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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a viabilidade e a descapsulagéo de artémia frente a duas
distintas solugdes, sendo uma de hipoclorito e uma segunda de NaCl. A taxa de ecloséo foi
calculada para todos os tratamentos. O ensaio foi analisado em delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 4x3, quatro tratamentos e trés repeticdes. A sobrevivéncia foi
calculada para cada tratamento. O grupo controle apresentou a taxa de eclosdo de 19%, de uma
forma geral todos os tempos de descapsulacdo apresentaram maior taxa de eclosdo
independente do tempo de exposi¢do. Os cistos de artémia submetidos a solucao de hipoclorito,
observou-se que 0 tempo de exposicao se adequa uma equacao linear, demostrando que quanto
maior 0 tempo de exposicdo maior a taxa de eclosdo, isso aconteceu de maneira semelhante
para o tratamento com NaCl. Conclui-se que solucdes de hipoclorito pode ser utilizada como
descapsulante para artémia. O tempo de exposic¢ao dos cistos de artémia apresentam co-relagdo
com a solucdo. Com base nos resultados desse estudo recomenda-se a utilizacdo de hipoclorito
com tempo de exposicdo de 30- 45 minutos de exposicdo dos cistos de artémia. Em ambas as
solucgdes os cistos apresentaram altas taxas de sobrevivéncia, esse resultado mostra que o0 uso
de hipoclorito pode demonstrar uma boa taxa de ecloséo.

Palavras-chave: Artémia; descapsulacao; hipoclorito de sédio; hidratacéo.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the feasibility and decapsulation of brine shrimp
against two different solutions, one of hypochlorite and the second of NaCl. Hatch rate was
calculated for all treatments. The trial was analyzed in a completely randomized design in a 4x3
factorial scheme, four treatments and three replications. Survival was calculated for each
treatment. The control group had a 19% hatch rate, in general, all decapsulation times had a
higher hatch rate regardless of the exposure time. In the brine shrimp cysts submitted to the
hypochlorite solution, it was observed that the exposure time fits a linear equation, showing
that the longer the exposure time, the higher the hatching rate, this happened in a similar way
for the treatment with NaCl. It is concluded that hypochlorite solutions can be used as a
decapsulant for brine shrimp. The exposure time of artemia cysts is correlated with the solution.
Based on the results of this study, the use of hypochlorite with an exposure time of 30-45
minutes of exposure of the brine shrimp is recommended. In both solutions the cysts showed
high survival rates, this result shows that the use of hypochlorite can demonstrate a good hatch
rate.

Keywords: Artemia; decapsulation; Sodium hypochlorite; hydration.



13

1. INTRODUCAO

Considerando sua verticalizacdo produtiva a Artémia Franciscana € considerada uma
excelente candidata para o direcionamento de esforcos académicos e mercadologicos. Teve sua
exploragdo comercial iniciada nos Estados Unidos, na década de 50, no litoral de San Francisco,
California e no bio6topo interno, para atender o mercado de aquariofilia local (LAVENS &
SORGELOS, 2000). No final da decada de 1970 houve um avanco no cultivo de peixes
marinhos e com isso a houve um aumento gradativo da producdo de artémia. A partir desse
periodo 0 consumo do seu cisto, passou de algumas toneladas para aproximadamente 800
toneladas por ano (LAVENS & SORGELOQS, 2000).

Segundo Zuanon et al., (2011), esse crescimento na demanda pela artémia € devido
seu elevado teor proteico, lipidico, de aminoacidos essenciais, pigmentos e etc. ela é largamente
utilizada na larvicultura (UT et al., 2007), na cadeia de produgdo de peixes ornamentais
(TAKAHASHI et al., 2010).

No Brasil a presenca da artémia foi iniciada em 1977, a partir de inoculacGes feitas
com cistos de Artémia Franciscana importados da Califérnia, E.U.A. (origem comercial; San
Francisco Bay Brand). Os primeiros organismos que chegaram no Brasil foram soltos em
Macau-RN e logo ap6s espalharam-se por toda a regido salineira do Rio Grande do Norte.
Segundo Camara & Castro et al., (1983), a artémia encontrou nesse ambiente condicdes
ecologicas favoraveis para sua disseminacdo em toda area salineira, sendo que o principal
aspecto ecoldgico que merece destaque para o estabelecimento da populacdo desse organismo
no Brasil foi a elevada produtividade priméaria dos manguezais e consequentemente das salinas
onde foram povoadas, fazendo com que se proporcionem rapido desenvolvimento das
populacdes de artémia salina nesses sitios.

Atualmente a producdo € consumida pelo mercado da aquariofilia e por laboratorios
de larvas de camardo. A demanda de cistos/nauplios de artémia nas larvicultura mantem-se nos
mesmos niveis dos anos 2000, em torno de 2-3 ton de cistos, enquanto a producao de biomassa
de artémia diminuiu 20-25 ton por ano (ROCHA et al., 2014).

Para Rocha et al., (2014), mesmo com a ampla distribuicdo e ocorréncia naturalmente
no Rio Grande do Norte, nota-se a auséncia de projetos para desenvolver o melhoramento dessa
producdo. Atualmente a industria de cistos de artémia no Brasil se resume a um anico
empreendimento extrativista (coleta) de cistos que ndo atende a toda a demanda de

cistos/biomassa nacessaria.
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Desde a década de 80, estudos apontam que para o Brasil difundir o uso da artémia e
seus coprodutos, deveriam ser aumentadas as areas de cultivo da artémia, apoiando-se em
estudos ecologicos, associado ao desenvolvimento de um complexo de beneficiamento de cistos
e artémias adultas (CAMARA E CASTRO et al., 1983). Devido ao alto custo de uma unidade
deste tipo estes apresentaram a liofilizagdo ou congelamento de artémias adultas, como o
caminho para o posterior uso dessa matéria prima na alimentacdo direta de organismos
aquaticos ou ingrediente proteico em ragcdes animais.

Para Da Rocha et al., (2005), um dos maiores entraves do processo de eclosdo da
artémia é o processo que antecede a incubacdo dos cistos. A descapsulagdo é utilizado para
romper o corion que reveste o embrido. Atraves das substancias quimicas o cérion é dissolvido,
que além de elimina-lo fazem a assepsia da superficie dos cistos

O processo de hidratacdo pode ser aprimorado se utilizarmos substancias que podem
diminuir ou alterar o envoltério, aumentando a taxa de eclosdo (TAKATA, 2007). Dentre as
substancias descapsulantes que se reporta na literatura estd o hipoclorito (DA ROCHA, et al.,
2005).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de testar a viabilidade de otimizacdo da eclosdo
de Artémia Franciscana, utilizando hipoclorito de sédio (100ml de NaCIO em 1 litro de agua)
e NaCl (25g de NaCl para cada 1 litro de &gua), testados em 3 diferentes periodos de tempo
(0,15,30 e 45 minutos) sendo zero o tempo controle, ou seja, sem hidratacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Artémia franciscana

Artémia franciscana, conhecida popularmente como camardes de salmoura, séo
crustaceos branqudpodes considerados um fossil vivo. Essa espécie apresenta um maior
desenvolvimento em condicfes hipersalinas, onde devido a evaporagdo da agua tem-se como
resultado altas concentragdes de cloreto de sodio (VAN STAPPEN, 1996; LO NOSTRO et al.,
2015).

A Artémia Franciscana tem um sistema osmorregulador extremamente eficiente
(HOLLIDAY et al., 1990), a habilidade de sintetizar pigmentos respiratorios para lidar com
baixos niveis de oxigénio em condi¢cdes de altas salinidades e a capacidade de produzir
embrides adormecidos (cistos). Ap6s 24 h de incubacdo na agua salina, os cistos liberam
nauplios larval de natagdo livre (LO NOSTRO et al., 2015).

A Artémia Franciscana é um dos alimentos vivos mais populares para peixes e
invertebrados aquaticos. Ao se comparar com outras espécies aquaticas, possui inimeras
interacdes significativas com o ambiente aquatico e confronta maior exposicdo a riscos a
contaminantes (ZHU et al., 2018). A Artémia Franciscana possui caracteristicas intrinsecas que
as tornam um organismo popular para testes toxicologicos, como distribuicdo cosmopolita,
producdo em curto tempo, facilidade de cultura e disponibilidade comercial de seus cistos
(LIBRALATO, 2014; LIBRALATO et al., 2016, ZHU et al., 2018). Quanto a eclodiblilidade
0s cistos descapsulados mostraram ter maior taxa, quando comparados com os cistos capsulados
(ZHU et al., 2018).

Segundo Nunes, et al., (2006) o género artémia tem uma ampla distribuicdo geografica
pelo mundo e € subdividido em seis espécies bissexuais comumente reconhecidas e um grande
nimero de populacdes partenogenéticas. As diferentes espécies do género que também
apresentam algumas caracteristicas em comum.

Dentre essas caracteristicas, destaca-se a alta adaptabilidade a condi¢cdes ambientais
adversas, geralmente em condicGes extremas, ou seja, sdo localizadas em ambientes onde outras
formas de vida ndo sdo encontradas (TRIANTAPHYLLIDIS etal., 1998; NUNES, et al., 2006).
A tolerancia a concentragcdes extremamente variaveis de oxigénio das espécies de artémias
permite que os invertebrados enfrentem com sucesso 0s ambientes adversos sob condi¢fes
extremas (AMAT, 1985; NUNES, et al., 2006). Um exemplo é sua ocorréncia em amplas faixas
de salinidade (5-25 g L) e temperatura (6-35 °C).
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Em sua fase adulta as espécies possuem elevados padrdes de adaptacdo em relacdo
aos recursos nutricionais (NUNES, et al., 2006). Onde sdo capazes de utilizar diferentes fontes
de nutrientes para sua producdo, como o farelo de trigo, soja, arroz e soro de leite em pé
(DOBBELEIR et al., 1980; SORGELOS et al., 1980); ou dietas comerciais inertes, como
Nestum ® (NAEGEL, 1999).

Algumas outras caracteristicas comuns ao género estdo inclusas, como o ciclo de vida
curto, alta fecundidade, estratégia de reproducdo bissexual/partenogenética, com producédo de
nadplios ou cistos, tamanho corporal pequeno e adaptabilidade a diversos recursos nutricionais,
pois é um filtrador ndo seletivo (NUNES, et al., 2006).

2.2. Eclodibilidade

Em algumas espécies de artémia as condi¢cdes de eclosdo dos cistos podem variar
muito. Isso pode vim a resultar em uma desigual avaliagdo da sensibilidade a cistos, porém, o
primeiro fator que possa afetar a sensibilidade do organismo seja a origem geogréafica dos cistos
(LIBRALATO et al., 2016).

Os cistos séo incubados em temperaturas que variam de 18 a 28 °C e em sua grande
maioria com salinidade de 35%. Ja os valores de pH variam entre 7,5 e 9,0, visto que o pH nédo
pode ser menor que 7 para obter que haja uma boa ecloséo, sendo a faixa de pH 8 a mais
indicada para eclosdo (VANHAECKE et al., 1980; LIBRALATO et al., 2016).

Os pesquisadores 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, quanto 1 h de luz durante 48 h de exposi¢do, também
de 12-16 horas de luz durante 24 horas de exposicdo. Guzzella (1997) considerando a eficiéncia
de incubacao prop6s um limite para avaliar a eficiéncia de incubacéo de cistos que € > 90% em
<32 h (LIBRALATO et al., 2016).

2.3. Para que se usa Artémia

Devido a sua extrema adaptabilidade a ambientes salinos e hipersalinos, a artémia 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 artémia € encontrado sao

caracterizados pela auséncia predadores. Nesses ambientes, a evolugdo das populagdes desses
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invertebrados é beneficiada pela abundéancia de fitoplancton, bactérias, protozoarios e algas,
consumidos como sua dieta (AMAT, 1985; NUNES et al., 2006). Em laboratérios suas varias
caracteristicas fisiologicas adaptativas facilitam a producédo nos ambientes artificias (Y1 et al.,
2020).

Em seu ambiente natural a Artémia Franciscana 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 aquaticos naturais,
consequentemente sdo amplamente utilizadas como alimento vivo para a nutricdo de peixes em
sistemas de aquicultura (NEMATI, et al., 2019).

Entre as vantagens no uso de Artémia spp. na alimentacdo enfatiza-se que podem
transferir determinados nutrientes benéficos, como vitaminas e fosfolipidios para o organismo-
alvo por conta do seu comportamento alimentar ndo seletivo ( JAMILI et al., 2019). Em
consequéncia a sua maior adaptabilidade podem trazer outros diversos beneficios como,
melhorar a ingestdo, digestdo e absorcdo da dieta formulada, viabilizada sob um regime de co-
alimentacéo (DIE et al., 2011, JAMILI et al., 2019).

De acordo com Nunes et al., (2006), a artémia é destaque como um interessante
exemplar de organismos bem adaptados as préaticas de laboratério, contanto que sejam mantidos
um controle rigoroso sobre os procedimentos e metodologias de laboratério.

Além das caracteristicas alimentares, a artémia é um excelente modelo na utilizacdo
de testes de toxidade, sendo que suas principais vantagens em testes de toxidade, 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 é,
homogeneidade da populacéo, disponibilidade durante todo o0 ano sem a necessidade de cultura
(NUNES et al., 2006, MANFRA et al., 2012).

Segundo Libralato et al., (2011), ha outros fatores relevantes que se referem aos bons
conhecimentos de sua biologia e ecologia; facil manipulacdo e manutencdo em condicgdes de
laboratorio; tamanho do corpo pequeno, o que permite acomodacdo em copos ou microplacas
pequenas; alta adaptabilidade - resisténcia - a diferentes condicdes de teste.

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 o0 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, nano materiais manipulados, poliestireno de tamanho



18

nano, amianto, compostos fendlicos, etalonaminas e oligoelementos, herbicidas de triazina,
inseticidas , pesticidas, acrilonitrila, carbonatos, ftalatos , agentes antiincrustantes, produtos
farmacéuticos, agentes anticorrosivos, 6leo e dispersantes de 0leo, varios extratos vegetais,
toxinas e matrizes ambientais como lixiviados de madeira, aguas residuais, aguas do mar e

descargas marinhas.

2.4. Os Nauplios de Artémia

O desenvolvimento de embrides encistados de Artémia spp. 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 nauplios (NI). (CLEGG_&
TROTMAN et al., 2002)

Segundo Sivakumar et al., (2009), os nauplios sdo 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 alimento vivo com a artémia ainda € aplicadao
em tanques de cultivo com o intuito de aumentar a produtividade.

Embora os nadplios sejam vastamente usados como alimentos vivos por causa de suas
vantagens nutricionais e operacionais sdo considerados um possivel vetor para a introducgdo de
patdgenos nos sistemas de criacdo (SKLIRIS & RICHARDS, 1998; SIVAKUMAR et al.,
2009). Indaga-se que os nauplios possam operar como reservatdrio ou transportador mecanico
de patogenos bacterianos como, Staphylococcus e Vibrio, da mesma forma IPNV e nodavirus
(SUDHAKARAN at al., 2007).

Em diversas pesquisas foram analisadas a suscetibilidade de artémia a diferentes
patdgenos virais de crustaceos e sua funcdo como reservatorio vetor ou fonte de hospedeiros
suscetiveis (DA SIIVA et al., 2015). Experimentos como de Zhang et al. (2010) demonstram a
transmisséo vertical do virus da sindrome da mancha branca (WSSV) de adultos para cistos
reprodutivos.

O maior problema sanitério relacionado aos nadplios é devido a estes transportarem
uma boa carga bacteriana que pode ser transferida de presas vivas aos tanques de peixes. Por
conta desse fator os nauplios séo frequentemente tratados para reduzir as bactérias associadas

a estes antes de servirem como alimentos para as larvas (SIVAKUMAR et al., 2009).



19

3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no més de maio de 2019, no laboratério de Engenharia de
Aquicultura da Universidade Federal da Grande Dourados — UFGD, localizada na cidade de
Dourados - Mato Grosso do Sul.

Foi utilizada a espécie Artémia franciscana, (BioArtémia®), Grossos-RN.

3.1. Producéo de substancias descapsulantes

Foram produzidas duas solugdes utilizadas para eclosdo dos cistos de artemia. Sendo
uma com hipoclorito de sédio (NaClO) e a segunda com sal comum (NaCl), ambas foram
preparas partindo de proporcdes para 1 litro de dgua (Tabela 1), o delineamento em blocos
casualizados, contou com quatro tratamentos e 3 repeticdes, 0s tratamentos correspondem a
0,15,30 e 45 minutos, sendo o tempo zero sem hidratacdo, totalizando 12 unidades

experimentais. Em cada repeticdo dos tratamentos foi usado um grama de oocitos desidratados.

TABELA 1. Proporcdo de solucdo de descapsulacdo para cada 1 litro de agua.

Solucéo Hipoclorito (ml) NaCl (g)
Solucédo 1 - 25
Solucéo 2 100 -

A hidratacdo dos cistos foi realizada em copos descartaveis com 100 ml contendo duas
solucdes devidamente homogeneizadas, durante os trés periodos de tempo (0, 15, 30 e 45

minutos).
3.2. Ecloséo de cistos
Os cistos de artémia foram submetidos ao processo de hidratagdo com as suas

respectivas substancias descapsulantes (NaCl e NaClO) em distintos tempos de exposicao (0,
15, 30, 45 minutos) (Tabela 2).
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TABELA 2. Processo de hidratacdo em diferentes tempos e distintas solucdes.

SEM TEMPO DE 15 minutos 30 minutos 45 minutos
EXPOSICAO
Solucdo 1 (NacCl) Solucdo 1 (NacCl) Solucdo 1 (NacCl) Solucdo 1 (NacCl)
Solucéo 2 Solucéo 2 Solucéo 2 Solucéao 2
(hipoclorito) (hipoclorito) (hipoclorito (hipoclorito)

Neste processo, os cistos foram colocados em um recipiente na densidade de 1g de
cisto por 100 ml de solucéo, e colocados para incubagdo sob aeracdo constante com salinidade
de 25 %o (25g de NaCl em 1 litro H20) com temperatura de 30°C. Os cistos foram submetidos
a iluminacdo constante durante todo periodo de incubacdo. Ap6s 36 horas houve a ecloséo e 0s

cistos foram avaliados.

3.3. Procedimento

As estimativas da taxa de sobrevivéncia foram realizadas com auxilio de pipeta de 1
ml, ode foram dissolvidos em 10 ml de agua e fixados em uma lamina para realizara leitura
com o auxilio de microscopio, sendo realizadas em triplicata, considerando nauplios mortos
aqueles que se encontrarem imoveis dentro da lamina.

A taxa de eclosdo foi calculada pela relacdo entre o ndmero de nauplios vivos

observados ap6s as 36 horas de incubacéo e o total de cistos colocados para eclodir.

3.4. Andlise estatistica

O ensaio de taxa de eclosdo foi analisado em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) em esquema fatorial 4x3, quatro tratamentos e trés repeticfes, em esquema de parcelas
subdivididas, tendo como tratamento principal os distintos produtos e técnicas, como
tratamento secundario os periodos de exposicao (0, 15, 30 e 45 minutos).

Foram analisadas a normalidade dos dados (SHAPIRO e WILK, 1965), e a
homogeneidade (SNEDOCOR e COCHRAN, 1994) foi testada antes da aplicagdo 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.
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Na Figura 1A, observa-se que as maiores taxas de descapsulacdo foram observadas

para o tempo de 15, 30 e 45 minutos no tratamento utilizando hipoclorito, ndo havendo

diferenca significativa entre si. Na Figura 1B, observa-se que as maiores taxas de descapsulacédo

foram observadas para o tempo de 15, 30 e 45 minutos no tratamento utilizando NaCl, nédo

havendo diferenca significativa entre si.
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FIGURA 1. Relagdo da taxa de eclosdo (%) sobre os diferentes tempos de hidratagdo dos cistos de artémia a
solucdes de Hipoclorito de sédio e sal em diferentes tempos. A) tratamento utilizando hipoclorito. B) Tratamento

utilizando sal. Medias com letras distintas reportam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P>0,05)

Na figura dois observa-se a anlise de regressdo da taxa de eclosdo de cistos de artémia

submetidos a diferentes tempos de hidratagdo com NaCl e hipoclorito. Podemos verificar que

a utilizacéo de hipoclorito no processo de hidratacdo apresenta-se adequado a um modelo linear.

(R?=0,9086) e a utilizacdo de sal neste processo observa-se uma adequagdo a um modelo

quadratico (R?= 0,94).
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FIGURA 1. Andlise de regressao da taxa de eclosdo (%) sobre os diferentes tempos de hidratacdo dos cistos de

artémia a solugdes de distintas de NaCl e Hipoclorito.
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A baixa taxa de eclosdo apresentada no grupo controle esta relacionada a falta de
hidratacdo inicial do cisto. A utilizacdo de substancias para o processo de descapsulgéo confere
maiores taxas de eclosdo dos cistos de artémia, contudo com algumas ressalvas de toxidade
(Beux & Zaniboni-Filho, 2006; Da Rocha et al., 2005; Warland & Warland, 2004).

As baixas taxas de eclosdo sdo observadas para cistos de artemias expostas a alta
concentracéo de hipoclorito (Da Rocha et al., 2005). Neste estudo n&o foi encontrado diferenca
significativa para ambos os tratamentos.

Para Warland e Warland 2004, para desencapsulacdo de dez gramas de oocitos de
artemia é preciso adicionar hipoclorito de sédio com 12,5% de ingrediente ativo (125g/litro)
com a concentracdo desejada de cloro ativo de 22 g por litro de dgua. Est4, por tanto é uma
concentracdo muito acima de ideal encontra neste trabalho que é 1 g para 100ml de agua, mas
o fato se deve ao temo de exposicdo dos oocitos ao ingrediente ativo, entre 5 a 7 minutos,
enquanto que para este trabalho o tempo foi de 15, 30 e 45 minutos.

Segundo Bloch 1998, é recomendavel usar 125g de cloro para descapsulacdo de
oocitos. O tempo, € determinado pela mudanca de coloracdo dos oocistos durante a aplicacédo

do cloro e a concentracdo que € muito superior ao apresentado nesse trabalho.

5. Concluséo
Conclui-se que solugdes de hipoclorito podem ser utilizados como descapsulantes para

Artémia.
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