soro e Selco
(INVE), embora um dos alimentos artificiais testados (Rotirich) tenha sido uma combinag@o de
leveduras e outras microalgas secas. Os autores obtiveram os melhores resultados quando
combinaram a microalga viva com a rag8o Selco com taxa de crescimento intrinseca de 0,85. A
maior taxa de crescimento intrinseca obtida em nosso trabalho foi de 0,58, ndo muito distante da
observada pelos autores, quando utilizaram P. subcapitata viva associada a biomassa seca de
Spirulina que foi de 0,70. Outro fator que pode influenciar no crescimento populacional & a fase

de crescimento dos rotiferos no inicio dos cultivos. (SAYEGH ef al., 2007).

A utilizagdo apenas da dieta artificial (Cultura Selco®) por SUANTIKA (2000), resultou
em uma taxa de crescimento intrinseca de 0,20 e, neste caso, os autores tiveram de fazer ajustes
na quantidade de alimento ofertada diariamente, devido a necessidade constante de renovagdo da
agua para manter a qualidade da mesma e repor a perda do alimento neste processo. Por outro
lado, a associagdo da ragdo Selco com bactérias resultou em uma taxa de 0,67. (QI ez al, 2009).

Evidenciando mais uma vez a importancia do alimento vivo.
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As vantagens da utilizagdo da spirulina como alimento em relagfo a todos os outros tipos
de dietas, comegam logo pelo fato da mesma poder ser utilizada viva e obtida por uma simples
filtragdo em cultivos do tipo “batch”. Praticamente nfo alterou os pardmetros limnolégicos da
agua do cultivo, pois a biomassa foi ofertada sem o meio de cultivo e sim com 4gua em condicdes
melhores que a da propria cultura de rotiferos. Por outro lado, a quantidade a ser utilizada é
facilmente controlada, pois através da filtragio e leitura de absorbancia na 4gua de cultivo &
sempre possivel manter constante a biomassa ofertada. Desta forma, a padronizagfo exata da
quantidade de um Gnico alimento facilita a andlise de outras varidveis no cultivo de rotiferos, pois
a mudanca na quantidade de alimento também pode influenciar no tamanho da populagio no
ciclo de vida, na maturidade sexual, no tamanho dos individuos e no tamanho dos ovos

(GALINDO et al., 1993).

Apesar do maior desenvolvimento da populacdo de rotiferos na menor salinidade
testada (10), foi observado, neste caso, um menor percentual de fémeas com ovos (11,95%) do
encontrado na salinidade 30 (44,28%). A fecundidade mais alta normalmente esté ligada a um
periodo de vida mais curto, porque sdo dirigidos recursos energéticos para reprodugéo ao invés de
ficarem disponiveis para crescimento do individuo e manutengfo (SNELL; KING, 1997; KING;
ANDERSON, 1971; DUNCAN, 1989).

Quando a salinidade foi maior a densidade populacional foi menor, mas a porcentagem de
fémeas com ovos aumentou. E possivel que fémeas tenham periodo de vida maior para
conseguirem produzir ovos mais resistentes a salinidade, e isso faz com que o crescimento da
populagio desacelere. Nossos resultados concordam com os obtidos no trabalho de Zhang et al.,
(2005) que também relatou uma producdo de ovos significativamente maior com uma menor

densidade populacional nos cultivos feitos em salinidades maiores.

Desta forma, ficou evidente no presente trabalho que, em salinidade 10, os rotiferos se
reproduziram mais rapidamente, aumentando a biomassa do cultivo, e em salinidade 30 os
mesmos diminuiram o ritmo de reprodugo e aumentaram seu ciclo de vida, resultando em um
maior percentual de fémeas com ovos. E dependendo da necessidade do produtor, pode-se optar

por utilizar cultivos na salinidade 30 para obtenc@o de mais fémeas com ovos, pelo maior valor
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nutricional de cada individuo comparado a um rotifero sem ovo ou optar pelo cultivo em

salinidade 10 para uma producdo em massa de rotiferos, se o interesse for & quantidade.

Estudos mais aprofundados devem ser realizados para que possamos descobrir a reagdo
da populagiio de B. plicatilis com outros valores de salinidades como 5, 15 e 25. E depois um
estudo mais aprofundado para encontrar a concentragfo ideal de S. platensis e identificarmos
qual a melhor quantidade a ser utilizada, pois a diferenca em concentragfo utilizada dentro de
uma mesma espécie de microalga, influi mais na populagio de rotiferos do que a diferenga de

espécies de microalgas.
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6 CONCLUSAQO

Com a realizag@o deste trabalho concluimos que a cianoficea Spirulina platensis pode ser
utilizada viva como alimento para os rotiferos da espécie Brachionus plicatilis € que foi possivel
obter uma populacdo significativamente maior, quando os mesmos foram cultivados na

salinidade 10.

Concluimos também que foi possivel concentrar uma percentagem maior de fémeas

com 0vos, no tratamento com salinidade 30.
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