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Efeito da Oferta de Nauplios de Artemia franciscana Enriquecidos com Acidos Graxos
Poliinsaturados sobre o Desenvolvimento de Pos-Larvas do Camarao Marinho
Farfantepenaeus paulensis

Cibele Soares Pontes!, Edemar Roberto Andreatta?

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia da técnica de enriquecimento de nauplios de Artemia franciscana, em
emulsdes de dcidos graxos poliinsaturados (AGP) para a alimentagdo de pds-larvas do camardo marinho Farfantepenaeus paulensis. Este
procedimento visou o acréscimo dos acidos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA), essenciais para organismos marinhos,
mas deficientes na composi¢@o de nauplios provenientes de ecossistemas aquéticos continentais. Os nauplios foram divididos em cinco
tratamentos: um grupo controle, composto por individuos recém-eclodidos, e quatro grupos enriquecidos cada um com as emulsoes
Selco, Super Selco, AlgaMac 2000 e emulsido formulada em laboratorio a base de 6leo de figado de bacalhau, e entdo ofertados as pos-
larvas. Foram comparados os efeitos das dietas quanto a taxa de sobrevivéncia, ao ganho de peso e a resisténcia ao estresse nos estadios
de PL,, e de PL,,. Observou-se que as emulsdes Super Selco e Selco foram as que proporcionaram aumento mais destacado dos niveis
de EPA e DHA nos nauplios. Entretanto, nenhuma das emulsdes aplicadas induziu a diferengas significativas para os pardmetros
estudados em comparagdo com as pds-larvas alimentadas com os nauplios do grupo de controle, indicando que o aumento nos niveis de

EPA e DHA néo exerceu influéncia na melhora do desenvolvimento de pds-larvas.
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Effect of Poliunsaturated Fatty Acid Enriched Artemia franciscana Nauplii on
Development of Farfantepenaeus paulensis Shrimp Post-Larvae

ABSTRACT - The objective of this work was to evaluate the efficiency of Artemia franciscana nauplii, in poliunsturated fatty
acid enriched emulsions, for marine shrimp (Farfantepenaeus paulensis) postlarvae feeding. This proceeding aimed the addiction to their
diets of eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA), essential fatty acids for marine organisms, but scarce in nauplii
originated in aquatic continental ecosystems. The nauplii were divided in five treatments: a control one with newly-hatched individuals
and other four groups, each one enriched with the emulsions: Selco, Super Selco, AlgaMac 2000 and lab made emulsion with cod liver
oil, then, offered to the postlarvae. The effect of these diets were compared according to the survival rate, weight gain and stress resistance
at the PL, and PL, stages. It was observed that Super Selco and Selco emulsions provided the higher increase of the EPA and DHA
levels in the nauplii. However, none of the emulsions applied provided significant difference in the observed parameters in comparison
to the post-larvae fed with the nauplii from the control group, indicating that the increase of EPA and DHA levels were not critical for

the improvement of postlarvae development.
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Introducao

O camardo marinho Farfantepenaeus paulensis
(Pérez Farfante & Kensley, 1997) representa impor-
tante recurso pesqueiro daregiao Sul do Brasil, sendo
uma das espécies nativas com maior potencial aqiiicola.
O cultivo larval desta espécie objetiva o repovoamento
de lagunas costeiras, bem como o desenvolvimento
da carcinicultura nessa regiao.

Os camardes da familia Penaeidae, a qual pertence
F. paulensis,sdo organismos gregarios, que se acasalam

e desovamnos oceanos, onde ocorre o desenvolvimento
larval. Ao atingirem o estagio de pos-larva, migram para
os estudrios, onde permanecem por toda a fase juvenil,
voltando depois ao oceano para a maturagdo sexual e
reprodugdo. Apos o acasalamento, a fémea libera
ovulos que sdo fertilizados ao passarem pela massa
espermatica deixada pelo macho em seu télico.

Os ovos eclodem cerca de 12 horas apds a
liberagao, gerando larvas em estagio de nauplio, que
se alimentam de reserva vitelinica e empreendem
cinco sub-estagios com duragdo total de aproximada-
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mente 36 horas. No estagio seguinte, de protozoéia,
as larvas tornam-se fitoplanctoéfagas, passando por
trés sub-estagios ao longo de aproximadamente 5
dias. No ultimo estagio larval, denominado misis,
apresentam habito alimentar zooplanctofago, durante
trés dias, apds os quais atingem a fase de pods-larva.
Todo esse processo, em condigdes controladas, pode
variar de 12 a 17 dias, de acordo com o manejo
alimentar do cultivo (Treece & Fox, 1993).

As pos-larvas sao morfologicamente iguais a um
adulto, apresentam habito bentdnico e movimentam-se
para frente. Nesta fase, em seu habitat natural apre-
sentam habito alimentar omnivoro, em condi¢des de
cativeiro alimentam-se de racdo e biomassa de
Artemia adulta (Treece & Fox, 1993). Tecnicamente,
desde a metamorfose até o trigésimo dia, atribui-se
cada 24 horas a um estagio pos-larval (PL; a PL;), a
partir de entdo os individuos sdo considerados juvenis.

O passo inicial para o cultivo de larvas de orga-
nismos aquaticos ocorreu com a descoberta, por
Seale (1933), de que nauplios de Artemia (Leach
1819, Crustacea, Branchiopoda, Anostraca,
Artemiidae), constituem uma excelente fonte de
alimento vivo para larvas de peixes recém-eclodidos
(Sorgeloos, 1980).

A produgdo comercial intensiva de larvas de peixes
e crustaceos ¢ dependente da utilizagdo de alimento
vivo, sendo inimeras as vantagens da utilizagdo do
estagio naupliar de Artemia para este fim: alto teor
protéico, tamanho adequado, mobilidade e conseqiiente
aceitagdo pelo predador, atragao organoléptica, carapaga
quitinosa fina, facilidade de armazenamento do cisto e
praticidade de sua utilizagdo (Sorgeloos, 1980; Léger et
al., 1987; Watanabe, 1987; Hontoria et al., 1989).

No entanto, existe grande variabilidade na
composi¢do bioquimica dos nauplios, sendo esta dire-
tamente relacionada ao ecossistema em que desen-
volveram-se suas biomassas (Watanabe et al., 1978;
Vanhaecke & Sorgeloos, 1983; Léger et al., 1987).

Segundo Sorgeloos & Léger (1992), a concentra-
¢do do acido eicosapentaenoico (EPA) contida nos
nauplios de Artemia determina o valor nutritivo dos
mesmos para organismos marinhos.

De acordo com Tacon (1987), os lipideos forne-
cidos em dietas para crustaceos devem conter os
acidos graxos denominados essenciais, que, por
defini¢do, sdo aqueles que ndo podem ser sintetizados
de novo (a partir de outros compostos) pelo metabo-
lismo intermediario e, ainda assim, sdo necessarios
para manuten¢do da fungao celular.
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Do ponto de vista energético, os lipideos constituem
a mais rica classe de nutrientes, por serem importantes
fornecedores de energia metabolica, e possuirem valores
superiores de energia bruta (9,5 kcal.g™!). Além de
atuarem como fonte de acidos graxos e outras classes
delipideos essenciais como os fosfolipideos, sdo também
importantes na absor¢do das vitaminas lipossoluveis A,
D, E e K, constituem parte da estrutura da membrana
celular, além de serem precursores de hormonios
esteroides (Tacon, 1987), desempenhando importante
papel no metabolismo intermediario e na reproducao de
organismos aquaticos (Camara, 1994).

Os micro-crustaceos do género Artemia sdo clas-
sificados em dois grupos de acordo com o seu contet-
do em acidos graxos poliinsaturados (AGP): o tipo
agua doce originario de ecossistemas aquaticos
continentais e adequado para a alimentagdo de orga-
nismos caracteristicos desses meios; e o tipo marinho
proveniente desses ecossistemas e, portanto, proprio
para a alimentacdo de seus organismos (Navarro et
al., 1993). Essa classificacdo baseia-se na premissa
de que os organismos de agua doce sdo capazes de
converter o acido linolénico (LNA) em EPA e, entdo,
em docosahexaendico (DHA), enquanto os marinhos
sdo capazes de converter apenas o EPA em DHA.
Além disso, individuos do género Artemia tipo marinho
contémniveis de EPA superiores aos niveis encontrados
no tipo agua doce (Watanabe et al., 1978).

Atualmente, a maioria dos cistos de Artemia
encontrada no mercado ¢ produzida no lago Great
Salt Lake, cidade de Salt Lake, Estado de Utah,
Estados Unidos (GSL), pertence a espécie Artemia
franciscana e possui como habitat natural
ecossistemas aquaticos continentais, sendo, portanto,
supostamente inadequados para a alimentagdo de
organismos marinhos. Para suprir a deficiéncia de
acidos graxos altamente insaturados, caracteristica
dos cistos tipo agua doce, desenvolveu-se a técnica
de bioencapsulacao (Watanabe et al., 1980), também
conhecida como enriquecimento de Artemia.

Por serem microcrustaceos filtradores néo sele-
tivos, os nauplios de Artemia podem ter seus valores
nutritivos potencialmente melhorados através da
ingestdo de enriquecedores naturais ou artificiais. A
introducdo destes componentes deve ocorrer no es-
tagio de instar II (cerca de oito horas ap6s a eclosao),
quando os mesmos abrem seu trato digestivo e tor-
nam-se ndo seletivos em relagdo a quantidade e
qualidade das particulas ingeridas.

Bengtson et al. (1991) destacaram as principais
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técnicas de enriquecimento de Artemia. Na técnica
britanica, os nduplios sdo enriquecidos com amicroalga
Isochrysis galbana, a desvantagem desse método ¢
a obrigatoriedade da manutencao constante do cultivo
algal, além da variabilidade da composicao de acidos
graxos poliinsaturados (AGP) nas algas. Na técnica
japonesa (“método direto”), utiliza-se emulsdo de
6leo de peixe adicionada a uma mistura metil-ester de
AGP (n?), que, quando ofertada aos nauplios, é
ingerida e suas goticulas acumuladas no trato diges-
tivo. Na técnica francesa, utiliza-se uma dieta com-
posta de p6 de Spirulina, levedura, aminoacidos,
vitaminas, colesterol e 6leo de peixe como
enriquecedor. Na técnica belga, ¢ utilizada uma mistura
auto-dispersante de diferentes fontes de AGP (n™3),
vitaminas, carotenoides e fosfolipideos.

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a
importancia dos AGP para pds-larvas (PL; a PL,)
do camarao marinho F. paulensis, observando-se os
efeitos da oferta de nauplios de A. franciscana
(GSL), enriquecidos com diferentes emulsdes ricas
dessas substancias. As respostas quanto a taxa de
sobrevivéncia, ganho de peso e resisténcia ao estresse
foram os parametros analisados para avaliagdo da
qualidade das pds-larvas produzidas.

Material e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de
Camarodes Marinhos da Universidade Federal de Santa
Catarina (Florianopolis — SC, Brasil).

Os camardes utilizados no experimento, que teve
duragdo de 20 dias, foram cultivados de PL; (peso
seco médio de 178,88 mg) a PL,, distribuidos em
densidade populacional de 50/L, em 20 tanques de
formato cilindro-conicos de fibra de vidro de cor

preta, com 30 L de 4gua do mar (33%o), sob aeracao
constante. A agua foi trocada diariamente em 100%,
e sua temperatura mantida em 25+ 1°C com o auxilio
de um termostato central.

A alimentacado, fornecida duas vezes ao dia (10 e
14h), consistiu de nauplios de Artemia franciscana
(GSL) obtidos a partirde cistos descapsulados (Sorgeloos
etal., 1977), eclodidos sob densidade de 3 g/L, em agua
com salinidade de 33%o. Oito horas apds a eclosdo dos
nauplios, tempo necessario para a abertura de seus
tratos digestivos, os mesmos foram colocados em
emulsdes enriquecedoras, diluidas em agua do mar
(33%o0), cujos componentes, concentragdo, tempo de
enriquecimento e densidade populacional estdo de-
monstrados na Tabela 1. Cadaum dos cinco tratamentos
teve quatro repeticdes, cada qual correspondente a um
tanque, totalizando 20. Em cada emulséo foram colocados
aproximadamente 300.000 individuos.

As emulsdes Selco, Super Selco e AlgaMac 2000
foram obtidas no comércio e sdo constituidas,
respectivamente, a base de: 200 mg.g™!, 450 mg.g"!
de lipideos tipo marinho (n-3), e pela microalga
Schizochytrium liofilizada. A emulsao formulada,
produzida em laboratério, foi preparada de acordo
com Kontara (1991), a base de 6leo de figado de
bacalhau, agua destilada e gema de ovo de galinha
(na proporcao de 5:2:1), preparada diariamente atra-
vés de homogeneizagao durante 5 minutos, nas quan-
tidades utilizadas, de modo a evitar a peroxidagdo dos
AGP (Devron, 1992).

Apos abioencapsulagdo, os nauplios foram lava-
dos em agua doce corrente, e ofertados as pos-larvas
seguindo critérios quantitativos determinados em es-
tudos previamente realizados no Laboratorio de Ca-
mardes Marinhos da UFSC para F. paulensis. Os
individuos destinados a analise da composi¢ao quimi-

Tabela 1 - Técnicas de bioencapsulagdo de nauplios de Artemia franciscana para alimentagcdo de pods-larvas do

camarao marinho F. paulensis

Table 1 - Artemia franciscana nauplii bioencapsulation techniques for the marine shrimp F. paulensis feeding

Componentes Concentragdo (g/L)  Tempo de enriquecimento (horas) Densidade (nauplios/mL)
Components Concentration (g/L) Enrichment time (hours) Density (nauplii/mL)
Selco 0,6 24 300

Selco

Super Selco 0,6 24 300

Super Selco

AlgaMac 2000 0,4 24 300

AlgaMac 2000

Emulsao formulada em laboratorio 1,0 18 150

Lab made emulsion
Nauplios recém-eclodidos -
Newly hatched nauplii
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ca foram separados com a ajuda de uma tela de nylon
de 100 mm e conservados a temperatura de 20°C
negativos, para analise posterior da composigdo de
acidos graxos.

Para extracdo dos acidos graxos contidos nos
nauplios de Artemia, as amostras foram previamente
liofilizadas, em processo de desidratagdo caracteri-
zado pela sublimacdo a vacuo da agua contida.

Para analise da composi¢cdo de acidos graxos,
adicionou-se as mesmas uma mistura de padrdes
internos, de concentragdo conhecida, composta pelo
acido 13-cis-docosaenoico, alfa-colestano e o
hidrocarboneto C36, dissolvidos em cloroformio.

As amostras foram analisadas pela técnica de
cromatografia gasosa de altaresolugdo e cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas, para
identificagdo dos acidos graxos sob a forma de
¢ésteres metilicos. Todo o procedimento de extragao
e analise foi conduzido de acordo com Madureira et
al. (1995).

A avaliagdo dos parametros estudados ocorreu apos
as pos-larvas atingirem os estagios de PL,, e PL,,.

A taxa de sobrevivéncia foi calculada através da
contagem das pos-larvas vivas coletadas em cinco
amostragens de 250 mL de cada tanque.

O ganho de peso seco (peso final — peso inicial,
em mg) foi calculado a partir da média aritmética do
peso de 30 pds-larvas coletadas aleatoriamente em
cada tanque e, em seguida, desidratadas em estufa
por 24 h, a 60°C.

Aplicou-se as pos-larvas teste de resisténcia a
estresse segundo Tackaert et al. (1989) modificado
por Coutteau et al. (1996), em que as mesmas foram
submetidas a choque osmotico (7%o por 1 h), tendo
retornado em seguida a salinidade de cultivo. Apds
meia hora de permanéncia nesse meio, foi contada a
quantidade de individuos que apresentavam batimento
nos pledpodos, atribuindo-se esse padrdo a sobrevi-
véncia aparente.

Para todos os parametros estudados, a analise
estatistica foi realizada procedendo-se inicialmente a
aplicacao do teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov
(aderéncia) sobre os resultados, percentuais nos casos
da sobrevivéncia e metamorfose, e valores absolutos
no caso de ganho de peso. Os dados percentuais foram
posteriormente submetidos a transformagao em arco-
seno para efeito de analise (Steel & Torrie, 1988).
Uma vez verificada a distribuigdo normal dos dados,
realizou-se analise de variancia simples (ANOVA),
adotando-se um nivel de significancia P<0,05.
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Resultados e Discussao

O resultado da analise da composicao de acidos
graxos dos nauplios enriquecidos com as diferentes
emulsdes que determinaram os tratamentos esta
expresso na Tabela 2. Observou-se aumento efetivo
do conteudo de EPA e DHA nos nauplios enriquecidos,
com as diferentes emulsdes utilizadas em comparagao
com os nauplios recém-eclodidos. Os nauplios
enriquecidos com a emulsdo Super Selco apresentaram
maiores propor¢des de EPA e DHA em relacdo aos
demais.

A partir da constatagdo de que os dados relativos
a sobrevivéncia, ganho de peso e resisténcia ao
estresse apresentaram uma distribuicdo normal
(Kolmogorov-Smirnov), a aplicagdo de analise de
variancia (ANOVA) sobre esses parametros nos
estagios de PL;, ¢ PL,, indicaram a auséncia de
diferenca significativa (P<0,05) entre os
tratamentos (Tabela 3).

A analise quimica dos nauplios (Tabela 2) mos-
trou que os individuos recém-eclodidos (GSL) nao
contém o acido DHA, o que estd de acordo com
Navarro etal. (1993). A utilizacdo da emulsao Super
Selco induziu ao maior incremento nos niveis de
EPA e DHA dos nauplios enriquecidos, em relagao
aos recém-eclodidos, sendo seguida pela Selco,
AlgaMac 2000 e, entdo, pela emulsdo formulada em
laboratorio.

Diversos autores comprovaram que a
bioencapsulacdo de AGP eleva os niveis de EPA ¢
DHA dos nauplios a serem ofertados a organismos
cultivados (Léger et al., 1986; Sorgeloos & Léger,
1992; Dhont et al., 1993; Barclay & Zeller, 1996). Os
resultados do presente trabalho corroboram registros
anteriores de que a composicao de nauplios de Artemia
¢ determinada pelo alimento ingerido sendo possivel
melhorar sua qualidade nutricional através de mani-
pulacdo dietética.

Rees et al. (1994) testaram comparativamente a
alimentagdo de pos-larvas (PLs a PL5) de Penaeus
monodon através de nauplios enriquecidos com Selco
em diferentes concentragdes (0 a 400 mg.g™!). Foi
observado que as maiores taxas de sobrevivéncia e
resisténcia ao estresse estiveram associadas aos
tratamentos correspondentes a concentragdes inter-
mediarias, enquanto o maior ganho de peso ocorreu
nos individuos que receberam a menor faixa de
concentragdo, evidenciando a necessidade de estu-
dos mais precisos em relacdo a quantidade e qualidade
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Tabela 2 - Freqliéncia percentual de 4cidos graxos dos nauplios de Artemia franciscana (GSL), para a alimentacéo de
pos-larvas do camaréo marinho F. paulensis, por componente utilizado na bioencapsulagcdo

Table 2 - Fatty acid composition percentage frequency in Artemia franciscana (GSL) nauplii, for F. paulensis postlarvae feeding,
according to the bioencapsulation component

Acido graxo Selco Super Selco AlgaMac  Emulsdo formulada em laboratério NRE-Controle

Fattyacid Selco Super Selco AlgaMac Lab made emulsion NHN - Control
Saturados

Saturated

14:0 Miristico 1,30 0,41 1,43 1,46 1,07
14:0 Myristic

15:0 Pentadecaenoico 0,23 - 0,26 0,28 0,26
15:0 Pentadecaenoic

16:0 Palmitico 12,30 10,60 15,13 14,96 14,08
16:0 Palmitic

17:0 Heptadecanoico 1,55 0,72 1,03 0,89 0,95
17:0 heptadecaenoic

18:0 Estearico 4,46 5,04 6,09 5,57 4,88
18:0 Stearic

21:0 Heneicosaenoico 0,27 0,28 0,04 0,11 -
21:0 Heneicosaenoic

Insaturados

Unsaturated

16:1 Palmitoleico 5,90 4,12 5,93 6,26 5,97
16:1 Palmitoleic

16:2 Palmitolénico 1,27 0,68 1,34 1,73 1,66
16:2 Palmitolenic

18:1 Ol¢ico 20,60 23,34 21,32 23,34 20,27
18:1 Oleic

18:2 Linoléico 27,94 27,10 35,78 35,00 40,19
18:2 linoleic

Poliinsaturados

Poliunsaturated

18:3n-3LNA 2,75 2,13 3,03 3,37 4,05
20:5n-3 EPA 14,60 18,82 7,89 6,51 6,61
22:6n-3 DHA 5,72 7,16 0,74 0,61 -
22:5n-3 Docosapentaendico 1,26 1,61 - 1,26 -

22:5n-3 Docosapentaenoic

de AGP a serem ofertados. Comparativamente, no
presente trabalho, constatou-se que, para pds-larvas
de P. paulensis, a variagdo na composi¢ao de acidos
graxos das emulsdes enriquecedoras utilizadas nao
foi suficiente para promover diferencas estatistica-
mente significativas na sobrevivéncia, ganho de peso
e resisténcia ao estresse das mesmas.

Coutteau et al. (1996) desenvolveram pesquisa
nutricional em pds-larvas de Litopenaeus vannamei
durante 40 dias, usando diferentes fontes e niveis de
EPA e DHA. As taxas de sobrevivéncia e resisténcia
ao estresse mantiveram-se estatisticamente iguais
ao longo de todo o experimento, enquanto os ganhos
de peso foram alterados apenas a partir do 18° dia,
afetados pelos niveis de fosfolipideos. Comparativa-
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mente, no presente trabalho ndo se detectaram
alteragcOes entre os tratamentos, para 0s mesmos
parametros.

Trabalhos realizados com diferentes niveis e fon-
tes de EPA ¢ DHA, na alimentagdao de diversos
estagios de diferentes espécies de camardes, sdo
unanimes em detectar melhoramentos proporciona-
dos pela suplementagdo de AGP em pelo menos um
dos parametros estudados. O presente trabalho, em-
bora ndo tenha encontrado qualquer relagdo entre o
aumento dos niveis de EPA e DHA e a melhoria dos
pardmetros de avaliacdo das poés-larvas, esta de
acordo com as demais literaturas citadas quanto a
auséncia de correlagdo entre os niveis de AGP da
dieta e os parametros estudados.
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