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RESUMO

Grupos de larvas do camarao-rosa Farfantepenaeus paulensis foram alimentadas
do estadio de misis I até oito dias apds a metamorfose (PL8) com duas dietas diferentes:
tratamento enriquecido (TE), no qual as larvas receberam metanauplios de Artemia
enriquecidos com uma emulsdo rica em d4cidos graxos altamente insaturados (n-3
HUFA), e tratamento controle (TC), onde as larvas foram alimentadas com nauplios
recém eclodidos de Artemia. As larvas foram criadas na densidade de 67/L em dois
tanques de 180L. As PL8 foram submetidas a testes de tolerancia a salinidade e aménia
total (N-AT). Ao final da larvicultura, pds-larvas com 18 dias (PL18) foram estocadas
na densidade de 300 PL/m? em gaiolas (1m? de fundo e malha de 1,5mm) instaladas no
estuario da Lagoa dos Patos, RS, onde foram criadas durante 30 dias. As PLS8
alimentadas com Artemia enriquecida apresentaram tolerancia significativamente maior
a salinidade e a amonia total. As salinidades letais para 50% da populagdao durante 24
horas (SL50 24h) foram estimadas em 18,93%0 e 20,53%0 para TE e TC,
respectivamente, enquanto que as concentragdes letais de amonia total para 50% da
populacdo durante 24 horas (LC50 24 h) em TE e TC foram 32,6 e¢ 30,0 mg/L N-AT,
respectivamente. O peso das PL18 do tratamento TE foi significativamente maior do
que as do controle. A andlise de acidos graxos indicou niveis significativamente mais
altos de n-3 HUFA, especialmente dos acidos graxos eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaenoico (DHA), na Artemia enriquecida (TE). Por sua vez, niveis mais
elevados de 4cidos graxos altamente insaturados das séries n-6 € n-3 foram observados
nas pos-larvas (PL) do TE, enquanto que as PL do TC apresentaram niveis mais altos
dos acidos linolénico (18:3n-3) e estearidonico (18:4n-3). Embora ao final do bergario
ndo tenham sido detectadas diferencas significativas entre as sobrevivéncias, o peso
final foi significativamente superior no TE (TC = 0,896g ¢ TE = 1,082g). Os resultados
demonstram que o fornecimento de n-3 HUFA durante a fase de larvicultura aumenta a
tolerancia de pos-larvas de F. paulensis a salinidade ¢ a amoénia e ainda afeta
positivamente o crescimento. A diferenca de peso observada no final da fase de
larvicultura manteve-se ao longo do cultivo nas gaiolas. Recomenda-se, portanto, o
fornecimento de n-3 HUFA durante a larvicultura, através do enriquecimento de
Artemia, como forma de produzir pds-larvas com maior tolerancia ao estresse e maior

tamanho.
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ABSTRACT

From mysis 1 to eight day-old postlarvae (PL8), groups of shrimp
(Farfantepenaeus paulensis) larvae were fed two different dietary treatments: enriched
(TE), in which larvae received Artemia metanauplii enriched with a emulsion containing
high levels of highly unsaturated fatty acids (n-3 HUFA), and control (TC), where
larvae were fed newly hatched Artemia nauplii. Larvae were reared at the density of
67/L in two 180L tanks. PL8 were submitted to stress tolerance tests to salinity and total
ammonia (N-AT). At the end of the larviculture period, eighteen day-old postlarvae
(PL18) were transferred to cages (1m” bottom area and 1.5mm mesh opening) placed in
the Patos Lagoon estuary, southern Brazil, were they were nursery-reared for 30 days.
PL fed the enriched Artemia presented significantly higher tolerance to both salinity and
total ammonia. Lethal salinity for 50% of the population during 24 hours (SL50 24h)
were 18.93 and 20.53 for TE and TC, respectively, whereas the lethal total ammonia
concentration for 50% of the population during 24 hours (LC50 24 h) for TE and TC
were 32.6 and 30.0 mg/L N-AT, respectively. Weight of PL18 from TE was
significantly higher than in the control group. Fatty acid analysis indicated significantly
higher levels of n-3 HUFA, especially eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic
acids (DHA), in the enriched Artemia (TE). In the postlarvae, higher levels of highly
unsaturated fatty acids of the n-6 and n-3 series were observed in the PL from TE, while
PL from TC presented higher levels of linolenic (18:3n-3) and estearidonic (18:4n-3)
acids. Although at the end of the nursery rearing no significant differences in survival
were observed, final weight was significantly higher in TE (TC = 0.896g and TE =
1.082¢g). Results demonstrate that the supplementation of n-3 HUFA during larval
rearing increases the tolerance of F. paulensis postlarvae to salinity and total ammonia
and positively affects growth. Moreover, the weight difference in PL from the different
treatments observed at the end of the larval rearing remained after 30 days of nursery
rearing. Therefore, the supplementation of n-3 HUFA during the larviculture of F.
paulensis, through Artemia enrichment, is recommended as a way to produce postlarvae

with higher stress tolerance and larger size.
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INTRODUCAO

A producdo de camardes marinhos no Brasil foi iniciada no Nordeste ao final da
década de 70 com a introdugdo das espécies exdticas Marsupenaeus japonicus e Penaeus
monodon. Esta tentativa inicial, porém, nido teve o sucesso esperado, o que levou os
criadores a cultivar espécies nativas (Farfantepenaeus subtilis, Litopenaeus schmitti e
Farfantepenaeus paulensis), por ja estarem adaptadas as condigdes ambientais locais, ou
mesmo espécies exoticas (Litopenaeus vannamei). Como resultado deste processo de
tentativas e erros, ao longo dos anos foi sendo desenvolvida uma tecnologia de
maturagao, reproducdo, larvicultura e manejo de viveiros (Rocha et al, 1989).

No sul do Brasil, por muitos anos o cultivo de camardes peneideos esteve
concentrado nas espécies nativas, como F. paulensis, devido a maior tolerancia a
temperaturas relativamente baixas. Entretanto, a principal restrigdo que limitou a
producdo desta espécie estava relacionada a falta de alimentos que atendessem suas
exigéncias nutricionais (Roubach et al, 2003). Assim, com o sucesso da criagdo de L.
vannamei no Nordeste em meados dos anos 90, varios empreendedores da regido sul
decidiram tentar a criagdo desta espécie, o que resultou no aumento significativo da
producédo (Roubach et al, 2003).

O camardo-rosa (F. paulensis) ¢ encontrado na costa Atlantica Ocidental desde
Cabo Frio, RJ, at¢ Mar del Plata, na Argentina (D’Incao, 1995). No estuario da Lagoa
dos Patos, Rio Grande do Sul, os juvenis encontram condi¢des apropriadas para o seu
crescimento e, portanto, este ambiente funciona como um imenso ber¢ario, onde F.
paulensis cresce rapidamente ¢ atinge o peso comercial em poucos meses (D’Incao,
1995). Entretanto, com a tendéncia de decréscimo da producdo pesqueira desta espécie
no estudrio da Lagoa dos Patos, cada vez mais surge a necessidade da produg¢do em
cativeiro, seja na tentativa de aumentar os estoques naturais através do repovoamento, ou
pelos cultivos comerciais, como no caso dos cercados (Wasielesky, 2000; Cavalli et al.,
20006) e viveiros de terra (Peixoto et al., 2003).

Esta espécie pode, portanto, ser considerada uma alternativa para a regido sul do
Brasil, devido as vantagens de estar em seu ambiente natural e por ser tolerante a
temperaturas mais baixas. Em viveiros de terra, Peixoto et al. (2003) verificaram que
embora 0 camardo-rosa tivesse um crescimento inferior ao branco (L. vannamei), espécie
atualmente mais cultivada no Brasil, sua produtividade é comparavel aquelas de outros

estados brasileiros. Além do tradicional sistema de cultivo de camardes em viveiro de



terra, projetos de repovoamento ¢ cultivo do camardo F. paulensis em cercados e gaiolas
também estdo em desenvolvimento em lagoas costeiras (Andreatta, 1999; Cavalli et al.,
2006).

Apesar da tecnologia de produgdo em larga escala de pos-larvas de camardo
marinho ja se encontrar bem desenvolvida (Marchiori, 1996; Barbieri & Ostrensky,
2001), esta ainda é dependente da utilizagdo do microcrustaceo Artemia (Jones et al.,
1993; Lavens & Sorgeloos, 1996). As vantagens da utilizagdo dos nauplios de Artemia
sdo inimeras, tais como seu tamanho adequado (nauplios recém eclodidos apresentam
cerca de 450um), mobilidade, aceitagdo pelo predador, alto teor protéico, atragdo
organoléptica, carapaca quitinosa fina, facilidade de armazenamento dos cistos e
praticidade na sua utilizagdo (Leger et al., 1987).

As dietas para crustaceos devem conter acidos graxos essenciais, 0s quais,
apesar de ndo poderem ser sintetizados de NOvVo por estes animais, s30 necessarios para
manuten¢cdo da funcdo celular (Tacon, 1987). Os acidos graxos eicosapentaendico
(EPA; 20:5n-3) e docosahexaendico (DHA; 22:6n-3) sdo componentes essenciais na
formagao de membranas celulares e na osmorregulagdo, além de atuarem na sintese de
prostaglandinas e ativarem o sistema imunologico (Léger e Sorgeloos, 1992). No caso
dos nauplios de Artemia, as concentragdes de DHA sdo naturalmente baixas, enquanto
os niveis de EPA, por serem mais elevados, determinam o valor nutritivo da Artemia
para os organismos aquaticos cultivados (Léger e Sorgeloos, 1992).

Os éacidos graxos altamente insaturados (HUFA) sdo compostos da série dos
acidos linol¢ico e linolénico ou n-6 e n-3, respectivamente. Estes HUFA podem ser
biosintetizados a partir dos &cidos linoléico ou acido linolénico, sendo os principais o
acido araquidonico (20:4n-6; AA), eicosapentaendico (20:5n-3; EPA) e 4cido
docosahexaenoico (22:6n-3; DHA) (Sargent et al., 1990).

A Artemia, por ser um microcrustaceo filtrador ndo seletivo, pode ter sua
composicdo bioquimica alterada, melhorando o seu valor nutritivo através do
fornecimento de nutrientes que possam cobrir as necessidades nutricionais de seus
predadores. Esta técnica, chamada de enriquecimento, tem diversos métodos, sendo a
maioria baseada no fornecimento de alimentos que contenham altos niveis de acidos
graxos altamente insaturados (HUFA), como por exemplo, microalgas, fermentos,
dietas microencapsuladas, produtos microparticulados ou emulsdes de dleos (Leger et

al., 1986).



Na técnica japonesa de enriquecimento, utilizam-se emulsdes a base de oleo de
peixe, as quais, quando ofertadas aos nauplios de Artemia, sdo ingeridas e as goticulas
de lipidio se acumulam no trato digestivo ou sdo incorporadas nos tecidos (Bengston et
al., 1991). Os niveis mais altos de enriquecimento com HUFA sdo geralmente obtidos
com emulsdes a base de 6leos de origem marinha, vitaminas, pigmentos e antioxidantes
(Leger et al., 1986).

A aplicacdo desta técnica reflete diretamente nas larvas cultivadas, podendo
melhorar a sobrevivéncia e o crescimento, aumentando sua resisténcia a condi¢des de
estresse (Léger et al., 1987). Resultados recentes indicam que o uso de Artemia
enriquecida com HUFA resulta num significativo aumento na sobrevivéncia de F.
paulensis cultivado até PL10 (Martins et al., 2006). Outros estudos t€ém demonstrado
que larvas e PL de camardo alimentadas com Artemia enriquecida apresentam uma
maior tolerancia ao estresse causado por variaveis ambientais (Tackaert et al., 1992;
Rees et al., 1994; Kontara et al., 1995; Cavalli et al., 2000; Palacios et al., 2004;
Martins et al., 2006). Esta maior tolerancia podera eventualmente resultar em uma
maior taxa de sobrevivéncia, principalmente se considerarmos que a transferéncia das
PL produzidas em laboratorio para viveiros de engorda ¢ uma etapa critica. Mesmo se
as condi¢des de cultivo e de aclimatagao forem satisfatorias, as variagdes nas condi¢des
ambientais e o estresse causado pela coleta, manipulacdo e transporte das PL podem
afetar sensivelmente a sobrevivéncia dos animais. Desta forma, ao alimentar larvas de
P. monodon com Artemia enriquecida com HUFA, Tackaert et al. (1992), Rees et al.
(1994) e Kontara et al. (1995) produziram PL de qualidade superior, o que foi
demonstrado pela maior taxa de sobrevivéncia quando lotes destes animais foram
abruptamente expostos a baixos niveis de salinidade.

Apesar da literatura ser rica em estudos demonstrando o papel positivo do
enriquecimento da Artemia com n-3 HUFA sobre o crescimento, taxas de sobrevivéncia
e tolerancia ao estresse durante a larvicultura, poucos trabalhos analisaram se pds-larvas
alimentadas com Artemia enriquecida apresentardo um desempenho melhor nas fases
posteriores a larvicultura. Recentemente, Alvarez et al. (2004) publicaram os primeiros
resultados de uma relagdo entre a sobrevivéncia a um teste de estresse de salinidade
aplicado a PL15 de camarao branco (L. vannamei).

O presente estudo se propde a analisar o crescimento, sobrevivéncia e tolerancia

ao estresse durante as fases posteriores a larvicultura do camardo-rosa F. paulensis



alimentadas na larvicultura com Artemia enriquecida com acidos graxos altamente

insaturados.



OBJETIVO

O presente estudo tem por objetivo analisar o efeito do enriquecimento de
Artemia com acidos graxos altamente insaturados (n-3 HUFA) sobre a sobrevivéncia,
crescimento e tolerancia ao estresse de pos-larvas do camardo-rosa Farfantepenaeus
paulensis. Adicionalmente, foi analisado o desempenho destas pos-larvas durante o

cultivo em gaiolas no estudrio, fase posterior a larvicultura.



MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido em duas etapas: larvicultura e bergario. A fase de
larvicultura foi desenvolvida no Laboratério de Maricultura, Estacdo Marinha de
Aquacultura da Fundagao Universidade do Rio Grande (EMA-FURG), enquanto a fase
de bercario ocorreu no estudrio da Lagoa dos Patos na unidade de campo do projeto

Camarao — EMA-FURG, localizada no Saco do Justino, Rio Grande, RS.

Obtencédo das larvas

As larvas do camardo-rosa utilizadas no presente estudo foram produzidas na
EMA-FURG, através da maturacdo em laboratdrio de reprodutores capturados no litoral
de Santa Catarina de acordo com as metodologias descritas em Marchiori & Cavalli

(1993) e Marchiori (1996).

Fase de larvicultura

As larvas do camardo-rosa foram produzidas em tanques de larvicultura com
capacidade de 15.000 litros e alimentadas com algas fitoplanctonicas (Chaetoceros
muelleri e Thalassiosira fluviatilis nas concentracdes de 8 X10* ¢ 5 x10°%
respectivamente) até o estadio de misis I.

Para o cultivo das larvas a partir de misis I, foram utilizados dois tanques
cilindricos com capacidade para 180 litros, com dgua marinha previamente filtrada em
filtro Cuno (5pum) a uma salinidade média de 32%o, sendo 80% renovada diariamente. A
temperatura da agua foi mantida entre 26-27°C através de aquecedores com termostato,
e sob aeragdo constante e luz natural. Em cada um dos tanques foram transferidas
10.000 (dez mil) larvas no estddio de misis I. Apos a transferéncia destas larvas para as
unidades experimentais nao foi fornecido fitoplancton.

Foram estabelecidos dois tratamentos:

a) Controle (TC): larvas alimentadas com nauplios recém eclodidos de

Artemia;

b) Enriquecido (TE): larvas alimentadas com metanauplios de Artemia

enriquecidos com uma emulsdo de acidos graxos altamente insaturados (Super

SELCO®, produzida pela INVE® Aquaculture, Bélgica).



Para eclodir os cistos de Artemia, foram utilizados tanques cilindrico-conicos de
100 litros. Os cistos de Artemia franciscana (INVE® Aquaculture, Bélgica) foram
colocados para hidratar durante aproximadamente 30 minutos antes de serem
transferidos para o tanque de eclosdo. A eclosdo foi realizada em 4gua com salinidade
32%o, temperatura de 28°C e aeracdo constante.

Apobs a eclosdo, os nauplios foram separados de acordo com os diferentes
tratamentos. Os nauplios do tratamento enriquecido foram transferidos para um tanque
cilindrico-conico com agua de salinidade 30-32%o, temperatura entre 25-28°C, aeragao
constante para que ocorresse uma distribuicdo homogénea da emulsao enriquecedora e o
oxigénio dissolvido se mantivesse acima de Smg/l. Os nauplios recém-eclodidos foram
mantidos em uma densidade variando entre 100 e 300 n4uplios/ml. Foi adicionada uma
quantidade de 0,3g/l de emulsdo a cada 12 horas durante 24 horas (Merchie et al.,
1995).

Independente do tratamento, a Artemia foi fornecida aos camardes duas vezes ao
dia (10:00 e 22:00 horas), sendo que os nduplios e metanduplios oferecidos as 22:00
horas foram mantidos a 4°C até serem utilizados. No inicio do experimento foram
fornecidos 2 nauplios/ml, chegando a 8 nduplios/ml ao final do experimento de acordo
com o consumo das larvas, uma vez que a quantidade residual de Artemia foi
monitorada diariamente.

Durante o periodo experimental, as variaveis fisico-quimicas foram monitoradas
diariamente, tais como temperatura (termdémetro manual), salinidade (refratometro
otico), pH (pHmetro HandyLab 2BNC Schott) e oxigénio dissolvido (oximetro digital
modelo Handylab OXI/SET, Schott). A temperatura, salinidade, pH e oxigénio
dissolvido variaram entre 25-29°C, 32-33%.,, 7,88-7,98 e 7,01-7,98mg/l,
respectivamente. Durante a fase de larvicultura, diariamente também foram coletadas
amostras de dgua para analise das concentracdes de amonia total (segundo UNESCO,
1983) e nitrito (Bendschneider & Robinson, 1952).

A larvicultura foi realizada até atingir o estadio de pds-larva 18 (PL18), sendo
que ao atingir o estadio de PL8 alguns animais foram separados e submetidos a testes de
estresse a salinidade e a amodnia. Os demais foram mantidos em laboratorio até PL18
quando foram transferidos para o ber¢ario. A partir do estddio PL8, os animais dos dois
tratamentos passaram a ser alimentados com ragdo comercial (CR2 Camaronina,
Purina), e a salinidade foi diminuida gradativamente durante 10 dias (Tsuzuki et al.,

2000) até alcangar 15%o, a mesma salinidade do ambiente na fase de bergario.



Apos atingirem o estadio de PL18, grupos de pds-larvas foram transferidos para
cultivo em gaiolas no Saco do Justino, uma enseada estuariana da Lagoa dos Patos, RS,

para a realizacdo da fase de bergario.

Figura 1. Tanques cilindrico-conicos com volume atil de 180 litros

utilizados na larvicultura do camaréo-rosa Farfantepenaeus paulensis.

Teste de estresse a salinidade

As PL8 de cada tratamento foram submetidas a um teste de estresse a salinidade.
Grupos de 30 PL8 foram transferidos para potes plasticos com capacidade de 1500ml
(volume util de 1000ml) com agua em diferentes niveis de salinidade (0, 6, 12, 18, 24 e
30), com duas repeti¢des e a uma temperatura de 28-29°C. Os camardes foram mantidos
nesta condigdo durante 24 horas sem alimentagdo. Ao final das 24 horas, foram
contados os individuos considerados mortos (sem movimento dos pledpodos e sem
resposta ao estimulo mecanico) em cada unidade experimental. A salinidade letal para
50% da populacdo e os respectivos intervalos de confianga de 95% foram estimados
com o Trimmed Spearman Karber Method (Hamilton et al., 1977) da mesma forma que

em Tsuzuki et al. (2000).

Teste de estresse a amonia

Este procedimento foi realizado baseado na metodologia apresentada por

Greenberg et al. (1992). Os testes foram realizados com seis concentragdes crescentes



de amonia total nos niveis 0 (sem amodnia adicionada), 15, 30, 45, 60, 90 mg/L N-AT
(NH;" + NH;3) com duas repetigdes em recipientes plasticos com capacidade para
1500ml (volume util de 1000ml). Cada recipiente recebeu 30 PLS, as quais foram
mantidas durante 24 horas sem alimentagdo. Ao final, foi contado o nimero de mortos
em cada recipiente. A concentracdo letal para 50% da populacdo e os respectivos

intervalos de confianga de 95% foram estimados com o Trimmed Spearman Karber

Method (Hamilton et al., 1977).

Figura 2. Tanque com banho-maria e recipientes plasticos utilizados nos
testes de estresse a salinidade e & amonia.

Fase de Bercério

Esta fase foi desenvolvida durante 30 dias no Saco do Justino, onde se
utilizaram sete gaiolas (tanques-rede) de polietileno recobertas por PVC e abertura de
malha de 1,5mm. Cada gaiola tinha as dimensdes de 1,0 x 1,0 x 1,0m e, portanto, com
area de fundo de 1m?. As gaiolas ficavam suspensas por uma armag¢ao de bambu (Figura
3).

Os camardes foram estocados aleatoriamente na densidade de 300 PL/m?’.
Devido ao numero de animais disponiveis apds a larvicultura e os testes de estresse, o

tratamento controle teve trés repeticdes e o enriquecido contou com quatro repetigoes.



Figura 3. Gaiolas instaladas no Saco do Justino, Lagoa dos Patos, para o cultivo do

camardao-rosa Farfantepenaeus paulensis na fase de bercario.

Os camardes foram alimentados ad libitum uma vez ao dia ao final da tarde com
a mesma ra¢ao comercial utilizada ao final da larvicultura (CR2 Camaronina, Purina).
As biometrias foram realizadas a cada 15 dias, sendo verificando o peso de pelo menos
30 camardes de cada gaiola. Ao final desta fase experimental, pelo menos 30 camardes
de cada gaiola foram pesados. Todos os sobreviventes foram contados individualmente
para estimar a sobrevivéncia.

Diariamente foram monitoradas a temperatura e a salinidade. A analise de outras
variaveis ambientais ndo foram consideradas necessarias, pois varios outros cultivos
experimentais de F. paulensis em gaiolas foram desenvolvidos neste mesmo local
(Ballester et al., 2003, Vaz et al., 2004, Preto et al., 2005) sem que fossem detectadas
variagdes significativas, por exemplo, no pH e nas concentragdes de oxigénio
dissolvido, amonia e nitrito.

A escolha de analisar o efeito do enriquecimento em uma fase posterior a
larvicultura em gaiolas deveu-se a que estas estruturas nao apresentam condigdes tao
favoraveis ao cultivo, sendo uma delas a impossibilidade dos camardes se enterrarem no
sedimento para se proteger das variagdes nas condi¢cdes ambientais. Neste sentido, Vaz
et al. (2004) ndo observaram diferengas na sobrevivéncia dos camardes cultivados em

gaiolas ou cercados, mas o crescimento foi maior nos cercados.
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Analise do perfil de acidos graxos

Cinco amostras de nauplios recém eclodidos de Artemia, cinco amostras de
metanauplios de Artemia enriquecidos com acidos graxos altamente insaturados, ¢ duas
amostras de PL18 de cada um dos tratamentos foram analisadas para determinar a
composi¢ao de acidos graxos. Todas as amostras foram lavadas com agua destilada e
adicionado nitrogénio gasoso para o congelamento, sendo mantidas a —20°C até o
momento da analise.

Para a realizagdo das analises, as amostras foram maceradas para extragdo de
lipideos, onde a amostra foi filtrada por suc¢do em papel filtro (7u) com
cloroférmio/metanol (2:1), transferido para um funil de separacdo e deixado em repouso
por cerca de doze horas. Depois de separar a camada inferior, foi transferido para um
baldo de fundo redondo que, apds evaporacao a vacuo, foi pesado em balanga analitica,
segundo o método de Folch et al. (1957). Apos este processo foi realizada a
saponificagdo (preparacdo de mistura de acidos graxos) com o conteudo de lipideos
totais com KOH (50%).

Os ¢ésteres metilicos dos dacidos graxos (EMAG) foram preparados por
esterificacdo com trifluoreto-boro em metanol (7%) segundo Metcalfe & Schmitz
(1961), sendo entdo os EMAG separados através da cromatografia gasosa em um
cromatografo Shimadzu GC-15 A (Shimadzu Corporation, Quioto, Japao) equipado
com um detector de chama ionizante (DCI) e uma coluna capilar de silica Omegawax
320 X 30m X 0,32mm (Supelco Inc., Bellefonte, Pennsylvania, EUA). Como o portador
de gas foi utilizado o hidrogénio a uma taxa de fluxo de 4,0ml/min., o injetor e o
detector de temperatura foram programados para 240°C e 250°C. Os EMAG foram
identificados pelo padrdo de referéncia Supelco e quantificados usando o modelo
integrador Shimadzu C-R4A (Shimadzu Corporation, Quioto, Japao).

As andlises de 4cidos graxos foram realizadas na Unidade de Tecnologia do
Pescado da Fundagdo Instituto de Pesca do Estado do Rio de Janeiro — FIPERJ,

localizada em Guaratiba, RJ.

Analise estatistica

Os resultados de sobrevivéncia e crescimento (peso umido) durante as fases de

larvicultura e bercario foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), levando em
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consideragdo as premissas necessarias, ou seja, normalidade, homocedasticidade e
independéncia das varidveis. Os resultados percentuais (taxa de sobrevivéncia) foram
transformados pela raiz quadrada do arcoseno antes de serem submetidos a ANOVA. O
teste post-hoc utilizado foi o de Student a um nivel de significancia de 95%. Com
relagdo aos testes de estresse a salinidade e amonia, foi utilizada a comparagao entre os
valores de LC50 ou SL50 através de sobreposi¢cdo dos intervalos de confianca de 95%

(Greenberg et al., 1992).
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RESULTADOS

Fase de larvicultura

As variaveis fisico-quimicas ndo apresentaram diferencas significativas (p<0,05)
entre os tratamentos durante a larvicultura (Tabela 1). As médias de temperatura,
salinidade, oxigénio dissolvido, pH, amdnia e nitrito mantiveram-se em torno de 27°C,

32, 7,7 mg/l, 8,0 mg/l, 0,24 mg/l N-AT e 0,01 mg/l N-NO,, respectivamente.

Tabela 1. Médias (+ DP) de temperatura da agua, salinidade, oxigénio dissolvido,
pH, amonia total e nitrito durante a larvicultura do camaréo-rosa Farfantepenaeus
paulensis alimentado com nauplios recém-eclodidos de Artemia (TC) ou
metanauplios de Artemia enriquecidos com acidos graxos altamente insaturados

(TE). Néo foram encontradas diferencas significativas (p<0,05) entre os

tratamentos.
TC TE
Temperatura (°C) 27,2 (£ 1,0) 27,1 (£ 1,0)
Salinidade 32,0 (= 1,0) 32,1 (£ 1,0)
Oxigénio dissolvido (mg/l) 7,7(£0,3) 7,7(£0,3)
pH 8,0(x0,1) 8,0(x0,1)
Amonia (mg/l N-AT) 0,27 (£ 0,06) 0,18 (£ 0,06)
Nitrito (mg/l N-NO;) 0,01 (£0,01) 0,01 (£ 0,00)

Ao final da larvicultura, a taxa de sobrevivéncia nos tratamentos controle (TC) e
enriquecido (TE) foram estimadas em 13,02% e 10,33%, respectivamente. Por sua vez,
o peso médio (+ DP) ao final desta fase foi significativamente diferente (p< 0,05) entre

os tratamentos, sendo maior em TE (0,013g + 0,007) do que em TC (0,010g £ 0,004).
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Testes de estresse

Com relacdo ao teste de estresse a salinidade, a analise da salinidade letal
mediana para 50% da populagdo (SL50) de pos-larvas de oito dias (PL8) apds 24 horas
demonstrou diferenga significativa entre os diferentes tratamentos (Figura 4). As SL50 e
os respectivos intervalos de confianga estimados para TE e TC foram 18,93%o (18,25-

19,57) € 20,53%o (19,74-21,26), respectivamente.
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Figura 4. Salinidade letal mediana e intervalo de confianca de 95% para 50% da
populacdo (SL50) de pds-larvas (PL8) de Farfantepenaeus paulensis expostas a

diferentes niveis de salinidade durante 24 horas.

A concentragdo letal mediana para 50% da populacdo (CL50) de pos-larvas de
oito dias (PL8) expostas a amodnia total (N-AT) durante 24 horas nos diferentes
tratamentos foi significativamente diferente entre os tratamentos (Figura 5). A CL50
para TE foi 32,59 mg/l com um intervalo de confianca de 95% variando entre 30,15 e

35,22 mg/l. Por sua vez, a CL50 para TC foi estimada em 30,00 (30,00 — 30,01).
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Figura 5. Concentracao letal mediana e intervalo de confianca de 95% de aménia
total (N-AT) para 50% da populacdo (LC50) de pés-larvas (PL8) de

Farfantepenaeus paulensis durante 24 horas.

Fase de bercéario

A temperatura ¢ a salinidade durante o bergario variaram entre 24 e 32°C e 13 e
17%o, respectivamente. Assim, a salinidade média (= DP) manteve-se em 14,7%o0 (+
1,0), enquanto a temperatura média foi 28,5°C (£ 1,6).

Ao final da fase de bergario ndo se observaram diferengas significativas na
sobrevivéncia entre os tratamentos, sendo igual a 82,75% (£ 0,14) e 71,44% (£ 0,22)
nos tratamentos TE e TC, respectivamente. Apos 15 dias de cultivo, o peso médio dos
camardes ja apresentava diferenca altamente significativa (p = 0,00002), sendo 0,176g
(£ 0,03) no TE e 0,109¢g (£ 0,02) no TC (Figura 6). Ao final dos 30 dias de cultivo, o
peso médio dos camardes do tratamento TE foi 1,082g (£ 0,118) e do TC foi 0,896g (+

0,128), sendo esta diferen¢a considerada altamente significativa (p= 0,0001).
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Figura 6. Peso médio (x DP) de poés-larvas do camardo-rosa Farfantepenaeus
paulensis cultivadas em gaiolas durante 30 dias e que haviam sido alimentadas com
nauplios recém-eclodidos de Artemia (TC) ou metanauplios de Artemia

enriquecidos (TE).

Composicéo de acidos graxos

Os nauplios recém eclodidos de Artemia e os meta-nauplios enriquecidos com
acidos graxos altamente insaturados apresentaram perfis de acidos graxos
significativamente diferentes (Tabela 2). A concentracdo total de n-3 HUFA nos meta-
nauplios enriquecidos foi significativamente (p=0,000012) maior do que nos nauplios,
principalmente as concentracdes dos acidos eicosapentaendico (EPA; 20:5n-3) e
docosahexaendico (DHA; 22:6n-3). Em decorréncia disso, a relagdo n3/n6 foi
significativamente maior nos metanduplios enriquecidos (p=0,000001). Por sua vez, os
nauplios recém eclodidos apresentaram niveis significativamente mais altos dos acidos
linolénico (18:3n-3) e estearidonico (18:4n-3). Os meta-nauplios enriquecidos também
apresentaram uma relacdo DHA/EPA significativamente mais alta (p=0,0002) do que
nos nauplios.

De forma geral, o perfil dos acidos graxos das pos-larvas (PL8) de F. paulensis
apo6s a fase de larvicultura (Tabela 3) espelhou a composi¢ao de acidos graxos das suas
presas. As PL alimentadas com meta-nduplios enriquecidos (TE) apresentaram niveis

mais elevados de n-6 PUFA e n-3 HUFA do que as que receberam nauplios recém
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eclodidos como alimento. As concentragdes de acido araquidonico (20:4n-6), EPA e
DHA foram maiores em TE, enquanto as PL alimentadas com nduplios recém eclodidos

apresentavam niveis mais altos de 18:3n-3 e 18:4n-3.

Tabela 2. Valores médios (+ DP) dos principais &cidos graxos (% area) presentes
nos metanauplios de Artemia enriquecidos com uma emulsdo rica em acidos graxos

altamente insaturados e em nauplios recém eclodidos de Artemia (n=9).

Meta-nauplios enriguecido Nauplios
14:0 2.44 (£1.47) 4,67 (+6.13)
15:0 0,56 (£ 0,21)° 0,98 (+0,28)
16:0 10,65 (+2,93) 9,06 (+ 2,02)
17:0 1,26 (£1,44) 1,39 (£ 1,09)
18:0 3,98 (+ 1,26) 3,27 (£ 1,45)
20:0 0,41 (£0,17)* 0,12 (£ 0,07)°
22:0 0,26 (0,15)* 0,02 (£ 0,05)°
14:1 1,33 (£ 0,66)* 0,47 (£ 0,55)°
16:1n-7 4,08 (£ 0,93) 3,32 (£ 0.41)
16:1n-9 0,47 (£ 0,20) ® 0,11 (£0,19)°
18:1n-9 18,57 (+ 4,42) 13,62 (£ 5,77)
18:1n-7 3,32 (£2.82) 4,48 (£ 1,82)
20:1n- 7+9+11 1,25 (£ 1,02) 0,75 (£ 0,25)
22:1 0,68 (£ 0,60) * 0,02 (£ 0,84)°
16:3n-6 0,39 (= 0,33) 1,17 (£ 1,11)
18:2n-6 5,53 (£ 0,43) 5,39 (= 1,25)
18:3n-6 0,38 (£0,16)° 0,71 (£ 0,20) ?
18:4n-6 0,52 (£0,11)2 0,17 (£ 0,20)°
20:2n-6 0,18 (£ 0.12) 0,16 (£ 0.13)
20:3n-6 0,22 (£ 0,15) 0,34 (+0,23)
20:4n-6 1,13 (£0,16)* 0,70 (£ 0,18)°
22:4n-6 0,39 (£0,27)* 0,01 (£0,01)"
22:5n-6 0,25 (£ 0,24)* 0,01 (£0,01)°
22:4n-9 0,40 (+ 0,38) 0,10 (£ 0.11)
16:3n-3 0,53 (£ 0.10) 1,50 (£ 1,26)
18:3n-3 15,76 (+ 6,28) ° 31,32 (£ 1,67)°
18:4n-3 2,67 (£ 1,24)° 6,79 (+2,15) *
20:3n-3 0,43 (£ 0.12) 0,43 (£ 0.41)
20:4n-3 0,60 (£ 0,08) 0,55 (£ 0,32)
20:5n-3 6,66 (+0,88)* 1,62 (£0,22)°
22:5n-3 0,86 (£0,31)* 0,02 (£ 0,04)°
22:6n-3 5,52 (£2.27)° 0,08 (£0,11)°

> Saturados

> Mono-insaturados

19,56 (+ 5,36)
29,70 (+ 3,75)

19,52 (= 3,87)
22,78 (£ 6,78)

Y HUFA n-3 ! 14,07 (+2,88)° 2,71 (£ 0,88)°
Y PUFA n-6° 8,61 (+0,89) 7.47 (£ 1,62)

n3/n-6 1,63 (£0,26)* 0,36 (£ 0,07)°

DHA/EPA 0,84 (£ 0,35)* 0,05 (£ 0,06)°

'S (n-6) > 18:2n-6 Y (n-3) = 20:3n-3
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Tabela 3. Composicao de acidos graxos (% area) das pos-larvas (PL8) do camarao-
rosa Farfantepenaeus paulensis alimentadas com metanauplios de Artemia
enriquecidos com uma emulsdo rica em acidos graxos altamente insaturados (TE)

ou nauplios recém eclodidos de Artemia (TC) (n=1).

TE TC
14:0 9,78 7.10
15:0 0,58 0
16:0 12,67 10,22
17:0 0,76 1,3
18:0 3,86 3,78
20:0 0,21 0
22:0 0,25 0
14:1 1,25 0
16:1n-7 4,03 3,41
16:1n-9 0 0
18:1n-9 11,32 14,12
18:1n-7 3,83 5,21
20:1n- 7+9+11 1,29 1,26
22:1 0,43 0
16:3n-6 0,49 0
18:2n-6 8,77 7,56
18:3n-6 0,23 0
18:4n-6 0,33 1,47
20:2n-6 0,35 0
20:3n-6 0,31 0
20:4n-6 1,53 0
22:4n-6 0,57 0
22:5n-6 0 0
22:4n-9 0,55 0
16:3n-3 0,55 0
18:3n-3 12,8 31,25
18:4n-3 1,9 5,74
20:3n-3 0,22 0
20:4n-3 0,56 0
20:5n-3 7,84 3,67
22:5n-3 0,72 0
22:6n-3 3,57 1,51
> Saturados 28,11 22.40
Y. Mono-insaturados 22,15 24,00
> HUFA n-3 ' 12,91 5,18
> PUFA n-6> 12,09 9,03
n3/n-6 1,07 0,57
DHA/EPA 4,96 0,41

'S (n-6) > 18:2n-6 Y (n-3) = 20:3n-3
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DISCUSSAO

As variaveis fisico-quimicas de qualidade da 4dgua analisadas durante a fase de
larvicultura se mantiveram dentro de limites considerados adequados ao
desenvolvimento das fases iniciais do camardo-rosa F. paulensis (Marchiori, 1996). A
temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido, pH e as concentracdes de nitrito ndo
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos. Mesmo os niveis de amonia
total, que apresentaram médias de 0,27mg/l e 0,18mg/1 para os tratamentos enriquecidos
(TE) e controle (TC), respectivamente, nao foram significativamente diferentes.
Wasielesky et al. (1994) sugeriram que, para larvas de F. paulensis, o nivel de
seguranca para a amonia total seria Img/l. Portanto, no presente estudo os niveis deste
composto foram inferiores aqueles considerados prejudiciais ao desenvolvimento da
espécie. Da mesma forma, durante a fase de larvicultura o nitrito também esteve abaixo
dos niveis de seguranga estimados para F. paulensis (Ostrensky & Poersch, 1993).

Independente do tratamento, a sobrevivéncia durante a fase de larvicultura foi
relativamente baixa (13,0% e 10,3% para os tratamentos com e sem enriquecimento,
respectivamente). Algumas hipoteses podem ajudar a explicar, total ou parcialmente,
estes resultados. Primeiramente, como discutido acima, ¢ pouco provavel que as
condi¢des ambientais tenham afetado a sobrevivéncia, pois todas as variaveis analisadas
estiveram dentro de niveis considerados favoraveis ao desenvolvimento larval. Por
outro lado, o mesmo lote de animais de onde foram retiradas as larvas para este estudo
permaneceu sendo cultivado em nosso laboratério e a taxa de sobrevivéncia final (de
nauplio V a pos-larva 10) foi de apenas 10%. Em vista disso, a baixa qualidade das
larvas pode ter sido um fator determinante da baixa sobrevivéncia. Outra possibilidade é
a de que, a partir do momento em que as larvas misis I foram transferidas para as
unidades experimentais, a alimenta¢ao passou a ser deliberadamente restrita a Artemia.
Em larviculturas comerciais, o regime de alimentacdo normalmente utilizado consiste
no fornecimento nao somente de Artemia, mas também de duas ou mais espécies de
microalgas e de microdietas especialmente desenvolvidas para larvas de peneideos
(Jones et al., 1993; Barbieri & Ostrensky, 2001). E provavel, portanto, que esta baixa
sobrevivéncia se justifique pela qualidade do lote das larvas e uma dieta deficiente a
partir do estadio de misis I.

Apesar do delineamento experimental deste estudo ndo permitir comparagdes

entre a sobrevivéncia na larvicultura, os resultados sdo aparentemente similares. Em
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outros estudos com F. paulensis, Pontes & Andreatta (2003) n3o encontraram
diferengas na sobrevivéncia de larvas alimentadas com Artemia ndo enriquecida,
enriquecida com diferentes emulsdes (Selco, SuperSelco, AlgaMac e emulsdo de
lipidios produzida em laboratorio). Por outro lado, Martins et al. (2006) relataram uma
maior sobrevivéncia nas PL10 alimentadas com Artemia enriquecida com n-3 HUFA.

No presente estudo, observou-se um peso significativamente maior nas pos-
larvas alimentadas com Artemia enriquecida. Ja Martins et al. (2006) observaram que
pos-larvas de F. paulensis alimentadas com nauplios recém eclodidos de Artemia eram
maiores que as alimentadas com Artemia enriquecida com n-3 HUFA, enquanto Pontes
& Andreatta (2003) ndo encontraram diferencas significativas no peso de pos-larvas de
F. paulensis alimentadas com Artemia enriquecida com n-3 HUFA. Em P. monodon, o
comprimento total de pods-larvas ndo foi afetado pelo fornecimento de Artemia
enriquecida com n-3 HUFA (Rees et al., 1994). Pode-se concluir, portanto, que no
presente estudo os camardes alimentados com Artemia enriquecida com n-3 HUFA
cresceram mais por terem recebido uma alimentacao rica nestes acidos graxos, os quais
sdo essenciais na formacdo de membranas celulares e na osmorregulagao (Leger et al.,
1987; Chim et al., 2001; Palacios et al., 2004). Uma das vantagens de se ter pos-larvas
maiores ao final da larvicultura é que estes animais serdo também mais tolerantes as
possiveis variagdes nas varidveis ambientais, ou seja, melhor preparadas para suportar a
transferéncia para a fase de engorda.

Varios autores (Tackaert et al., 1992; Samocha et al., 1998; Cavalli et al., 2000;
Chim et al., 2001; Pontes & Andreatta, 2003; Alvarez et al., 2004; Palacios & Racotta,
2005; Martins et al., 2006) vem utilizando testes de estresse como uma possivel
ferramenta para determinar a qualidade e a tolerancia de larvas e juvenis de camardes a
uma série de parametros fisicos e quimicos. Na maioria destes estudos tem-se observado
uma maior tolerancia a fatores estressantes nos animais alimentados com dietas ricas em
n-3 HUFA. Por exemplo, Tackaert et al. (1992) verificaram que, quando expostas a
diferentes salinidades, pds-larvas de P. monodon alimentadas com Artemia enriquecida
com n-3 HUFA apresentaram uma sobrevivéncia maior do que larvas alimentadas com
Artemia ndo enriquecida. Chim et al. (2001) forneceram uma dieta com altos niveis de
n-3 HUFA para juvenis de Litopenaeus stylirostris e obtiveram uma sobrevivéncia e
tolerancia a salinidade superior aos demais tratamentos. De modo similar, no presente
estudo o fornecimento de Artemia enriquecida com n-3 HUFA resultou no aumento da

tolerancia a salinidade em pos-larvas de F. paulensis, o que nido foi observado em
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estudos anteriores com a mesma espécie (Pontes & Andreatta, 2003; Martins et al.,
2006).

Assim como a resposta ao estresse a salinidade, a tolerdncia a amoénia foi
significativamente maior nas pds-larvas alimentadas com Artemia enriquecida com n-3
HUFA. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Cavalli et al. (2000) e
Martins et al. (2006), os quais encontraram que o fornecimento de Artemia com niveis
relativamente maiores de n-3 HUFA aumentava a tolerancia a amonia de pos-larvas do
camarao de agua doce Macrobrachium rosenbergii e de F. paulensis, respectivamente.

Apesar dos testes de estresse serem comumente usados como medida de
qualidade das pos-larvas produzidas em laboratorio, at¢ o momento poucos estudos
relacionaram os resultados destes testes com o desempenho posterior destes camardes,
como, por exemplo, na fase da engorda. Embora Bauman & Jamandre (1990) tenham
relatado que pos-larvas de P. monodon que passaram pelo teste de estresse a salinidade
tiveram um desempenho superior em viveiros de engorda, estas observacdes nao
sofreram nenhuma espécie de tratamento estatistico. Recentemente, Alvarez et al.
(2004) relataram uma relacdo direta entre o teste de estresse a salinidade e a
sobrevivéncia de pos-larvas de L. vannamei durante a transferéncia para estruturas de
engorda. Estes autores, porém, nao detectaram nenhuma relagdo entre os testes de
estresse € o crescimento posterior dos camardes. Os resultados do presente estudo
sugerem a existéncia de uma possivel relagdo entre a sobrevivéncia nos testes de
estresse (salinidade e amonia) com o crescimento na fase de bergario.

Da mesma forma que em outros estudos (Rees et al., 1994; Cavalli et al., 2000;
Pontes & Andreatta, 2003; Martins et al., 2006), a utilizagdo de uma emulsio rica em n-
3 HUFA resultou no aumento significativo nos niveis destes acidos graxos na Artemia,
particularmente EPA ¢ DHA. Por sua vez, o fornecimento desta Artemia rica em n-3
HUFA se refletiu diretamente na composicao dos acidos graxos das pos-larvas, as quais
continham niveis mais elevados de EPA e DHA. Como conseqiiéncia disso, estas poOs-
larvas apresentaram uma maior tolerancia ao estresse. Chim et al. (2001) sugeriram que
camardes alimentados com dietas ricas em n-3 HUFA tém aumentada a resisténcia das
suas membranas celulares, o que incrementaria a tolerancia das larvas a choques
abruptos de salinidade. O efeito benéfico dos n-3 HUFA sobre a tolerancia a salinidade
pode estar também relacionado a modificagdo da composi¢do de acidos graxos da
membrana das branquias, a qual, por sua vez, aumentaria a capacidade osmoregulatéria

destes camardes (Palacios et al., 2004).
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A salinidade e a temperatura no local onde se realizou o berg¢ario se mantiveram
dentro de niveis aceitdveis para a espécie, confirmando o observado por outros autores
(Marchiori et al., 1982; Wasielesky, 2000; Ballester et al., 2003; Vaz et al., 2004; Preto
et al., 2005). Em virtude disso, a sobrevivéncia no ber¢ario ndo se diferenciou
significativamente entre os tratamentos. Ao final do bergario, porém, os camardes
alimentados com Artemia enriquecida continuavam apresentando um maior peso em
relacdo ao tratamento controle, provavelmente um reflexo da alimenta¢do fornecida
durante a larvicultura. Estes resultados, portanto, indicam que o fornecimento de
Artemia enriquecida com n-3 HUFA durante a larvicultura ndo afetou diretamente o
crescimento na fase de bercario. Entretanto, as PL alimentadas com Artemia
enriquecida, que eram significativamente maiores no inicio do bercario, mantiveram
essa diferenca de peso ao final dos 30 dias de cultivo.

Estudos com o camardo Fenneropenaeus chinensis evidenciaram que periodos
de restricao alimentar (Wu & Dong, 2001; 2002a) ou até mesmo o fornecimento de
niveis relativamente menores de proteina na dieta (Wu & Dong, 2002b) afetavam o
crescimento, mas, quando estes camardes voltavam a ser alimentados ou a receber
dietas com maiores niveis de proteina, observaram-se taxas de crescimento maiores que
a de um grupo controle. Este fenomeno ¢ conhecido como ‘“ganho de peso
compensatorio”. No presente estudo, ndo foi observado a ocorréncia do ganho
compensatorio, pois apesar das pods-larvas alimentadas com Artemia ndo enriquecida
terem um peso comparativamente menor no inicio da fase de bergario, esta diferenca
permaneceu ao longo dos 30 dias de cultivo.

Como mencionado anteriormente, em larviculturas comerciais de camardes
peneideos, além da utilizagdo da Artemia como organismo-alimento, € pratica comum a
utilizagdo de varias espécies de microalgas e de microdietas desenvolvidas
especificamente para larvas de peneideos (Jones et al., 1993; Barbieri & Ostrensky,
2001), sendo que normalmente estes alimentos contam com bons niveis de n-3 HUFA
na sua composicao (Jones et al., 1993; Lavens & Sorgeloos, 1996). Assim, além do
enriquecimento de Artemia com n-3 HUFA, alternativas de suplementacdo de n-3
HUFA as larvas de camardes peneideos estao disponiveis.

Com base nos resultados do presente estudo, pode-se concluir que o fornecimento
de n-3 HUFA através do enriquecimento de Artemia incrementou a tolerancia a fatores
ambientais e o crescimento das pods-larvas de F. paulensis. Estes resultados confirmam

estudos anteriores com esta e outras espécies de peneideos. Adicionalmente, foi
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comprovado experimentalmente que niveis comparativamente mais altos de n-3 HUFA
resultaram em poés-larvas maiores ao final da larvicultura. Este maior tamanho
permaneceu apds os trinta dias de duragdo da fase de bergario, sendo observado assim

um efeito de longo prazo sobre o crescimento dos camardes.
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