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RESUMO

Os copépodes sao o principal alimento de diverspécees de peixes
marinhos no ambiente natural e sdo nutricionalmenfeeriores aos
alimentos vivos tradicionalmente utilizados na ilarktura de peixes,
como o rotifero e a artémia. A utilizacdo de copésona piscicultura
marinha é uma alternativa viavel, porém seu usgeadnrestritoAcartia
tonsaé um copépode que vem obtendo um crescente irdepasa a
aquicultura, pois possui estagios naupliares dezidd tamanho, nada
ativamente na coluna d’agua, possui elevado teoacittos graxos
poliinsaturados, quando comparado com rotiferatéenta, e representa
uma fonte de enzimas digestivas exdgenas paranass lde peixes
marinhos. Geralmente este copépode é cultivado dtas multi-
algais, entretanto, dietas alternativas constituama interessante opcao
para reduzir os altos custos de producdo de mgasaNeste estudo,
avaliou-se o uso da espirulina comercial liofiliaa@rthrospira sp),
como alimento inerte, no cultivo intensivo do copegAcartia tonsa
Os tratamentos foram 10, 20 e 30 mg de espirulifarespectivamente
para os tratamentos T10, T20 e T30, em quadrualidgatemperatura
foi mantida em 25°C+1; fotoperiodo 14L: 10E e sdide 30%o.. Foram
avaliadas as taxas de sobrevivéncia final, deseimehto, producéo de
ovos . fémea . dite taxa de eclosdo. As taxas de sobrevivénciadinal
desenvolvimento foram avaliadas ao longo de 7 éiaguanto as taxas
de producdo de ovos . fémea “téataxa de eclosdo foram avaliadas ao
longo de dois dias. A maior sobrevivéncia ocorreu T80 (68%),
seguido por T20 (47%) e T10 (32%). A taxa de deslemaento nao foi
afetada pelas diferentes concentracfes de espirdliimédia de ovos
produzidos por fémea . digoi de 22,3 para T10 e 24,6 para T20 e a
taxa média de eclosdo foi de 56% (T10) e 61% (T20);30 foi
descartado neste teste, devido a elevada mortelidasl reprodutores.
Foi realizado também o acompanhamento e monitor@ntn cultivo
de A. tonsa em tanques cilindro-cdnicos de 60 L, durante ooperide
20 dias. A densidade média da populacao foi ded251aupios . T; 66
copepoditos . e 75 adultos. . As maiores densidades obtidas foram
de 2.160 nauplios; 733 copepoditos e 355 adultds.AL espirulina
liofilizada permitiu o crescimento e a reproducacAd tonsa sendo um
alimento com potencial para 0 uso no cultivo intens






ABSTRACT

Copepods are the main food source for many spefiggrine fish in
the natural environment and are nutritionally sigreto traditional live
foods used in fish larviculture, such as rotifensl dorine shrimp. The
utilization of copepods in marine fish farming isiable alternative, but
its use is still limited. The copepdktartia tonsais gaining a growing
interest for aquaculture because it presents riaipfjes of small size,
swims actively in the water column, has high cont#rpolyunsaturated
fatty acids, compared with rotifers and artemiagd as a source of
exogenous digestive enzymes. Generally, this capépoultured with
multi-algal diets, however, alternative diets ameirteresting option to
reduce the high cost of production of microalgae.tHis study, we
evaluated the use of commercial freeze-dried spaubs inert food, in
intensive production oA. tonsa The treatments were 10, 20 and 30 mg
of spirulina. L' respectively for treatments T10, T20 and T30,
performed in quadruplicate. The experimental unise kept in a water
bath, temperature 25 + 1°C, photoperiod 14L: 10D 3@ %o salinity.
Rates of final survival, development, egg productiemale .day and
hatching were evaluated. The highest survival aeclin T30 (68%),
followed by T20 (47%) and T10 (32%). The rate ofpepod
development was not affected by different concéiotma of spirulina.
The average number of eggs produced per femalé.dag 22.3 and
24.6 for T10 and T20 respectively and the averagge of hatching was
56% (T10) and 61% (T20), T30 was discarded in tbit due to the
high mortality of breeders. The cultivation &f tonsa in cylinder-
conical tanks (60L), during the period of 20 dayde average
population density in this study was 251 naupliug;.66 copepodites .
L and 75 adults . L The highest densities obtained were 2.160
nauplii, 733 copepodids and 355 adults. The freeze-dried spirulina
allowed the growth and reproduction Af tonsa,being considered a
food with potential for use in intensive cultivatiof this copepod.
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INTRODUGCAO GERAL

Dentro das etapas do cultivo de peixes marinhteyecultura é
uma das mais delicadas e que apresenta as marassde mortalidade
(BELL et al., 2003). A gqualidade da agua e nutricks larvas sao
fatores determinantes na sobrevivéncia dos animaisitanto,
compreender os mecanismos fisiologicos e os fatabidticos que
influenciam o desenvolvimento das larvas é fundaahgrara aumentar
as taxas de sobrevivéncia e de crescimento (HARI,et996). Um dos
principais problemas dessa etapa € a transicabindentacao endégena
para exdgena (FYHN, 1989).

Os principais organismos utilizados nas fases disicide
alimentacdo das larvas sao os rotifer&achionus plicatilis e
Brachionus. rotundiformjs e os nauplios de artémiadrfemia sp)
(OLIVOTTO et al.,, 2008). Apesar da possibilidade aldtivo destes
organismos em altas densidades, ja se sabe queessio® s&o
naturalmente deficientes em acido graxos poliimagts, como o acido
ecoisapentaendico (EPA), 20:5 (n-3), para suprinegessidades nutri-
cionais das larvas de peixes marinhos (LEGER 1286; NAVARRO
etal., 1997).

Peixes marinhos possuem naturalmente altas qudetidde
acidos graxos poliinsaturados, como o EPA e o ddmsaendico
(DHA), 22:6 (n-3), em seus tecidos corporais e &80, a demanda por
esses nutrientes na dieta é alta. Esses acidogssgsan extremamente
importantes para a sobrevivéncia e crescimentallarvarios estudos ja
demonstraram como eles sdo essenciais na dietardas (Sargent et
al., 1989, 1997, 1999). O DHA atua na manutencacodformacao da
membrana biolédgica; ja o EPA e o araquidbnico (ARBY (n-6), sado
precursores dos ecoisanoéides, hormdnios de alimade bioldgica,
como as prostaglandinas (PLANTE et. al., 2006). Mapécies de
peixes marinhos, a ingestdo desses acidos graxd®taaé ainda mais
importante, pois a habilidade de conversdo de E&A PHA é muito
limitada, diferentemente dos peixes de agua dof&EUCHI et al.,
1989; WATANABE, 1991). Deficiéncias em acidos graxpodem
causar baixa eficiéncia alimentar, pobre crescimeahemia e altas
taxas de mortalidade (SARGENT et al.,, 1999; BELLaét 2003;
OLIVOTTO et al., 2003, 2005, 2006; FAULK; HOLT, 280 Para
aumentar os indices de sobrevivéncia, crescimentoagimizar o
desenvolvimento das larvas, o uso de alimentosvieve atender essas
necessidades nutricionais, e uma alternativa éoodascopépodes na
alimentacdo (NASS; LIE, 1998; SHIELDS et al., 1999)
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Os copépodes sdo crustaceos com cerca de 20Gfamiiais de
11.500 espécies ja foram classificadas (HUMES, 1990 o principal
alimento para diversas espécies de peixes marimhasnbiente natural
e sdo nutricionalmente superiores aos alimentassviradicionalmente
utilizados na larvicultura de peixes, como rotifem artémia
(STOTTRUP; NOSKER, 1997).

Vérias espécies de copépodes foram testadas reularsa de
peixes marinhos, comAcartia spp (Schipp et al., 1999%urytemora
spp (SHIELDS et al., 1999)Parvocalanusspp. (OLIVOTTO et al.,
2006), Gladioferens spp (PAYNE et al., 2001); Temora spp
(RONNESTAD et al, 1998)Euterpina acutifronse Tisbe spp
(KAHAN et al., 1982; STOTTRUP; NORSKER,1997; OLIVOD et
al., 2008). Bons resultados tém sido obtidos cammamde copépodes da
ordem calanoida, que possuem um alto conteudo wWwsagraxos
poliinsaturados, geralmente possuem estagios maeplide reduzido
tamanho e estdo mais suscetiveis a predacdo dess lgor se
movimentarem pela coluna d’agua (PAYNE; RIPPINGALZ01;
OLIVOTTO et al., 2008; 2009).

Os copépodes marinhos possuem altos niveis de DH#étres
acidos graxos poliinsaturados. O nivel de DHA epeépodes selvagens
pode ser dez vezes maior do que o nivel encontredaartémia
enriguecida (McEVOY et al., 1998). Além do eleva@tor nutricional,
0s copépodes também sdo uma importante fonte dmandigestivas
exdgenas, sendo importantes para digestdo dass l@aNILLA-
MORAN et al., 1990). Segundo Holt (2003), copepaslit nauplios de
copépodes sao predados preferencialmente pelaaslate peixes,
comparados com rotiferos e nauplios de artémia.

Os copépodes da ordem calanoida sdo predominarteemen
pelagicos, ocorrendo em diversas profundidadesarlmiente marinho,
sédo dominantes dentro do grupo do zooplanctonvaibé fazem parte
da cadeia alimentar de praticamente todas as lde/a®ixes marinhos
(PAULY; CHRISTENSEN, 1995). Sé&o filtradores ou paddres
seletivos, ndo visuais, se alimentando ativameggpturando e
ingerindo uma variedade de algas e presas aninfdBEI(IUS;
JONSSON, 1990). Sua abertura oral € composta porlalmum,
anterior e posterior, 0 qual possui glandulas, pgmnitem agregar as
particulas de alimento e iniciar a digestdo (DUSBAREFAYE,
2001). A maioria dos copépodes se reproduz sexuadansendo que o
macho deposita o espermatéforo préximo a abertenitay da fémea
(STOTTRUP, 2003). Diversas espécies possuem ovosestagio de
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dorméncia em situa¢des adversas, podendo suporntdicdes anormais
de dessecacao, frio e calor (DUSSART; DEFAYE, 2001)

Copépodes da espédieartia tonsasdo calanoida cosmopolitas,
habitando o oceano Atlantico, Pacifico, indico eMar Negro,
Mediterraneo, Béltico, Caspio e de Azov (MAUCHLINE998). A.
tonsaé frequentemente uma espécie dominante do placosteiro e
estuarino (CERVETTO et al, 1995, LEANDRO et. aRpO06;
SORENSEN et al, 2007; TISELIUS et al., 2008). Séwmais
eurialinos e euritérmicos, tolerando temperatunagseeO0 a 30°C e
salinidades de 1 a 38%. (MAUCHLINE, 1998). Os nauplpassam por
seis estagios até se tornarem copepoditos, 0s passam por cinco
estagios, até se tornarem adultos sexualmente asatNAuplios deé.
tonsapossuem menos de 100 um de comprimento, logoapoksao,

e 0s adultos podem chegar a cerca de 1,5 mm (KIHRETELER et
al., 1982).

Os ovos deA. tonsaséo esféricos, cobertos com pequenos
espinhos, sdo levemente mais pesados que a agomearde possuem
entre 70-80 um. (BELMONTE, 1998). As fémeas Aletonsanéao
carregam 0Ov0OS em sacos ovigeros, elas liberam ass diketamente na
agua, o que facilita a separacdo e estocagem duws v cultivo.
Segundo Parrish e Wilson (1978) as fémeas produmema de 718
ovos durante sua vida. A taxa de desenvolviment@ertde
primariamente da temperatura, da quantidade edgulsido alimento
(WILLIAMS; JONES, 1994; MAUCHLINE, 1998). Segundo
Mauchline (1998), o tempo de geracdo do géAeadrtia pode levar em
média de uma semana a meses, dependendo da tempdmtultivo.

Acartia se alimenta primariamente de fitoplancton, masepod
mudar sua forma de alimentacéo e passar a coneiliatios, rotiferos e
a predar seus proprios ovos e nauplios (MAUCHLINB98). O
tamanho das particulas ou presas consumidas senséotre 5 e 100
pum (PEPTIPA, 1959). Quando a concentracao de ditmpbn é elevada,
0 consumo de material particulado é a principamforde alimento
(KIZRBOE et al., 1996), porém existe uma forte @réhcia por presas
dotadas de motilidade, como flagelados e ciliadasrelacdo a presas
como diatomaceas (SOMER, 2009). O menor limite detiqulas
capturadas esta entre 2 — 4 um (BERGGREEN et388)1 Segundo
Apeitos et al. (2004)Acartia sobrevive com dietas microalgais de
Chaetoceros Isochrysis e Tetraselmis Porém as baixas densidades
obtidas e a necessidade de dietas multi-algaisuttdim o cultivo de
copépodes calanoida (HOLT, 2003; DRILLET et al.120 O uso de
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microalgas em pasta ou liofilizada é uma alteraatisser testada e pode
contribuir para reducéo de méo-de-obra.

A utilizacdo de copépodes na piscicultura marinhaunéa
alternativa viavel, porém seu emprego ainda éit@gPAYNE et al.,
2001; BELL et al. 2003). A principal forma de usosdcopépodes na
aquicultura tém sido através de coletas no meiderte (TOLEDO et
al., 1999; LEMUS et al., 2002) ou em viveiros (LIA€ al., 2001).
Porém esses métodos de coleta sdo altamente dafendas condicdes
ambientais e de ciclos meteoroldgicos, além desaptarem o risco da
introducdo de vetores de doencgas e parasitas ticoc(KNUCKEY et
al., 2005). O cultivo de copépodes em laboratétimiea algumas
dessas desvantagens, permitindo uma producdo ot@)ste
conhecimento e a manipulacdo do perfil nutriciodal alimento, a
eliminacdo de espécies indesejaveis presentesapbanaton selvagem
e 0 maior controle sobre a disseminacdo de do€8F&TTRUP, 2000;
KNUCKEY et al., 2005).

Geralmente os copépodes sdo mantidos em cultivo dietas
multi-algais, exigindo microalgas de alta qualid¢8€JTTRUP et al.,
1986; SCHIPP et. al, 1999; COWLES et al., 1988kiis a producdo
de fitoplancton de alta qualidade e em grandesnwetuconstitui uma
das maiores dificuldades do seu cultivo (SCHIPBI.ef1999). Alguns
autores ja cultivaram. tonsacom alimento inerte (TURK et al., 1982;
OGLE et al.,, 2002). Dietas alternativas constitugma interessante
opcdo para reduzir os altos custos de producdo weoalyas,
principalmente em termos de méao-de-obra, infrasest ou
requerimento de espaco.

A espirulina é uma microalga simbidtica multicetula
filamentosa, que nos Ultimos anos vem ganhando ladgade na
indastria alimenticia e farmacéutica. O génefathrospira é
comercialmente disponivel como espirulina. A fiemina é o principal
pigmento fotossintético, o qual confere a cor afaila célula. As suas
bactérias simbioticas também possuem tracos defitdoe carotendides
(FAO, 2008). A espirulina apresenta uma série detaggens como
alimento, uma vez que contém alto valor protéieo58 a 70 % do peso
seco (PHANG et al., 2000) e conteudo de lipideds-d& do peso seco
(BUJARD et al., 1970; CHALLEM et al.,, 1981). Alémisdo, a
espirulina em sua forma liofilizada é facilmentecamrada no
comércio.

Uma vez que poucos trabalhos foram realizadosnigstdietas
alternativas com alimentos inertes no cultivo Aletonsa o objetivo
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deste estudo é avaliar o uso da espirulina liafilzcomo alimento na
producdao intensiva do copépofietonsa.

Os resultados deste estudo serdo apresentadosmmea de uma
nota e um artigo cientifico, seguindo as normaseddsta Pesquisa
Agropecudria Brasileira (PAB), a qual serdo suluosti
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OBJETIVOS
Objetivo geral:

- Desenvolver tecnologia para o cultivo de copépaia sistema
intensivo, com o intuito de se obter fontes altevaa de alimento para
a larvicultura de peixes marinhos.

Objetivos especificos:

- Avaliar o cultivo em sistema intensivo do copépddetonsa
alimentado com espirulina liofilizada ,.

- Avaliar a taxa de desenvolvimento, producdo desafémea .
dia®, taxa de ecloséo e sobrevivéncia do copépodensautilizando
diferentes concentrac¢des de espirulina liofilizadalimentacéo.
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NOTA CIENTIFICA

Cultivo do copépodeAcartia tonsaalimentado com espirulina
liofilizada (Arthrospira sp)

Wesley Freitas da Annuncia¢8pSueli Regina Baggi®; Monica Yumi Tsuzuk?

@ Laboratério de Piscicultura Marinha 1l - UniversigaFederal de Santa Catarina. Serviddo dos Coroas,
s/n. CEP 88061-600. Barra da Lagoa, Floriandpdliss@ann@zootecnista.com.br; mtsuzuki@cca.ufsc.br.
@Instituto  de Tecnologia de alimentos. Av. Brasil882. CEP 13070-178. Campinas, SP.
sueli@ital.sp.gov.br

RESUMO — O objetivo deste trabalho foi avaliar @ @& espirulina
comercial liofilizada no cultivo do copépodacartia tonsa Foi
realizado o acompanhamento e o monitoramento dvc@m tanques
cilindro-cbnico de 60 L, durante o periodo de 28sdiA densidade
média da populacéo foi de 251 de naupiod, 86 copepoditos . te 75
adultos. [". As maiores densidades obtidas foram de 2.160lindaup
733 copepoditos e 355 adultos™.lA espirulina liofilizada permitiu o
crescimento e a reproducdo @a tonsa sendo um alimento com
potencial para 0 uso no cultivo intensivo.

Cultivation of copepodAcartia tonsafed freeze-dried spirulina
(Arthrospira sp)

ABSTRACT - The objective of this study was to ewhithe use of
commercial freeze-dried spirulina in the cultivatiof copepodAcartia
tonsa Was accomplished the accompaniment and monitoohg
cultivation in cylinder-conical tanks of 60 L dugrthe period of 20
days. The average population density was 251, maupl™, 66
copepodits. ! and 75 adults. L The highest densities were obtained
from 2,160 nauplii, 733 copepodits and 355 aduits.The freeze-dried
spirulina allowed the growth and reproductionfoftonsa being a food
with potential for use in intensive cultivation.

INTRODUCAO

Os copépodes séo crustaceos que abrangem cero@ thailias
com mais de 11.500 espécies ja classificadas (Huir@31). Sao o
principal alimento para diversas espécies de peixasinhos no
ambiente natural e sdo nutricionalmente superiaossalimentos vivos
tradicionalmente utilizados na larvicultura de psixcomo rotifero e
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artémia (Stettrup; Nosker, 1997). A utilizacdo depépodes na
piscicultura marinha é uma alternativa viavel (Raghal., 2001; Bell et
al. 2003), porém seu uso ainda é restrito. O us@aEepodes na
larvicultura tem envolvido copépodes da ordem aatincomaAcartia
spp. (Schipp et al., 199%urytemora spp. (Shields et al., 1999),
Parvocalanusspp. (Olivotto et al., 2006);ladioferens spp(Payne et

al. 2001); Temora spp (Regnnestad et al., 1998) e haparticoida como
Euterpina acutifronse Tisbe spp (Kahan et al., 1982; Stattrup;
Norsker,1997; Olivotto et al., 2008).

A principal forma de uso dos copépodes na aquieutem sido
através de coletas no meio ambiente (Toledo e1299; Lemus et al.,
2002) ou em viveiros (Liao et al., 2001). Porémsess métodos
apresentam o risco da introducéo de vetores decdsen parasitas no
cultivo (Knuckey et al., 2005). O cultivo de copdpe em laboratério
elimina algumas desvantagens da coleta no ambiatieal, permitindo
uma producdo constante, conhecimento e manipulaigioperfil
nutricional do alimento; eliminacdo de espéciessafaveis presentes
no zooplancton selvagem e maior controle sobresaediinacéo de
doengas (Stattrup, 2000; Knuckey et. al., 2005).

Uma das dificuldades atuais para o cultivo de cogép em
laboratdrio é a producédo de microalgas de altaidpdd (Schipp et al.,
1999). Geralmente os copépodes sdo cultivados getasdnulti-algais
com alto valor nutricional (Strgttup et. al., 19&xnwles et al., 1988;
Schipp et al., 1999; Knuckey et al., 2005). Poréiguns autores ja
cultivaram com sucessd. tonsacom alimentos inertes, como farelo de
arroz e pasta de microalga (Turk, et al., 1982g@glal., 2002). Dietas
alternativas constituem uma interessante opcado feahazir os altos
custos de producdo de microalgas, principalmentéeemos de mao-
de-obra, infra-estrutura ou requerimento de espaco.

A espirulina é um alimento que representa uma itapte fonte
protéica, com mais de 65% de proteina, possui airdza de 20% de
carboidratos e 6% de lipideos (Henrikson, 2009)énAldisso, a
espirulina ndo possui celulose nas suas paredefaresl e sim um
mucopolissacarideo, o que aumenta sua digestitddidamo alimento
(Henrikson , 2009).

O objetivo deste trabalho foi de avaliar a manuenglo
copépodéicartia tonsaalimentado com espirulina liofilizada em sitema
intensivo.
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MATERIAL E METODOS
Local e Periodo de Estudo

Os experimentos foram realizados no Laboratori®@ideicultura
Marinha 1l (LAPMAR 1) na Estacdo de Maricultura diniversidade
Federal de Santa Catarina, situada na Barra daal-&prianopolis, SC.

Origem, obtencéo dos copépodes selvagens

Os copepddes foram coletados na Lagoa da Conceicéo,
Floriandpolis-SC, com o uso de rede de zooplanctatha de 300 pm.
Apés a coleta, os copépodes foram separados c@uo deupeneiras de
diferentes aberturas de malha (500, 300 e 150 Ds)adultos deA.
tonsa foram identificados no microscépio estereoscopmeparados
com o auxilio de pipeta de Pasteur e classificatitbscordo com a
chave de Bradford-Grieve (1999). ApoOs a separdo@am transferidos
para tanques cilidro-conicos de 100L, dotados de #&eracdo, e dgua
com parametros fisico-quimicos semelhantes aos urats no
momento e no local da coleta: salinidade 20%., teatpe 24°C e pH
8.3.

Andlise bioquimica e perfil de &cidos graxos da Esplina

O alimento utilizado em substituicdo ao uso de oailyas vivas
no cultivo do copépodeA. tonsa € uma microalga do género
Arthrospira, conhecida popularmente como espirulina, sendizada
na sua forma liofilizada. Sua forma comercial linfida possui 65,3%
de proteina; 5,9 % de cinzas; 253,9 mg . 10dg carotendides e
densidade aparente de 0,5659 g *milados fornecidos pelo laudo da
importadora do produto (DEG importacdo de produtpgmicos
LTDA).

Para obtencdo da composicdo dos lipideos da espirul
liofilizada foi realizada a andlise do perfil acidgraxos no Instituto de
Tecnologia de Alimentos, ITAL, Campinas.

Para a determinacdo do tamanho médio das particdas
espirulina, algumas amostras foram analisadas erosaidpio Optico,
Leica modelo DM5000 (aumento de 40x), e mensuracas o
software, Leica Application Suite LAZ E£Z
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Cultivo

Foi realizado o acompanhamento do cultivo em ldbdado
copépodea partir de individuos selvagens, alimentado copird@sa
liofilizada durante o periodo de 20 dias. A salwid foi gradualmente
elevada de 20 para 30 %o. O cultivo foi feito ens ti@nques cilindrico-
cbnicos, dotados de leve aeragéo e aquecidos amm de termostatos-
aquecedores.

A densidade de estocagem inicial foi diferente eeris trés
tanques, sendo 325 nauplios e 320 adultdspara o tanque 1; 250
nauplios e 38 adultos ."Lpara o tanque 2; e de 306 nauplios e 25
copepoditos . I para o tanque 3. Devido a essa diferenca da detesid
de estocagem, os trés tanques foram analisadasdapeente.

Os copépodes foram alimentados duas vezes ao &lia (@ h)
com espirulina liofilizada, pesada em balanca @eipéo, e diluida em
volume conhecido, processada no liquidificadottefia em peneira de
60 um, para retencao de pequenos aglomeradosidascélretirada do
excesso de espuma formada. A quantidade de espirfdirnecida
diariamente variou entre 1, 2 e 8 mg".& foi baseada na observacéo da
densidade média de copépodes, nos niveis de amarti@nsparéncia e
na formacgé&o do biofilme nas paredes dos tanquesltieo

O volume inicial do cultivo foi de 30 L, elevadaadualmente até
60 L, durante um periodo de 5 dias. Apds esse ¢gmrizs copépodes
eram filtrados, em peneira com malha de 45 pmceltovo reiniciado,
nas mesmas condi¢Ges de temperatura e salinidacke tidca de agua
de 20% era realizada a cada dois dias com o usoattea de 45um,
para evitar a retirada de nauplios e ovos do eculdurante o periodo
do cultivo, monitorou-se diariamente a densidade rdaiplios,
copepoditos e individuos adultos. Os parametroguddidade de agua,
temperatura e salinidade foram amostrados diarianeéd pH e a
amobnia eram monitorados semanalmente através sledé&itteste da
Alcon®. O fotoperiodo utilizado foi de 14h luz: 10h escuro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A composi¢do bioquimica, o perfil e a quantidade &dalos
graxos do lote de espirulina utilizado no cultiwbéedescrita nas tabelas
1, 2 e 3., respectivamente. Durante o periodo deitonamento, a
temperatura manteve-se em 25+1°C, salinidade em, 3%®8.4 e a
amonia toxica manteve-se na maior parte do per@dmerimental
abaixo de 0,042 mg L



27

Tabela 1 Contelido nutricional e densidade aparente daudigpi
comercial liofilizada

Parameti Resultado
Densidade Aparente 0,5659g/ml
Carotendides 253,9mg/100g
Cinzas 5.90%
Proteina 65.30%
Arsénio 0,27ppm
Mercurio 0,011ppm
Cadmio 0,08ppm

Fonte: Laudo da empresa DEG Importag&o de produtos qagmi

Tabela 2 Perfil de acidos graxos da espirulina comerddllizada.
N.l. = Acidos Graxos N&o Identificados

Acido Graxo % area g/100g
N.I. 9.9 0.58
C 14:0 0.2 0.01
N.I. 1.2 0.07
C 16:0 44.8 2.65
N.I. 0.8 0.05
c16:1 w7 2.1 0.12
C17:0 0.4 0.02
c1i7:1 0.4 0.02
N.I. 0.1 0.01
C 18:0 15 0.09
C181 w9 3.6 0.21
N.I. 0.2 0.01
C182 w6 19.9 1.18
C183 w6 144 0.85
C20:2 w6 0.2 0.01
C20:3 w6 0.3 0.02
TOTAL 100.0

Fonte: ITAL, Campinas.
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Tabela 3 Total de Acidos Graxos da espirulina liofilizadareocial

Acidos graxos Area

Totalizados % g/100g
Saturado 46.9 2.74
Monoinsaturado 6.1 0.36
Poliinsaturado 34.8 2.03
NI 12.2 0.19
TOTAL 100.0

Fonte: ITAL, Campinas.

Deve-se ressaltar que, o perfil de 4cidos graxasspaulina ndo
segue um padrdo, podendo variar de uma cepa pata, ou
principalmente na fracdo de &acidos poliinsaturadosio mostra o
estudo de Cohen et al.(1987). Desta forma, tornaesmsséaria sua
determinacdo. Além disso, o ambiente de cultivdase de crescimento
também influenciam diretamente nessa composicaécios graxos
(Cohen et al., 1987; Olguin et al., 2001). Muhliegal. (2005) ao
avaliar 35 cepas de diferentes localidades do glaiservaram que
dependendo da cepa a composicdo de acido linaéicesponde de 13-
31,5%, Y-linoleico 12-29.4% e o palmitico de 42.3-47.6%tdtal de
acidos graxos. Na presente andlise o perfil deoaaidaxos encontra-se
dentro da faixa observada por Muhling et al. (2088hdo que o acido
linoléico correspondeu a 19.9%;Y0 -Linoléico 14,4% e o palmitico
44.8%.

No presente estudo, 0 uso da espirulina permitiaautencao, o
crescimento e a reproducdo de tonsa. Porém, no decorrer do
experimento, a densidade da populacdo nos tancuesiliivo variou
bastante, devido as variadas taxas de mortalidad@ngue, que podem
ter ocorrido por influéncia da alimentacdo, da d&te e devido ao
manejo para realizar a limpeza dos tanques. A badeasidade
observada na primeira semana do cultivo, nos &égues, pode estar
relacionada ao estresse provocado pelo manejaadalino momento
da captura e pela aclimatacdo dos animais com @rosalanca da
alimentacdo do ambiente natural para o alimentdeind diferenca da
variacdo e oscilacdo da populacdo entre os trégueéanpode ser
resultado das diferentes taxas de estocagem i(katall).



29

A partir da segunda semana, observou-se maiorigreso na
populacdo dos copépodes. Porém, ao se alcancaidabss mais
elevadas de individuos adultos, observou-se qaaaade mortalidade
aumentava consideravelmente (chegando a 90% dealitade),
ocorrendo um declinio acentuado da populacdo rquéa(Fig. 1). De
acordo com Santos (2005), a sobrevivénciaAdetonsa é afetada
negativamente por altas densidades. Ao testarediies densidades de
estocagem Santos (2005) observou que a taxa deva@ncia caiu de
25%, no tratamento com 200 adulto'é para 14%, no tratamento com
400 adultos [}, ao final do periodo experimental de 7 dias. Ségun
esse autor, a densidade elevada age como um &atstieésse devido a
competicdo por alimento e por espaco. As diferengas padrdes
temporais e de desenvolvimento apresentado entr&éestanques
podem estar relacionados a grande diferenca d&dddesde estocagem
inicial. Segundo Stgttrup (2006) altas densidades copépodes
geralmente sdo obtidas por poucos dias, apds esgml@ ocorre 0
declinio e a estabilizacdo da populacdo em derssdadis baixas.

As maiores densidades de nauplios foram obsenedasaixas
densidades de adultos no tanque (Fig. 1). Umadspd& de que com o
declinio da densidade de adultos houve uma redugidaxa de
canibalismo, permitindo assim o aumento da densidkednauplios no
tanque. Segundo Stgttrup et al. (1986) e Ohno et(1#90) o
canibalismo de nauplios por adultos e copepodiios, estagios mais
avancados, representam um problema quando sao damnéltas
densidades de nauplios no cultivo Aleartia. O posterior declinio da
densidade de nauplios foi acompanhado pela elevdg@®nsidade de
copepoditos e de adultos como consequéncia do imm#E0 e
desenvolvimento dos copépodes.
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Figura 1 — Variacdo da densidade de copépaflesonsa(nauplios,
copepoditos e adultos) durante 17 dias nos tandu@s e 3

respectivamente.
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Os indices de produtividade do presente trabaltéo elentro da
média obtida em outros trabalhos de cultivoAddonsa A densidade
média da populacdo no presente estudo foi de 25Hulglios . ['; 66
copepoditos . e 75 adultos . . As maiores densidades obtidas foram
de 2.160 naupliost; 733 copepoditos e 355 adultos’ (Tabela 4).
Ogle et al. (2002), utilizando seis diferentesafiartificiais no cultivo
de A. tonsa obtiveram como melhor densidade média de estotaige
15,5 adultos . e 110 nauplios Tt Segundo estes autores, o maior
aumento da densidade foi observado no tratamergocqusistia de
fitoplancton atrtificial, pasta da microalJatraselmis sp alcangando a
densidade maxima de 240 adultos’, & a maior densidade de nauplios
foi alcancada no tratamento com dieta a base ddufrocomercial
Rotirich®, apresentando a densidade maxima de aiglios . L.

Um sistema de cultivo paracartia sp.é descrito por Schipp et
al. (1999), que obtiveram resultados consistentiizando tanques de
1000L para o cultivo baseado em ciclos de 8 di@iizando uma
mistura de trés microalgasRhodomonassp., Tetraselmis sp. e
Isochrysissp Os autores iniciaram os cultivos com uma densidaxdre
50-100 adultos . T e 150-250 copepoditos ;'L obtendo apds 7 dias
cerca de 2000 nauplios, 750 copepoditos e 300 cadiift Ohno e
Okamura (1988) obtiveram a densidade maxima de h&8fplios; 588
copepoditos e 288 adultos ‘Lno cultivo deAcartia tsuensisem
tanques externos. Stattrap al (1986) ao cultivaf. tonsaem tanques
de 200-450 L alimentados com a microalBhodomonas baltica
obtiveram a densidade média de estocagem de aeéuilti@s50-100 . L
! Turk et al.(1982) obtiveram altas densidades idede maxima de
1529 copepoditos . 1) ao cultivarA. tonsa,em tanques de 170L, sem o
uso de microalgas, apenas usando farelo de armzum periodo
experimental de 4 meses, entretanto, as densideai@sinstaveis.

Tabela 4 NUmero maximo, minimo e média de individuos * L
observados durante o periodo experimental.

Maximo Média Minimo
Nauplios 2160 251 7
Copepoditos 773 66 5

Adultos 355 75 3
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Apesar dos resultados de densidade do presentemeapto estar
dentro da média obtida por outros autores, o padilacidos graxos
altamente insaturados dé. tonsa cultivada com espirulina é
provavelmente baixo em comparacdo ao cultivo atiido microalgas
ricas em EPA e DHA, pois segundo Velosa et al. §2@0composicao
de lipideos dos copépodes depende diretamente sar@palo alimento
ingerido e a espirulina € um alimento deficientssee acidos graxos
altamente insaturados.

Houde e Roman (1987) encontram para composicaoiaguita
A. tonsa27.7% proteina; 19.5% lipideos e 25.4% carboidrédegundo
Ederington et al. (1995} cartia coleta no meio ambiente, Mobile Bay -
Golfo do Meéxico, possui predomindncia do &cido gra%6:0
(palmitico), com concentragbes significantes del(t89) e de acidos
graxos saturados, incluindo 14:0; 16:0, 18:0, gde $ipicos de
calanoida (Harvey et. al, 1987; Sargeant; Falk+Bete 1988). Barroso
(2010), ao analisar o perfil de acidos graxos dpépodeA. tonsa
cultivados conChaetoceros muelledIsochrysis galbanaobteve como
principais &cidos graxos da composi¢cdo do copépbdi®, (9,36%);
16:0 (30,6%); 18:0(8,62%); 20:5(n-3) (0,85%); 28:8) (1,45%) e
18:2(n-6) (4,06%). J4 os copépodes selvagens adadispelo mesmo
autor apresentam na sua composicao de acidos grb&ds (5,73%);
16:0 (20,72%); 18:0 (6,22%); 20:5(n-3) (9,58%);&M-3) (17,03%) e
18:2 (n-6) (4,36%), o que demonstra que a dietduéntia
consideravelmente na composicdo de &cidos graxosopépode. A
composicao de acidos graxosAlgonsacultivada com diferentes dietas
por Veloza et al. (2005), apresentou também umagéw consideravel
dos acidos graxos de acordo com a dieta ofertadan@udo de DHA
dos copépodes variou de 8,3+ 5,3 a 36,0 + 5,3 |iGrg o de EPA de
6.5+ 4,1 a 21,9+ 4,0 pg nME. Os mesmos autores também observa-
ram uma correlacdo positiva entre o conteddo deloacigraxos
poliinsaturados da dieta e a composicéo final gipode. Dentro desse
grupo de &cidos graxos principais, a espirulinespiosl6:0 (44,8%);
18:0 (1,5%); 18:2 (n-6) (19,9%) e 14:0 (0,2%).

Para alguns copépodes, o EPA e o DHA séo consmeéidos
graxos particularmente importantes e estdo coioslados com o
crescimento e desenvolvimento dos copépodes (Jittiasdl994;
Jonasdottir; Kigrboe, 1996; Stettrup et al.,, 1998)guns estudos
demonstraram que copépodes alimentados continuameam
Dunaliella tertiolecta uma microalga rica do acido grameinolenico,
porém com baixa concentracdo de EPA e DHA, aprasent
esterilidade das fémeas, deterioracdo dos oddismo$te et al., 2001),
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baixo crescimento e desenvolvimento (Koski et 298; Tang et al.,
2001). Porém Stattrup e Jensen (1990) ao avaliarproducdo de ovos
por A. tonsa alimentada comisochrysis galbanae Thalassiosira
weissflogijobservaram que a producgéo foi mais alta ¢ogrlbana,
mesmo ar. weissflogiisendo mais rica em EPA e DHA. Veloza et al.
(2006), verificaram o contetdo de acidos graxosam@podeA. tonsa
alimentado com dietas pobres em EPA, e sugereno @A pode ser
catabolizado por este copépode.

Enright et al. (1986), sugere que os &cidos gramsaturados
EPA e DHA seriam &cidos graxos essenciais paraescicnento e
desenvolvimento de animais marinhos. De acordo ldoode e Roman
(1987) a taxa de eclosao ¢ influencia da positiveenpela ingestédo de
acidos poliinsaturados 18:3(n-3), 20:5(n-3) e 22%Y Segundo
Jonasdoéttir e Kigrboe (1996) e Tang et al. (20@1gomposicdo de
acidos graxos é importante para o sucesso de ecos@\cartia tonsa
Porém, os resultados do presente trabalho sdo addntios a
observacdo desses autores, pois a espirulina mssnum pobre em
EPA e DHA, permitiu o crescimento e a reproducds dopépodes.
Desta forma, o EPA e DHA podem ndo ser os Unidosefa essenciais
relacionados com a reproducgédo e crescimento dépodps.

Segundo Ederington et al. (1998), através da oaséovcontinua
da producdo de ovos efn tonsa,sugerem que esta espécie nao € tao
rigorosa em exigéncia nutricional de acidos graxatamente
insaturados. A habilidade de converséo do em EPBHA foi
demonstrada pelo copépode calanddaacalanus parvugMoreno et
al. 1979) e em alguns copépodes haparticoida (MorSitattrup, 1994;
Nanton; Castell, 1998). Desvilletes et al. (19917gese também que a
espécie de cyclopoideéEucyclops serrulatuspode realizar essa
conversao. Brett e Muller-Navarra (1997) refutapoasibilidade dessa
conversao argumentando que essa bioconversdo & dentais para
poder suportar o crescimento e desenvolvimento.

Carotendides sédo pigmentos que agem provavelmenie am
eficiente repressor de radicais livres e podenr esieolvidos no rapido
metabolismo e armazenagem de lipideos, principagnem nauplios
(Lotocka et al., 2004). Segundo esses autoreypEpodes assim como
todos os outros animais, ndo conseguem sintetzaamtendides, sao
capazes apenas de transformacfes metabdlicas dotenéides
ingeridos na alimentacdo, como da luteina e da andima em
astaxantina, seu principal ceto-carotendide (Armmberset al., 2003).
Alguns pesquisadores acreditam que a astaxantijaa cseprincipal
pigmento ativo do metabolismo dos copépodes, atuandmo
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antioxidante, na fotoadaptacdo e como quimiorecgiliss; Mantel,
1985; Miki, 1991; Speekmann et al.,, 2000). Diversastores
observaram a dominédncia da astaxantina e dos pmdda sua
esterificagcdo, sugerindo sua importancia na oxwacéo metabolismo
de lipideos em copépodes. (Mayzaud et al., 199%gBhet al., 1998;
Falk-Petersen et al., 1999; Sargent, 2000). Lotetled.(2004) obteve a
concentracdo média de carotendides patartia spp.nos estagios
naupliares de 619 pg ‘goeso seco; 764 pg ‘g peso seco em
copepoditos | a lll e 872 ug *gpeso seco em copepoditos V-V e
adultos. A espirulina possui 2.539 pg’. de carotendides (Henrikison,
2009), o que seria suficiente para atender as sidegles d&. tonsa

O elevado teor de proteina na espirulina (65,3%)asgtante
relevante, pois a proteina tem um importante papebgulacédo da taxa
de ingestdo do alimento pelos copépodes. Houde reaRq1987)
sugerem queA. tonsapode regular a taxa maxima de ingestdo de
proteina celular, nitrogénio, e carbono, sendo eglaepode detectar
diferengas nos niveis de proteina e nitrogéniosilatels antes da
ingestdo e também podem responder a diferencasmaosicdo da alga
apos a ingestdo, se saciando mais rapidamente gas &tas em
proteinas. Segundo Roman (1983), a proteina e rogéitio algal
podem ser um dos mais importantes critérios nalagdo da taxa de
ingestdo dos copépodes. tonsaabsorve a proteina do alimento mais
rapidamente que os outros nutrientes (Roman, 18%ajto a ingestao
de alimento quanto a taxa de producdo de ovos psdeinfluenciadas
pelas concentra¢cdes de nitrogénio (Kigrboe, 1989).

O consumo de particulas de algas é influenciado faehanho,
guantidade e qualidade do alimento (Paffenhtfel6;18arboe et al.
1985; Stattrup; Jensen, 1990; Kigrboe et al., 1996ndo que o
tamanho é importante em relacdo aos apéndices \ddada oral
(Stattrup; Jensen, 1990). Payne e Rippingdale (2608erem que o
pequeno tamanho das particulas sejam uma das gaosaseis para a
baixa sobrevivéncia, desenvolvimento e fecundiddel&ladioferens
imparipesalimentadodNannochloropsis oculatdNo presente estudo, as
particulas de espirulina, apés o processamentoiquidificador, se
encontravam na faixa de 2-90 um (Fig. 2 - ANEX@ndo a maior
parte das particulas encontradas em torno de 9vil Egsa variagdo no
tamanho das particulas pode ter possibilitado estdg da espirulina
nos diferentes estagios de desenvolvimentoAdatonsa Segundo
Berggreen et al. (1988), o tamanho minimo estimdeoparticulas
capturadas poiA. tonsaé de 2-4 um para todos os estagios de
desenvolvimento e o tamanho 6timo de particulaseatande acordo
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com o desenvolvimento do animal, sendo de 7-14 agna pauplios NIl

e NIl e de 14-70 um para adultos, sendo que ornhmanaximo de

captura por estes é de 250 um. Entretanto segugdasaautores a
eficiéncia de captura de particulas pAlzartia € maior em particulas
acima de 8 um de didmetro em comparacdo a padicuknores.

(Nival; Nival, 1976; Donaghay; Small, 1979; Bart;al®80). De acordo
com Berggrenn et al. (1988) o tamanho 6timo daiqdat deve

corresponder de 2 a 5% do comprimento do prossndepéndente do
estagio de desenvolvimento.

Com estes resultados preliminares, a espirulindilidzedda
mostrou ser uma alternativa viavel e com poterpash manutencao do
copépodeA. tonsaem sistema intensivo. Porém novos estudos deverao
ser realizados para aprimorar o cultivo, determmarerfil de acidos
graxos de copépodes cultivados com espirulina eew $so0 na
larvicultura de peixes marinhos.
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ARTIGO CIENTIFICO

PRODUCAO DO COF:EPODEAcartia tonsaCOM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE ESPIRULINA COMERCIAL
LIOFILIZADA ( Arthrospira sp)

Wesley Freitas da Annuncia¢doMaénica Yumi Tsuzuk?

@ Laboratério de Piscicultura Marinha Il -UniversigaBlederal de Santa Catarina. Serviddo dos Coras, s
CEP 88061-600. Barra da Lagoa, Floriandpolis-S@nwi@zootecnista.com.br, mtsuzuki@cca.ufsc.br

RESUMO - O copépodécartia tonsaé geralmente cultivado com
dietas multi-algais, entretanto, dietas alternatisanstituem uma opgéo
para reduzir os altos custos de producido de mgasaNeste estudo,
avaliou-se o uso da espirulina comercial liofilizaccomo alimento
inerte, no cultivo intensivo do copépoAeartia tonsa Os tratamentos
utilizados foram 10, 20 e 30 mg de espirulind' réspectivamente para
os tratamentos T10, T20 e T30, em quadruplicatalitientacdo foi
realizada duas vezes ao dia, 08 e 16 h. A tempar&umantida em
25+1°C; fotoperiodo 14L: 10E e salinidade 30%.. Foravaliadas as
taxas de sobrevivéncia final, desenvolvimento, p¢cédd de ovos .
fémea . did e eclosdo. A maior sobrevivéncia ocorreu no TEW(G
seguido por T20(47%) e T10(32%). A média de ovaxipzidos por
fémea did foi de 22,3 para T10 e 24,6 para T20 e a taxaanédi
ecloséo foi de 56%(T10) e 61%(T20). O T30 foi efliado neste teste
devido a elevada mortalidade. Os resultados obtidlospresente
trabalho indicam que espirulina liofilizada é untteraativa viavel para
manutencao do copépofetonsaem sistema intensivo.

ABSTRACT - The copepod\cartia tonsais generally cultured with
multi-algal diets, however, alternative diets aneoption to reduce the
high cost of production of microalgae. In this studie evaluated the
use of commercial freeze-dried spirulina as ineadf in intensive
cultivation of the copepodcartia tonsa The treatments were 10, 20
and 30 mg of spirulina. L respectively for treatments T10, T20 and
T30, performed in quadruplicate. Food was provitieide daily, at 08
and 16 o’clock. The experimental units were keptaimwater bath,
temperature was kept at 25 = 1°C, photoperiod 141D and 30 %o
salinity. Rates for final survival , developmentguction . egg . female
. day* and hatching were evaluated. The highest sungealrred in
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T30 (68%), followed by T20 (47%) and T10 (32%). Theerage
number of eggs . female . dayas 22.3 and 24.6 for T10 and T20
respectively, and the average rate of hatching%686 (T10) and 61%
(T20), T30 was discarded in this test due to thghhmnortality of
breeders. The results of this study indicate trestAe-dried spirulina is a
viable alternative for maintenance of the copepodonsain intensive
system.

INTRODUCAO

Os copépodes sao crustaceos que constituem apptificnte de
alimento para as larvas de diversas espécies despeaiarinhos no
ambiente natural (Norskee; Stgttrup, 1994). Os pogeés marinhos
utilizados na aquicultura séo divididos em trésng@pais ordens,
calanoida, haparticoida e cyclopoida. A utilizagd@® copépodes da
ordem calanoida na aquicultura vem demonstrandas besultados
devido ao alto conteudo de Acidos graxos poliimadas, ao tamanho
adequado dos estagios naupliares e ao comportanpetdgico, se
tornando mais suscetiveis a predacao das larvaseporovimentarem
na coluna d"agua (Payne; Rippingale, 2001; Olivettal., 2008, 2009).

A utilizacdo de copépodes na piscicultura marinhaungéa
alternativa viavel (Payne et al., 2001; Bell ef 2003), porém seu uso
ainda é restrito. A principal forma de uso dos poEies na aquicultura
tém sido através de coletas no meio ambiente (dottdal., 1999;
Lemus et al., 2002) ou em viveiros (Liao et alQP0 Esses métodos de
coleta sdo altamente dependentes das condi¢cOe®rdaibie ciclos
meteoroldgicos, além de apresentarem o risco dadintdo de vetores
de doencgas e parasitas no cultivo (Knuckey e@D5). O cultivo de
copépodes em laboratério elimina algumas dessasamtagens,
permitindo uma producao constante, o conhecimerdon®nipulacéo
do perfil nutricional do alimento, a eliminacdo elpécies indesejaveis
presentes no zooplancton selvagem e o0 maior centsobre a
disseminacéo de doencas (Stattrup, 2000; Knuckaly, &005).

A espécieAcartia tonsaé um copépode calanoida cosmopolita,
eurialino e euritérmico de vida livre que vem olbli@rum crescente
interesse para a aquicultura (Stgttrup, 2003; Mawh1998). Uma
série de estudos vem sendo realizados ao longarb@s com o intuito
de desenvolver tecnologia para o cultivoAleonsa(Stattrup; Jensen,
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1990; Jénasdottir, 1994; Kigrboe et al., 1996; gehet al., 1999;
Bersano, 2003; Teixeira et al., 2010).

Acartia é mantida em cultivo com dietas multi-algais
(Chaetoceroslsochrysise Tetraselmiy de alta qualidade (Stattrup et.
al., 1986; Schip et al., 1999; Cowles, et al., 199&itos et al., 2004).
Porém, alguns autores ja cultivaram com sucAssonsacom alimento
inerte (Turk et al. 1982; Ogle et al., 2002). Dsetalternativas
constituem uma interessante opg¢do para reduzirltos eustos de
producdo de microalgas, principalmente em termosnde-de-obra e
infra-estrutura.

A microalga do génerérthrospira € comercialmente conhecida
como espirulina, sendo utilizada como complemehitoeatar na dieta
de humanos e animais (Belay, 2002), como fontemate suplemento
alimentar (FAO, 2008). Nos ultimos anos vém ganbapaobularidade
na industria alimenticia e farmacéutica, devido ua €£omposicao
nutricional. Por estar disponivel em escala corakréi possivel sua
utilizagdo na aquicultura (Ceballos et al., 2008puns estudos com
crustaceos, utilizando espirulina, vém sendo radtiz para testar
propriedades terapéuticas e imunoestimulantes yBetaal., 1993;
Takeuchi et al.,, 2002) e a presenca de composttisxigantes
(Miranda et al., 1998; Estrada et al., 2001) destaoalga.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a zdifido de
espirulina liofilizada no cultivo intensivo do cquieA. tonsa

MATERIAL E METODOS
Local e Periodo de Estudo

Os experimentos foram realizados no Laboratéri@ideicultura
Marinha 1l (LAPMAR 1) na Estacdo de Maricultura diniversidade
Federal de Santa Catarina, situada na Barra daal-&prianopolis, SC.

Origem, obtencéo e manutencdo dos copépodes selvege

Os copepddes foram coletados na Lagoa da Conceicéo,
Floriandpolis-SC, durante a primavera, com 0 uso rdde de
zooplancton, malha de 300 um. Apds a coleta, ogpmafes foram
separados com malhas de diferentes aberturas die (380, 300 e 150
pm). Os adultos da espécie foram isolados no nuépic
estereoscopico com o auxilio de pipetas de Pastelaissificados como
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Acartia tonsade acordo com a chave de Bradford-Grieve (1999%sAp
a separacao, foram transferidos para tanquescedidinicos de 100L,
dotados de leve aeracdo, e agua com parametr@®-disimicos
semelhantes aos mensurados no momento e no locatoleta:
salinidade 20%., temperatura 24°C e pH 8.3.

Os copépodes foram alimentados somente com esgiruli
liofilizada (Fig. 1 — Anexo), adquirida em farmacla manipulacdo na
regido de Floriandpolis, SC, processada no ligagtifor e filtrada em
tela de 60um, para retencdo de pequenos aglomedsml@glulas e
retirada do excesso de espuma formada. Os animzars aimentados
duas vezes ao dia, sendo que a quantidade de liespifornecida
diariamente variou entre 1,2 e 8 mg™. ¢ foi baseada na observacédo da
densidade média de copépodes, nos niveis de amarti@nsparéncia e
na formacgé&o do biofilme nas paredes dos tanquesltieo

Destes tanques foram obtidos os nauplios e adutitsados nos
experimentos seguintes.

Andlise bioquimica e perfil de 4cidos graxos da Esplina

O alimento utilizado em substituicdo ao uso de oailgas vivas
no cultivo do copépodeA. tonsa € uma microalga do género
Arthrospira, conhecida popularmente como espirulina. Sua ‘@rm
comercial liofilizada possui 65,3% de proteinagéslde lipideos totais;
5,9% de cinzas; 253,9 mg . 1doge carotenoides e densidade aparente
de 0,5659 g . mt, dados obtidos pelo laudo da importadora do pmdut
DEG importacéo de produtos quimicos LTDA

A andlise do perfil de acidos graxos foi realizadalnstituto de
Tecnologia de Alimentos, ITAL, Campinas. Para majio desta
andlise, uma aliquota do extrato lipidico contempi@ximadamente 400
mg de lipidios, foi seca em evaporador rotatéricrahsmetilacdo foi
realizada de acordo com o método de Hartman e (&4§33). A
cromatografia gasosa foi realizada em um cromafdgraas, equipado
com amostrador automatico; injetor split, razad 78oluna capilar CP-
SIL 88 (100 m x 0,25 mm i.d., 0,20n de filme); detector por ionizacdo
em chama (FID) e workstation para aquisicdo dosslailidentificacio
dos é&cidos graxos foi realizada através da compardg tempo de
retencdo dos &cidos graxos das amostras e padd@esrematografia.
A quantificacéo foi realizada por normalizagédo deage os resultados
foram expressos em g . 100g

Para expressar os resultados em g. Ib@egamostra para cada
um dos acidos graxos individuais, utilizou-se arfdla, AGl = A . L .
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0,956 .100, sendo A correspondente a porcentagem de arepicuss
obtidos pelos cromatogramas; L = teor de lipidetsg e 0,956 o fator
de converséao (Holland et al., 1994).

Para a determinacdo do tamanho médio das particdas
espirulina, algumas amostras foram analisadas erosaidpio Optico,
Leica DM5000, em aumento de 40x, e mensuradas caoftwvare,
Leica Application Suite LAZ EZ.

Experimento | Crescimento e sobrevivéncia do copépe Acartia
tonsa alimentado com diferentes concentracbes de esping
liofilizada comercial

Foram testados trés tratamentos, com quatro répstigcom
diferentes concentracdes de espirulina: TratamEbdp T20 e T30 com
10, 20 e 30 mg de espirulinaLrespectivamente. As densidades
utilizadas foram baseadas em ensaios previameraizados. Os
copépodes foram alimentados duas vezes ao dia, 08 B, com
espirulina, pesada em balanca de precisdo, dilg@oa volume
conhecido, processada no liquidificador e filtradapeneira de 60pum.

Para este experimento, utilizaram-se naupliosAdéonsapara
avaliar a sobrevivéncia e o desenvolvimento, da fasupliar a fase
adulta. Assim, foram estocados inicialmente em aageticdo, 950
nauplios . [}, em recipientes cilindrico-cdnicos, com capacidadeld,5
L, dotados de leve aeracdo. Esta densidade deagstodoi baseada em
estudos anteriores realizados com a mesma espé&uianski , 2004;
Santos, 2005). Os nduplios foram obtidos a pagtiowbs retirados dos
tanques de cultivo massivo de 100 L, apos filtragm copo coletor
com malha de 45 um e colocados em frascos de derd L para
eclosdo. Apds o periodo de 48 h, aliquotas foratinadas para
contagem e estimativa da densidade de nauplios.

As unidades experimentais foram mantidas em bardr@m
temperatura 25 °C + 1; fotoperiodo controlado ein 19E e salinidade
30%.. Os parémetros de qualidade da agua, ambniasaifidade e
temperatura, foram medidos diariamente. Para o toraniento da
amonia e pH foram utilizados kits de teste da AR@npara salinidade
foi utilizado refratbmetro com precisao de 1%.. Parmanutencédo da
qualidade da agua, 50% desta era renovada diatiematnavés de
sifonamento, com uso de malha de 45 um na paggdnfio cano, para
evitar a remocao dos nauplios. A alimentagcdo comsgirulina era
realizada apds a renovacao da agua.
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Foram retiradas diariamente aliquotas de 50 mLa pse
acompanhar o estagio de desenvolvimento dos copgp@dminski,
2004). Ao se detectar que 0s organismos atingiramtaridade sexual,
todo o contetido dos frascos foi filtrado, fixado farmaldeido 4% e
armazenado em frascos plasticos de 50 mL, parargwstontagem do
numero de nauplios, copepoditos e adultos. Foralisadas s taxas de
sobrevivéncia final e de desenvolvimento (porcemtagle cada estagio
de desenvolvimento, nduplio, copepodito, adultojamgo do periodo
experimental).

Experimento Il — Capacidade reprodutiva do copépodeAcartia
tonsaalimentado com espirulina liofilizada

Com o objetivo de avaliar a fecundidade (taxa dmlyggdo de
oVvosS . féme’é) bem como a taxa de eclosao dos ovos, foramaduig
as mesmas concentracdes de espirulina do expeonmetérior (T10,
T20 e T30), em quatro repeticdes.

Nauplios deA. tonsaforam separados dos tanques de cultivo de
100L e estocados em frascos cilindricos de 4 Latitdgirem a fase
adulta para que todos os adultos tivessem a mekada.iEsses adultos
foram separados na proporcédo de 10 fémeas: 2 médiotste; Peck,
2006) para cada repeticdo, e foram estocados épierges plasticos de
500 mL. Cada unidade experimental de 500 mL ergposta de dois
recipientes plasticos sobrepostos, sendo o retépieterno dotado de
malha de 150 um no fundo do recipiente. Segundaidae Wilcox,
(2007) os ovos décartia sdo levemente mais pesados que a agua
salgada, consequentemente vao para o fundo aEma@lucdo. Com
isso, 0 uso da malha de 150 pm no fundo do red@ide cultivo
permitiu remover diariamente os adultos sem rem@gIovos, que
ficavam depositados no fundo do recipiente exterd®. unidades
experimentais foram mantidas em banho-maria defgrom tanque de
fibra, com temperatura controlada em 25 + 1 °@pfetiodo controlado
em 14L: 10E e salinidade 25 %o.

Durante o periodo experimental de dois dias, falizada a
contagem dos ovos a cada 24 h. Antes do inicioxgerenento os
animais passaram por um periodo de aclimatacdo4de. s ovos
foram isolados com uso de malha de 45 pum e anafisabb
microscopio estereoscopico em placas de Petri. Apdsntagem dos
ovos, estes foram incubados em recipientes citiogiile 500 mL, com
as mesmas condi¢cdes de temperatura e salinidadan pofotoperiodo
passou a ser de 24h Luz. ApoOs o periodo de 48haoglias recém
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eclodidos foram contados e foi calculada a taxaecdesdo (n° de
nauplios eclodidos . n° de ovos produzitjos

Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a Analise de Variancigatdnal
(ANOVA), e as médias (n=4) comparadas pelo testey,ucom nivel
de significancia de 5%, utilizando o software Ba® As taxas, em
porcentagem, de sobrevivéncia, desenvolvimentol@sd@e dos ovos
foram transformadas através da raiz do arco-seentéGo, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento | - Crescimento e sobrevivéncia do copéde Acartia
tonsa alimentado com diferentes concentracbes de espiin#h
liofilizada comercial

As diferentes concentracdes de alimento influeaoiara
sobrevivéncia final daA. tonsa A maior sobrevivéncia final (68%)
ocorreu no tratamento alimentado com 30 mg de W@ L* (T30),
entretanto, somente se comparado ao T10 (32%)(Px@ tratamento
T20 (47%) nédo diferiu estatisticamente dos outratmentos (Fig. 1).
Kaminski (2004) testando o desenvolvimento e sobéecia deA.
tonsa da fase naupliar até adultaxym diferentes alimentos obteve
taxas de sobrevivéncia final médias de 51% paratanhento utilizando
a microalga Isochrisys (T-iso) 0,04% para tratamento com
Thallassiosira fluviatilis 55% para o com misto das duas algas e 3,86%
para o com alimento artificial Algamac®. Santos 020 cultivando
adultosA. tonsaem diferentes densidades e alimentados lsoghrisys
(T-iso) e Thallassiosira weissflogii obteve a taxa de sobrevivéncia
62%, para a densidade de estocagem de 1000 inovidil.
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Figura 1 — Sobrevivéncia média final de copépodes, em ptagem, de cada
tratamento. T10 (10 mg . espirulina)LT20 (20 mg . espirulina .'t); T30 (30 mg
. espirulina [1). Letras diferentes indicam diferenca significat{<0,05). Barras
indicam desvio padréo.

Apesar da melhor sobrevivéncia no T30, os niveisaménia
téxica chegaram a 0,126 mg ™ ko final do experimento, enquanto os
niveis no T10 e T20 mantiveram-se estaveis e pasxian0,021 e 0,042
mg . L% Foi observada a diminuicdo da atividade natatoiies
copépodes com o0 excesso de particulas suspensaguaae com o
aumento da amdnia, principalmente no ultimo diaedperimento.
Conforme verificado no microscépio, essas partictittavam aderidas
aos apéndices da tonsa,0 que pode ter contribuido para a reducdo da
atividade natatoria. Segundo Buttino (1994) os pogés calanoida sao
bastante sensiveis a elevados niveis de amonido seviabilidade dos
ovos deAcartia clausi afetada negativamente em niveis de aménia
superiores a 0,12 mg *LDessa forma, neste trabalho, mesmo o T30
tendo obtido a melhor taxa de sobrevivéncia, estecantracdo de
alimento pode ndo ser a melhor opcdo para o cutmdongo prazo,
devido ao aumento dos niveis de amdnia e de platiem suspenséo.

Pelo fato da espirulina liofilizada ser um alimenterte, foi
observada a formagdo de um biofilme, a partir dartqudia de
experimento, no fundo dos tanques nas maiores ntracées do
alimento fornecido (T30 e T20), o que pode ter Gbnido para o
aumento dos niveis de amonia. No T30, ainda foémsla a presenca
do ciliado Euplotessp nos ultimos dois dias de experimento. Segundo
Stettrup (2003) em cultivos intensivos, a presemigecertos ciliados,
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como as espécies deuplotes sdo frequentemente um indicativo de
excesso de alimento no cultivo.

Praticas de manejo e de melhorias da qualidadeyuka fodem
aumentar a viabilidade do cultivo, permitindo alizdagdo de
concentracdes mais elevadas de espirulina no culntretanto, devido
a A. tonsaser sensivel ao manejo, e ao pequeno volume dipserges
utilizados no experimento, ndo foi possivel realisana renovagéo
diaria maior do que 50% do volume. O uso de filtsaddgicos e uma
maior freqiiéncia alimentar poderiam minimizar csite§ negativos do
uso do alimento inerte.

As particulas de espirulina, apdés o0 processamento n
liquidificador, se encontram na faixa de 2-90 pemd® a maioria das
particulas observadas na faixa de 6 a 17 um. Es&c&o na faixa de
tamanho das particulas de espirulina pode ter hilisglo o
desenvolvimento dos diferentes estagios Me tonsa Segundo
Berggreen et al. (1988), o tamanho minimo estimdeoparticulas
capturadas porA. tonsaé de 2-4 um para todos os estigios de
desenvolvimento e o tamanho 6timo de particulaseatande acordo
com o desenvolvimento do animal, sendo de 7-14 agna pauplios NIl
e Nlll e de 14-70 um para adultos, sendo que ornthmanaximo de
captura por estes € de 250 pum.

A alimentacdo e reproducdo dk tonsa sdo influenciadas
diretamente pela abundancia e pela qualidade ¢&a @Heude; Roman,
1987), levando em conta o tamanho (Bergreen ef98B), a
composicdo bioguimica e o formato do alimento (&tpt Jensen,
1990). A espirulina € um alimento que representa importante fonte
protéica, com mais de 65% de proteina, possui ardza de 20% de
carboidratos e 6% de lipideos (Henrikson, 2009)énAldisso, a
espirulina ndo possui celulose nas suas paredefaresl e sim um
mucopolissacarideo, o que aumenta sua digestitdid@ienrikson,
2009). De acordo com a analise realizada no presxperimento para
a espirulina, dentro da composicdo dos lipideoaistoB4,8% sé&o
poliinsaturados; 6,1% monoinsaturados e 46,9% a@bst Apesar de
possuir 6,18% de lipideos, o nivel de &cidos grastiamente
insaturados na espirulina é baixo. Os principaisiodc graxos s&o:
16:0(44,8%); 18:2(n-6) (19,9%). 18:1(n-9) (3,6%B:U(n-7) (2,1%);
18:3(n-6) (2,1%); 18:0 (1,5%); 14:0 (0,2%).

Alguns autores observaram que a composi¢do nutatidos
copépodes esta diretamente relacionada com a c@@pdsoquimica
do alimento consumido (Velosa et al., 2006; Barr@84.0). Apesar de
néo ter sido realizada a andlise do perfil de &gtaxos dos copépodes
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no presente experimento, provavelmente o nivel ddog graxos
altamente insaturados nos copépodes alimentadosespimulina deve
ser baixo, decorrente das baixas concentragbessdeéatidos na
espirulina, em comparagcdo com dietas mais ricascipalmente em
relacdo ao EPA (ecoisapentaendico) e ao DHA (dbessmedico).
Ederington et al.(1995) observaram géeartia alimentada com
diatomaceas apresentou um teor mais elevado deosaadaxos
insaturados na sua composicdo corporal e nos omauzidos, em
relacdo a dieta a base de ciliados. Porém esseseguttravés da
observacao continua da producdo de ovog etonsasugerem que esta
espécie ndo é tao rigorosa em exigéncia nutricideahcidos graxos
altamente insaturados.

Apesar da taxa de desenvolvimento dos copépodesndep
diretamente da temperatura da 4gua (Heinle, 19@®b#e et al., 1985),
outros fatores como a disponibilidade e a qualidialimento também
influenciam nesse desenvolvimento (Berggreen et. H)88). No
presente trabalho, ndo foi observada diferencaifisigtiva entre os
estagios de desenvolvimento em relacdo as difereatecentracfes de
alimento (Fig. 2). Os nauplios predominaram nos gwimeiros dias,
diminuindo gradativamente até o sexto dia. Os adubmecaram a ser
verificados no sexto dia e ao final do experimartnstituam a maioria
dos individuos (Fig. 3 — Anexo). Os resultados alatde desenvolvi-
mento foram semelhantes aos encontrados por Kam{@sk4) e
Santos (2005).
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Figura 2 . Porcentagem das diferentes fases de desenvoldnoo

copépode A.

tonsa alimentados com diferentes concentracdes de &apiru

liofilizada. T10 (10 mg . espirulina J%); T20 (20 mg . espirulina .'1); T30 (30 mg

. espirulina [*)
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Experimento Il — Capacidade reprodutiva do copépodeAcartia
tonsaalimentado com espirulina liofilizada

A média de ovos produzidos por fémea’diei de 22,3 para o
tratamento T10 e 24,6 para T20, nado diferindo isttatmente
(P>0,05). O tratamento T30 foi eliminado, pois hwuwna grande
mortalidade dos adultos apés o periodo de aclirfhatagessa
mortalidade provavelmente foi provocada pelo aumedpido dos
niveis de amdnia toxica, que chegou préxima a g2 L, ou pelo
aumento da concentracdo de particulas em suspguedacabaram se
aderindo ao corpo dos copépodes, conforme obsep@steriormente
no microscopio estereoscopico.
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Figura 3. Producéo de ovos fémea . Hislédia e desvio padréo) nos tratamentos
T10 (10 mg . espirulina .'}) e T20 (20 mg . espirulina ).

A producdo de ovos observada no presente expeoni@Eau
dentro da faixa encontrada por outros autores.oftieeram média de
20-30 ovos fémea. dfa(Stﬂttrup et al. 1986; Bersano, 2003; Kaminski,
2004; Teixeira, 2010). A producéo de ovos . féemda’ do presente
experimento ndo apresentou diferenca significaivtee os tratamentos.
Porém, Almeida (2006) obteve diferencas signifieeti ao testar
diferentes concentracbes de alimento na producdoAdetonsa
utilizando a microalgdhallassiosira fluviatilis A produg&o de ovos por
fémea aumentou gradativamente com a oferta de ratimeariando de
aproximadamente 15 ovos . fémea. 'dina dieta com 5000 células .
mL? & aproximadamente 60 ovos fémea’dim dieta com 80.000
células . did. Teixeira et al. (2010) ao avaliarem a producaowts de
A. tonsa alimentadas comT. weissflogij Chaetoceros muellerie
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Isochrysis galban@gambém observaram que a producéo de ovos . fémea
. dia* aumentou de acordo com o aumento da densidaderdinpara
as trés microalgas. Porém os autores relatam geeaesento chegou a
um ponto de saturacdo, em que nas densidades teamdas de
alimento ndo houve alteracdo da producdo de owes,sg@ manteve
estavel. Essa pode ser uma explicacdo para a Eeque@cio da
producdo de ovos por fémea entre os diferenteieaitos no presente
experimento.

Comparando-se a producéo de ovos . fémea aban o uso da
espirulina em relacdo a outros alimentos inertassa €oi superior.
Almeida (2006) ao utilizar o alimento inerte CuéBelco3000® obteve
a média de 2 ovos . fémea . Hi@nquanto Kaminski (2004) ao utilizar
o Algamac® obteve a média de 0,5 ovos . fémea™. elisobrevivéncia
méxima de 3,9%. No presente estudo, a média de preasizidos por
féemea did ficou em torno de 23,4. Essas diferencas podemr est
relacionadas, a qualidade nutricional e ao tamatdw particulas do
alimento.

De acordo com a as analises do presente experimanto
espirulina € um alimento pobre em acidos graxesradhte insaturados.
Embora ndo seja totalmente bem esclarecida a celagire a
fecundidade dos copépodes e a concentracdo de HRAAena dieta
(Stattrup; Jensen, 1990; Koski et al., 1998; Le&l.et1999), as maiores
taxas de producgdo de ovos coincidiram com as namacdo EPA:
DHA para A. tonsa (Stettrup; Jensen 1990; Jonasdéttir 1994;
Jonasddttir; Kigrboe, 1996). Vargas et al. (200&eovaram ao utilizar
diferentes microalgas no cultivo dee tonsaque as dietas com altos
niveis de &cidos graxos poliinsaturados e acid@xogr altamente
insaturados favoreceram a maior producédo de ovies fp@meas, mas
paradoxalmente as analises demonstraram que o DEAj&antidade
total de acidos 6mega 3 tiveram uma correlacaotivegeom a taxa de
ecloséo e sobrevivéncia dos nauplios.

Veloza et al. (2006) verificaram o contetdo de @gigraxos do
copépodeA. tonsaalimentado com dietas pobres em EPA, e sugerem
gue o EPA pode ser catabolizado por este copéfgdapel dos acidos
poliinsaturados 6mega 3 em copépodes ainda n&r@ ohas eles sdo
descritos como importantes na manutencao da flddenembrana em
meio ambientes frios (Benson; Lee, 1975) e fadilita catabolismo de
acidos graxos monoenoicos de cadeia longa (Satdenterson, 1986).

Além dos lipideos, outros nutrientes podem ser itaptes para
a taxa de fecundidade dos copépodes. Kleppel et (1898)
demonstraram que o contetdo de aminoacidos daeafitiaelacionado
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com a producao de ovos el tonsa Apesar dos lipideos exercerem
uma influéncia superior na fecundidade Aletonsa o conteudo de
proteina e nitrogénio na alimentacao tém uma @gdel positiva com a
fecundidade (J6nasdottir, 1994).

No presente estudo, a taxa média de eclosao 6 @&e61% para
T10 e T20, ndo diferindo estatisticamente (P>0,Exses valores
ficaram dentro da média observada por Lincoln let(2805), que ao
testarem a influéncia da alimentacdoAletonsacom as diatomaceas
Pseudo-nitzschia multiseriesPseudo-nitzschia pungendservaram a
taxa de ecloséo entre 22 e 76%, sendo a média%epdba as duas
dietas. Porém, ficaram abaixo do observado poroSaf005), que
obteve taxas médias de eclosdo proximas a 85%ultigocA. tonsa
comlsochrisys(T-isso) eThallassiosira weissflogiEssa diferenca pode
ser resultado da composicdo de lipideos da esmtufirincipalmente
em relagdo as baixas quantidades de DHA, EPA stdsales.

Broglio et al. (2003) observaram que a viabilidalds ovos de
Acartia tonsa estava correlacionada a ingestdo de acidos graxos
essenciais encontrados em presas heterotréficas,an@oducdo de
ovos nao. Jonasdéttir e Kigrboe (1996) e Tang. ¢2@01) observaram
que o sucesso de eclosdo de ovos foi influenciada ipgestdo de
acidos graxos poliinsaturados e pela soma dos saagidxos essenciais
ARA (Aracdbnico), EPA e DHA.Dessa forma, esses autores
consideraram a composicdo e a quantidade de &giedges como um
importante fator para se determinar o sucessoxdadaecloséo de ovos
e para o desenvolvimento embrionario émtonsa.Hassett (2004)
observou que a taxa de eclosdo de ovos pamatia hudsonicafoi
maior quando alimentada com. weissflogiie suplementada com
colesterol (91% de eclosdo) do que quando alimarntath a dieta sem
0 suplemento (40% de eclosao).

Apesar da taxa de producdo de ovos e da taxa edosdresente
estudo ser menor do que as taxas obtidas em algaibslhos que
utilizaram alimentos mais ricos em &acidos graxtanante insaturados,
a espirulina ainda se mostra uma alternativa p@enomo alimento
inerte para o cultivo dé\. tonsa Porém novos estudos devem ser
realizados para analisar: o perfil de acidos grados copépodes
cultivados com esse alimento; o enriquecimento sjairdina com
acidos graxos essenciais; o uso desses copépodesvitaltura de
peixes, bem como seu cultivo em maior escala eaav&abilidade
econdmica.
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CONCLUSOES

O uso da espirulina liofilizada permitiu a sobrévicia e o
desenvolvimento das diferentes fases do copéfiottmsaassim como
a sua reproducéo. Os resultados obtidos no presai@ho indicam
gue espirulina liofilizada é uma alternativa viagedom potencial para o
cultivo do copépodA. tonsaem sistema intensivo.
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ANEXO — ILUSTRAGOES

Figura 1 — Espirulina liofilizada

Figura 2 — Particulas de espirulina apds processamento no
liquidificador.
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Figura 3 — Diferentes estagios de desenvolvimentddinsa Letras
a, b: nauplios; c, d: copepoditos; e, f: fémeatadul



