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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a viabilidade e a descapsulacdo de Artemia frente a
solugdes com quatro diferentes pH, alterados com NaHCOs e avaliar a sobrevivéncia frente a
estas variacOes. Para alteracdo do pH foi utilizado NaHCO3z; em quantidades suficientes para
cada solucdo. O pH foi aferido com auxilio de phmetro digital. A taxa de eclosdo foi
calculada para todos os tratamentos. O ensaio foi analisado em delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 4x4x3, quatro tratamentos e trés repeticdes. A sobrevivéncia
foi calculada para cada tratamento. O ensaio de toxicidade foi analisado em DIC em esquema
fatorial 4x4x5, quatro tratamentos e cinco repeti¢fes. O grupo controle apresentou a taxa de
eclosdo de 23%, de uma forma geral todos os tempos de descapsulacdo apresentaram maior
taxa de eclosdo independente do tempo de exposicédo e o pH da solugédo. Os cistos de Artemia
submetidos a solucdo de pH 6, observou-se que o tempo de exposicdo se adequa uma equacao
linear, demostrando que quanto maior o tempo de exposicdo maior a taxa de eclosdo. J& a
exposicdo ao pH 7 em relacdo ao tempo se adequaram a uma equacao quadratica o que revela
que para esta solucdo o ideal é a exposi¢do de no méximo 15 minutos. Para o pH 8 e 9 apesar
das baixas taxas de eclosdo o0 aumento do tempo de exposicdo da solucdo promoveu aumento
das taxas de eclosdo. Conclui-se que soluctes de pH podem ser utilizadas como descapsulante
para Artemia. O tempo de exposicdo dos cistos de Artemia apresentam co-relacdo com a
solugéo. Com base nos resultados desse estudo recomenda-se a utilizacdo de pH 6 com tempo
de 30min de exposicdo dos cistos de Artemia. O pH 9 apresentou baixas taxas de
sobrevivéncia, esse resultado mostra que o uso de NaHCO; foi téxico para nauplios de
Artemia.

Palavras-chave: bicarbonato de sodio; descapsulacdo; hidratacdo; toxicidade.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the viability and takeoff of the art against four
different pH solutions, altered with NaHCO3; and to evaluate the survival against these
applications. To change the pH, NaHCO3; was used and used for each solution. The pH was
altered with the aid of the digital phometer. An hatching rate was calculated for all controls.
The experiment was analyzed in a randomized design in a 4x4x3 factorial scheme, four uses
and three replications. Survival was calculated for each treatment. The toxicity test was
analyzed in IHD in the 4x4x5 factorial scheme, four sessions and five repetitions. The control
group shows hatching rates of 23%, generally all takeoff times, the highest hatching rates
independent of exposure time and the pH of the solution. Art studies applied to the pH 6
solution calculate whether the exposure time is adequate for a linear equation, demonstrating
the longer the exposure and the hatching rates. Exposure to pH 7 over time is adequate for a
quadratic equation or reveals that this ideal solution is a maximum exposure of 15 minutes.
For pH 8 and 9, despite low hatching rates or increasing solution exposure time, increased
hatching rates. Conclude whether pH solutions can be used as descendants for the art. The
exposure time of art arguments is correlated with a solution. Based on the results of this study,
it is recommended to use pH 6 with 30min exposure time of art arguments. PH 9 has low
survival rates, which shows the use of NaHCOj in toxic for artifacts.

Keywords: sodium bicarbonate; decapsulation; hydration; toxicity.



1. INTRODUCAO

A Artémia spp. Conhecida como um microcrustaceo teve sua exploracdo comercial
iniciada nos Estados Unidos, na década de 50, no litoral de San Francisco, Califérnia e no
bidtopo interno, Great Salt Lake em Utah, para atender o mercado de aquariofilia (LAVENS e
SORGELOS, 2000). Com o avango do cultivo de peixes marinhos no final da década de
1970, a demanda por Artemia aumentou. A partir desse periodo a demanda mundial do seu
cisto, o produto mais nobre, passou de algumas toneladas para aproximadamente 2.000
toneladas por ano, principalmente pela elevada taxa de crescimento na aquicultura nos
proximos anos, por volta de 10% ao ano (CAMARA, 2004).

Esse crescimento na demanda pela Artemia é respaldado por seu elevado teor
proteico, lipidico, de aminoacidos essenciais e pigmentos (ZUANON et al., 2011). Ela é
largamente utilizada na larvicultura de camardes e peixes (UT et al., 2007) e na cadeia de
producdo de peixes ornamentais por causa da alta exigéncia nutricional (TAKAHASHI et al.,
2010).

No Brasil a presenca da Artemia foi iniciada a partir de inoculacGes feitas com cistos
de Artemia importados da California, E.U.A. (origem comercial; San Francisco Bay Brand),
em 1977. Os primeiros organismos introduzidos no Brasil foram soltos em Macau-RN e em
seguida se dispersaram por toda a regido salineira do Rio Grande do Norte. Nesse ambiente a
Artemia encontrou condices ecoldgicas favoraveis para sua disseminacdo em toda area
salineira adjacente, sendo que um dos aspectos ecoldgicos que merecem destaque para 0
estabelecimento da populacdo desse organismo no Brasil foi a elevada produtividade primaria
dos manguezais e consequentemente das salinas onde foram povoadas, fazendo com que
proporcionassem rapido e constante desenvolvimento das populacGes de Artemia salina
nesses sitios (CAMARA e CASTRO, 1983).

Atualmente a producdo é majoritariamente consumida pelo mercado da aquariofilia e
por laboratorios de larvas de camardo. A demanda de cistos/nauplios de Artemia nas
larviculturas (sobretudo de camardes marinhos) ndo aumentou e se mantem nos mMesmos
niveis dos anos 2000, em torno de 2-3 ton de cistos, enquanto a producdo de biomassa de
Artemia diminuiu 20-25 ton por ano (ROCHA et al., 2014).

Repensar no protocolo de uso sustentavel do mercado da Artemia é fomentado por
associacles positivas entre a Artemia e organismos patogenos (TACON, 2017). Até o
momento ndo foi constatado politicas publicas que tenham estimulado suficientemente

pesquisas de novos produtos derivados da Artemia, além de ndo exigir o minimo controle a



fim de monitorar possiveis viroses transmitidas pelos cistos produzidos aqui e/ou importados.
Mesmo com sua ampla distribuicdo e ocorréncia naturalmente no Rio Grande do Norte,
verifica-se a auséncia de projetos com vistas no melhoramento dessa producao. Além de que,
atualmente a industria de cistos de Artemia no Brasil se resume a um unico empreendimento
extrativista (coleta) de cistos e/ou biomassa e que ndo atende a toda a demanda de
cistos/biomassa nacional (ROCHA et al., 2014), a empresa BioArtemia®.

Camara e Castro (1983), desde a década de 80, apontam que para o Brasil difundir o
uso da Artemia e seus coprodutos, deveriam ser aumentadas as areas de cultivo da Artemia,
apoiando-se em estudos ecoldgicos, associado ao desenvolvimento de um complexo de
beneficiamento de cistos e Artemias adultas. Estes apresentaram a liofilizacdo ou
congelamento de Artemias adultas, como o caminho para o posterior uso dessa matéria prima
na alimentacdo direta de organismos aquaticos ou ingrediente proteico em races animais.

No entanto, um dos entraves de eclosdo da Artemia estd na etapa que procede a
incubacdo dos cistos. O processo de descapsulacdo é utilizado para romper o coérion que
reveste o embrido. Através das substancias quimicas o corion € dissolvido, que além de
elimina-lo fazem a assepsia da superficie dos cistos, assim estes podem conter patdgenos que
ameacando o ciclo produtivo podem reduzir a eficiéncia na larvicultura, sendo desfavoravel
na larvicultura (DA ROCHA, et al., 2005).

O processo de hidratagdo pode ser aprimorado utilizando substancias que podem
diminuir ou alterar o envoltorio, aumentando a taxa de eclosdo (TAKATA, 2007). Dentre as
substancias descapsulantes que se reporta na literatura estd o hipoclorito (DA ROCHA, et
al.,2005), mas esta, se ndo for bem retirada no processo de lavagem pode promover morte do
cisto de Artemia (TAKATA, 2007).

O uso de solucbes com distintos pH pode ser uma alternativa para o uso na
descapsulacdo, uma vez que ha indicios na literatura que ha melhor desenvolvimento dos
cistos de Artemia em pH mais alcalinos (LAVENS e SORGELOS, 1996). Assim o presente
trabalho teve o objetivo analisar a viabilidade e a descapsulagéo de cistos de Artemia frente a
solugBes com diferentes pH alterados pelo bicarbonato de sddio e diferentes tempos de
hidratagdo, consequentemente avaliar a taxa sobrevivéncia de nauplios de Artemia frente a

estas variacoes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Artemia

Artemia ssp. (Anostraca) popularmente conhecida como camardes de salmoura, sao
crustaceos branquiopodes considerados um fdsseis vivos. Essa espécie desenvolve-se
excelentemente em condicBes hipersalinas, onde a evaporacdo da &gua resulta em altas
concentracdes de cloreto de sodio. No ambiente natural sdo essenciais para limitar a
proliferacdo de algas e favorecem o crescimento de bactérias halofilicas (VAN STAPPEN,
1996; LO NOSTRO et al., 2015).

Quando a artemia atinge a fase adulta possui um corpo alongado, coberto com um
exoesqueleto de quitina fino e flexivel (CRIEL e MACRAE, 2002). A Artemia tém um
sistema osmorregulador extremamente eficiente (HOLLIDAY et al., 1990), habilidade de
sintetizar pigmentos respiratorios eficientes para lidar com os baixos niveis de oxigénio em
condigdes de altas salinidades e a capacidade de produzir embrides adormecidos (cistos),
dependendo da concentracdo de sal no ambiente. Apos 24 h de incubacgéo na dgua do mar, 0s
cistos liberam nadplios larval de natacdo livre (LO NOSTRO et al., 2015).

O melhor ambiente para Artemia salina sdo as éaguas salinas concentradas
principalmente com NaCl. Entretanto, existem diversas especies adaptadas, também, aos
ambientes ricos em sulfato, carbonato ou potéssio, talassalina, dispersados por quase todo o
planeta, como o caso da Artemia monica, uma subespécie californiana de Artemia
franciscana, a qual adaptou-se muito bem a altas concentracdes de ions carbonato (VAN
STAPPEN, 2002). De modo geral, a composicdo do meio aquoso em termos de natureza e
concentracdo de eletrdlitos € decisiva para sua sobrevivéncia e reproducdo (CAMARGO et
al., 2005; LO NOSTRO et al., 2015).

A artemia, como crustdceo zooplancténico desempenha uma fungdo essencial no
fluxo de energia da cadeia alimentar em diversos ecossistemas de agua salgada (ATES et al.
2013, ZHU et al., 2018; NEMATI et al., 2019). E uma espécie que se alimenta filtrando a
agua, ndo seletivas e que podem ingerir diretamente particulas menores que 50 pm (HUND-
RINKE e SIMON 2006; ZHU et al., 2018; NEMATI, et al., 2019).

A artémia € um dos alimentos vivos mais populares para peixes e invertebrados

aquaticos. Logo, comparado com outras espécies aquaticas, possui interacfes significativas
com o ambiente aquético e confronta maior exposic¢do a riscos a contaminantes (ZHU et al.,
2018). A artemia possui caracteristicas intrinsecas que as tornam um organismo modelo

popular para testes toxicologicos, como distribuicdo cosmopolita, producdo em curto tempo,



facilidade de cultura e disponibilidade comercial de seus cistos (LIBRALATO, 2014;
LIBRALATO etal., 2016, ZHU et al., 2018).

S&os varios os parametros que podem ser selecionados para avaliacdo toxicologica,
incluindo o periodo de incubacéo, mortalidade, natacdo, morfologia e biomarcadores. Entre as
espécies do género a Artemia é considerada um organismo de modelo adequado na avaliacdo
da toxicidade de nanoparticulas (LIBRALATO, 2014; RAJABI et al., 2015, ZHU et al.,
2018).

2.2.Caracteristicas gerais do género Artemia

Segundo Nunes, et al., (2006) o género Artemia tem uma ampla distribuicdo
geografica pelo mundo e ¢é subdividido em seis espécies bissexuais comumente reconhecidas
e um grande nimero de populacdes partenogenéticas.

Dentre essas espécies, destaca-se a alta adaptabilidade a condi¢Ges ambientais
adversas, no caso a categorias extremas, ou seja, sdo localizadas em ambientes onde outras
formas de vida ndo sdo encontradas (TRIANTAPHYLLIDIS et al., 1998; NUNES, et al.,
2006). Um exemplo é sua ocorréncia em amplas faixas de salinidade (5-25 g L) e
temperatura (6-35 °C). A tolerancia a concentracdes extremamente variaveis de oxigénio das
espécies de Artemias permite que os invertebrados enfrentem com sucesso 0s ambientes
adversos sob condicdes extremas (AMAT, 1985; NUNES, et al., 2006).

Ainda, de acordo com Nunes et al., (2006), as espécies possuem elevados padrdes de
adaptacdo em relacdo aos recursos nutricionais. S&o capazes de utilizar diferentes fontes de
nutrientes para sua producdo, por exemplo, farelo de trigo, soja, arroz e soro de leite em po
(DOBBELEIR et al., 1980; SORGELOS et al., 1980); até mesmo efluentes de viveiros de
peixes (ZMORA et al., 2002) ou dietas comerciais inertes, como Nestum ® (NAEGEL,
1999).

Outras caracteristicas comuns ao género incluem o ciclo de vida curto, alta
fecundidade, estratégia de reproducdo bissexual/partenogenética, com producdo de nauplios
ou cistos, tamanho corporal pequeno e adaptabilidade a diversos recursos nutricionais, pois é
um filtrador ndo seletivo (NUNES, et al., 2006).

2.3.0nde se produz Artemia



Devido a intensa adaptabilidade a ambientes hipersalinos, a Artemia é amplamente
distribuida em lagos salgados e areas costeiras ao redor do mundo, ou seja, em ambientes de
agua salgada, como mares, lagos de sal permanentes ou temporais, lagoas costeiras e salinas
artificiais. Em geral os habitats em que o género Artemia é encontrado sdo caracterizados pela
auséncia de predadores. Nesses ambientes, a evolucdo das populacdes desses invertebrados é
beneficiada pela abundéncia de fitoplancton, bactérias, protozoarios e algas, consumidos
como sua dieta Em laboratorios suas varias caracteristicas fisiologicas adaptativas facilitam a
producdo nos ambientes artificias (AMAT, 1985; NUNES et al., 2006).

2.4.Para que se usa Artemia

Em seu ambiente natural a Artemia quanto zooplancton desempenha um papel
fundamental na cadeia alimentar dos ecossistemas, uma vez que transferem energia de
produtores primarios para consumidores de niveis troficos mais altos. Desta forma, estes
invertebrados sdo considerados presas ideais de peixes juvenis em ambientes aquéaticos
naturais, consequentemente sao amplamente utilizadas como alimento vivo para a nutricdo de
peixes em sistemas de aquicultura (NEMATI, et al., 2019).

Dentre diferentes fontes de presas vivas, 0 género Artemia, nas fases de nauplios,
metanadplio, juvenis e adultos, destaca-se como a presa viva comumente utilizada em peixes
e crustaceos cultivados. Entre as fases de desenvolvimento de Artemia, os nauplios recém-
eclodidos sdo os alimentos vivos mais usados na larvicultura (SORGELQOS et al., 2001;
CONCEICAO et al., 2010; JAMILI et al., 2018).

Entre as vantagens no uso de Artemia na alimentacdo enfatiza-se que podem
transferir determinados nutrientes benéficos, como vitamina, acidos graxos essenciais e
fosfolipidios para o organismo-alvo por conta de o seu comportamento alimentar ndo seletivo
(GUINOT et al., 2013; JAMILI et al., 2019). Ademais, em consequéncia a maior
adaptabilidade, podem melhorar a ingestdo, digestdo e absorcdo da dieta formulada,
viabilizada sob um regime de co-alimentagdo, que € uma combinacao entre ragdo viva e ragdo
artificial (GIE et al., 2011, JAMILI et al., 2019).

Além disso, as caracteristicas intrinsecas desse género de crustaceo permitem que
sejam organismos adequados para uso em Ecotoxicologia, garantindo confiabilidade,
viabilidade e custo-efetividade nas praticas de rotina e/ou de pesquisa em ecotoxicidade

(NUNES et al., 2006). De acordo com Nunes et al., (2006), a Artemia é destaque como um



interessante exemplar de organismos bem adaptados as préaticas de laboratdrio, contanto que
sejam mantidos um controle rigoroso sobre os procedimentos e metodologias de laboratorio.

As principais vantagens do uso de artemia em testes de toxidade, as quais lhe
conferem status de modelo adequado para estudos toxicoldgicos, incluem: rapidez, ou seja, 28
a 72 h desde a eclosdo até o primeiro ponto final; custo-efetividade; alta fecundidade; a
disponibilidade de nadplios provenientes de cistos comerciais duraveis, isto €, homogeneidade
da populacéo, disponibilidade durante todo o ano sem a necessidade de cultura (NUNES et
al., 2006, MANFRA et al., 2012; LIBRALATO et al., 2016). Durante as condi¢des adversas,
as artemias produzem cistos dormentes que podem ser chocados pela reidratacdo em agua
salgada, ainda depois de varios anos (LAVENS & SORGELOS, 2000; MADHAYV et al.,
2017).

Outros fatores relevantes referem-se aos bons conhecimentos de sua biologia e
ecologia; facil manipulacdo e manutencdo em condigdes de laboratério; tamanho do corpo
pequeno, 0 que permite acomodagdo em copos ou microplacas pequenas e alta adaptabilidade
- resisténcia - a diferentes condicdes de teste (KOKKALI et al., 2011; LIBRALATO et al.,
2016).

2.5.0s Nauplios de Artemia

De acordo com Clegg e Trotman (2002), o desenvolvimento de embrides encistados
de Artemia. ocorre apds um periodo de desenvolvimento pds-pausa (PDD), que varia entre 12
a 24 horas, e é dependente da temperatura e salinidade. O embrido emerge primeiro da casca
(El), continua se desenvolvendo por 2-4 horas (E-2), seguida pela eclosdo do primeiro estagio
nadplios (NI).

Segundo Libralato et al., (2016) os nauplios representam a fase de desenvolvimento
mais utilizada em experimentos de toxidade, e ja foram utilizados para testar uma ampla gama
de produtos quimicos, entre esses 0 arsénico (As), cadmio (Cd), cromo (Cr), cobalto, cobre
(Cu), mercurio (Hg), niquel, estanho (Sn), zinco (Zn), permanganato de potassio , dicromato
de potassio e nitrato de prata , antibioticos, nanomateriais manipulados, poliestireno de
tamanho nano, amianto, compostos fenodlicos, etanolaminas e oligoelementos, herbicidas de
triazina, inseticidas , pesticidas, acrilonitrila, carbamatos, ftalatos , agentes antiincrustantes,
produtos farmacéuticos, agentes anticorrosivos, 6leo e dispersantes de 6leo, varios extratos
vegetais, toxinas e matrizes ambientais como lixiviados de madeira, aguas residuais, aguas do

mar e descargas marinhas.



Os nauplios sao considerados um importante alimento vivo para uma diversidade de
peixes, sendo oferecido a mais de 85% das espécies de aquicultura em todo o planeta. A
utilizacdo de racdo viva com Artemia ainda é aplicada em tanques de cultivo com o intuito de
aumentar a produtividade (SIVAKUMAR et al., 2009).

2.6.Problemas sanitarios relacionados ao uso dos nauplios de Artemia

Embora os nalplios sejam vastamente usados como alimentos vivos por causa de
suas vantagens nutricionais e operacionais, sdo considerados um possivel vetor para a
introdugdo de patogenos nos sistemas de criagdo (SKLIRIS e RICHARDS, 1998;
SIVAKUMAR et al., 2009). Indaga-se que os nalplios possam operar como reservatério ou
transportador mecanico de patdgenos bacterianos como Bacillus, Erwinia, Micrococcus,
Staphylococcus e Vibrio, da mesma forma virus da necrose pancreética infecciosa (IPNV) e
nodavirus (SUDHAKARAN at al., 2007). Em cistos e nauplios/metanauplios de Artemia
coletados em incubadoras comerciais, ja foi detectado a presenca de virus da doenca de
Lymphocystis (LCDV) através de métodos baseados em PCR (VALVERDE et al., 2019).

Diversas pesquisas analisaram suscetibilidade de Artemia a diferentes pat6genos
virais de crustaceos e sua funcdo como reservatdrio vetor ou fonte de hospedeiros suscetiveis
(DA SILVA et al., 2015). Experimentos como de Li et al. (2003) e Zhang et al. (2010)
demonstram a transmissao vertical do virus da sindrome da mancha branca (WSSV) de
instares para adultos e de adultos para cistos reprodutivos.

Os problemas sanitarios relacionados aos nalplios é devido a estes transportarem
uma carga bacteriana que pode ser transferida de presas vivas aos tanques de peixes e larvas
de moluscos, as quais servem de alimentos. Por conta desse fator, os nadplios sdo
frequentemente tratados para reduzir as bactérias associadas a estes antes de servirem como
alimentos para as larvas (SIVAKUMAR et al., 2009).

2.7.Eclodibilidade

Em espécies de Artemia as condic¢Oes de eclosdo dos cistos podem variar muito. Isso
pode resultar em uma avaliacdo desigual da sensibilidade a cistos/nauplios, embora o primeiro
fator que possa afetar a sensibilidade do organismo seja a origem geografica dos cistos
(LIBRALATO et al., 2016). Justamente por isso. varios autores tem buscado estimar

condicdes adequadas que garantam otima eclodibilidade.



De modo geral os cistos sdo incubados em temperaturas entre 18 e 28 °C e na
maioria dos casos com 35 %o de salinidade. Ja os valores de pH variam entre 7,5 e 9,0, pois 0
pH ndo pode ser menor que 7 para obter uma boa eclosdo (VANHAECKE et al., 1980;
LIBRALATO et al., 2016). Segundo Vanhaecke et al., (1980), durante o processo de
incubacdo, a 4gua do mar é aerada por uma bomba de ar, sendo a aeracdo meédia adequada
uma condicdo necesséria para obter uma incubagdo bem sucedida.

Somado a isso, Manfra et al. (2016) propuseram um nivel de saturacdo de oxigénio
aproximadamente > 60%. Ainda, a fase de eclosdo pode acontecer na presenca de luz (1000-
4000 lux), ou parcialmente na escuriddo. Guzzella (1997) considerando a eficiéncia de
incubacdo propds um limite para avaliar a eficiéncia de incubacao de cistos que é > 90% em <
32 h (LIBRALATO et al., 2016).

2.8. Perspectiva em relacdo ao uso e novas pesquisas com nauplios

Novos estudos promissores de nauplios de Artemia sdo quanto a testes de toxicidade
e na nutricdo animal. Atualmente a A. salina vem sendo adotada especificamente para
pesquisar os efeitos de floragcdes de algas perigosas (BOTES et al., 2003; GIUSSANI et al.,
2015). Ainda esses zooplanctons tém se destacado em estudos como um organismo de teste
para estimar a influéncia dos microplasticos no ambiente marinho. Especificamente,
particulas microplésticas, entre 1-20 pm, acumularam-se em nadplios de Artemia e foram
subsequentemente transferidas para peixes via ingestdo como itens de presa (BATEL et al.,
2016; WANG et al., 2019).

Ressaltam-se as perspectivas de novos estudos em relacdo a utilizagdo de nauplios de
Artemias como alimento vivo em diferentes espécies de peixes. De acordo com Coelho-Filho
et al., (2018) as larvas de Macrobrachium carcinus, também conhecido como camarao-do-rio
pintado, em estéagios iniciais de desenvolvimento necessita de maior quantidade de alimento
Vivo, no caso os nauplios de Artemia recém-eclodidos, com o intuito de aumentar a eficiéncia
de captura e atender as suas necessidades nutricionais. Porém sdo necessarias mais pesquisas

na &rea antes de aplicar essa informagdo em incubat6rios em escala comercial.



3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no laboratério de Engenharia de Aquicultura da
Universidade Federal da Grande Dourados — UFGD, localizada na cidade de Dourados - Mato
Grosso do Sul.

Foram realizados estudos que avaliar o efeito de substancias quimicas como
promotoras de descapsulacdo da Artemia, visando o aumento da taxa de eclosdo. Foi utilizada

a espécie Artemia fransciscana, originaria da empresa BioArtemia®, em Grossos-RN.

3.1.Producéo de substancias descapsulantes

Foram produzidas quatro solucdes com diferentes pH. Para alteracdo do pH foi
utilizado bicarbonato de s6dio em quantidades suficientes para cada solucdo. Para alcangar os
valores de pH foi utilizado solucéo de bicarbonato, partindo do medidor comum de pH 6,0. O
valor de pH foi alterado a partir da sua dissolu¢do em 250 ml de &gua. A hidratacéo dos cistos
foi realizada em copos descartaveis com 20 ml da agua com os diferentes niveis de pH
durante os trés periodos de tempo. Em seguida foram adicionados 80 ml da solucdo de agua
com salinidade de 20 %o devidamente homogeneizada (Tabela 1).

TABELA 1. Uso da quantidade de bicarbonato de sédio em g (NaHCOg3) em diferentes
solucdes para ajuste de pH.

Solucéo (NaHCO3) g
Solucéo pH 6 -
Solucéo pH 7 0,5
Solucéo pH 8 4,0
Solucéo pH 9 8,0

3.2.Eclosao de cistos

Os cistos de Artemia foram submetidos ao processo de hidratacdo com as suas
respectivas substancias descapsulantes (pH: 6, 7, 8 ,9 e controle) em distintos tempos de

exposicédo (controle, 5, 15, 30 minutos) (Tabela 2).



TABELA 2. Processo de hidratagdo em diferentes tempos e distintas solugdes.

10

5 minutos 15 minutos 30 minutos
Solucéo pH 6 Solucdo pH 6 Solucdo pH 6
Solugéo pH 7 Solugdo pH 7 Solucdo pH 7
Solucéo pH 8 Solucdo pH 8 Solucdo pH 8
Solucéo pH 9 Solucdo pH 9 Solucdo pH 9

Neste processo, 0s cistos foram colocados em um recipiente na densidade de 1g de
cisto por 80 ml de agua, e colocados para incubacdo sob aeracdo constante com salinidade de
20 %o (20g de NaCl em 1 litro de H20) com temperatura de 28°C. Os cistos foram submetidos
a iluminacdo constante durante todo periodo de incubagdo. Ap6s 36 horas os cistos foram
avaliados.

3.3.Procedimento

As estimativas da taxa de sobrevivéncia foram realizadas com auxilio de pipeta de 1
ml, a olho na, sendo realizadas em triplicata, considerando nauplios mortos aqueles que se
encontrarem imdveis dentro da pipeta.

A taxa de eclosdo foi calculada pela relagéo entre o nimero de nauplios observados
apos os trés dias de incubacéo e o total de cistos colocados para eclodir, conforme a formula
(ZANANDREA, 2010).

Nauplios observados

Taxa de eclosdo = 18.600 x 100

3.4.Teste de toxicidade em pH com Bicarbonato de Sodio

As Artemias eclodidas foram submetidas a solugéo salinizada de 20 %o (20g NaCl
para 1 litro de agua). As solucGes de distintos pH foram ajustados com bicarbonato de sodio
(NaCOg3). Foram utilizados 10 naudplios de Artemia submetidos a solu¢bes salinas nas
seguintes concentracdes de pH: 6; 7; 8; 9. O ensaio foi realizado em quintuplicata por
tratamento, sendo a contagem dos nauplios realizadas nos seguintes periodos 1, 6, 12, 24h.

Os dados de porcentagem de nauplios de Artemia mortas em 24h em relacdo a

concentracdo do pH ajustou-se a uma equacdo linear para estimar a Dose letal de 50% da
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populacdo ao bicarbonato de sédio. Sendo a equacao solucionada para encontrar a dose letal
de 50% da populacéo.

3.5.Analise estatistica

O ensaio de taxa de eclosdo foi analisado em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) em esquema fatorial 4x4x3, quatro tratamentos e trés repeticGes, em esquema de
parcelas subdivididas, tendo como tratamento principal os distintos produtos e técnicas, como
tratamento secundario os periodos de exposi¢do (controle, 5, 15 e 30 minutos).

Para o teste de toxicidade o ensaio foi analisado em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) em esquema fatorial 4x4x5, quatro tratamentos e cinco repeticdes, foram
realizados a andlise de regressdo sendo o fator principal as solu¢gdes com distintos pH e
tratamento secundario o tempo (1, 6, 12 e 24 horas).

Foram analisadas a normalidade dos dados (SHAPIRO e WILK, 1965), e a
homogeneidade (SNEDOCOR e COCHRAN, 1994) foi testada antes da aplicacdo da Analise
de Variancia (ANOVA). Para analise estatistica dos dados utilizou-se o programa Graphpad

Instat. As andlises de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados analisados de producéo total de nduplios e taxa de eclosdo de cistos de
Artemia para cada tratamento estdo apresentados na Tabela 3. O grupo controle a qual nédo
teve adicdo de bicarbonato, apresentou a taxa de eclosdo de 23%, de forma geral todos os
tempos de descapsulacdo apresentaram maior taxa de eclosdo independente do tempo de
exposicdo e o pH da solucéo.

A baixa taxa de eclosé@o apresentada no grupo controle pode estar relacionada a falta
de hidratacdo inicial do cisto. Alguns trabalhos demostram que a utilizacdo de substancias
para 0 processo de descapsulacdo confere maiores taxas de eclosdo dos cistos de Artemia
(ROCHA et al., 2005).
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TABELA 3. Média (+ DP) da producdo total, taxa de eclosdo de nauplios de Artemia
submetidos distintos tempos de descapsula¢do em solugdes de diferentes pH.

Producéo total (ml)  Taxa de ecloséo (%)
Controle - 43,33+8,49 ¢ 23%

Tempo de hidratacéo

pH 6 128,33+41,25 a 69%
_ pH 7 142,00+£21,0 a 76%
5 min
pH 8 37,83+19,2 b 20%
pH 9 60,67+£25,3 b 33%
pH 6 138,00+11,1 a 74%
) pH 7 149,6749,3 a 80%
15 min
pH 8 66,83+29,9 b 36%
pH 9 39,00+10,1 ¢ 21%
pH 6 159,33+20,1 a 86%
) pH 7 126,67+21,7 a 68%
30 min
pH 8 66,50+16,5 ab 36%
pH 9 57,33+x37,9¢c 31%

Letras distintas reportam diferenca estatistica em cada tempo de exposicao (p>0,05).

Na Figura 1, observa-se que as maiores taxas de descapsulacdo foram observadas
para o pH 6 e 7, ndo havendo diferenga significativa entre si.

a
a
a a
a a
b ab b .
c b c
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0
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9.0 pH

w A OO0 O N 00 ©
o O O O o o o
1 1 1 1 1 ]

Taxa de eclosdo (%)

S
o
1

controle 5 m15 m30 min

FIGURA 1. Relagdo da taxa de eclosdo (%) sobre os diferentes tempo de hidratacdo dos cistos de Artemia a
solucbes de distintos pH.
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Para a taxa de ecloséo, cistos de Artemia submetidos a solucdo de pH 6, apresentam
um modelo linear com o tempo de exposicdo. J& a exposi¢cdo ao pH 7 em relacdo ao tempo se
adequaram a uma equacao quadratica o que revela que para esta solucéo o ideal é a exposi¢édo
de no maximo 18 minutos. Para o pH 8 apesar das baixas taxas de eclosdo o0 aumento do
tempo de exposicdo da solugdo promoveu aumento das taxas de eclosdo, com 27 minutos de
exposicdo (Figura 2).

A utilizacdo de solucgdes de diferentes pH para ecloséo de Artemia é benéfico na taxa
de eclosdo (LAVENS e SORGELQS, 1996), neste estudo em particular se procurou encontrar
uma solucdo que auxilie no processo de descapsulacdo. Ressalta-se, no entanto que o
bicarbonato de sddio pode ter promovido desidratacdo dos cistos de Artemia por se tratar de
um sal (FURTADO, 2011). O Bicarbonato de Sédio é um regulador de alcalinidade e pH e
pode ser usado como tampéo contra mudangas bruscas de pH e aumentar a alcalinidade total
do sistema de cultivo de peixes (QUEIROZ, 2006)
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As baixas taxas de ecloséo sdo observadas para cistos de Artemia expostas a alta
concentracéo de hipoclorito (ROCHA et al., 2005). Neste estudo observou-se que a exposi¢éo
dos cistos de Artemia em pH 8 e 9 promoveram baixas taxas de eclosdo, isto pode estar
associado a permeabilidade do cisto e a possivel mortalidade desta quando exposto a estas
concentracOes de bicarbonato. Na literatura ha relatos que os melhores taxas de eclosdo séo
observadas com pH em torno de 8 e 8,5 (LAVENS e SORGELOS, 1996) ressalta-se no
entanto, que as solucdes utilizadas para alteracdo de pH sdo determinantes para o sucesso da
taxa de eclosdo. Segundo Lavens e Sorgelos (1996), a utilizacdo de bicarbonato de sodio
como produto para alterar o pH deve ser de no méximo 2 g/L™.

A analise grafica do ensaio testado confere para o pH, a dose letal DL50 = 7,27 do
pH (Figura 3). A baixa toxicidade do pH 6 e 7 frente aos nauplios de Artemia esta relacionado
a concentracdo de bicarbonato de sddio utilizado nas solugdes. Observa-se que quantidades
superiores a 2 g/L™ conferem problemas de utilizacio deste produto (LAVENS e
SORGELOS, 1996).

No entanto, as substancias descapsulantes utilizadas também apresentam algum grau
de toxicidade como o hipoclorito (WARLAND e WARLAND, 2004) e cloro (ROCHA et al.,
2005).
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FIGURA 3. Percentual de mortalidade de nadplios de Artemia submetidos a solugdes salinas com
diferentes pH.

Observou-se que em uma hora de exposicdo ao pH 9 apresentou baixas taxas de
sobrevivéncia e esta tendéncia foi observada em todos os tempos analisados (Tabela 4). Estes

resultados demostram que o bicarbonato de sddio foi toxico para nadplios de Artemia.
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TABELA 4. Média (£ DP) da sobrevivéncia dos nadplios de Artemia submetidos a solucdes
salina com diferentes pH.

Tempo de exposicao Sobrevivéncia Sobrevivéncia total
(ml) (%)
pH6 10,0+ 0,00 a 100
pH7 10,0+ 0,00 a 100
1 hora
pH8 78+£1,30b 78
pH9 6,2+1,64b 62
pH6 10,0+ 0,00 a 100
pH7 10,0+ 0,00 a 100
6 horas
pH8 56+181b 56
pH9 28+£1,09¢c 28
pH6 10,0+ 0,00 a 100
pH7 8,8+£0,83ab 88
12 horas
pH8 52+1,78b 52
pH9 0,6+054c 6
pH6 8,4+0,54ab 84
pH7 74+£114b 74
24 horas
pH8 14+134c 11
pH9 0,0£0,00c 0

Letras distintas reportam diferenca estatistica em cada tempo de exposicéo (p>0,05).
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5. CONCLUSAO

Conclui-se que solugbes de pH podem ser utilizadas como descapsulantes para
Artemia. O tempo de exposicdo dos cistos de Artemia apresentam co-relacdo com a solugéo.
Com base nos resultados desse estudo recomenda-se a utilizacdo de pH 6 com tempo de
30min de exposicao dos cistos de Artemia.

O teste de toxicidade ao pH foi obtido uma DL50 para o pH 7,27. Sendo, portanto o

pH 9 letal para nadplios de Artemia.
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