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RESUMO GERAL

Biorremediacdo em ambientes limnicos eutrofizados com a utilizacdo de
Dendrocephalus brasiliensis Pesta, 1921 (Crustacea: Anostraca: Thamnocephalidae) e
seu aproveitamento na aquicultura. O florescimento de microalgas plancténicas pode
ocasionar perda da producdo aquicola ou inviabilizar areas para o cultivo, por causa da
deplecdo de oxigénio dissolvido na agua, sendo favorecido pelo aporte de substancias
guimicas ricas em fosforo e nitrogénio, configurando assim a eutrofizacdo aquatica cultural.
O objetivo deste trabalho foi verificar a potencialidade de Dendrocephalus brasiliensis
(branchoneta) no controle top-down do fitoplancton e como fonte proteica na aquicultura. No
experimento, que constou de seis tratamentos (0, 20, 40, 60, 80 e 100 bc.L™") com quatro
repeticdes, foi utilizada agua eutrofizada da estacdo de piscicultura da CHESF, em aquérios,
sendo analisadas as interferéncias da branchoneta (bc) na composicéo algal e na qualidade
da agua durante um ciclo infradiano. Para constatar a biofiltracdo da brachoneta foram
realizadas analises quali-quantitativas do fitoplancton encontrado no seu contetdo intestinal
e nas amostras de agua, e para identificacdo de sua preferéncia alimentar usou-se o
Manly’s a. O estado tréfico (ET) da agua foi analisado utilizando os indices de Nygaard,
Carlson modificado por Lamparelli, Hakanson e Boulion. Foram também realizados ensaios
enzimaticos com o extrato da branchoneta, e para as atividades proteoliticas fez-se uso de
substratos inespecificos e especificos. A producdo do hidrolisado proteico de branchoneta
(HPB) aconteceu por autdlise enzimética em diferentes concentragfes, sendo calculado o
percentual de proteina hidrolisada na reacdo. Na eletroforese e no zimograma foram usados
géis de concentracdo e de separagdo a 4% e 12,5%, respectivamente. Segundo 0s
resultados foram identificadas 92 espécies de fitoplancton. As cianobactérias Anabaena sp.
e Geitlerinema amphibium encontram-se entre as espécies preferidas na alimentagdo da
branchoneta. Verificou-se que com 6 h houve eficiéncia de filtracdo nas densidades de 80 e
100 be.L™. Também foi constatada a mudanca do ET de eutréfico para oligotréfico utilizando
o indice de Nygaard. As andlises de clorofila a comprovaram mudancas do ET da agua para
um nivel inferior, utilizando Hakanson e Lamparelli. Porém, ndo houve alteragédo do ET para
os indices que utilizam o fésforo, apesar de deferirem estatisticamente. No tratamento com
100 bc.L™ ocorreram os menores valores de clorofila a (15,07 + 3,35 pg.L™) e os maiores
valores de amdnia (3.463,27 + 277,42 ug.L™), fésforo total (1.867,84 + 207,19 pg.L™) e nitrito
(7,57 + 2,43 pg.L™"). Mesmo com o aumento dos niveis de nitrogénio e fésforo na agua
houve uma diminuicdo nos niveis de clorofila a, provavelmente pela filtro-alimentacdo da
branchoneta sobre a populacao fitoplancténica. Quanto ao HPB, este apresentou 79,67% de
proteina bruta, sendo uma boa fonte de aminoacidos essenciais com valores superiores aos
das farinhas de menhaden e de soja, e com escore quimico de aminoacidos que atende as
exigéncias de camardes carnivoros na fase juvenil. Conclui-se que a biomanipulagdo de D.
brasiliensis no controle top-down do fitoplancton aconteceu de forma eficiente,
caracterizando uma biorremediacdo no ambiente eutrofizado com mudanca de ET. O HPB
apresenta potencial para ser inserido em ragcdes como componente proteico, e ainda como
intensificador de sabor por apresentar aminoacidos atrativos com sabor umami.

Palavras-chave: Branchoneta, Cyanobacteria, eutrofizacdo, hidrolisado proteico,
organismos filtradores.



GENERAL ABSTRACT

Bioremediation in limnic environments eutrophicated by using Dendrocephalus
brasiliensis Pesta, 1921 (Crustacea: Anostraca: Thamnocephalidae) and its use in
aguaculture. Planktonic microalgae’s bloom can cause losses in aquaculture outputs or
even damages in areas of cultivation because of the depletion of oxygen dissolved in water,
being favored by the addition of chemical substances that are rich in phosphorus and
nitrogen configuring the aquatic cultural eutrophication. This paper aimed to verify the
potentiality of the Dendrocephalus brasiliensis (branchoneta) in the phytoplankton’s top-down
control and such a protein source in aquaculture. In the experiment, that consisted of six
treatments (0, 20, 40, 60, 80 e 100 bc.L™) with four repetitions, eutrophicated water from the
CHESF fish station was used, in aquariums, analyzing the interferences of the branchoneta
(bc) in the algae’s composition and in the water’s quality throughout one infradian cycle. To
perceive the brachoneta’s biofiltration qualitative and quantitative analyses of phytoplankton
found in its intestinal content and in water samples were made, and to identify its food
preference, Manly’s o was used. The trophic state (ET) of water was analyzed using the
Nygaard, Carlson indices modified by Lamparelli, Hakanson and Boulion. Enzymatic
experiments were carried out with the branchoneta’s extract and for the proteolytic activities
unspecified and specific substrates were used. The output of hydrolyzed protein from
branchoneta (HPB) occurred by enzymatic autolysis in different concentrations, calculating
the percentage of hydrolysate protein in the reaction. In the electrophoresis and zymogram
gels with concentration and separation in 4% and 12,5% respectively were used. According
to the results 92 species of phytoplankton were identified. The cyanobacteria Anabaena sp.
and Geitlerinema amphibium are among the preferred species in the branchoneta’s feed. It
was identified that with 6 h there was efficiency of filtration in the densities of 80 and 100
bc.L™t. Also the change from eutrophic’s ET to oligotrophic by the Nygaard’s index was
observed. The analysis of chlorophyll type a testified changes in water's ET to an inferior
level, using Hakanson and Lamparelli. Notwithstanding, alteration of ET for the indices that
use phosphorus did not occur, despite the fact that they differ statistically. In the treatment
with 100 bc.L™ the small values of chlorophyll a (15,07 + 3,35 pg.L™) and the bigger values of
ammonia (3.463,27 + 277,42 ug.L™"), phosphorus amount (1.867,84 + 207,19 pg.L™) and
nitrite (7,57 + 2,43 pg.L™) occurred. Even increasing the levels of nitrogen and phosphorus in
the water there was a diminution in the levels of chlorophyll a, probably because of the
branchoneta’s filter feeding over the population of phytoplankton. About the HPB, 79,67% of
crude protein that constitutes a good source of essentials amino acids with values that are
bigger than the values of flours of menhaden and soya, and with chemical score of amino
acids that fulfill the necessity of youth carnivore shrimps. The conclusion is that the
biomaniputation of D. brasiliensis on the top-down control of phytoplankton occurred in an
efficient way, characterizing the bioremediation on eutrophicated ambient with changes of
ET. The HPB shows a potential to be inserted in rations like a protein component, and even
like a flavor booster because it shows attractive amino acids with umami flavor.

Keywords: Branchoneta, Cyanobacteria, eutrophication, filter-feeding organisms,
hydrolysate proteic
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui 12% das aguas continentais do planeta, sendo o 16°
maior produtor mundial aquicola com 415.649 t (BRASIL, 2010). Para dar
suporte a esta producdo, o pais produz 429.000 t de racdes para peixes e
camardes (ZANNI, 2011). A racdo destinada ao arragoamento aquicola é a
principal fonte de nitrogénio (N) e fosforo (P) que sé@o acrescidos na agua
durante o cultivo, e por serem nutrientes indispensaveis ao florescimento algal
promovem altas densidades fitoplanctonicas, comprometendo a qualidade da
agua (BEVERIDGE, 2004; ONGLEY, 1996). Com o0 excesso de nitrogénio
gerado na producdo de 1 kg de peixe é possivel alimentar mais de 5 kg de
algas (NEORI et al., 2004).

A aquicultura produz uma quantidade significativa de residuos
compostos por subprodutos metabdlicos, levando a deterioracado da qualidade
da agua (KUBITZA, 1998; SANTOS et al., 2011), e causando sérios problemas
ambientais como floragcdes de cyanobacteria toxicas (TIAGO; GIANESELLA,
2003). O cultivo de peixes enriquece a coluna de agua com material organico e
inorganico, através da eliminacdo de fezes e excrecdes e dos alimentos nado
ingeridos, que sdo fontes de nutrientes (N e P) lancados na agua, e ainda
através de descamacdo, mucos, vitaminas e agentes terapéuticos que podem
também trazer implicacbes e possiveis efeitos sobre a qualidade da agua
(CYRINO et al., 2010; SIPAUBA-TAVARES; MORAES; BRAGA, 1999). Os
nutrientes ndo aproveitados da atividade humana lancados na agua como
perda ou descarte, e capazes de formarem floracdes algais, promovem a
eutrofizacdo cultural ou artificial, sendo um processo acelerado da eutrofizacéo
natural.

A eutrofizacdo € um dos problemas mais comuns que afeta a qualidade
de agua em lagos de todo o mundo (VADEBONCOEUR et al., 2003;
SCHINDLER; SMOL 2006). Para reduzir os riscos da eutrofizagao cultural, o
fitoplancton pode ser usado para filtrar o excesso de nutrientes (BARG;
PHILLIPS, 1997; DEVILLER et al., 2004; ZIMMERMANN, 2001), como mostra
a representacdo esquematica (Desenho 1). Porém o fitoplancton em altas
densidades consomem quantidades proporcionalmente maiores do oxigénio

dissolvido na agua (OD), podendo resultar na mortandade da vida aquatica por
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hipdxia ou andxia (CARPENTER; PRITCHARD; WHALEY, 1969; JAWORSKI,
1981; LUTAKUMWA, 1986). A hipéxia também pode acontecer ap0s a morte
do fitoplancton devido ao consumo de OD no processo de decomposicdo da
matéria organica (PAEZ-OSUNA; GUERRERO-GALVAN; RUIZ-FERNANDEZ,
1999).

Desenho 1 — Biofiltragdo. Desenho esquematico representando a filtracdo de
nitrogénio e fésforo por microalgas do plancton, a filtracdo das microalgas do
plancton por Dendrocephalus brasiliensis e posteriormente as microalgas em
menor quantidade alimentando-se do nitrogénio liberado pela branchoneta.

Nitrogénio
~~— Fosforo

Microalga

’
—

Ambiente aquatico
eutrofizado

Nova fonte de alimento

Ambiente aquatico
controlado

Nitrogénio e fosforo da excregao
do organismo filtrador

Nitrogénio e fosforo filtrados
pela microalga

A agua é a principal fonte de oxigénio na piscicultura, combustivel para
todas as reagbes e processos fisiolégicos (CYRINO et al.,, 2010), sendo
também o meio onde s&o lancados os residuos que comprometem a qualidade
da agua. Em revisdo Tsadik e Kutty (1987) afirmam que o metabolismo e
crescimento dos peixes dependem da disponibilidade de oxigénio no ambiente
e que em testes com o0 oxigénio e a amodnia foi constatado que a reducdo do
crescimento de Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758), tilapia do Nilo, causada

pela baixa de OD é maior do que a causada pela alta de NH3. Em simulagéo
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van Dam e Pauly (1995) concluem que 90-95% do oxigénio consumido pelos
peixes € utilizado na oxidacao de lipideos e proteinas, e Colt (1991) afirma que
o0 consumo de oxigénio e de racdo por peixes gera residuos de nitrogénio e

fésforo (Desenho 2).

Desenho 2 - Producéo de residuos gerado pelo peixe apés consumo de 1.000
g de racéo e de 250 g de oxigénio dissolvido, modificado de Colt (1991).

1.000 g de racéo
/N

ey

Desenho: I/

Yuri Tenério e
\ Ruy Tendrio, 2011

\

L &\\ o

500 g de sdlidos fecza};\\) ‘/, © /250 g de CO;
5,5 g de PO,-P ..’/ / 30 g de NH;

Sendo assim, altas densidades fitoplanctonicas tornam-se um problema
que precisa ser remediado nos ambientes de cultivos, seja na piscicultura ou
carcinicultura. A deteriorizacdo aquatica causada pela eutrofizacao antrépica é
um dos principais impactos ambientais causados pela aquicultura (PAEZ-
OSUNA; GUERRERO-GALVAN; RUIZ-FERNANDEZ, 1999; PILLAY, 2004),
resultando em uma significativa perda de seu valor econébmico e ambiental
(HEO; KIM, 2004). Segundo Mallasen, Barros e Yamashita (2008) o processo
acentuado de eutrofizacdo gerado pelo empreendimento aquicola pode
inviabilizar a producéo do préprio empreendimento. Sendo também a atividade
aquicola prejudicada pelos efluentes domésticos, industriais e da agropecuéria
lancados nos lagos juntos com os nutrientes eutrofizantes.

A remediacdo da agua de um ambiente de produgdo aquicola, como
forma preventiva da hip6xia causada pelo fitoplancton, pode ser realizada com
a remocao das floracdes fitoplanctonicas ou impedindo grandes aumentos na
densidade de fitoplancton. Para isso pode-se fazer uso da biomanipulacéo,

com a utilizacdo de um organismo fitoplanctéfago que permita um controle
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topo-base (top-down) do fitoplancton. Segundo Teissier et al. (2011) mesmo
em aguas com alta disponibilidade de nutrientes é possivel inibir o crescimento
do fitoplancton com o pastejo intensivo dos grandes cladéceros Daphnia spp.,
Eurycercus spp., Sida spp. e Simocephalus spp. (microcrustaceos).

A proliferagdo excessiva do fitoplancton pode causar também a
obstrucdo das branquias dos peixes pelos filamentos, inibicdo do crescimento
das microalgas mais assimilaveis e off-flavor (cheiro desagradavel) no pescado
proveniente de metabodlitos secundarios de cyanobacteria. Cianobactérias
produzem também cianotoxinas potenciais causadoras de morte de inimeros
animais domésticos e silvestres (DATTA; JANA, 1998; ELER et al.,, 2001;
MACEDO; SIPAUBA-TAVARES, 2010; MITCHELL, 1996; PERSCHBACHER;
MILLER; CONTE, 1996).

Assim, a sustentabilidade da aquicultura depende do uso de técnicas
gue minimizem o impacto da atividade, mantendo a biodiversidade, a estrutura
e o funcionamento dos ecossistemas adjacentes (MACEDO; SIPAUBA-
TAVARES, 2010). O tratamento da agua de cultivo e de seus efluentes,
segundo Jones, Preston e Dennison (2002) e Marinho-Soriano et al. (2011), é
possivel com a utilizacdo de animais e plantas biorremediadores, a exemplo do
gue acontece na biorremedia¢éo natural ou intrinseca.

Com os nutrientes lancados num ecossistema aquatico desencadeiam-
se as floracdes fitoplanctbnicas que consomem o0 excesso de nutrientes,
restaurando o equilibrio do ecossistema, caracterizando uma biorremediacéo
intrinseca. Posteriormente as algas fitoplancténicas em grandes densidades
morrem por senescéncia e falta de nutrientes, quando estes se tornam
escassos, sendo um processo natural do metabolismo de um ecossistema
aquatico (ESTEVES, 1998). Porém, o excesso de nutriente produz um excesso
de biomassa fitoplanctbnica que precisa ser retirada para ndo causar maiores
danos ao ambiente. Para isso, pode-se fazer uso da biorremediacdo pela
biomanipulacdo de organismos filtradores e controladores top-down do
fitoplancton (PEREIRA et al., 2007) (Desenho 1).

Muitos sédo os animais filtradores com potencial para o controle top-down
do fitoplancton, a exemplo de crustaceos como 0s copépodos, claddceros
(SOMMER et al., 2003; SOMMER; SOMMER, 2006), e anostracas (COSTA;



24

KOENING; PEREIRA, 2005; GONCALVES; IDE; ROCHE, 2002; MARINHO-
SORIANO et al. 2011; MCSHAN; TRIEFF; GRAJCER, 1974).

A biomanipulacdo classica traz um aumento na abundéancia e tamanho
do zooplancton, com predominancia de grandes Daphnia, que resulta em maior
pressdo de pastejo de fitoplancton e, finalmente, na agua clara dos lagos
(MEHNER et al., 2004; ZHANG; XIE; HUANG, 2008). Gliwicz (1990) aponta
limitacdes na reproducdo de grandes cladéceros e no controle de floracdes de
cianobactérias filamentosas. Em revisdo de literatura Zhang, Xie e Huang
(2008) salientam que os grandes crustaceos do zooplancton apresentam
melhores resultados na reducédo da biomassa fitoplanctonica, por estes serem
filtro-alimentadores de tamanho seletivo, sendo considerados como
importantes elementos da qualidade biolégica da agua (JEPPESEN et al.
2011). Segundo Mitchell (1991) o uso do anostraca Streptocephalus macrourus
na remocao de algas e de residuos da agua proveniente da atividade pecuéria
intensiva € uma tecnologia biol6gica acessivel para a recuperacdo dessas
aguas.

Dentre os crustaceos com potencial para o controle top-down do
fitoplancton encontra-se o anostraca Dendrocephalus brasiliensis Pesta, 1921,
popularmente chamado de branchoneta, por ser uma espécie sempre presente
no limnoplancton, resistente as baixas taxas de OD e por apresentar dominio
da producdo de cistos e nauplios em larga escala (LOPES, 2007; LOPES et al.,
2007; LOPES et al., 2008; LOPES et al., 2008; LOPES; GURGEL; PONTES,
2011).

Este animal surgiu na Estacao de Piscicultura de Paulo Afonso (EPPA)
da Companhia Hidro Elétrica do Sédo Francisco (CHESF), em 1998, e tem sido
usado no controle do fitoplancton dos tanques e viveiros da EPPA e também na
alimentacdo de espécies carnivoras nativas do Rio Sdo Francisco, como forma
de manejo inédita e bem sucedida na piscicultura, mesmo sem nenhum
respaldo cientifico.

A branchoneta nasce e cresce rapidamente nos viveiros, logo apos a
adubacdo, inoculacao de cistos e enchimento, num periodo tdo curto que néo é
observado o florescimento algal, pois provavelmente o tempo nao seja
suficiente para ocorrer a mineralizacdo adequada. Ainda segundo Lopes,

Pontes e Araujo (2008) as aguas expostas aos fertilizantes organicos adquirem
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cor escura e em meédia de trés ou quatro dias ficam totalmente claras, pela
acdo filtradora desse pequeno crustaceo. Sendo verificada também a sua
facilidade de producdo em laboratorio, disponibilizando alimento vivo de
qualidade em ambiente indoor (LOPES et al.,, 2008). Face ao exposto,
vislumbra-se a importancia de investigar o seu potencial como biofiltrador de
algas em ambientes eutrofizados.

O cultivo integrado € praticado em paises asiaticos ha séculos e vem
sendo reconhecido como uma alternativa a mitigacdo dos impactos gerados
pelos efluentes da aquicultura. Este tipo de sistema consiste no cultivo de
organismos consumidores, como peixes e camardes, em conjunto com
organismos filtradores (FREIRE et al., 2007).

Com o uso de um organismo filtrador no processo de biorremediacéo, o
mesmo precisa ser retirado do ambiente para ndo haver morte por senescéncia
ou falta de alimento, a exemplo do que acontece com as microalgas
fitoplancténicas no processo de decomposi¢cdo, vindo a causar hipdxia no
ambiente de producdo aquicola. Usando-se a branchoneta como biofiltro, é
possivel a sua remoc¢do com facilidade, quando comparada com os cladéceros,
devido ao seu tamanho.

A branchoneta € uma importante fonte de alimento para peixes (LOPES,;
TENORIO, 2005), que precisa ser analisada quanto ao seu valor nutricional e
processamento, faciltando o seu uso como alimento na aquicultura,
principalmente quando visualizada a possibilidade desta ser usada em larga
escala no controle do fitoplancton, gerando assim grande quantidade de
biomassa.

Apbs a utilizacdo da branchoneta no controle top-down, 100% de sua
biomassa precisa ser aproveitada de outra forma, a exemplo dos residuos do
pescado como cabeca, carcaca, visceras, pele, escamas e nadadeiras, que
apos o beneficiamento podem chegar a 70% (MACHADO, 2010; VIDOTTI;
BORINI, 2006; VIDAL et al., 2011), sendo aproveitados também na preparacao
de hidrolisados proteicos, diminuindo assim o0s impactos ambientais
provocados pelos residuos.

Neste contexto, a geracdo de residuo pode ser diminuida
significativamente com o aproveitamento integral do pescado (LEE, 1963;
MORALES-ULLOA; OETTERER, 1995, SEIBEL; SOARES, 2003); devendo
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ainda dispor de alternativas para o gerenciamento de residuos, garantindo a
diversificacdo da linha de produtos, o crescimento sustentavel e a
responsabilidade socio-ambiental (BERTOLDI, 2003; PESSATTI, 2001).

Diante do grande potencial ecolégico e econdmico de D. brasiliensis,
seja no controle top-down do fitoplancton em ambientes eutrofizados ou na
alimentacdo de peixes e camardes, faz-se necessario a realizagdo de estudos
gue venham a contribuir para um maior aproveitamento das potencialidades da
espécie fazendo uso da biotecnologia e remediando ecossistemas aquaticos
eutrofizados, tendo como meta contribuir para minimizar o impacto ambiental
provocado pela aquicultura, agregando valor com o0 processamento da
branchoneta, e proporcionando melhorias na qualidade de vida humana e do
ambiente.

O objetivo geral deste trabalho foi verificar a potencialidade de
Dendrocephalus brasiliensis no controle top-down do fitoplancton e como fonte

proteica na aquicultura.

2. METODOLOGIA GERAL

A metodologia geral do trabalho refere-se a parte desenvolvida no campo
e aos pré-testes realizados para definicdo da metodologia adotada, que foram
apoiados em dados préaticos de uma década da Estacdo de Piscicultura de
Paulo Afonso (EPPA), pertencente a Companhia Hidro Elétrica do S&o
Francisco (CHESF). As medotologias especificas utilizadas nos laboratérios

encontram-se descritas nos capitulos dessa tese.

2.1 Material Biolégico

O material biolégico destinado ao presente estudo trata-se do crustaceo
Dendrocephalus brasiliensis, conhecido popularmente por branchoneta
(detalhes no capitulo 2), e a identificagcdo e quantificacdo das microalgas
fitoplanctbnicas das amostras dos conteudos intestinais das branchonetas e

das 4guas das unidades experimentais.
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2.2 Locais de origem do material de estudo e das andlises laboratoriais.

A branchoneta foi reproduzida na Estacdo de Piscicultura de Paulo
Afonso (EPPA), pertencente a Companhia Hidro Elétrica do S&o Francisco
(CHESF), localizada no Municipio de Paulo Afonso, Bahia, Brasil, na regido do
Sub-Médio Rio Sao Franciso (9° 22’ 38”; 38° 13’ 58” W), com altitude de 239 m.
Lugar onde também foi realizada a parte de campo do trabalho (Fotografia 1).

O local apresenta clima dominante tropical, do tipo semi-arido (BSh),
pela classificacdo de KOppen, com temperaturas que variam entre 22° e 40° e
baixas precipitacbes, com média anual entre 500 e 600 mm
(http://www.pauloafonso.ba.gov.br/internas/cidade/aspectos). A regido insere-

se no chamado Poligono das Secas.

Fotografia 1 — Estacdo de Piscicultura de Paulo Afonso da Companhia Hidro
Elétrica do S&o Francico (CHESF), vista por imagem de satélite.

[
Fonte - Google earth, image Digial Globe.


http://www.pauloafonso.ba.gov.br/internas/cidade/aspectos
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Os experimentos e analises laboratoriais aconteceram:

@44 . No Laboratorio de Pesquisas em Recursos Naturais do o
n Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) da ’IQB
l Universidade Federal de Alagoas — UFAL, onde foram v !

realizados experimentos quimicos e bioquimicos da
UFAL  pranchoneta, juntamente com o CBO, andlises
laboratoriais com certificacéo;

444

=222 « No Laboratério de Enzimologia (LABENZ) do

o= . ;. . .

w Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de

\— ) Pernambuco - UFPE, onde foram produzidos Labenz
hidrolisados proteicos de branchonetas e realizados

UFPE experimentos quimicos e bioquimicos;

No Laboratério de Taxonomia de Microalgas de
Ambientes Continentais do Departamento de Biologia /
Area de Botanica da Universidade Federal Rural de
Pernambuco - UFRPE, onde foram realizadas as e
analises qualitativas e quantitativas das microalgas
fitoplanctbnicas das amostras de agua e dos conteudos
intestinais das branchonetas;

* No Laboratério de Limnologia (LALIMNO) do
Departamento de Engenharia de Pesca e Aquicultura da
Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE,
onde foram realizadas as analises fisicas e quimicas da
agua.

oo,
el

Laboratério de

LIMNOLOGIA
“.l
E |

!l’
«@
|

UFRPE

2.3 Producéao de Microalgas

Para a producéo de microalgas foi utilizado um viveiro da EPPA, adotando
os procedimentos de manejo da rotina de estocagem de alevinos da prépria
EPPA. Os viveiros sao fertilizados a mais de 30 anos e a remo¢ao do excesso
do sedimento sO acontece quando se faz muito necessario. Sendo assim, a
cada preparacdo do viveiro faz-se apenas uma complementacdo de nutrientes
para promover formagdes algais.

Com a drenagem do viveiro e leitura do pH foi realizado a calagem
utilizando 100 Kg de CaMg(COs3),/ha e posteriormente adubando com 125 Kg
de esterco bovino/ha para um ciclo de 40 dias.

A calagem foi realizada para manter os niveis de pH entre 7-8 e

proporcionar o tamponamento da agua do tanque com alcalinidade de 40 mg/L
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de CaCOs;. Sempre que necessario foi realizado um adicional de calcério para
manter a referida concentracao.

Apb6s o0 manejo de adubacgdo, aconteceu o enchimento do viveiro com
35% de sua capacidade de armazenamento de agua, sendo posteriormente o
volume da agua completado até o nivel maximo de reple¢do. Quando o viveiro
apresentou aguas verdes (Fotografia 2) e as microalgas atingiram a densidade
de 6.680.000 ind.L™ deu-se inicio ao enchimento dos aquérios.

Fotografia 2 - Viveiro eutrofizado da estacéo de piscicultura da CHESF onde
foram coletadas as microalgas fitoplancténicas.

Fonte - Fotos disponibilizadas pela Estag&o de Piscicultura de Paulo Afonso (CHESF)

2.4 Producdo de cistos e nauplios de branchonetas

A producdo de cistos (Fotografia 3b) foi realizada segundo o método de
Lopes et al. (2007) e Lopes et al. (2008). As branchonetas adultas foram
colhidas nos viveiros e colocadas em incubadoras de 200 L (Fotografia 3a),
com fluxo continuo de agua, durante 24 h. Neste tempo devido ao estresse de
mudanca de ambiente, os cistos foram liberados pelas branchonetas e
posteriormente sifonados, com auxilio de uma mangueira de % polegada,

diretamente para baldes.
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Fotografia 3 - Dendrocephalus brasiliensis (a) branchonetas adultas
preparadas para a producao e liberacao de cistos (b) Cistos, vistos com auxilio
de lupa, mostrando a forma oitavada com sulcos de superficie lisa.

P ) S . . S~ Y —

AL ) d o P
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Fonte - Fotografias disponibilizadas pelo pesquisador Dr. José Patrocinio Lopes.

Dos cistos obtidos foram colocados 250 mg numa proveta de 100 mL na
ecloseria para a producdo de nauplios de branchonetas, segundo o método de
Lopes (2007), onde foi pré-hidratado por 12 horas, seguido de uma
desidratacdo, posteriormente incubado por 24 h com temperatura da agua
(salinidade 0%o) em torno de 26° C e pH de 8.0, e com luminosidade de 1500
lux (foi aferido por um luximetro Gossen Pan Lux - Eletronic 2®). De acordo
com Lopes (2007) a observacdo deste contexto € indispenséavel para ativar o
processo enzimatico de eclosdo, tornando desnecesséario a desencapsulacao
de cistos (remog¢do do corion com dissolucdo em hipoclorito de sédio com
concentracdo em cloro ativo até 10%) para producdo de nauplios. Para atingir a
fase adulta os nauplios foram transferidos para uma incubadora de 20 L com
fluxo continuo, e depois para um tanque de 20 m? de onde foram coletados e
distribuidos para as unidades experimentais (aquarios de 3 L).

O procedimento de producédo de biomassa de branchoneta utilizada nas
analises preliminares, para a escolha das densidades de branchoneta, foi com
a inoculacéo de cistos em viveiros drenados. Do enchimento dos viveiros até a
coleta do animal adulto, para as unidades experimentais, foram 20 dias.
Também foram testados diversos formatos e tamanhos para a escolha do

modelo da unidade experimental adotado neste trabalho.
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2.5 Experimentos de campo

Foram realizados experimentos em campo que serviram como pré-testes
(andlises preliminares) para diagnosticar a melhor forma de abastecimento das
unidades experimentais (Prancha 1 - Fotos 1-6), de povoamento (Prancha 1 -

Fotos 7-8) e de aeracao (Prancha 1 -Fotos 9-12).

Foi testada também a influéncia da luminosidade nos pré-testes [100%
iluminado (24 h) e periodo normal, dia e noite] utilizando ecloseria (Prancha 2 —
Fotos 4-7), o melhor ambiente experimental e a melhor densidade de
branchonetas. Foram utilizados tanques de alvenaria de 1 m? (Prancha 2 —
Foto 3) e calhas de 50 L de &gua (Prancha 2 — Fotos 1-2). Em ambiente
fechado foram utilizadas garrafas de Politereftalato de etileno (PET) de 1 L e
aquarios de 1 e 3 L de capacidade de agua (Prancha 2 — Foto 4). Este ultimo
ambiente foi verificado ser mais adequado para a realizacdo da pesquisa, em
virtude do melhor controle da temperatura, OD e por estar protegido de
eventuais mudancas climaticas, principalmente chuva e altas isolacfes, além
de apresentar maior facilidade no manejo e melhor visualizacdo das mudancas

de coloracéo (Prancha 3 — Fotos 1-3 e Fotos 4-7).
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Prancha 1 — Fotos 1-6 Diversas formas de abastecimento de agua nas calhas:
Fotos 1-2 com abastecimento utilizando bombas e caminh&o pipa; Fotos 3-4
com abastecimento manual e 4gua transportada em recipientes térmicos (caixa
de peixamento); Fotos 5-6 com abastecimento manual, experimento realizado
as margens do viveiro, utilizando calhas e sem o0 uso de aeradores; Fotos 7-8
povoamento e contagem de branchonetas; Foto 9 bombas do sistema de
aeracdo das calhas; Foto 10-12 Medicao de variaveis fisicas e quimicas com
um analisador multiparametro em calhas e aquarios.
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Prancha 2 - Estruturas utilizadas nos experimentos: Fotos 1-2 calhas com 50
L; Foto 3 tanques de alvenaria com 1.000 L; Foto 4 garrafas pet de 1 L e
aquarios de 1 L; Foto 5-6 aquarios de 3 L (24 h com iluminacéo); Foto 7
aquarios de 3 L sem iluminagéo.

’ ;-f..,./’ '°/ q " “‘i\
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Prancha 3 - Fotos 1-3: Mudanca de coloracdo da agua nas calhas; Fotos 4-7:
Mudanca de coloracdo da &gua nos aquarios. Aquarios utilizados nos
experimentos em ambiente fechado, ao final do tratamento, apds a filtragem
algal pelas branchonetas (destaque para 0s aquarios apontados com setas
vermelhas)
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O delineamento experimental foi em blocos casualizados que constou
de seis tratamentos [0, 20, 40, 60, 80 e 100 branchonetas/litro (bc.L™)], com
quatro repeticdes, totalizando 24 unidades experimentais (aquarios). Para isto
foram utilizados 24 aquarios aerados com capacidade de 3 L de agua cada.

Para a verificacdo do nivel tréfico da agua com base na Clorofila a foi
utilizada a classificacdo proposta por Hakanson (1995), Hakanson e Boulion
(2001), e Lamparelli (2004). O indice de Lamparelli (2004) tem como base o
fosforo total e a clorofila a. Foi verificado o indice de estado trofico (IET) da
amostra inicial pelos indices de Carlson (1977) modificado por Toledo et al.
(1983) e classificado por Toledo (1990). Os indices simples de Nygaard (1949)
foram calculados para Cyanobacteria, Chlorophyta, Bacillariophyta e
Euglenophyta, jA o indice composto de Nygaard para as Chlorococcales,
Centrales, Desmidiaceae, Cyanophyceae e Euglenophyceae. As Pennales e as
Centrales foram utilizadas no indice simples para Bacillariophyta
(Diatomaceae).

As andlises de temperatura (°C), pH, OD (ug.L™ e % sat.), condutividade
elétrica (uS.cm™), sélidos totais dissolvidos (mg.L™) e salinidade (%,) da agua
foram realizadas in loco com a utilizacdo de um analisador multiparametro YSI
556 MPS.

As anélises quimicas (ug.L™) para determinacdo das concentracdes em
laboratorio quanto a concentracdo de fosforo total, fosfato total, fosfato
inorganico (APHA, 1995); nitrito (NO,) (BENDSCHNEIDER; ROBINSON, 1952
apud GOLTERMAN; CLYMO; OHNSTAD, 1978); nitrato (NO3) (MACKERETH;
HERON; TALLING, 1978), am6nia (NH;") (KOROLEFF, 1976) clorofila a e
feofitina (NUSCH, 1980). Para determinacdo da turbidez da agua foi utilizado
um turbidimetro de bancada, sendo os resultados expressos como unidade de
turbidez nefelométrica (Nephelometric Turbidity Units - NTU).
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CAPITULO 1

Eutrofizac&o, hipdxia e organismos filtradores:

Uma revisdo para ambientes limnicos

Esta revisdo faz uma abordagem da importancia da qualidade da agua
na aquicultura do Submédio Sao Francisco, cujas aguas sao provenientes do
rio S&o Francisco que se encontra em processo acelerado de eutrofizacao,
devido aos aportes de nutrientes lancados neste manancial, prejudicando a
atividade aquicola. Aspectos gerais da eutrofizacdo, do fitoplancton e da
aquicultura contextualizam a abordagem que deve ser considerada para o
embasamento do referido trabalho. Também s&o abordados alguns organismos
filtradores de fitoplancton com potencial para minimizar os efeitos provocados
pela eutrofizacdo, no que se refere ao florescimento algal e a hipoxia em
ambientes de aquicultura limnica. A branchoneta por ser o animal de estudo do

presente trabalho, foi descrita em um capitulo exclusivo, o de nimero 2.

1. Eutrofizacao e hipoxia

O processo de eutrofizagdo dos ecossistemas aquaticos acontece
naturalmente com o envelhecimento desses ambientes devido ao acumulo de
nutrientes ao longo do tempo (ESTEVES, 1998; RAST; HOLLAND, 1988). Com
a acdo antrépica esse processo pode ser acelerado, sendo incorporados 0s
nutrientes nitrogénio e fosforo em quantidades superiores a capacidade de
reciclagem do ambiente, servindo de alimento para as microalgas
fitoplanctonicas, promovendo assim o0 seu florescimento (MONTEGGIA,
ZANCAN FILHO, 2001), com posterior dominancia de cyanobacteria. Essas
floragcdes algais consomem o0s nutrientes até a escassez, morrem em massa e
entram no processo de decomposi¢do bacteriana com retirada de oxigénio da
agua, causando hip6xia no ambiente e morte dos animais de cultivo, fato que
acontece na aquicultura (TUNDISI, 2003; VINATEA-ARANA, 2004) e em
grandes ecossistemas limnicos, a exemplo do rio S&o Francisco, pelo aporte
de nutrientes dos efluentes domésticos e agroindustriais. A hipdxia também

pode ocorrer sob condi¢des de cultivo intensivo de peixes, onde ha uma perda
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da qualidade da &gua, provocando ainda estresse nos peixes de cultivo
(OLIVA-TELES, 2012).

Portanto, ha necessidade de um tratamento adequado desses efluentes
que sdo langcados nos corpos d’agua, sem nenhum cuidado preventivo para
evitar a remediacao, a qual requer um maior investimento para sua realizacao.
Verifica-se também a necessidade de minimizar os impactos ambientais
provocados pela aquicultura (BANCO DO NORDESTE, 1999; BUSCHMANN;
LOPEZ; MEDINA, 1996), com manejos adequados capazes de diminuir os
residuos poluentes promotores de floragdes algais. Podendo ser utilizados para
este fim, meios fisicos, quimicos e biologicos, sendo o controle biolégico o que
mais se aproxima das condi¢cdes naturais, com o0 uso de animais filtradores
capazes de prevenir o processo de eutrofizacdo ou de remediar 0 ambiente ja
eutrofizado por meio da biofiltracdo. Os métodos fisicos e quimicos requerem
maiores investimentos por necessitarem de elevado tempo de detencdo e
superficie disponivel, maior consumo de energia e produtos quimicos, entre
outros.

Assim, a biorremediacdo € uma tecnologia efetiva para o tratamento e a
remocdo de compostos de natureza organica e inorganica, utilizando
microalgas, macroalgas, macrofitas, microcrustaceos e moluscos bivalves
(ELLIOTT; ALDRIDGE; MOGGRIDGE, 2008; KAUR; BHATNAGAR, 2002;
MARTINEZ-CORDOVA et al., 2011; MARTINEZ-PORCHAS et al., 2010), e

outros organismos que se prestam a estes fins.

1.1 Agua e ambiente limnico

A 4gua é um fator determinante do desenvolvimento e da continuidade da
vida no planeta e vem sendo contaminada com excessos de elementos de
origem quimica e biologica, de esgotos urbanos e industriais. Os principais
poluentes dos recursos hidricos sdo nutrientes, metais pesados, materiais
toxicos provenientes do lixo, hidrocarbonetos do petroleo, bactérias e virus
patogénicos.

Os usos multiplos das aguas, o aporte de material organico e inorganico
nos mananciais e a acao exploratéria do homem nas areas alagadas e nas

matas galeria tém produzido continua e sistematica deterioracdo, além de



45

elevadas perdas quali-quantitativas da agua (TUNDISI, 2003), que € um
recurso cada vez mais escasso, chegando ao ponto de ndo estar disponivel até
mesmo para o consumo humano em alguns paises.

A escassez generalizada da agua e a progressiva poluicdo e
contaminagdo dos mananciais, geram a necessidade cada vez maior de
qualidade e quantidade de agua em muitas regibes do mundo, tornando
necessario um manejo adequado dos recursos hidricos (McDONALD et al.,
2011; OKI; KANAE, 2006).

O ambiente limnico apresenta complexidade nas transferéncias de
gases e ions por acontecer em meio aquoso, sendo necessérias as interfaces:
agua-organismo vivo, agua-solo e agua-atmosfera, onde acontecem as trocas
gasosas e ibnicas. Também o metabolismo de um ecossistema aquatico €
influenciado pelos aportes exégenos de outros corpos d’aguas, da lixiviagado, da
chuva, do vento, dos efluentes antrépicos e dos cultivos aquaticos (BOROS et
al., 2011; MATSON; HARRISS, 1995; TUNDISI, 1999; WETZEL, 1990).

Os organismos aquaticos sao fortemente influenciados pela qualidade
da adgua (ESTEVES, 1998). Qualquer aporte exdgeno no ambiente aquatico
interfere no metabolismo, podendo causar desequilibrio na cadeia tréfica e no
préprio ecossistema, com hipdxia, morte, superpopulacdo de organismos
indicadores de ambientes eutréficos etc. Podendo ocorrer também
bioacumulacdo e penetracdo de compostos téxicos na cadeia (PEREIRA;
FREIRE, 2005; STAEHR et al., 2012).

Muitos sdo os fatores determinantes da qualidade da &agua na
aguicultura, desde a qualidade da agua de abastecimento dos tanques e
viveiros, as condicbes ambientais (periodo seco e chuvoso), a intervencéo
humana com préaticas de manejos rotineiros (assepsia, calagem e adubac¢éao),
as espécies cultivadas, o arracoamento (composicdo do alimento e quantidade
fornecida) até a despesca (MACEDO; SIPAUBA-TAVARES, 2010). As
caracteristicas quimicas da éagua inicial (do abastecimento) podem sofrer
interferéncias devido ao aporte de matéria organica dissolvida (MOD) e
inorganica dissolvida (MID), provenientes dos fatores supracitados, diminuindo
a qualidade da &gua do cultivo (BOYD, 2012; UTANG; AKPAN, 2012).

Afetando assim 0s ecossistemas aquaticos, oceanicos e continentais,

que passam a apresentar problemas de eutrofizacdo. No Brasil, o rio S&o
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Francisco € o maior ecossistema aquatico limnico inteiramente nacional, o qual

vem sofrendo com esse problema principalmente por a¢des antropicas.

1.2 O Rio Sao Francisco

A regido hidrografica da bacia do rio Sdo Francisco foi dividida em Alto
Sao Francisco, Médio Sdo Francisco, Submédio S&o Francisco e Baixo S&o
Francisco (BRASIL, 2012), cuja problematica esta relacionada principalmente
com o represamento de suas aguas e o0 aporte de nutrientes lancados de
efluentes domésticos, da industria, da agricultura irrigada e da aquicultura. A
regido do Baixo Sao Francisco, ainda sofre danos ambientais devido ao
aumento da cunha salina, ocasionando perda de vazdo do rio represado
(CBHSF, 2012; MEDEIROS et al., 2007; SANTOS; POMPEU; KENJI, 2011;
SEMENSATTO-JR; DIAS-BRIT, 2004).

O represamento das aguas do rio Sdo Francisco para geracdao de
energia elétrica diminuiu a vazao deste Rio e aumentou o tempo de residéncia
de suas aguas, limitando sua vazdo, para aguas turbinadas e vertidas,
controladas pelas hidrelétricas. Desta forma, no Submédio Sdo Francisco, o
Rio perde sua caracteristica peculiar de rio e passa a ter uma caracteristica
mais semelhante a de um lago ou reservatorio (SANTOS; POMPEU; KENJI,
2011). Com o funcionamento do projeto de transposicao das aguas do rio Sao
Francisco, captadas no reservatorio de Itaparica, parte da vazao do rio mudara
de curso, ndo mais para o mar, podendo contribuir para um maior avanco da
cunha salina e eutrofizacdo do Rio Séo Francisco.

Somados a esta realidade, os efluentes que sdo lancados neste ambiente
trazem ao Submédio Sao Francisco limitacbes no uso de suas aguas e
diminuicdo da sua capacidade de suporte, diminuindo a piscosidade e
aumentando a producédo primaria do ecossistema aquatico. Implicando também
na produtividade aquicola, causando grandes prejuizos aos pescadores e
piscicultores, e na geragdo de energia elétrica, quando se faz necessario parar
as turbinas do complexo hidrelétrico do reservatorio, para a retirada de
macrofitas aquéticas das grades de contencdo (LOPES; TENORIO, 2002).
Segundo Thomaz, Bini e Pagioro (2003) a biomassa de plantas submersas

pode afetar a producao de eletricidade. E no Alto S&o Francisco a
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consequéncia do represamento vem causando colapso na reproducéo de
peixes reofilicos (ARANTES et al., 2011).

Com o0s muitos e grandes projetos de piscicultura superintensiva
implantados nas aguas represadas do Rio Sdo Francisco, a ponto de torna-lo
um dos maiores produtores de tilapia do Brasil, o aporte de nutrientes nessas
aguas aumentou grandemente com o lancamento de toneladas de racdes de
alto teor proteico e de excrecdes da tilapicultura e de lancamentos dos esgotos
de dezenas de cidades, favorecendo a poluicdo aquética.

Em decorréncia desse conjunto de ac¢des antrépicas, ocasionadas no
Submédio Sdo Francisco, ja foram registradas muitas mortes humanas e de
animais domésticos e selvagens, necessitando de maiores cuidados nas
unidades de tratamento dessas aguas para o abastecimento humano.

Um dos maiores problemas verificados nesses reservatérios

hidroelétricos é que estes se encontram dispostos em cascatas (Desenho 3),

Desenho 3 - Disposicdo em forma de cascata dos reservatorios hidrelétricos
do rio Sao Francisco e indicacdo dos reservatérios com projetos implatados de
tilapicultura intensiva.

Rio Séao Francisco

Projetos de tilapicultura intensiva ]

Trés Marias

Sobradinho

Apolbnio Sales

Luiz Gonzada onsol,llelll

Paulo Afonso IV

Xingo Rio
Fonte - Modificado de figura fornecida pela CHESF S3o Francisco
logo, o problema que acontece em um deles provavelmente serd passado para
0S reservatorios subsequentes. Isto também acontece no reservatorio da
hidrolétrica de Itaipu devido ao sistema de revervatorios em cascatas a sua
montante (RIBEIRO FILHO et al., 2011). Em tempos atuais € visto com mais

frequéncia a mudanca na coloracdo dessas aguas de transparentes para verde
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escuro e quando isso acontece geralmente é seguido de mortandade,
principalmente de peixes. Essa mudanga na coloracdo da agua ocorre em
virtude da floracdo de microalgas fitoplancténicas, caracterizando o ambiente
eutrofizado.

Nos reservatorios hidrelétricos das unsinas geradoras de energia da
CHESF, no rio Sao Francisco, os reservatorios de Moxoto, da usina Apolonio
Sales, e o0 de Xingd da usina Xingo (Desenho 3), na regido do Submédio, uns
dos maiores centros produtores de tilapias do Brasil, houve grande prejuizo
financeiro na pesca e na piscicultura devido a mortandade de peixes provocada
pelo florescimento de microalgas entre outras possibilidades (CARVALHO
FILHO, 2004). Aconteceram trés eventos semelhantes num periodo de cinco
anos (CARVALHO FILHO 2007), apresentado as mesmas caracteristicas de
coloracdo (verde escuro) e odor (cheiro desagradavel) da dgua (Fotografias 4a
e 4b). Aragao et al. (2009) em levantamento floristico das algas fitoplancténicas
do reservatorio de Xingo identificaram ocorréncias frequentes de Anabaena
circinalis e C. raciborskii. Os problemas com mortalidades de peixes estédo
ocorrendo aparentemente de forma ciclica e tém relacdo com cianobactérias
(SOARES et al., 2007). No Reservatorio de Itaparica, da usina Luiz Gonzaga
(Desenho 3), da mesma regido, houve registros de mortalidade por toxidades
causadas provavelmente por cianotoxinas, uma epidemia de gastroenterite
num periodo de 42 dias com 2.000 enfermos e 88 que evoluiram a Obitos
(TEIXEIRA et al., 1993).

Atualmente, encontra-se em execucdo o projeto de transposi¢cao do rio
Sdo Francisco com captacfes de agua no reservatorio de Itaparica para
abastecer uma populacdo de 11.682.557 habitantes, de 391 municipios do
Nordeste brasileiro (BRASIL, 2011a; 2011b). Vale ressaltar que o0s
reservatérios hidrelétricos do rio Sdo Francisco encontram-se dispostos em
cascatas, um recebe a influéncia do outro, sendo necessario um
monitoramento global da bacia do rio Sao Francisco e dos efluentes
domeésticos e agroindustriais que sao lancados na bacia, para evitar o que
aconteceu no reservatorio de Tabocas, que abastece a cidade de Caruaru, PE,
onde as analises de fitoplancton mostraram dominéancia de espécies de
cianobactérias (AZEVEDO, 1997; AZEVEDO et al., 2002; CODD et al., 1999),
responsaveis por 76 oObitos humanos (CARMICHAEL et al. 2001), sendo
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confirmada esta ocorréncia com as cianotoxinas extraidas de figados das
vitimas (YUAN; CARMICHAEL; HILBORN, 2006).

Fotografia 4 - (a) Oreochromis niloticus com dificuldades respiratorias devido a
baixa qualidade da agua em reservatorios hidrelétricos do Rio sdo Francisco;
(b) Mortandade de O. niloticus, ocorrida huma série de eventos que tiveram
inicio em 1994, em projetos de piscicultura nos reservatérios do Rio Sao
Francisco, pertencentes a Campanhia Hidro Elétrica de Paulo Afonso (CHESF).

-

é ab S 5

Fonte: (a) Foto an6nima do arquivo de aulas da Universidade do Estado da Bahia
(UNEB); (b) foto do arquivo da Companhia Hidro Elétrica do Sao Francisco - CHESF,
fornecida por Lopes, J. P.

1.3 Fitoplancton

O fitoplancton € uma comunidade formada por algas e cianobactérias de
areas pelagicas ou limnéticas que ndo tem movimentagdo propria suficiente
para vencer a correnteza aquatica (SILVA; SOUZA, 1998), e segundo Vidotti e
Rollemberg (2004) sédo responsaveis pela maior producdo de oxigénio do
planeta, proveniente da fotossintese.

O planctan é o principal alimento no inicio da alimentagdo exogena de
peixes (LAZO et al, 2000). Por isso, na larvicultura e alevinagem, as 4guas sao
fertilizadas com os nutrientes que proporcionam o aumento da densidade
fitoplanctbnica. Mas, quando esta producdo torna-se maior do que a
capacidade de filtragcdo dos animais cultivados, podem acontecer problemas de
hipoxia prejudicando a produtividade aquicola (MEE, 2006; RABALAIS et al.,
2010). Além da hipdxia, outro problema comumente observado € a intoxicacao
provocada por cyanobacteria, podendo causar mortandade. Tudo isso leva a
uma diminuicdo na capacidade de suporte em um ambiente de cultivo



50

(capacidade maxima de biomassa sustentada em um ambiente aquatico)
(KUBITZA, 1998a; HOWARTH et al.,, 2011). Segundo Kubitza (1998b) a
concentracdo de OD na agua € o primeiro fator limitante a capacidade de
suporte dos sistemas de alto fluxo.

Além de serem utilizadas como alimento na aquicultura animal, as
microalgas sdo ainda usadas, nas industrias de alimentos e de cosméticos, e
sua producdo é uma atividade aquicola onde se faz necessario eutrofizar o
ambiente aquatico (CAMPOS; BARBARINO; LOURENCO, 2010).

Na aquicultura animal em sistemas de producado intensiva, onde as
aguas devem ser pobres em microalgas observam-se com frequéncia aguas
verdes com altas densidades de organismos plancténicos, interferindo
negativamente na produtividade. Este fato ocorre pelo aporte de nutrientes
exogenos, nitrogénio e fésforo, provindos das racdes ricas desses elementos e
das grandes quantidades de excrementos dos animais aquicolas estocados em
altas densidades (CYRINO et al., 2010).

Com a floracdo algal ha necessidade de remediar o ambiente retirando-
se as microalgas planctbnicas a partir de pastejamento (FROST; FRANZEN,
1992). Muitos organismos alimentam-se filtrando o fitoplancton, a exemplo dos
crustaceos, peixes e moluscos. Estes organismos sdo biofiltros capazes de
serem controladores top-down do fitoplancton, podendo apresentar
potencialidade @ como  biorremediadores de  microalgas limnéticas,
proporcionando melhores condi¢cdes de oxigenagcdo nos ambientes aquicolas
(MODESTO et al., 2010; PANOSSO et al., 2007; REEVE, 1963; TEISSIER et
al., 2011; ZHANG; XIE; HUANG, 2008).

O excesso de fitoplancton pode ocasionar entupimentos em branquias de
peixes, dificultando a respiracdo e as trocas idnicas com a agua. Além disso,
estes organismos, quando em altas densidades, retiram das aguas, durante o
periodo claro do dia, gas carbdnico a ponto de ocasionar mudancas no pH
deste ambiente. Uma alteracdo brusca no pH pode aumentar rapidamente os
niveis de amobnia e nitrito na agua causando toxidade a peixes e outros
organismos aquaticos, até mesmo ao homem, e ainda favorecer aos parasitas
de peixes. A alteracdo do pH também influencia outras mudangas quimicas na
agua, que poderédo contribuir de forma a restringir 0s organismos aquaticos em

suas atividades normais de alimentagéo e reproducéao.
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Outra variacdo acontece com o OD na agua durante o periodo noturno,
quando as microalgas tendem a competir com peixes e outros organismos
aguaticos pelo oxigénio, liberando gas carbbnico, aumentando
consideravelmente esse gas na agua juntamente com o que € liberado também
pelos demais organismos aquaticos.

Um aspecto muito importante a ser considerado do fitoplancton esta
relacionado a sua capacidade em retirar do meio aquoso elementos quimicos,
o que habilita algumas espécies na recuperacdo de sistemas aquaticos,
principalmente devido a presenca de ions metalicos e de alguns compostos
organicos (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). No entanto, quando o ambiente se
encontra em desequilibrio, ocorre uma menor diversidade especifica com
floracdo de algumas espécies tais como a cianoficea Anabaena sp. que é
capaz de produzir toxina.

Espécies do plancton sdo sensiveis as variaveis ambientais podendo ser
consideradas ao longo do tempo, bioindicadores com maior precisdo do que
qualquer artefato tecnolégico (MACEDO; SIPAUBA-TAVARES, 2010;
MARGALEF, 1983). Sendo por isso utilizadas para avaliacdo do estado trofico
de ambientes aquéticos (KARABIN; EJSMONT-KARABIN; KORNATOWSKA,
1997; PINTO-COELHO, 1998). Assim, quando um sistema apresenta altas
densidades de cianobactérias e diminuicdo de OD no hipolimnio o ecossistema
pode ser considerado eutréfico (CALIJURI; DEBERDT; MINOTI, 1999;
MACEDO; SIPAUBA-TAVARES, 2010).

Os microcrustaceos segundo Wetzel (1983) sao responsaveis por
significativo declinio do fitoplancton. Brooks e Dodson (1965) afirmam que os
animais selecionam seus alimentos de acordo com o tamanho, abundancia,
digestibilidade e facilidade de encontra-los (MACEDO; SIPAUBA-TAVARES,
2010).

1.4 Cyanobacteria e cianotoxinas

Dentre os grupos que compdem as microalgas fitoplanctonicas encontra-
se as Cyanobacteria, também denominada de cianoficeas (COSTA,;
AZEVEDO, 1994), cianobactéria e algas azuis

As cianoficeas se beneficiam em relacdo a outras microalgas

fitoplanctdnicas em aguas poluidas ou eutrofizadas por apresentar em sua
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estrutura celular especializadas como heterocistos que sdo capazes de fixar o
nitrogénio atmosférico, levando vantagem em relacdo as outras microalgas por
nao competir por este nutriente (DOKULIL; TEUBNER, 2000).

Além disso, elas também produzem metabdlitos secundarios
provavelmente excretados para sobressair em relacdo a outras espécies na
competicao por alimento, espago e luz. Esses metabdlitos secundarios causam
problemas ao homem, pois alguns desses compostos proporcionam odor e
sabor de mofo, barro, entre outros, causando sérias preocupacdes as
empresas de abastecimento de &agua de todo o mundo. Odor e sabor,
conhecido como off-flavors, ficam impregnados em organismos aquaticos a
ponto de inviabilizar o consumo desses animais pelo homem, causando
grandes prejuizos a pesca e a piscicultura (PERSCHBACHER; MILLER;
CONTE, 1996). Existem também diatomaceas produtoras de neurotoxina,
acido domodico, que durante o processo de filtro-alimentacdo dos bivalves,
estes podem acumular a toxina em seus tecidos e tornarem impréprios para o
consumo humano (PROENCA; OLIVEIRA, 1999).

Outros metabdlitos secundarios produzidos por cianoficeas séo téxicos
e, segundo Carmichael (1992), sado denominados genericamente de
cianotoxinas. Provavelmente, a producdo destes serve para protecao contra
predadores e funcfes alelopaticas (LEFLAIVE; TEN-HAG, 2007), chegando a
causar mortandade de outros organismos aquaticos e terrestres ao
consumirem aguas ou animais aquaticos contaminados com essas toxinas
(AZEVEDO NETO, 1988; FERRAO-FILHO; KOZLOWSKY-SUZUKI, 2011). As
floracbes de cianobactérias tém sido um dos maiores problemas de saulde
publica regional e mundial (BRASIL, 2003; 2007).

As cianotoxinas incluem péptidos ciclicos e alcaléides (VAN
APELDOORN et al, 2006) e sdo classificadas em hepatotoxinas,
dermatotoxinas e neurotoxinas de acordo com seu mecanismo de toxicidade
em animais (FERRAO FILHO, 2009). As dermatotoxinas apresentam
propriedades dermatoldgicas e inflamatorias, o que pode agravar lesées no
figado produzidas por hepatotoxinas (WIEGAND; PFLUGMACHER, 2005). As
neurotoxinas atuam sobre o processo de propagacdo do impulso nervoso,
promovendo a morte de animais de sangue quente por parada respiratoria em

poucos minutos, apos injecao intraperitoneal (FERRAO FILHO, 20009).
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Os métodos para determinar cianotoxinas podem ser quimicos e
biolégicos, segundo Van Apeldoorn et al. (2006) para a deteccdo de toxinas
pode-se usar o0s detectores de absorcdo espectrofotométrica na faixa do
ultravioleta (UV) e espectrometria por fluorescéncia a varios tipos de deteccéo
utilizando espectrébmetro de massas (MSD) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), porém o principal problema na determinacdo de toxinas de

cianobactérias € a falta de materiais de referéncia de toxinas relevantes.

1.5 Aquicultura

A aquicultura é definida como o cultivo de organismos aquaticos com valor
comercial a fim de aumentar a seguranca alimentar do planeta por meio da
distribuicdo democratica do alimento gerado em todas as camadas
socioecondmicas da populacdo mundial (VINATEA-ARANA, 2004).

Os dados mais recentes publicados pela FAO (2010a) informam que de
toda a proteina de origem animal consumida pela populacdo mundial, 15,7%
provem do consumo de peixes, representando um consumo per capita mundial
de 17 kg de peixe. A aquicultura é responsavel pelo fornecimento de 46% da
oferta total de alimentos de peixe (FAO, 2010a).

No Brasil, 0os principais organismos cultivados sdo peixes e camardes, e
seus cultivos sdo denominados, respectivamente, piscicultura e carcinicultura.
As espécies mais cultivadas sdo os peixes Oreochromis spp. (96 000 t),
Cyprinus carpio (36 600 t) e Colossoma macropomum (30 600 t) e o camaréo
Penaeus vannamei (65 000 t) (FAO, 2010a). O sul é a maior regido produtora
(BRASIL, 2010).

Na aquicultura animal utilizam-se técnicas para o controle das variaveis
fisicas, quimicas e biolégicas do ambiente com o objetivo de proporcionar
condicdes favoraveis para uma maior produtividade, mantendo, a medida do
possivel, a saturagdo de OD, evitando assim, a hipdxia nos ambientes de
producdo (BOYD, 1996). Os manejos comumente utilizados sdo: areacdo da
regidao bentbnica e da coluna d’agua, renovagdo de agua, redugdo da
densidade de producdo, remocdo do fitoplancton. O florescimento de

microalgas pode causar deplecdo de OD no periodo noturno e supersaturagdo
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durante o dia, podendo causar, em casos extremos, anoxia e embolia,
respectivamente, nos animais de cultivo.

Nos ambientes de cultivo é otimizado toda a possibilidade de exploracéao
do meio, chegando a atingir sua capacidade de suporte para a producéo
aquicula. Desta forma, obtém-se melhores resultados de produtividade, porém,
tem-se como consequéncia 0 aporte excessivo nestes ambientes de N e P
provenientes da racdo e da grande quantidade de excrementos liberados pelos
animais de cultivo que se encontram em altas densidades. O N e P séo
nutrientes para as espécies fitoplancténicas que possibilitam suas floracoes,
eutrofizando o ambiente e, com isso, diminuindo sua capacidade de produg&o.
Também existe interferéncia na qualidade da agua pelos residuos ou sobras da
atividade aquicola como descamacéo, mucos, vitaminas e agentes terapéuticos
(SIPAUBA-TAVARES; MORAES; BRAGA, 1999).

Desta forma, a aquicultura tem acelerado o processo de eutrofizagéo,
havendo assim, necessidade de manejos pouco impactantes ao ambiente, com
maior controle da qualidade da agua de cultivo, do tratamento dos efluentes
aquicolas e acompanhados de um monitoramento constante (MACEDO;
SIPAUBA-TAVARES, 2010).

Segundo SIPAUBA-TAVARES et al. (2002), existe uma grande
variedade de biofiltros bacterianos disponiveis para minimizar os impactos
causados pela aquicultura, porém alguns deles sdo caros e de dificeis
configuracdes. O fitoplancton é um biofiltro com maior possibilidade por filtrar o
N e o P, estudos também apontam Artemia sp. com essa capacidade
(MARINHO-SORIANO et al., 2011). Existem também os animais filtradores das
espécies fitoplanctdnicas capazes de controlar o aumento das populacdes da
comunidade fitoplanctbnica, evitando assim hipdxia nos ambientes de cultivo.

Altas densidades de fitoplancton também podem obstruir as branquias
dos peixes, prejudicando sua respiracéo, refletindo no seu desenvolvimento, e
ainda tornando-os presas faceis (LOPES; SANTOS; TENORIO, 2000). As
espécies do fitoplancton que produzem metabolitos secundarios causadores de
off-flavor e intoxicagdo no pescado, podem levar a morte os peixes cultivados,
causando grandes prejuizos financeiros na aquicultura (MACEDO; SIPAUBA-
TAVARES, 2010). Segundo Kubitza (2004) para o calculo destes prejuizos

soma-se 0 atraso na despesca, a reducdo no crescimento e na eficiéncia
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alimentar e o aumento na mortalidade dos peixes cultivados. Afetando também
a qualidade do peixe destinado a mesa (KUBITZA, 1999).

2. Organismos filtradores

Os organismos filtradores sdo os animais que retiram os alimentos da
agua filtrando-os através de estruturas branquiais, como ocorre em espécies de
Chordata, Mollusca, Arthropoda e Annelida, ou formando uma corrente de agua
levando-a até o atrio e filtrando as particulas de alimento nos coandcitos, acdes
estas realizadas pelas espécies de Porifera, ou ainda por fluxo de &gua
produzido pelos 6rgéos ciliados (coroa) de Rotifera, que leva o alimento até o
mastax adaptado para moer (FAUCHALD; JUMARS, 1979; MEDEIROS;
HADEL, 1999; SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 2001; ROTTA, 2003).

Na aquicultura continental os animais filtradores mais conhecidos s&o os
que filtram da agua as espécies do fitoplancton no processo de alimentacao,
melhorando a qualidade da agua de cultivo. Estes pertencem as classes
Actinopterygii (peixe), Bivalvia (améijoa, berbigdo, mexilhdo, ostra, sururu,
vieira) e Branchiopoda (microcrustaceos) (CAVALCANTE JR et al.,, 2005;
LAZZARO, 1987), podendo ser considerados filtro-alimentadores, filtros de
alimentos, filtros de plancton ou biofiltros plancténicos.

Segundo Smith (1989) Hypophthalmichthys molitrix (Valenciennes,
1844), carpa prateada, pode chegar a uma taxa de filtracdo de 18,25
litros/hora/peixe (KOLAR et al., 2005; ROSS, 2001), filtrando inclusive espécies
do fitoplancton menor do que 10 um (VOROS et al., 1997). Segundo Riisgard
(1988) Crassostrea virginica (Gmelin, 1791) (ostra) filtra até 6,80 L.h™ de agua,
retirando alimento de até 2 um, e Potamocorbula amurensis (Schrenck, 1861)
(améijoa), segundo Greene et al. (2011), chega a filtrar 1,1 L.ind*.h™. Em
relacdo aos microrganismos que fazem parte do zooplancton, Agasild e Noges
(2005) identificaram filtracbes de pastejos de particulas de 0,5 um em
claddceros e rotiferos e taxa de ingestdo de até 7,63 + 9,16.10° células.L™*.h™.

Espécies de animais ainda pouco estudadas quanto a sua capacidade
de filtragdo para a melhoria da qualidade da dgua de ambientes eutrofizados,

entre as esponjas, segundo Milanese et al. (2003) e Stabilli et al. (2006; 2008),
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e entre as poliquetas, segundo Giangrande et al. (2005) e Licciano, Stabilli e
Giangrande (2005), precisam ser mais estudadas como biorremediadoras.

Os animais planctivoros podem ser ainda seletivos por fitoplancton ou
zooplancton na alimentacédo (LAZZARO, 1987) e ainda selecionar a presa por
palatabilidade ou tamanho, entre outros aspectos (GRAHAM; SPRULES, 1992;
LAMPERT, 1987; PAOLUCCI; CATALDO; BOLTOVSKQY, 2010; TACKX et al.,
1989; WIRTZ, 2012).

Os organismos filtradores sao potenciais controladores top-down do
fitoplancton, podendo assim, serem utilizados na biomanipulagéo para melhoria
da qualidade da 4gua com a biorremediacdo do ambiente de cultivo no que se
refere ao controle das populacbes de microalgas limnéticas ou pelagicas,
sendo uma acgéao preventiva da hipoxia no ambiente de cultivo.

Zhou et al. (2011) afirmam que é urgente o controle de floracdo
fitoplanctbnica com eficiéncia e seguranca. Entre os métodos fisico, quimico e
biolégico de controle de microalgas, o método bioldgico tem se mostrado
bastante eficiente e seguro em relacdo aos outros, uma vez que ndo necessita
do uso de substancias quimicas (método quimico) e nem de energia (método
fisico), o que o torna barato. Na aplicacdo deste método podem ser utilizadas
espécies filtradoras no controle bioldgico.

O emprego de animais filtradores em estudos de biorremediacdo tem
varias vantagens, uma delas € o fato deles consumirem as particulas organicas
e nutrientes inorganicos dissovidos (CHOPIN et al., 2001; VINATEA, 1999),
evitando que os nutrientes, oriundos da degradacdo bacteriana da matéria
organica, sejam lancados nos efluentes. Outra vantagem € que eles se
alimentam de fitoplancton e bactérias, que usam 0s nutrientes inorganicos para
0s seus crescimentos (QIAN; WU; NI, 2001).

Na cadeia trofica dos ecossistemas aquéaticos as espécies
fitoplanctivoras do plancton, do nécton e do benton, desempenham um
importante papel no controle das populagdes fitoplancténicas (CARPENTER et
al.,, 1987), a exemplo de Daphnia O. F. Mdiller, 1785 (crustaceo),
Hypophthalmichthys molitrix (Valenciennes, 1844) (peixe) e Bivalvia Linnaeus,
1758 (molusco), respectivamente.

Foi verificado também que alguns organismos filtradores sdo capazes de

filtrarem cianobactérias produtoras de cianotoxinas, a exemplo de Oreochromis
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niloticus (Linnaeus, 1758) (tilapia do Nilo) que segundo Panosso et al. (2007)
apresentou eficiéncia na filtracdo de cianobactérias, sendo uma alternativa
potencialmente viavel no controle biolégico de floragbes, e H. Molitrix que em
aguas eutrofizadas apresentou um rapido crescimento onde as cianobactérias
foram o principal alimento (LIU; BAO; YANG, 2009).

Portanto, os organismos que apresentam uma boa capacidade de
filtracdo desempenham um papel importante no equilibrio dos ecossistemas
aguaticos, remediando a eutrofizacdo com a reducdo das populacdes de
fitoplancton, inclusive as de cianobactérias produtoras de cianotoxinas,
diminuindo a carga de nutrientes na coluna de &gua, aumentando a
transparéncia da agua, previnindo da hipoxia e tendo como consequéncia a
melhoria da qualidade da agua para a aquicultura.

E necessario um maior nimero de pesquisas para avaliar as interagdes
entre 0os organismos com potencial de biorremediagdo e o metabolismo do
ecossistema aquatico, visando uma resposta mais eficiente na remocédo do
fitoplancton, a exemplos de estudos que vem sendo realizados com Artemia
franciscana Kellogg, 1906, e deste trabalho que pesquisou a potencialidade de
Dendrocephalus brasiliensis Pesta, 1921 no controle top-down do fitoplancton e
sua preferéncia alimentar, além de outros aspectos.

Assim dando continuidade, segue uma breve abordagem de alguns

organismos filtradores usados em remediacdo de ambientes aquicolas.

2.1 Hypophthalmichthys molitrix (Valenciennes, 1844)

Hypophthalmichthys molitrix (Valenciennes, 1844), um Cyprinidae
(Actinopterygii: Cypriniformes) conhecido por carpa prateada, € um peixe
fitoplantéfago, e a espécie aquicola mais cultivada no mundo (3.782.281 t),
sendo a China o seu maior produtor com 3.193.270 t (FAO, 2010b). Espécie de
origem asiatica provavelmente foi introduzida no Brasil em 1904, tornando-se
umas das principais espécies cultivadas no pais em policultivos (OSTRENSKY;
BORGHETTI; SOTO, 2008). Na europa foi deliberadamente introduzida por
agéncias ambientais como agente de controle biolégico de proliferacdo de
algas em ecossistemas eutréficos (DOMAIZON E DEVAUX, 1999; PIPALOVA,
2002; SAVINI et. al., 2010).
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Os processos de respiragdao e alimentagdo deste animal ocorrem
simuntaneamente, ou seja, ele filtra a0 mesmo tempo da agua o OD, para a
respiracdo, e o fitoplancton para a sua alimentacdo. Zhao et al. (2011)
estudaram esta relacdo em resposta a reducdo de OD e observaram que
H. molitrix obteve diminuicdo da sua eficiéncia de filtragem quando os niveis de
OD diminuiram de 3 mg/L, verificando ser este um animal resistente a baixa de
OD, fato comum em ambientes eutrofizados. Devido ao seu potencial, esta
espécie vem sendo utilizada no controle top-down do fitoplancton em lagos
tropicais eutrofizados (XIAO et al. 2010).

O nicho ecolégico da carpa prateada localiza-se na regido limnética, a
mesma onde se encontra a comunidade do fitoplancton. Por ser um peixe
microfiltrador, segundo Nunes (2000), o seu consumo seletivo de microalgas
reduz a biomassa fitoplanctonica ao mesmo tempo em que estimula a taxa de
reproducdo de microalgas, de forma a ndo comprometer a producéo de OD,
mas sim proporcionar um controle do florescimento excessivo de espécies do
fitoplancton. Isto é justificado por Nunes (2000) devido a uma producdo maior
de OD pelas algas jovens, provenientes da reproducéao algal que foi estimulada
pela carpa e ainda, segundo Hepher e Pruginin (1981), pela remocao do
excesso de algas evitando sua morte natural, e consequente processo de
decomposicdo que consume o OD e promove hipdxia no ambiente aquatico,

causando mortandade das espécies.

2.2 Bivalvia Linnaeus, 1758 de 4gua doce

Bivalvia Linnaeus, 1758, é uma classe do filo Mollusca de animais
aquaticos, caracterizada pela presenca de duas valvas, sendo popularmente
conhecidos por bivalves e mexilhdo. Dentre estes bivalves existe uma ordem
de organismos de 4gua doce denominada Unionoida Stoliczka, 1871.

Existem no mundo cerca de 840 espécies da ordem Unionoida
(Mollusca: Bivalvia), das quais 172 sdo Neotropicais (GRAF; CUMMINGS,
2007). No Brasil os bivalves de &agua doce pertencem as familias
Mycetopodidae e Hyriidae da ordem Unionoida, Sphaeriidae da ordem
Veneroida e a familia exética Corbiculidae (Veneroida), totalizando 115
espécies (AVELAR, 1999; FELIPI; SILVA-SOUZA, 2008).
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Os bivalves dulciaquicolas alimentam-se principalmente de microalgas
(AVELAR, 1999) podendo filtrar grandes quantidades de agua em rios e lagos,
removendo o fitoplancton (HWANG et al., 2004; OGILVIE; MITCHELL, 1995), e
tém potencial para ser uma ferramenta na biomanipulacdo de ambientes
aguaticos eutrofizados. Os bivalves podem ser controladores top-down do
fitoplancton. Isto acarreta em aumento da transparéncia da agua e da
intensidade da luz no sedimento, com consequente efeito bottom-up do
fitoplancton, reduzindo ainda mais a producdo de microalgas por déficit de
nutrientes (DUMBAULD; RUESINK; RUMRILL, 2009; NEWELL, 2004; WALL;
PETERSON; GOBLER, 2008). Segundo McKenzie e Ozbay (2009) a utilizacao
de bivalves no controle do fitoplancton € um método barato e importante para a
aguicultura.

Em estudos de laboratério foi verificado o potencial do mexilh&o Elliptio
complanata (Lightfoot, 1786) (Unionoida) na filtragem de fitoplancton,
apresentando uma taxa de depuracdo de clorofla a de 0,187
litros/hora/mexilhdo, sendo confirmado o seu potencial para ser usado em
aquicultura na reducdo de populacdes fitoplanctbnicas, resultantes da
eutrofizagdo (MCKENZIE; OZBAY, 2009). Segundo Mckenzie e Ozbay (2010)
viveiros de piscicultura podem ser ambientes adequados para E. complanata
promover uma melhoria na qualidade da agua.

Outra espécie que tem sido utilizada para mitigar os impactos ambientais
da piscicultura é Diplodon chilensis Gray, 1828, (Hyriidae), usado em cultivos
de salméo, sendo capaz de mudar o nivel tréfico da agua de hipereutréfico
para oligotréfico, apresentando taxa de filtragem de 1,3 L.htind* (SOTO;
MENA, 1999). Parada et al. (2008) afirmam que esta espécie pode ser
considerada um biofiltro eficaz no tratamento de algas residuais da piscicultura.

Entretanto, alguns desses bivalves podem causar impactos ambientais,
mesmo sendo bons filtradores de algas (NEWELL, 2004). Segundo Scheffer
(2004) a invasao de Corbicula fluminea (O. F. Miller, 1774) (Veneroida) no
continente americano tem causado sérios danos ambientais. O registro desta
espécie em reservatorios hidrelétricos do Submédio Sao Francisco foi realizado
por Lopes e Tendrio (2003), alertando para os danos econbmicos que esta

espécie de molusco pode causar.
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Bivalves de agua doce também sdo utilizados como fonte de alimento,
atingindo tamanho comercial que pode chegar a 20 cm (AVELAR, 1999), a
exemplo da espécie Anodontites trapesialis que tem potencial para aquicultura
como fonte de alimento proteico (FELIPI; SILVA-SOUZA, 2008). Estes animais
também apresentam importancia econémica com sua utilizagdo na producao
de calcério, confeccdo de botbes madre pérola, adornos caseiros e na
alimentacdo (AVELAR, 1999). Vale ressaltar que algumas espécies da ordem
Unionoida apresentam fase parasitaria tendo o peixe geralmente como
hospedeiro, causando prejuizos na piscicultura (AVELAR, 1999; FELIPI;
SILVA-SOUZA, 2008; MANSUR, 1999).

Devido as poucas publicacbes sobre cultivos de bivalves nativos de
agua doce no Brasil, a conclusao do inventario da malacofauna limnética do rio
Séo Francisco (CHESF, 2010) e de outros levantamentos da malacofauna
nativa de agua doce e continental (AGUDO-PADRON, 2008; BAKER, 1913;
KLAPPENBACH, 1964) permitem um maior suporte para conhecer as espéceis
mais adquadas para a sua utilizacdo na aquicultura, seja para a producao de
alimento ou como biorremediadora de impactos ambientais provocado pela
propria aquicultura. A exemplo do mexilhdo marinho, Crassostrea rhizophorae
(Guilding, 1828) (ostra nativa), cultivado para servir de almento para humanos,
e também utilizado como biofiltro de efluentes da carcinicultura marinha
(MODESTO et al., 2010), algumas espécies de mexilhBes nativos limnicos
também vem sendo estudos pelas universidades e outros 6rgdos de pesquisas

para sua insercdo na aquicultura continental.

2.3 Daphnia O. F. Muller, 1785

Daphnia O. F. Mduller, 1785 é um género da ordem Cladocera
(Anostraca, Crustcea) conhecida popularmente por déafnia e pulga d’agua.
Daphnia spp. sao utlizados mundialmente como organismos-testes nos
estudos de ecotoxicologia. As espécies Daphnia magna Straus, 1820 e
Daphnia similis Claus, 1876 s&o internacionalmente padronizadas (ROCHA,
GUNTZEL, 1999), e no Brasil o seu uso foi normatizado pela Associacdo

Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), para avaliacdo da toxicidade aguda de
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amostras de efluentes liquidos, aguas continentais superficiais ou subterraneas
e substancias quimicas solUveis ou dispersas em agua (ABNT, 2009).

Segundo Rocha e Guntzel (1999) muitas espécies de Cladoceros podem
ser utilizadas como bioindicadoras, por serem sensiveis indicadores das
condicbes ambientais. Araujo et al. (2010) utilizaram Daphnia laevis Birge,
1879, uma espécie nativa do Brasil, de clima tropical, e D. similis, espécie
padronizada e exoética. Ambas as indicaram como bioindicadores no
monitoramento de recursos hidricos existentes no entorno das plantacdes de
Eucalyptus urograndis (Mirtaceae).

Daphnia spp. também sao utilizados como alimentos vivos na
larvicultura/alevinagem de peixes de piscicultura, inclusive para os ornamentais
(ROCHA; GUNTZEL, 1999), e na biomanipulacédo para o controle top-down do
fitoplancton (SOMMER et al., 2003; WOJTAL-FRANKIEWICZ; FRANKIEWICZ,
2011). Estes microcrustaceos sao eficientes na filtracdo do fitoplancton por
serem considerados grandes cladoceros e por serem seletivos na alimentacéo,
exercendo grande pressao sobre o fitoplancton em suas pastagens
(PERETYATKO et al., 2011; TEISSIER et al., 2011).

Em levantamento bibliografico realizado por Lynch (1980) de 17
espécies de Dapnhia, foi verificado que a espécie com o menor tamanho de
nascimento foi D. galeata mendotae G. O. Sars, 1864 (0,38 mm), e D. magna
foi a que apresentou o maior tamanho na fase adulta (5,90 mm). Em 306
amostras de D. middendorfiana Fischer, 1851, Tiberti (2011) fez a medicéo de
seus tamanhos, nao considerando a cauda, que foram entre 0,60 mm e 3,43
mm. Animais zooplanctdnicos de maior tamanho provavelmente tém maior
poder de filtracdo quantitativamente e também maior capacidade de filtrar
desde o ultraplancton até o macroplancton. Os grandes filtradores que fazem
parte do nécton, geralmente filtram o plancton em geral (fitoplancton,
zooplancton, ictioplancton etc), mesmo que sé se alimentem do fitolplancton.
Este aspecto tem sido muito abordado em trabalhos de biomanipulagéao
visando o controle top-down do fitoplancton, sendo recomendada a retirada dos
peixes planctéfagos de lagos para promover maior eficiéncia no referido
controle, ou por afetar a dindmica da comunidade zooplancton, principalmente
das dafnias (CARPENTER; KITCHELL; HODGSON, 1985; KURMAYER;
WANZENBOCK, 1996; REISSIG et al., 2006; SELLAMI et al., 2012).
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2.4 Dendrocephalus brasiliensis Pesta, 1921

Dendrocephalus brasiliensis Pesta, 1921 (Crustacea: Anostraca) é
conhecida por branchoneta e pertence a mesma ordem de Artemia franciscana
Kellogg, 1906 e Daphnia spp., espécies muito conhecidas na aquicultura.

A branchoneta € uma espécie de &gua doce que apresenta
metamorfose, passando por diversas formas e tamanhos. Na fase inicial de
vida é menor do que Artemia spp. e na fase adulta maior, este especto é
importante na aquicultura porque este animal poderd servir de alimento para
pés-larvas de peixes de menores tamanhos. Outro aspecto importante pode
estar relacionado a um maior controle top-down do fitoplancton, pois o seu
menor tamanho pode possibilitar filtrar espécies menores, a exemplo de
cianobactérias. Alimentando-se de diversos tamanhos de espécies
fitoplanctonicas durante todo o ciclo de vida, provavelmente um leque maior de
espécies filtradas para a alimentagdo do que a filtracdo da Artemia spp. e da
dafnia.

E valido ressaltar a importancia de A. franciscana (artémia) por ser uma
espécie que se assemelha muito com a branchoneta, inclusive no tamanho,
apesar de tratar-se de uma espécie eurihalina a exemplo do krill, pequeno
crustaceo filtro-alimentador de fitoplancton muito conhecido por sua
importancia ecolégica (KAWAGUCHI; ICHII; NAGANOBU, 1999). A artémia é
muito comercializada na aquicultura servindo como fonte de alimento para a
carcinicultura e as pisciculturas marinha e ornamental, devido ao seu tamanho
e por apresentar um alto valor proteico. Para adgua doce, de acordo com Lopes
et al. (1998), a branchoneta é uma notavel contribuicdo a larvicultura e
alevinagem de peixes carnivoros.

Ainda, segundo Camara (2000) e Marinho-Soriano et al. (2011) A.
franciscana tem sido usado também na biomanipulacdo de aguas de efluentes
aquicolas eutrofizados, devido a sua capacidade de filtracdo de fitoplancton e
bactérias. Biofiltracdo em lagoas de estabilizacdo é observada também na
branchoneta (GONCALVES; IDE; ROCHE, 2002).

Segundo Rabet e Thiéry (1996) os cistos de D. brasiliensis tem diametro
de 213 a 233 um com uma média de 219 + 6.76 um, apresentando média

inferior a D. ornatus (239 + 9.47 um) e a Artemia préximo a 270 um (LOPES;
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GURGEL; PONTES, 2011). Segundo Rocha e Guntzel (1999) a maioria das
espécies de cladéceros tem tamanho compreendido entre 0,5 a 3,0 mm. Em
condi¢bes de cultivo o comprimento médio da Daphnia laevis ao nascer € de
0,64 mm e quando adulto 2,62 mm (JACONETTI, 2005). Para ambientes
limnicos o Dendrocephalus apresenta vantagem em ralacdo a Artemia,
considerada o principal expoente aquicola dos Anostracas, ndao sé por ser uma
espécie limnica, mas ainda segundo Lopes, Gurgel e Pontes (2011) o menor
tamanho de seus cistos apds descapsulados, propricia um melhor
aproveitamento como alimento para larvas de camardes ou peixes, assim como
0 seu maior tamanho na fase adultado (20 mm) tras um melhor rendimento de
biomassa. Aspectos da biologia da branchoneta, objeto de estudo deste

trabalho, sé&o descritos no proximo capitulo.
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CAPITULO 2

Branchoneta: crustaceo de alto valor proteico e filtro-alimentador de
plancton

RESUMO

A espécie Dendrocephalus brasiliensis Pesta, 1921, trata-se de um pequeno crustaceo
conhecido vulgarmente por branchoneta, cujo potencial para a aquicultura vem sendo
investigado cientificamente, apresentando resultados ja publicados que comprovam
gue esta espécie possui um dos maiores indices de proteinas, dentre as fontes
proteicas de qualidade utilizadas em rac6es para animais aquaticos, um dos melhores
escores quimicos de aminoéacidos que atendem as exigéncias de animais aquicolas,
excelentes indices de sobrevivéncia e crescimento na alevinagem de espécies
exigentes quanto a alimentagdo, controle top-down do fitoplancton, entre outros
aspectos importantes para a aquicultura. Contudo, o seu uso ainda € incipiente,
mesmo ja sendo conhecida a técnica de producdo de cistos e de biomassa desta
espécie. Esta revisdo tem como objetivo divulgar o D. brasiliesis e suas técnicas de
producdo, fornecendo subsidios para o seu uso na aquicultura. Aspectos sobre a
biologia reprodutiva e alimentar deste anostraca sdo analisados nesta contribui¢ao,
sendo mencionado o exemplo de sucesso do uso da branchoneta na Estacdo de
Piscicultura de Paulo Afonso, pertencente a Companhia Hidro Elétrica do Sé&o
Francisco. Também foram listados os trabalhos que evidenciam a importancia da
branchoneta para aquicultura e outros trabalhos correlacionados.

Palavras-chave: Aquicultura, Anostraca, filtro-alimentador, publicacgbes,
Thamnocephalidae

ABSTRACT

Branchoneta: crustacean with high protein value and the plankton’s filter-feeder.
The species Dendrocephalus brasiliensis Pesta, 1921, a small crustacean usually
known as branchoneta, has a potential in aquaculture that has been scientifically
investigated, showing results already published that assure that this species has one of
the biggest protein indices, between the protein sources with good quality used in
rations for aquatic animals, one of the best chemical scores from amino acids that fulfill
the aquiculture animal's demands, excellent indices of survival and growth on
fingerlings species demanding regarding feed, top-down control of phytoplankton,
among other important aspects of aquaculture. Notwithstanding, its use is still incipient,
although the well-known production technique of cyst and biomass from this species.
This review aims to divulge the D. brasiliesis and its production technique, giving
subsidies for its use in aquaculture. Aspects of the reproductive and food biology from
this anostraca are analysed in this contribution, being mentioned the successful
example of the branchoneta’s use at Estagdo de Piscicultura de Paulo Afonso,
belonging to Companhia Hidro Elétrica do S&o Francisco. Also, the works that show
the branchoneta’s importance to aquaculture and other correlated works were listed.

Keywords: Aquaculture, Anostraca, filter-feeder, publication, Thamnocephalidae.
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1. INTRODUCAO

Dendrocephalus brasiliensis (branchoneta) € um animal plancténico com
preferéncia alimentar por fitoplancton (LOPES, 2002). Espécie cosmopolita,
atua na regido do submédio rio Sao Francisco. Inicialmente, quando foi
observada na Estacdo de Piscicultura de Paulo Afonso (EPPA), pertencente a
Companhia Hidro Elétrica do Sao Francisco (CHESF), foi tida como um
problema nos viveiros de alevinagem, pois quando surgia nesses viveiros as
aguas verdes, em poucos dias ficavam completamente transparentes. A
espécie passou entdo a promover o controle biolégico do fitoplancton na EPPA
(TENORIO, 2011), pois além de ser um componente importante na cadeia
alimentar de animais onivoros e carnivoros como 0s peixes, a branchoneta,
remove também em curto espaco de tempo microalgas de lagoas de
estabilizacdo e bactérias do ambiente aquatico para alimentacdo (LOPES,
1998; GONCALVES, 2001). A importancia desta espécie na alimentacdo de
peixes foi observada pela primeira vez também na EPPA durante a larvicultura
de Salminus franciscanus Lima e Britski, 2007, espécie de peixe nativa do rio
Séo Francisco, conhecida por dourado do S&o Francisco, que apresenta baixa
sobrevivéncia na alevinagem, o qual passou a apresentar altas taxas de
sobrevivéncia quando foi ministrada a branchoneta em sua alimentagdo. A
partir de entdo, este crustaceo passou a ser usado como alimento vivo e
congelado na alevinagem de espécies carnivoras nativas do rio Sdo Francisco
e de peixes ornamentais (LOPES, 1998; LOPES et al., 1998a; LOPES;
PONTES; ARAUJO, 2006; LOPES; SANTOS NETO, 2006; SANTOS et al.,
2000; TENORIO et al., 2006).

2. CLASSIFICACAO E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

Dendrocephalus brasiliensis Pesta, 1921, foi descrito com os exemplares
coletados por Steindachner e Penther nos Estados da Bahia e do Piaui
(PESTA, 1921). Atualmente é conhecido por branchoneta, nome introduzido
pelo pesquisador Dr. José Patrocinio Lopes em 1998, e que se popularizou em
todo o Brasil, fazendo constar no Glossario de Termos Téecnicos em Aquicultura
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (SILVA; SOUZA, 1998). Outros
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nomes populares sao “artemia de agua doce” também denominado por Lopes
(1998).

A classificacdo deste animal foi realizada com base em Bowman e Abele
(1982), Belk e Brtek (1995;1997) e Weekers et al. (2002) sendo observadas as
consideracbes de Martin e Davis (2001), e considerando o Integrated

Taxonomic Information System (ITIS, 2011):

Filo Arthropoda
Subfilo Crustacea Brunnich, 1772
Classe Branchiopoda Latreille, 1817
Subclasse Sarsostraca Tasch, 1969
Ordem Anostraca Sars, 1867

Subordem Anostracina Weekers, Murugan, Vanfleteren, Belk, and Dumont (2002)
Familia Thamnocephalidae Packard, 1883
Género Dendrocephalus Daday de Dées, 1908
Espécie Dendrocephalus brasiliensis Pesta, 1921

D. brasiliensis pertence a classe Branchiopoda podendo alcancar tamanho
de 2,7 cm (LOPES et al.,, 1998a). Comumente os crustaceos desta classe
compreendem tamanhos de 1 a 2 cm, porém, Branchinecta gigas, da familia
Branchinectidae, pode alcancar até 10 cm (COHEN, 1995). Sendo da ordem
Anostraca (as espécies desta ordem sdo conhecidas por fairy shrimp ou
camardes de fadas) que se subdivide nas familias Artemiidae, Branchinectidae,
Bhirocephalidae, Streptocephalidae e Thamnocephalidae. Compreendendo 21
géneros, 258 espécies e sete subespécies (BELK; BRTEK, 1995).

A branchoneta é uma espécie da regido biogeografica neotropical, mas a
distribuicdo espacial e temporal das espécies da classe Branchiopoda, a
exemplo de outros invertebrados, depende de aspectos hidrolégicos e uma
interacdo complexa envolvendo um conjunto de variaveis fisicas e quimicas da
agua e da disponibilidade de alimentos e predatismo (GONZALEZ et al., 1996;
HANCOCK; TIMMS, 2002; LOPES; PONTES; ARAUJO, 2006; PINDER et al.,
2004; PINDER et al., 2005; TIMMS; DATSON; COLEMAN, 2006).

Os Branchiopodas sédo primariamente de agua doce, habitando também
em aguas interiores salobras, a exemplo de alguns anostracas (ROCHA;

GUNTZEL, 1999). Os anostraceos se adaptam as mais diversas e extremas


http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=83687
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=609935
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=83688
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=624008
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=83747
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=83755
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condicbes ambientais. A exemplo de Artemia sp. de ambientes aquaticos
salinos (VANHAECKE; TACKAERT; SORGELOQS, 1987) e de D. brasiliensis
de regides umidas e lagoas temporarias do Nordeste brasileiro (ROCHA;
GUNTZEL, 1999). Os anostraceos limnicos habitam alagados temporarios e
regibes do semi-arido (BELK; COLE, 1975). A familia Thamnocephalidae,
endémica neotropical (ROCHA; GUNTZEL, 1999), encontra-se representada
na América do Sul pelos géneros Thamnocephalus e Dendrocephalus
(COHEN, 1995).

Novas espécies do género Dendrocephalus vém sendo descritas.
Atualmente sdo treze espécies distribuidas nas Américas Tropical e
Subtropical, das quais quatro sdo encontradas no Brasil, sendo duas espécies
amplamente distribuidas, D. brasiliensis e D. orientalis, principalmente na
regido Centro-Oeste do estado de Goias, nos estados da Bahia e da Paraiba
(CHAVES; LACAU; RABET, 2011; DADAY, 1908 apud RABET; THIERY, 1996;
RABET; THIERY, 1996). Quanto ao D. brasiliensis, ocorre da Argentina ao
Brasil até o estado do Piaui (CESAR, 2008).

A ocorréncia de Dendrocephalus € restrita apenas na América do Sul
(BELK apud COHEN, 1995), com registros também na Venezuela (PEREIRA,
1983; 1984) e na Argentina (PEREIRA; BELK, 1987; PEREIRA; RUIZ, 1995)

D. brasiliensis é caracterizado pelo apéndice frontal ramificado nos
machos (Prancha b-1), uma protuberancia semelhante a uma antena, estrutura

tipica de seu género, e pela producéo de cistos no caso das fémeas.

3. ASPECTOS DA BIOLOGIA

O espécime macho (Prancha 4-a) da branchoneta pode chegar a 27 mm
guando adulto aos 20 dias, e apresenta dimorfismo sexual, evidenciando pelo
apéndice frontal na cabeca (Prancha 4-b) apresentando genitalia (Prancha 4-
c2) proximo aos pleopodos terminais (Prancha 4-c3).

Exemplares fémeas (Prancha 4-d) chegam a medir 20 mm na fase
adulta, aos 20 dias, e ndo apresentam apéndice na cabeca (Prancha 4-e),
apresentando porém um ovissaco bem evidenciado na parte posterior (Prancha
4-f4). A reproducdo € sexuada com liberacdo de cistos, independente das
condi¢cbes ambientais (LOPES; GURGEL; PONTES, 2011).
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Prancha 4 - Ciclo de vida e dimorfismo sexual de Dendrocephalus brasiliensis:
(a) Branchoneta macho adulto; (b) Cabeca do macho; (b-1) Ramificacdo do
aparelho bucal do macho; (c) Parte posterior do macho (c-2) Genitalia do
macho (c-3) Pleopodos (d) Fémea aduta; (e) Cabeca da fémea; (f) Parte
posterior da fémea; (f-4) Ovissaco com cistos; (g) Cistos; (h) Nauplio; (i)
Metanduplio; (j) Juvenil branchoneta; (k) Cisto visto a olho nu; (I) Biomassa de
branchoneta.
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Os cistos, ovos de resisténcia, liberados pelo ovissaco, sdo esféricos e
apresentam oito concavidades pentagonais de mesmo tamanho, com sulcos de
superficie lisa, apresentando coloracao escura (Prancha 4-g).

Apos a eclosao, a branchoneta passa pelas fases de nauplio (Prancha 4-
h), metanauplio (Prancha 4-i) e juvenil (Prancha 4-j)) sendo verificadas as
diferentes formas. A forma de apresentagéo dos cistos a olho nu é apresentada
na prancha 4-k e o formato comercial de biomassa de branchoneta é
visualizado na prancha 4-I.

Os cistos podem permanecer viaveis durante varios anos, até o
momento adequado para eclosdo dos nauplios. Cada fémea por postura libera
de 100 a 230 cistos ou mais, a depender do tamanho.

Lopes et al. (1998a) e Lopes, Pontes e Aradjo (2006) investigaram
pardmetros ambientais favoraveis a branchoneta, onde foi constatado
temperatura 25,5 °C, pH 7,3 e oxigénio dissolvido 2,78 mg.L™, aceitas como

condicBes favoraveis ao seu desenvolvimento.

4. A IMPORTANCIA NA AQUICULTURA

Com o despertar para 0 uso deste animal na aquicultura, em grande
parte dos trabalhos cientificos publicados sobre o referido enfoque, as
principais publicacbes nas diversas areas da nutricdo animal, ecologia e
sistemética sobre este crustaceo, serdo citadas ao decorrer deste trabalho.

Diversas investigacfes tém demonstrado que alguns microcrustaceos de
agua doce podem ser cultivados com microalgas, aglomerados de bactérias e
cianobactérias em busca de alimento mais conveniente e econdmico a ser
empregado na alimentacdo de larvas de peixes comerciais (GARCIA;
MARCANO; PEREIRA, 2000; MITCHELL, 1996). Cistos e biomassa de
branchoneta sédo produzidos para atender a demanda de alimento vivo na
aquicultura da EPPA (LOPES, 2007; LOPES et al., 2008).

Segundo Tendrio (2011) o valor proteico da branchoneta liofilizada é
76,56% e do seu hidrolisado proteico de 79,67%, apresentando escores
guimicos de aminoacidos que atendem as espécies aquicolas mais exigéncias.
Lopes (1998) ja afirmava que o valor proteico da branchoneta era superior aos

61,60% da artémia. Confirmando desta forma seu alto nivel proteico e 0 seu
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grande potencial para a aquicultura como fonte de alimento vivo ou
processado.

Atualmente, um dos maiores problemas na aquicultura, principalmente
na larvicultura de camardes e peixes, € a demanda por alimento vivo (na forma
de cistos, nauplios, larvas) ou inerte (biomassa). Artemia sp. tem sido um
alimento de sustentacdo na larvicultura de camardes e peixes, porém a
escassez de seus cistos no mercado e seu alto custo dificulta o crescimento da
atividade (CAMARA, 2000).

Varios estudos tém sido realizados para a inser¢do da branchoneta na
aquicultura (CARNEIRO, 2000; COIMBRA et al., 2010; LOPES et al., 1998a;
LOPES et al., 2007; LOPES et al., 2008; LOPES; GURGEL; PONTES, 2011;
LOPES; TENORIO, 2005; TENORIO, 2011; YFLAAR; OLIVERA, 2003). Os
estagios mais dificeis da alevinagem € o processo de transformacéo de larvas
em alevindes (SIPAUBA-TAVARES, 1993). A branchoneta apresenta as
caracteristicas necessarias para suprir na alimentacdo das espécies onivoras e
carnivoras de cultivo nesta fase de transformacao.

Em experimentos realizados em campo e laboratério foi observado que
alevinos de peixes carnivoros, a exemplo de Lophiosilurus alexandri
Steindachner, 1876 (niquim), Astronotus ocellatus (Agassiz in Spix and
Agassiz, 1831) (apaiari ou oscar) e Cichla ocellaris Bloch e Schneider, 1801
(tucunaré) davam preferéncia alimentar as branchoneta em detrimento de
outros alimentos fornecidos, consumindo-as de forma rapida e devido a isso
houve um incremento (> 200%) significativo no crescimento e no percentual de
sobrevivéncia (LOPES, 1998; LOPES; TENORIO, 2005).

Neste contexto, a branchoneta encontra-se em evidéncia nesta atividade
por ser um alimento vivo que vem substituindo o uso de Artemia sp. por ser
considerada de menor custo para o criador (LOPES; GURGEL; PONTES,
2005).

Na industria de ragbes, é interessante se pensar na utilizagdo de
biomassa de branchoneta para a producdo de farinha e hidrolisado proteico
como ingredientes em racdes balanceadas, fonte de alimentacdo para peixes e
crustaceos. A inclusédo de farinha de branchoneta na dieta de camardes seria
uma solucdo interessante a ser pesquisada, em virtude da situacao atual da

industria que depende de dietas naturais com mexilhdes, ostras, poliquetas e
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biomassa de artémia para maturacdo desses crustaceos (LOPES; GURGEL;
PONTES, 2005).

A farinha de branchoneta pode ser uma alternativa para a aquicultura,
pois segundo Goncalves (GONCALVES, 2001), com a utilizacdo desses
animais para o tratamento de efluentes domeésticos, na reciclagem natural as
bactérias disponibilizam os nutrientes, as algas os incorporam em biomassa
vegetal e D. brasiliensis se alimenta das algas, formando a biomassa animal,
que podera por sua vez, apOs analises, ser utilizada nas racdes de outros
animais, até mesmo para o consumo humano (LOPES; GURGEL; PONTES,
2005). O hidrolisado de um pequeno curstraceo planctéfago Euphausia
superba Dana, 1852, Krill antartico, ja € um produto alimentar importante no
Japdo, este animal também apresenta peptideos anti-hipertensivos
(HATANAKA et al., 2009).

Artemia sp. quando utilizada em forma de farinha liofilizada na
alimentacdo de camardo Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) juvenis,
apresentou um incremento de 300%. Na ingestdo de alimentos e em dietas
artificiais, a farinha de artémia pode substituir 50% dos alimentos frescos, sem
afetar o rendimento reprodutivo, nem a qualidade das larvas. Também, a
inclusdo de farinha de biomassa de Artemia sp. em dietas artificiais resulta no
aumento de ingestdo, promovendo a maturacdo ovarica, além de aumentar a
qualidade dos ovos (WOUTERS et al., 2001). O crustaceo D. brasiliensis, além
de servir eficazmente como alimento na aquicultura, a exemplo de piscicultura
e carcinicultura (SANTOS et al. 2000; LOPES; TENORIO, 2005), também tem
apresentado resultados positivos pela sua acao filtradora de microalgas
(TENORIO, 2011).

A utilizacdo destes agentes biol6gicos em recuperacdo de ambientes
aquaticos € ecologicamente mais aceita. Por outro lado, um problema
relacionado a utilizacdo de organismos vivos em remediacdo ou purificacdo de
ambientes aquaticos, diz respeito a destinacdo da sua biomassa. Além de ser
um componente importante na cadeia alimentar de animais onivoros e
carnivoros, como 0s peixes, a branchoneta contribui para aumentar a
transparéncia da agua de viveiros de aquicultura, removendo também, em

curto espaco de tempo, microalgas de lagoas de estabilizagdo (GONCALVES;
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IDE; ROCHE, 2002). Outro papel atribuido a espécie € o de remover bactérias
do ambiente aquético para alimentagédo (LOPES, 1998).

Dada a importancia econdmica e ambiental de D. brasiliensis e sua
relevancia no controle top-down do fitoplancton em ambientes eutrofizados
(TENORIO, 2011), faz-se necessario a realizacdo de estudos que venham a
contribuir para um maior aproveitamento das potencialidades da espécie e da
elaboracdo de uma biotecnologia de remediacdo que seja aplicavel a
ecossistemas aquaticos eutrofizados, tendo como meta a qualidade de vida
humana e do ambiente.

Dietas processadas e balanceadas permitem um melhor balanceamento
dos nutrientes essenciais, conforme a necessidade da espécie a que se
destinam. Estas racdes apresentam menor perda de nutruientes para o
ambiente aquético, além de serem de facil administracdo, no arragoamento, e
de estocagem (ARARIPE et al. 2011; TACON, 1987a; 1987b; 1988).

A maior parte dos trabalhos publicados sobre D. brasiliensis abordam

guestdes nutricionais na aquicultura (Tabela 01).
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Tabela 01 - Fontes bibliograficas para o estudo de Dendrocephalideos.

Area Autor / Citac&o Ano
Sistematica CHAVES, LACAU e RABET 2011
RABET 2006
RABET e THIERY 1996
BELK e BRTEK 1995
PEREIRA 1983
PESTA 1921
Genética COIMBRA et al. 2010
WEEKERS et al. 2002
Ecologia LOPES, GURGEL e PONTES 2011
VASCONCELLOS 2010
BRITO, BRITO e PEREIRA 2010
BRITO, BRITO e PEREIRA 2009
MAI et al. 2008
LOPES 2003
ROCHA, GUNTZEL 1999
COHEN 1995
Nutricéo TENORIO 2011
LOPES, PONTES e ARAUJO 2008
LOPES et al. 2008
LOPES 2007
LOPES, PONTES e ARAUJO 2006
LOPES, GURGEL e PONTES 2005
LOPES e TENORIO 2005
LOPES e TENORIO 2003
YFLAAR e OLIVERA 2003
YFLAAR, FILHO-MAIA e OLIVERA 2003
SANCHEZ et al. 2003
SALAZAR et al. 2003
LOPES 2002
SILVA, OLIVEIRA, e SANTOS 2001
GARCIA, MARCANO e PEREIRA 2000
SANTOS et al. 2000
GUERRA-SANTOS, LOPES e TENORIO 1999
LOPES et al. 1998a
LOPES et al. 1998b
LOPES 1998

5. CONSIDERACOES FINAIS

O crustaceo branchoneta € um animal rustico, bastante resistente as
condi¢cdes adversas da regido semi-arida, vivendo em lagoas temporarias. Na
aquicultura, suporta baixas concentracbes de oxigénio dissolvido, altas
temperaturas (acima de 36°) e baixa qualidade da &agua, a exemplo de

ambientes eutrofizados.
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O conhecimento do comportamento deste animal, de sua biologia
reprodutiva, com o dominio da técnica de producdo de cistos e biomassa, 0
credencia na aquicultura.

Os estudos realizados com a branchoneta evidenciam o seu potencial
para uso em larga escala, seja na area ambiental ou nutricional. Na é&rea
ambiental, como bio-controladora de florac6es algais, e na &rea nutricional
como alimento vivo, inerte ou processado.

Como alimento vivo, desde as fases de cistos, nauplios, metanauplios,
juvenis e até adultos, para peixes e camardes, a exemplo do que acontece com
artémia. O uso inerte na forma de biomassa congelada ou desidratada e
também o uso processada, na producdo de farinha de branchoneta, liofilizada
e/ou hidrolisado proteico para fazerem parte da composicdo de racfes para a
aquicultura.

Em sintese, este animal tem potencial para uma ampla utilizacdo nas
diversas areas ambientais, seja no controle de floragdes algais, como alimento
vivo, na induastria de racdes e na extracdo de substancias, a exemplo de
enzimas, aminodacidos, acidos graxos e quitina. O seu aproveitamento também
podera ser como realgador de sabor, pois € uma fonte dos acidos glutamico e

aspartamico, que possuem sabor umami.
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CAPITULO 3

Dendrocephalus brasiliensis Pesta, 1921 no controle top-down do

fitoplancton em ambientes aquicolas eutrofizados

RESUMO

O fenbmeno de eutrofizacdo em ambientes de producdo aquicola estiq associado a
floracao fitoplancténica, devido a carga excessiva de nutrientes, sendo catalisado pela
fertilizacdo, pelo arragcoamento e por excrementos de animais condicionados a altas
densidades de estocagem. A proliferacdo excessiva de microalgas, diminui a
capacidade de suporte dos sistemas de producdo de animais aquaticos, interferindo
na produtividade e na qualidade do pescado, prejudicando a comercializagdo devido
ao off-flavor, e causando prejuizos econémicos em virtude das enfermidades e
mortandades ocorridas nha aquicultura. O objetivo deste trabalho foi 0 estudo de
Dendrocephalus brasiliensis, branchoneta (bc), como controlador top-down do
fitoplancton em ambientes aquicolas eutrofizados, e a andlise de seu efeito na
composicao fitoplanctdnica da adgua, com énfase na biofiltracdo de Cyanobacteria. O
experimento constou de seis tratamentos (0, 20, 40, 60, 80 e 100 bc.L™), com quatro
repeticdes, sendo concluido apés um ciclo infradiano, com coletas de amostras de
fitoplancton da agua e do contetdo intestinal deste animal. O fitoplancton foi analisado
quanto a sua composicdo e densidade, e os taxons identificados com o uso de
bibliografia especializada. A analise quantitativa foi realizada com auxilio de
microscépio 6ptico invertido, com densidade algal estimada segundo o método de
Utermonhl. A preferéncia alimentar da branchoneta foi indentificada usando o software
Manly’s Alpha do “Programs for Ecological Methodology, Version 5.1” e os indices de
estados tréficos da agua foram calculados segundo Nygaard. Foram identificadas 92
espécies de algas. Destas, nove sdo preferidas na alimentacdo da branchoneta,
incluindo as cyanobacteria Anabaena sp.1l (produtora de cianotoxina) e Geitlerinema
amphibium. Também foi verificada mudanca do estado troéfico da agua, de eutréfico
para oligotrofico e da coloracdo, de verde para transparente, apos a biofiltracao. Os
tratamentos diferiram ao nivel de p<0,05. Conclui-se que D. brasiliensis é um
eficiente filtro-alimentador de fitoplancton, inclusive no controle top-down de
Cyanobacteria, sendo recomendado o0 seu uso na biorremediacdo do fitoplancton nas
densidades de 100 bc.L?, visando a mudancga de estado tréfico, e de 80 bc.L™, para o
controle preventivo de cyanobacteria.

Palavras-chave: Branchoneta, Cyanobacteria, filtro-alimentacao, estado tréfico,
seletividade
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ABSTRACT

Dendrocephalus brasiliensis Pesta, 1921 on phytoplankton’s top-down control in
aquiculture eutrophicated environments. The eutrophication phenomenon in
environments of aquatic production is associated with phytoplanktonic flowering, a
result of excessive nutrients, being catalysed by fertilization, by feeding and by
excrements from animals conditioned to high density of stock. The excessive
proliferation of microalgae reduces the support capacity from the production systems of
aguatic animals, intervening in fish productivity and quality, causing commerce losses
because of off-flavor, and causing economic losses as a result of illness and death
occurred in aquaculture. The goal of this work was the Dendrocephalus brasiliensis’s
study, branchoneta (bc), as the phytoplankton’s top-down controller in eutrophicated
aquaculture environments, and the analyses from its effects in the
phytoplanktonic/fitoplancténica composition of water, emphasizing the Cyanobacteria’s
biofiltration. The experiment constituted of six treatments (0, 20, 40, 60, 80 e 100 bc.L"
b, with four repetitions, being concluded after an infradian cycle, with collection of
phytoplankton samples from water and from intestinal content of this animal. The
phytoplankton was analyzed in its composition and density, and the taxons identified by
using specialized bibliography. The quantitative analysis was made with the inverted
optical microscope, with algae density estimated by the Utermohl's method. The
branchoneta’s food preference was identified using the Manly’s Alpha software from
“Programs for Ecological Methodology, Version 5.1” and the trophic states’ indices from
water were calculated according to Nygaard. Ninety two algae species were identified.
From this group, nine have preference on branchoneta’s food, including the
cyanobacteria Anabaena sp.1 (producer of cyanotoxin) and Geitlerinema amphibium.
Also was verified change on the water’s trophic state, from eutrophic to oligotrophic
and its coloration, from green to transparent, after the biofiltration. The treatments
diverged by the level p<0,05. The conclusion is that the D. brasiliensis is an efficient
phytoplankton filter feeding, even on the top-down control of Cyanobacteria, being its
use recommended for bioremediation from phytoplankton in the density from 100 bc.L
! intending the trophic state change, and from 80 bc.L™, to the preventive control of
cyanobacteria.

Keywords: Branchoneta, Cyanobacteria, filter-feeding, trophic state, selectivity



97

1. INTRODUCAO

O processo de eutrofizacdo antrOpica de um ecossistema aquatico
natural, e de ambientes de producdo aquicola, é catalisado pelo aporte de
nutrientes provenientes de efluentes domeésticos, industriais, da agropecuéria, e
em cultivos, da fertilizacdo, arragoamento e excrementos de animais
condicionados em altas densidades. Esses aportes de nutrientes podem alterar
o metabolismo de seus corpos d’agua, podendo causar floragcdo de algas
planctonicas as quais interferem na capacidade de suporte de lagos, atingindo
a piscosidade (PAN et al., 1996). A reducdo dos estoques pesqueiros afeta a
biota aquatica e causa prejuizos econdmicos aos pescadores, e aos
aquicultores com diminuicdo da producdo aquicola por enferminadades e
mortandade.

Além disso, algumas espécies fitoplanctdnicas, as cyanobacteria ou
cianobactérias, em aguas eutrofizadas, podem secretar metabdlitos
secundarios, toxinas (cianotoxinas) ou compostos odoriferos, danosos a saude
(LI et al., 2007), podendo tornar a &gua impropria ao consumo humano e
dessedentacdo animal (BRASIL, 2005), prejudicando a comercializacdo de
peixes por causa do odor e sabor indesejaveis em suas carnes, quando ndo é
possivel a sua depuracgao.

O controle das floracdes fitoplanctonicas evita grandes oscilacoes
nictemerais de oxigénio dissolvido (OD) na &agua, obstrucbes de branquias,
liberacbes de metabdlitos secundarios e a morte subita, die-off, das algas
devido ao processo natural de senescéncia e morte, que segundo Kubitza
(1998) geram residuos que sado reciclados em processos biolégicos com
consumo de oxigénio e geracdo de metabdlitos toxicos aos peixes, como
amonia, nitrito e gas carbdnico, e liberacdo de cianotoxinas quando ocorre lise
de cyanobacteria (KIM et al., 2009) que pode ter efeito bioacumulativo em
peixes (CALIJURI; ALVES; SANTOS, 2006).

Assim, torna-se urgente o controle destas floracdes de forma segura e
eficiente (ZHOU et al., 2011), para isto existem métodos quimicos, fisicos e
biolégicos (VON SPERLING, 2005). O uso de algicidas, a precipitacdo e
inativacdo do fésforo, remocdo da agua do hipolimnio e aeragdo, 0 uso de

cianofagos, de myxobactéria e a biomanipulacdo sdo algumas medidas de



98

controle e remocgéo de algas, cianobactérias e cianotoxinas nos sistemas de
abastecimento de agua (BRASIL, 2003).

Num ambiente aquicola torna-se mais complexo o controle algal, em
relacdo a uma estacao de tratamento de agua (ETA), por funcionar como um
ecossistema (SIPAUBA-TAVARES, 1994; HENRY-SILVA; CAMARGO, 2008)
onde a produtividade nédo deve ser afetada, e nem o custo de producéo. Sendo
assim, os métodos de tratamento de agua que causam a die-off e lise das
algas ndo sdo recomendados, a exemplo de algicidas que tem 0 uso restrito no
Brasil (BRASIL, 2001).

O controle biolégico fazendo uso da biomanipulagdo, modificando a
estrutura da comunidade aquatica, com a introducdo de um algivoro no
controle top-down do fitoplancton (HRBACEK et al., 1961; STARLING;
LAZZARO, 2001) é uma ferramenta Gtil na remediacdo do ambiente aquatico
eutrofizado (LATHORP et al., 2002; CHEN et al., 2007; PERETYATKO et al.,
2011). Esta técnica € considerada por Zimmermann (2001) de minimo impacto
ambiental, resgata a produtividade natural dos corpos aquéticos na qualidade
de agua, na alimentacéo, nos custos de producdo e no bem estar dos peixes,
considerando-a adequada para uma aquicultura responsavel.

A biomanipulagéo para a reducdo da biomassa fitoplanctonica beneficia
ou introduz espécies fitoplanctivoras (WITTE et al., 2011) podendo fazer uso de
espécies planctofagas, onivoras e piscivoras (STARLING; LAZZARO, 2001;
BUCHACA et al., 2011). O peixe tem sido utilizado por diversos pesquisadores
(XIE; LIU, 2001; ZHANG et al., 2006; CHEN et al., 2007; YAN; ZHANG,; LIU,
2009; KE; XIE; GUO, 2009). Em revisao de literatura Zhang, Xie e Huang
(2008) salienta que os grandes crustadceos do zooplancton apresentam
melhores resultados na reducdo da biomassa fitoplanctdnica e consequente
clareamento das aguas, por estes serem um filtro-alimentacdo de tamanho
seletivo e um importante elemento da qualidade biologica da agua (JEPPESEN
etal., 2011).

Fazendo uso da biofiltracdo utilizando crustaceos, vérios trabalhos foram
publicados, a exemplos de Almeida et al. (2009), Brito, Brito e Pereira (2010),
Gotdyn e Kowalczewska-Madura (2008), Hansen; Wernberg-Moller; Wittrup
(1997) e Zuccarini, Ciurli e Alpi (2011). Moluscos bivalves foram utilizados por

Jones, Dennison e Preston (2001), Jones, Preston e Dennison (2002); Mariné
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et al. (2009); Olivera-Galvez (2001); Ramos et al. (2009) e Vasconcelos et al.
(2006).

Dentre os filtradores, encontra-se o crustaceo Dendrocephalus
brasiliensis Pesta, 1921, pertencente a classe Branchiopoda, ordem Anostraca,
da familia Thamnocephalidae (BOWMAN; ABELE, 1982), conhecido
popularmente por branchoneta ou artémia de agua doce, segundo Lopes et al.
(1998) apresenta preferéncia alimentar fitoplancténica. Sarma e Nandini (2002)
estudaram selecao presas com anostraca zooplanctéfago.

Este crustaceo é um animal dulciaquicola da regido neotropical
encontrada em aguas temporarias do semi-arido (ROCHA; GUNTZEL, 1999) e
geograficamente encontra-se distribuida na Argentina e nos estados brasileiros
do Piaui, Rio Grande do Norte, Paraiba, Bahia e Minas Gerais (RABET;
THIERY, 1998), com registro em Pernambuco (LOPES et al., 2008a), sendo
observado também em Alagoas. Amostras desta espécie encontram-se no
Museu de Histéria Natural da Austria, em Viena (BELK; BRTEK, 1995) e no
Museu Nacional do Brasil, no Rio de Janeiro. O objetivo deste trabalho € o
estudo de Dendrocephalus brasiliensis, branchoneta, como controlador top-
down do fitoplancton em ambientes aquicolas eutrofizados e a analise de seu
efeito na composicéo fitoplanctbnica da agua com énfase a biofiltracdo de

cyanobacteria.

2. MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foi analisado o fitoplancton ocorrente das amostras de
agua e do conteudo intestinal de D. brasiliensis (branchoneta) das unidades
experimentais. O material biolégico foi proveniente da Estacdo de Piscicultura
da Companhia Hidro Elétrica do S&o Francisco (CHESF), localizada no
submédio S&o Francisco, municipio de Paulo Afonso, Bahia, local onde foi
realizado o experimento.

Para conhecimento do poder de filtracdo da branchoneta sobre o
fitoplancton (controle top-down), foram realizadas andlises qualitativas e

guantitativas da comunidade fitoplancténica de todas as amostras.
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O delineamento experimental foi em blocos casualizados e constou de
seis tratamentos [0, 20, 40, 60, 80 e 100 branchonetas/litro (bc/L)], realizado
em aquarios, com quatro repeticdes, totalizando 24 unidades experimentais.

Para isto foram utilizados 24 aquarios com capacidade de 3 litros de
dgua cada, com aeracdo. A agua para o enchimento dos aquarios foi
proveniente de um tanque de piscicultura eutrofizado. As coletas iniciaram-se
em marco de 2009 e foram analisadas a cada dois dias até atingir a densidade
algal adequada para o inicio do experimento ao observar uma floracao
crescente. Foram transferidos 72 litros desta agua para os aquarios. As coletas
das amostras aconteceram a cada 6 horas durante um ciclo infradiano de 36
horas.

Para a analise do estado tréfico da agua referente a composicao
fitoplanctbnica foram utilizados os indices de Nygaard (1949), os indices
simples foram calculados para Cyanobacteria, Chlorophyta, Bacillariophyta e
Euglenophyta, e o indice composto para as Chlorococcales, Centrales,
Desmidiaceae, Cyanophyceae e Euglenophyceae. As Pennales e as Centrales
foram utilizadas no indice simples para Bacillariophyta (Diatomaceae) (Tabela
02).

Tabela 02 - indices de Nygaard para célculo do estado trofico da agua de
acordo com a composicao fitoplanctonica.

indice () Célculo Oligotrofico  Eutrofico
Simples

. Cyanophyceae

Cyanobacteria (Icy) Decmidiaceas 0,0-0,4 0,1-3,0
In h Chorococcales

Clhorophyta (Ie) Desmideae 0,0-0,7 0,2-9,0

Bacillariophyt | Centrales 0,0-0,3 0,0-1,75

acillariophyta (Is) Penmales ,0 -0, 0-1,

Euglenophyceae

Euglenophyta (Ig) Cyanophyceae + 0,0-0,2 0,0-1,0
Chorococcales

Centrales +
Chorococcales +

Composto (Icp)  Cyanophyceae + 0,0-1,0 1,2-25,0
Euglenophyceae

Desmidiaceae
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As amostras de fitoplancton foram preservadas em lugol acético
(BICUDO; MENEZES, 2006) e analisadas quanto a sua composicdo e
densidade. Os taxons das microalgas fitoplanctdnicas foram identificados com
0 uso de bibliografia especializada, sendo Prescott, Bicudo e Vinyard (1982) e
Komérek e Fott (1983), para as clordéfitas; Komarek e Anagnostidis (1989) e
Komérek e Cronberg (2001) para as cianobactérias; Popovsky e Pfiester
(1990), para os dinoflagelados; Krammer e Lange-Bertalot (1991a, b), para as
diatomaceas e John, Whitton e Brook (2002), para os outros fitoflagelados,
como euglenoficeas e criptoficeas. A analise quantitativa foi verificada com
auxilio de microscopio Optico invertido (Zeiss, modelo Axiovert 135M). A
densidade algal (ind.L™) foi estimada segundo o método de Uterméhl (1958).

A producao de cistos e nauplios de branchonetas foi segundo o método
de Lopes et al. (2007) e Lopes et al. (2008b), respectivamente. As
branchonetas foram introduzidas nas unidades experimentais na fase adulta.

Para analise da eficiéncia de filtracao do fitoplancton pelas branchonetas
foi realizada a andlise estatistica dos dados das amostras de algas utilizando o
teste Anova fatorial a x b (p < 0,05), onde se verificou a interagdo entre a
densidade do fitoplancton e o tempo experimental. Para identificar diferencas
entre os tratamentos nos diversos horérios foi utilizado o teste Anova 1 critério.

A preferéncia alimentar da branchoneta foi verificada fazendo uso do
Manly’s Alpha (a), Programs for Ecological Methodology, Version 5.1”
(software) (KREBS, 1999), sendo contabilizado o nUmero de algas por espécie
contidas no intestino da branchoneta e que se encontravam também nas
amostras de agua. Foi observada a regra de presas variaveis que ndo aceita o
zero como valor.

Para inserir a reproducdo das microalgas foi utilizado o maior valor
meédio por espécie ou grupo das amostras de agua durante o ciclo infradiano.
Esse valor foi utilizado no software como amount in environment (AE) e para a
proportion alive at end of study (PS) foi considerado o menor valor médio de
microalgas ou o segundo menor valor (quando o primeiro foi igual a zero). O
valor do amount in diet é a diferenca entre o AE e a PS, este valor representa o
consumo e a mortalidade das microalgas. Esta foi a metodologia padrdo

utilizada para cada espécie ou grupo, e para cada tratamento experimental.
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A seletividade de presas foi obtida com o uso da férmula do indice de
preferéncia de Manly’s a para a presa i (w), a;=logP;/%iZ,F;, onde P =
proporcao de presa i ou j remanescente no final do experimento; m = nimero
de tipos de presas. Se a;>1/m a espécie i é preferida na dieta (MANLY 1974,
KREBS, 1999).

As quantidades de microalgas encontradas nas amostras dos conteudos
intestinais foram obtidas pelo somatério dos valores médios de cada densidade
de branchoneta. E para obter os valores médios gerais de cada espécie foi

realizada a média geral de todas as densidades de branchonetas.

3. RESULTADOS

3.1 Fitoplancton das amostras de agua

A densidade total de fitoplancton das amostras de agua do inicio do
experimento foi de 6.680.000 microalgas plancténicas por litro (ind.L™), sendo
compostas por Chlorophyta (57,48%), Cyanobacteria (25,75%), Bacillariophyta
(8,98%), Euglenophyta (7,19%) e Cryptophyta (0,60%) (Grafico 01).

A populacdo fitoplancténica (6.680.000 ind.L™) foi reduzida a 39,97;
10,97; 4,49 e 3,89%, respectivamente, para os tratamentos, controle, 60; 80 e
100 be.L™. Constatando desta forma que sem a utilizacdo de branchoneta
(tratamento controle) houve uma baixa de 60,03% das microalgas ao longo do
ciclo infradiano, caracterizando assim mortalidade. Porém, verificou-se que
esta mortalidade foi praticamente de Clordfitas, apresentando uma reducdo em
sua populacao de 88,28%.

As cyanobacteria mantiveram-se praticamente constantes, com
mortalidade de 2,91%. Isto trouxe como consequéncia uma alteragdo na
composicdo centesimal do fitoplancton, ao término do experimento, onde se
verificou que as cyanobacteria apresentaram um aumento de 25,75 para 63%
no tratamento controle (0 bc.L™), e com o uso de branchoneta uma diminuicdo
em sua populacdo de 25,75 para 13% no tratamento com 80 bc.L™ (Gréfico
01).
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Gréafico 01 - Composicdo centesimal do fitoplancton das amostras de agua e
do conteudo intestinal de Dendrocephalus brasiliensis durante o ciclo
infradiano: (1) amostra inicial; (a) amostra final do tratamento controle;
b a f = amostra final dos tratamentos com 20, 40, 60, 80 e 100 bc.L™,
respectivamente.
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Com a utilizacdo de branchoneta as reducdes médias da populacéo
fitoplanctonica foram de 89,07; 95,51 e 96,11%, respectivamente para 0sS
tratamentos com 60, 80 e 100 bc.L™. Cyanobacteria nestes tratamentos
apresenta reducdes de 86,63; 97,67 e 95,35%, respectivamente, e as cloroéfitas
as reducodes variaram de 93.23 a 95.83%.

A andlise das densidades de fitoplancton mostrou haver diferencas
significativas entre os tratamentos (F=38,983; p<0,001) e horarios (F=7,640;

p<0,001). As diferencas estéo representadas pelas letras a, b e ¢ (Grafico 02).
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Gréfico 02 - Densidade total média do fitoplancton nos diferentes tratamentos
e tempos. Letras diferentes indicam haver diferenga significativa (p<0,05).
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No tratamento com 20 bc.L™ verificou-se reducdo na biomassa de algas,
no entanto, esta reducéo nao diferiu do tratamento controle. Os tratamentos 40
(F= 8,523; p= 0,0148), 60 (F= 16,818; p=0,0024), 80 (F= 37,479; p=0,0003) e
100 bc.L™? (F=37,343; p=0,0003) diferiram significativamente do tratamento
controle. Nos tratamentos com 80 e 100 bc.L™ a eficiéncia de pastagem
aconteceu ap6s 6 h do inicio do experimento, e na de 60 bc.L™ apés 18h

Os grupos Chlorophyta, Cyanobacteria e Bacillariophyta apresentaram
um acentuado declinio em suas populacées com o aumento da densidade de
branchonetas (Gréfico 03).

Foram identificadas 92 espécies fitoplactbnicas nas amostras
experimentais, pertencentes a sete grupos: Chlorophyta (48), Bacillariophyta
(22), Euglenophyta (9), Cyanobacteria (9), Cryptophyta (2), Chrysophyta (1) e
Dinophyta (1) (Quadro 1).

Com relacdo as espécies que apresentaram maiores densidades,
encontram-se as clordfitas Kirchneriella lunaris (Kirchner) e Monoraphidium
contortum, a cyanobacteria (cianobactéria) Anabaena sp., a Bacillariophyta
(diatomacea) Asterionella sp. e a euglendfita Trachelomonas volvocina

(Ehrenberg) Ehrenberg.
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Gréfico 03 - Comportamento dos grupos de fitoplancton da agua em funcéo da
densidade de D. brasiliensis durante o ciclo infradiano.
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Quadro 1 - Grupos e espécies do fitoplancton das amostras experimentais
durante o ciclo infradiano

n. | Grupo/Espécie de fitoplancton
Dinophyta
1 Peridinium sp.
Chrysophyta
2 Mallomonas caudata Iwanoff [lvanov]
Cryptophyta
3 Cryptomonas ovata Ehrenberg
4 Cryptomonas sp.
Euglenophyta
5 Euglena oxyuris (Schmarda) Marin e Melkonian
6 Euglena sp.
7 Phacus curvicauda Svirenko
8 Phacus longicauda (Ehrenberg) Dujardin
9 Phacus sp.
10 Trachelomonas hispida (Perty) F.Stein
11 Trachelomonas oblonga Lemmermann
12 Trachelomonas sp.
13 Trachelomonas volvocina (Ehrenberg) Ehrenberg
Cyanobacteria
14 Anabaena sp.
15 Anabaena sp.1
16 Anabaena sp.2
17 Anabaenopsis sp.
18 Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya e Subba Raju
19 Geitlerinema amphibium (C.Agardh ex Gomont) Anagnostidis
20 Merismopedia sp.
21 Oscillatoria sp.
22 Planktothrix agardhii (Gomont) Anagnostidis e Komérek
Bacillariophyta
23 Asterionella sp.
24 Aulacoseira ambigua (Grunow) Simonsen
25 Aulacoseira granulata (Ehrenberg) Simonsen
26 Cocconeis placentula Ehrenberg
27 Cyclotella meneghiniana Kiitzing
28 Encyonema silesiacum (Bleisch) D.G.Mann
29 Epithemia sorex Kitzing
30 Eunotia monodon Ehrenberg
31 Eunotia sp.
32 Fragilaria crotonensis Kitton
33 Fragilaria sp.
34 Gomphonema gracile Ehrenberg
35 Gomphonema sp.
36 Melosira varians C.Agardh
37 Navicula sp.
38 Nitzchia sp.
39 Pinnularia sp.
40 Pleurosira laevis (Ehrenberg) Compeére
41 Rhopalodia gibba (Ehrenberg) Otto Miiller
42 Synedra sp.




Quadro 1. Continuacao

n.

Grupo/Espécie de fitoplancton

43

Ulnaria ulna (Nitzsch) P.Compére

44

Urosolenia longiseta (O.Zacharias) Edlund e Stoermer

45

Chlorella vulgaris Beijerinck

46

Closterium sp.

Chlorophyta

47

Coelastrum microporum Nageli

48

Coelastrum reticulatum (P.A.Dangeard) Senn

49

Cosmarium bioculatum Brébisson ex Ralfs

50

Cosmarium sp.

51

Cosmarium tenue W.Archer

52

Crucigenia fenestrata (Schmidle) Schmidle

53

Crucigenia quadrata Morren

54

Crucigenia tetrapedia (Kirchner) Kuntze

55

Dictyosphaerium pulchellum H.C.Wood

56

Golenkinia radiata Chodat

57

Golenkinia sp.

58

Kirchneriella lunares (Kirchner) K.M6bius

59

Kirchneriella contorta (Schmidle) Bohlin

60

Kirchneriella obesa (GSWest) West e GSWest

61

Micractinium pusillum Fresenius

62

Micractinium sp.

63

Monoraphidium arcuatum (Korshikov) Hindak

64

Monoraphidium braunii (Nageli) Koméarkova-Legnerovéa

65

Monoraphidium contortum (Thuret) Komarkova-Legnerova

66

Monoraphidium sp.

67

Mougeotia sp.

68

Oocystis elliptica West

69

QOocystis sp.

70

Pediastrum duplex Meyen

71

Pediastrum simplex Meyen

72

Planktosphaeria gelatinosa G.M.Smith

73

Radiococcus planktonicus J.W.G.Lund

74

Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat

75

Scenedesmus acutus Meyen

76

Scenedesmus arcuatus Lemmermann

77

Scenedesmus bijugus (Turpin) Lagerheim

78

Scenedesmus ecornis (Ehrenberg) Chodat

79

Scenedesmus quadricauda (Turpin) Brébisson — Unchecked

80

Schroederia judayi G.M.Smith

81

Schroederia robusta Korshikov

82

Schroederia sp.

83

Sphaerocystis schroeteri Chodat

84

Staurastrum leptocladum L.N.Johnson

85

Staurastrum rotula Nordstedt

86

Staurastrum sp.

87

Staurastrum sp.1

88

Staurastrum sp.2

89

Staurastrum tetracerum Ralfs ex Ralfs

90

Staurodesmus sp.

91

Tetraedron gracile (Reinsch) Hansgirg

92

Tetraedron trigonum (N&geli) Hansgirg

107
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3.2 Fitoplancton das amostras de conteudo intestinal

As branchonetas utilizadas no experimento apresentavam inicialmente
em seus conteldos intestinas 71.429 ind.L™ compostos por Chloropyta (60%) e
Bacillariophyta (40%). Apds a filtro-alimentacdo a Cyanobacteria apresentou
densidade de 214.286 ind.L™, representando 41% do contetdo intestinal no
tratamento com 80 bc.L™? e a Chorophyta 67% no tratamento com 100 bc.L™
(Gréfico 01).

Analisando a quantidade total de microalgas planctonicas encontradas
nos conteddos intestinais das branchonetas, verificou-se uma variacdo de
25.000 a 314.286 ind.L™. Para melhor interpretar os dados desta variacao, foi
construido um grafico com 12 intervalos, conforme o gréfico 04, onde se
verificou a quantidade de intestinos em cada intervalo.

Foram contados 140 conteudos intestinais de branchonetas. A maior
parte destes (79,29%) apresentou no maximo 100.000 ind.L™. Sendo que
46,43% (65 conteudos) encontram-se no intervalo entre 51.000 a 75.000 ind.L"
!, A maior densidade encontrada nos intestinos foi de 314.286 ind.L™ (Grafico
04).

Gréfico 04 - Quantidades de fitoplancton (25.000 a 314.286 ind.L™) registradas
nos contelidos intestinais de D. brasiliensis, em intervalos de 25.000 ind.L™.
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As densidades de fitoplancton mostraram haver diferengas significativas

entre os tratamentos (F=4,3423; p<0,0031), poréem n&o entre horarios
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(F=0,8389; p<0,5438). As diferencas estdo representadas pelas letras a, b e c
(Gréfico 05).

Gréafico 05 - Quantidade média de fitoplancton encontrada nos contetdos
intestinais de branchonetas nos diferentes tratamentos e horarios. Letras
diferentes indicam haver diferenga significativa (p<0,05).
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Na densidade de 20 bc.L™ foram encontradas maiores quantidades de
microalgas em seus intestinos, ndo diferindo significativamente do tratamento
com densidade de 60 bc.L™?. Porém diferiu de 40 bc.L? (F=72,7598;
p=0,00005), de 80 bc.L™ (F=7,9090; p=0,01771) e de 100 bc.L™ (F= 13,8962;
p=0,00414). A menor quantidade de algas foi encontrada na densidade de 40
bc.L ™ diferindo de todos os outros tratamentos.

As maiores densidades de microalgas encontrados em conteludos
intestinais foram 314.286 e 285.714 ind.L™, na densidade 20 e 80 bc.L™, apés
30 e 24 h, respectivamente. As quantidades médias de fitoplancton
encontradas nos conteldos intestinais em diferentes tratamentos e horérios
estdo representadas nos graficos 06 e 07. Observa-se um declinio do
fitoplancton (linhas pontilhadas dos graficos) ao longo do tempo, nas amostras
de agua, e uma tendéncia dos valores de fitoplancton (linhas cheias dos
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graficos) das amostras de conteudos intestinais das branchonetas de se
manterem constantes.

A medida que houve um aumento na densidade de branchoneta
aconteceu uma diminuicdo na quantidade de fitoplancton total da agua
(p=0,00001) (Grafico 06 e 07).

No inicio do experimento as branchonetas apresentaram em seus
contetidos intestinais Pediastrum duplex (42.857 ind.L™") e Pinnularia sp.
(28.572 ind.L™), respectivamente Chlorophyta e Bacillariophyta.

Foram identificadas 31 espécies de microalgas plancténicas encontradas
nos contetidos intestinais das branchonetas, sendo A. ambigua (34.286 ind.L™),
Anabaena sp. (33.563 ind.L™?) e K. lunaris (33.350 ind.L™") as espécies que
apresentaram as maiores médias gerais (Quadro 2). Nos tratamentos que
apresentaram diferencgas significativas do controle as espécies que alcancaram
as maiores médias foram Asterionella sp., Anabaena sp. e Chlorella vulgaris
respectivamente para os tratamentos de 60, 80 e 100 bc.L™. K. lunares, T.
volvocina, Asterionella sp. e Anabaena sp. estiveram sempre presentes entre
as dez espécies com maiores meédias entre todos os tratamentos que diferiram
do controle.

Das espécies identificadas 13 foram comuns em todos os tratamentos
(Quadro 2). Na densidade de 20 bc.L™ a espécie A. ambigua atingiu a maior
média 157.143 ind.L™ . Asterionella sp. apresentou as maiores médias nas
densidades de 40 e 60 bc.L™, com médias de 33.333 e 46.429 ind.L™,
respectivamente. Para as densidade de 80 e 100 bc.L™' as espécies que
obtiveram maiores médias foram Anabaena sp. e C. vulgaris com 63.929 e

37.831 ind.L™, respectivamente.
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Gréfico 06 - Valores médios de fitoplancton das amostras de agua (esquerda) e do conteudo intestinal de D. brasiliensis (direita) para a densidade
de 20 be.L™? (a), 40 be.L™ (b), 60 be.L™ (c), 80 be.L™ (d) durante o ciclo infradiano. Obs.: Total_a (somatério médio de todos os grupos para as
amostras de agua, linha pontilhada) e Total_i para as amostras do contetdo intestinal, linha cheia.
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Gréfico 07 - Valores médios de fitoplancton das amostras de agua (esquerda)

e do conteudo intestinal de D. brasiliensis (direita) para o tratamento com 100
bc.L™, durante o ciclo infradiano.
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Quadro 2 - Quantidades médias das espécies de microalgas encontradas nos
conteudos intestinais das branchonetas

Espécies de fitoplancton do | Densidade de D. brasiliensis (bc).L™ (valores médios de fitoplancton)

" | intestino de D. brasiliensis |20 bc/L | 40 be/L | 60 be/L | 80 be/ll | 100 be/l | Media Geral

1| Anabaena sp.* 26687 23810 34077 63929 19312 33,563

2 | Geitlerinema amphibium 0 0 14286 42857 8333 13,095

3 | Euglena oxyuris 0 8333 8333 14286 8333 7,857
4 | Euglena sp. 0 0 14286 0 28571 8,571

5 | Phacus longicauda* 14286 23333 12698 14286 11905 15,302

6 | Phacus sp.* 20635 25000 16667 10317 9821 16,488

7 | Trachelomonas hispida 12302 0 28571 0 8333 9,841

8 | Trachelomonas volvocina* 21429 16111 33543 19577 24150 22,962

9 | Asterionella sp.* 40357 33333 46429 20833 20833 32,357
10 | Aulacoseira ambigua 157143 0 0 14286 0 34,286
11 | Aulacoseira granulata* 21429 20833 33333 14286 8333 19,643
12 | Gomphonema gracile 0 16667 0 0 8333 5,000
13 | Gomphonema sp. 0 16667 33333 0 0 10,000
14 | Navicula sp. 0 8333 0 0 14286 4,524
15 | Chlorella vulgaris 0 23611 29167 36111 37831 25,344
16 | Cosmarium bioculatum 0 0 42857 0 0 8,571
17 | Cosmarium sp.* 12798 16667 13571 14762 8333 13,226
18 | Crucigenia fenestrata* 57143 8333 30159 15476 24405 27,103
19 | Crucigenia quadrata* 28274 20833 46131 30714 12500 27,690
20 | Crucigenia tetrapedia 50000 0 14286 0 8333 14,524
21 | Dictyosphaerium pulchellum* 14881 8333 12500 22222 18651 15,317
22 | Kirchneriella lunares* 43973 18519 31868 35289 37103 33,350
23 | Oocystis sp. 0 16667 33333 14286 8333 14,524
24 | Pediastrum duplex 14286 0 33333 16667 0 12,857
25 | Pediastrum simplex 8333 0 0 0 0 1,667
26 | Planktosphaeria gelatinosa 18095 0 25000 26984 24206 18,857
27 | Scenedesmus acuminatus 0 16667 0 0 14286 6,190
28 | Scenedesmus acutus 14286 0 0 0 0 2,857
29 | Scenedesmus bijugus 23810 0 16667 0 0 8,095
30 | Scenedesmus quadricauda* 23651 13333 31250 19312 26531 22,815
31 | Staurastrum sp.* 17857 20833 14286 8333 12798 14,821

Obs: Em negrito, as maiores densidades. *Espécies encontradas em todos os tratamentos.

3.3 Preferéncia alimentar

No conteudo intestinal da branchoneta, das 31 espécies encontradas, 16
atenderam aos pré-requisitos exigidos para verificar a preferéncia alimentar
deste crustaceo, e nove destas foram as espécies preferidas nos diversos
tratamentos, porém apenas trés espécies constam na preferéncia alimentar em
todos os tratamentos (Quadro 3).

As medidas de preferéncia alimentar da branchoneta foram
consideradas quando as microalgas atingiram valores superiores a 0.077 para
as densidade de 20 a 80 bc.L™* e de 0.071 para a densidade de 100 bc.L™.
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NuUmeros abaixo desses valores referem-se as espécies de microalgas evitadas
pelas branchonetas, e valores iguais indicam que n&do houve a seletividade
(Quadro 3).

Quadro 3 - Espécies identificadas no conteudo intestinal de D. brasiliensis e
utiizadas no Manly’s o do Programs for Ecological Methodology e seus
respectivos indices para a identificacdo da preferéncia alimentar

N | Espécies de fitopla Densidade de D. brasiliensis (ind.L™)
species de fitoplancton 20% (0.077)° | 40 (0.077) | 60 (0.077) | 80 (0.077) | 100 (0.071)
1| Anabaena sp. 0.024 0.022 0.069 0.090° 0.024
2 | Geitlerinema amphibium - 0.058 0.089 0.094 0.105
3 | Trachelomonas hispida - 0.042 - - -
4 | Trachelomonas volvocina 0.107 0.080 0.045 0.073 0.117
5 | Asterionella sp. 0.038 0.042 0.089 0.114 0.117
6 | Aulacoseira ambigua 0.032 - - 0.020 0.021
7 | Aulacoseira granulata 0.065 0.053 0.022 0.041 0.042
8 | Cosmarium sp. 0.045 0.062 0.067 0.029 0.042
9 | Crucigenia fenestrata 0.083 0.034 0.080 0.073 0.075
10| Crucigenia quadrata® 0.095 0.122 0.102 0.094 0.096
11 | Crucigenia tetrapedia - - 0.034 - 0.021
12 | Kirchneriella lunares 0.150 0.208 0.151 0.139 0.143
13 | Planktosphaeria gelatinosa 0.065 0.053 0.045 0.041 0.042
14 | Scenedesmus bijugus 0.052 - - - -
15 | Scenedesmus quadricauda 0.095 0.122 0.102 0.094 0.096
16 | Staurastrum sp. 0.150 0.101 0.107 0.098 0.059
N Grupo de fitoplancton 20% (0.250)° | 40 (0.250) | 60 (0.250) | 80 (0.250) | 100 (0.250)
1 | Cyanobacteria 0.082 0.147 0.260° 0.282 0.219
2 | Bacillariophyta 0.158 0.137 0.203 0.304 0.266
3 | Chlorophyta 0.422 0.449 0.398 0.228 0.262
4 | Euglenophyta 0.339 0.267 0.140 0.186 0.252

Obs: (n) Numero de ordem das espécies ou grupos de fitoplancton utilizadas no Manly’s o; (a)
NUmero que representa a densidade de D. brasiliensis (ind.L™); (b) indices de Manly's o. para
cada tratamento, valores iguais ou superiores indicam preferéncia alimentar; (c) Valores em
negritos indicam que houve preferéncia pela espécie ou grupo de fitoplancton correspondente a
linha do referido quadro; (d) Espécies em negrito indicam que foram preferidas em todos os
tratamentos (ind.L-1).

A preferéncia alimentar da branchoneta segundo o Manly’s Alpha foram
as espécies T. volvocina (nas densidade de 20, 40 e 100 bc.L™), Anabaena sp.
(80 bc.L™), G. amphibium e Asterionella sp. (60, 80 e 100 bc.L™), C. fenestrata
(20, 60 e 100 bc.L™?), C. quadrata, K. lunares e S. quadricauda (20, 40, 60, 80
e 100 bc.L™) e Staurastrum sp. (20, 40, 60 e 80 bc.L™). Vale salientar que a
cyanobacteria Anabaena sp. foi identificada no conteudo intestinal das

branchonetas em todos os tratamentos.
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As espécies C. quadrata, K. lunares e S. quadricauda foram preferidas
pela branchonetas em todas as densidades. Staurastrum sp. apresentou
preferéncia alimentar em todas as densidades de branchonetas excetuando-se
a de 100 be.L™.

Em relacdo aos grupos de microalgas as medidas de preferéncia
alimentar das branchonetas foram consideradas quando os valores do Manly’s
a foram superiores a 0,250 para todas as densidades testadas. Abaixo desses
valores encontram-se 0s grupos de microalgas que foram evitados na
alimentacdo das branchonetas, e valores iguais indicam que nao houve
seletividade (Quadro 3).

Houve preferéncia alimentar da branchoneta pelos grupos
Baciliariophyta (80 e 100 bc.L™), Chlorophyta (20, 40, 60 e 100 bc.L™),
Cyanobacteria (60 e 80 bc.L™), Euglenophyta (20, 40 e 100 bc.L™).

A preferéncia alimentar da branchoneta (> 0,077) foi pelas espécies:
K. lunares (0.150), Staurastrum sp. (0.150), T. volvocina (0.107), Crucigenia
quadrata (0.095), S. quadricauda (0.095) e Crucigenia fenestrata (0.083). Em
relagdo aos grupos houve preferéncia alimentar (> 0.250) por Clordfita (0.422)
e Euglendfita (0.339).

Na densidade de 40 bc.L™” a preferéncia alimentar (> 0.077) foi pelas
espécies: K. lunares (0.208), Staurastrum sp. (0.101), T. volvocina (0.080), C.
quadrata (0.122), S. quadricauda (0.122). Em relacdo aos grupos houve
preferéncia alimentar (> 0.250) por Clordfita (0.449) e Euglendfita (0.267).

No conteldo intestinal das branchonetas na densidade de 60 bc.L™ a
preferéncia alimentar (> 0,077) foi pelas espécies: G. amphibium (0.089)
Asterionella sp. (0.089), C. fenestrata (0.080), C. quadrata (0.102), K. lunares
(0.151), S. quadricauda (0.102), Staurastrum sp. (0.107). Em relacdo aos
grupos houve preferéncia alimentar por Cyanobacteria (0.260) e Chlorophyta
(0.398).

Nos conteudos intestinais das branchonetas para a densidade de 80
bc.L?, houve preferéncia alimentar (> 0,077) pelas seguintes espécies:
Anabaena sp. (0.090), G. amphibium (0.094), Asterionella sp. (0.114),
C. quadrata (0.094), K. lunares (0.139) S. quadricauda (0.094), Staurastrum sp.
(0.098). Em relacdo aos grupos houve preferéncia alimentar (> 0.250) por
Cyanobacteria (0.282) e Bacillariophyta (0.304).
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Para a densidade de 100 bc.L™, houve preferéncia alimentar (> 0,071)
pelas seguintes espécies: G. amphibium (0.105), T. volvocina (0.117),
Asterionella sp. (0.117), C. fenestrata (0.075), C. quadrata (0.096), K. lunares
(0.143) e S. quadricauda (0.096). Em relacdo aos grupos houve preferéncia
alimentar (> 0.250) por Bacillariophyta (0.266), Chlorophyta (0.262) e por
Euglenophyta (0.252).

3.4 indices de Estados Troficos de Nygaard

Nygaard (1949) estabeleceu indices envolvendo grupos de fitoplancton
usados para determinar a qualidade da agua. Os valores encontrados para 0s
indices de Nygaard (1949) estdo no quadro 04.

De acordo com o indice composto de Nygaard (Chorococcales,
Centrales, Desmidiaceae, Cyanophyceae e Euglenophyceae), ao final do ciclo
infradiano, foi constatado que a 4gua passou do estado eutrdfico (15,78) para o
oligotréfico (1,08) no tratamento com 100 bc.L™ (Quadro 04).

Para o indice de Clhorophyta (lg), no tratamento controle houve um
aumento de Chlorococcales de 49% para 56% e uma diminuicdo de
Desmidiaceae de 51 % para 44 % (Gréafico 08), permanecendo assim como
eutréfico (Quadro 4). Diferentemente ocorreu no tratamento com 100 bc.L™,
com diminuicdo de Chlorococcales de 49% para 25% e aumento de
Desmidiacea de 51 % para 75 % sendo verificado a mudanca de nivel, de
eutrofico, 15,78, para oligotréfico (0,33) (Quadro 4).

Em todos os outros indices de Nygaard, para o tratamento com
100 bc.L?, também foi verificado mudanca de estado tréfico de eutréfico
(15,78) para oligotrofico: Bacillariophyta (0,00), Cyanobacteria (0,67) e
Euglenophyta (0,08) (Quadro 4) e mudanca na coloracdo da agua de verde

para transparente (Fotografia 5).
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Grafico 08 - Proporcéao entre Chlorococcales e Desmidiaceae da composicao
fitoplancténica ao final do ciclo infradiano.
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Fotografia 5 - Aquérios utilizados nos experimentos apés o ciclo infradiano; (a)
Tratamento controle, (b) Tratamento com D. brasiliensis.
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Quadro 4 - indices de Nygaard das amostras de aguas iniciais e finais do ciclo
infradiano para as densidades de 60, 80, 100 D. brasiliensis.L™ e do tratamento
controle.

indice de .| Espécie de Fitoplancton Densidade de D. brasiliensis (ind.L™)
Nygaard (1) (valor médio) 00micial 00kinal 60cina_| 80rianal | 100gina |
Centrales | Aulacoseira ambigua 40000
Centrales | Aulacoseira granulata 40000 10000
Total 40000 10000 40000
Pennales | Asterionella sp. 480000 260000 | 30000 10000 | 10000
Pennales | Fragilaria crotonensis 40000 10000
Pennales | Fragilaria sp. 40000 10000 66667
Pennales | Navicula sp. 10000
Pennales | Synedra sp. 40000 10000
Total 560000 310000 106667 | 30000 10000
I Bacillariophyta 0.07 0.03 0.38 0.00 0.00
Chlorococcales | Closterium sp. 160000 10000 10000
Chlorococcales | Crucigenia fenestrata 120000
Chlorococcales | Crucigenia quadrata 240000 10000 10000
Chlorococcales | Kirchneriella lunares 2200000 60000 | 100000| 40000| 20000
Chlorococcales | Monoraphidium contortum 360000 60000 26667
Chlorococcales | Oocystis elliptica 80000 40000
Chlorococcales | Planktosphaeria gelatinosa 40000 10000 10000
Chlorococcales | Scenedesmus bijugus 20000
Chlorococcales | Scenedesmus quadricauda 240000 60000 40000 | 10000
Chlorococcales | Sphaerocystis schroeteri 10000
Chlorococcales | Tetraedron trigonum 40000 10000
Total 3480000 |250000 186667 | 80000 |40000
Desmidiaceae | Cosmarium bioculatum 60000
Desmidiaceae | Cosmarium sp. 80000 20000 10000
Desmidiaceae | Cosmarium ténue 20000 10000
Desmidiaceae | Staurastrum sp. 280000 20000 40000 70000
Desmidiaceae | Staurastrum sp.1 40000 80000 40000 | 50000
Desmidiaceae | Staurastrum sp.2 60000
Desmidiaceae | Staurastrum tetracerum 40000
Desmidiaceae | Staurodesmus sp. 60000
Total 360000 200000 190000 |110000 |120000
| Chiorophyta 9.67 1.25 0.98 0.73 0.33
Euglenophyceae | Phacus longicauda 10000
Euglenophyceae | Phacus sp. 13333
Euglenophyceae | Trachelomonas hispida 20000
Euglenophyceae | Trachelomonas oblonga 40000
Euglenophyceae | Trachelomonas sp. 10000
Euglenophyceae | Trachelomonas volvocina 480000 170000 | 120000 40000 | 10000
Total 480000 223333 160000 |40000 10000
| Euglenophyta 0.09 0.12 0.38 0.33 0.08
Cyanophyceae | Anabaena sp. 1400000 | 140000 10000 | 70000
Cyanophyceae | Anabaena sp.1 1360000
Cyanophyceae | Anabaena sp.2 40000
Cyanophyceae | Cylindrospermopsis raciborskii 40000
Cyanophyceae | Geitlerinema amphibium 320000 230000 90000 30000 | 10000
Total 1720000 |1670000 230000 |40000 80000
| cyanobacteria 4.78 8.35 1.21 0.36 0.67
| composto 15.89 10.77 3.25 1.45 1.08

* Qligotrofico (0,0-1,0) e eutrofico (1,2-25,0).
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4. DISCUSSAO

Os grupos fitoplancténicos identificados nas amostras experimentais sao
tipicos de reservatorios do Nordeste brasileiro (DANTAS et al.,, 2008; LIRA,
BITTENCOURT-OLIVEIRA; MOURA, 2009; MOURA; DANTAS;
BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2007; MOURA et al., 2006; MOURA et al., 2007a).
A reducao da populagdo de fitoplancton ocorrida durante o ciclo infradiano
pode ser justificada apenas por mortalidade para o tratamento controle, e
também por filtro-alimentacdo para os tratamentos que diferiram
significativamente do controle. Nos demais tratamentos o poder de filtracdo n&o
foi suficiente para causar uma deplecdo maior do que a baixa da populagéo
ocorrida apenas por mortalidade.

A mortalidade do fitoplancton provavelmente ocorreu por processo
natural de senescéncia e morte, e principalmente pelas estratégias de
sobrevivéncia de cyanobacteria em aguas poluidas, para evitar a competicéao,
produzindo bioativos ou metabdlitos secundarios téxicos como mecanismos de
defesa dos predadores e/ou de concorréncia por nutrientes e espaco
(FULTON; PEARL, 1988; ROHRLACK et al., 1999; FIALKOWSKA; PAJDAK-
STOS, 2002; LEGRAND et al., 2003; MALBROUCK; KESTEMONT, 2006;
LEFLAIVE; TEN-HAGE, 2007; BERRY et al., 2008; CARMICHAEL, 2008). Esta
constatacdo é possivel, pois a populacdo de cyanobacteria se manteve
praticamente constante no tratamento controle, durante o ciclo, aumentando
assim sua participacdo na composicdo centesimal. Ja as populacbes dos
demais grupos diminuiram, principalmente cloréfitas. As cyanobacteria
apresentam grande capacidade de adaptacdo em ecossistemas poluidos ou
eutrofizados, devido a presenca de acinetos e de heterocistos em alguns
géneros (DOKULIL; TEUBNER, 2000) e sdo cosmopolitas, podendo adaptar-se
a diversas condicdes de salinidade e temperatura (YUNES, 2009). Bouvy et al.
(2000) afirmam que o estresse ambiental provoca o estabelecimento de
floragBes algais com predominancia de Cyanobacteria.

Para os demais tratamentos, além de mortalidade, ocorreu filtro-
alimentacdo de fitoplancton pela branchoneta, em todos os grupos, havendo
controle top-down para os tratamentos que diferiram do controle. A eficiéncia

de filtracdo da branchoneta pode estar relacionada ao seu habitat e nicho
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ecologico que sdo os mesmos das algas fitoplanctdnicas, na regido limnética
ou pelagica da coluna d’agua, encontrando-se, assim, melhor distribuida nesta
coluna. Segundo Pomeroy, D’Elia e Schaffner (2006) na regido bentbnica pode
haver anoxia, prejudicando na filtracdo de organismos, sendo relatada em seu
trabalho a ocorréncia deste fato com ostras.

O resultado da filtrac&o realizada pela branchoneta refletiu na alteracao
da composicdo centesimal do fitoplancton diferentemente do ocorrido no
tratamento controle que, ao final do ciclo infradiano, apresentou aumento de
Cyanobacteria e reducédo de Chlorophyta, sendo este ambiente caracterizado
como eutrofico pelo indice Composto de Nygaard, onde se constatou ainda um
agravo na eutrofizacdo pelo indice Simples de Cyanobacteria, verificando-se
uma diminuicdo na qualidade da agua. De acordo com Melo-Magalhaes et al.
(2009) os altos valores da densidade fitoplancténica indicam a existéncia de
condi¢cdes eutréficas. Segundo Calijuri et al. (1999) quando o ambiente
aquatico apresenta alta densidade de Cyanobacteria e diminuicdo de OD no
hipolimnio pode ser considerado eutrofico. Huszar e Silva (1999) e Chellappa
et al. (2007) semelhantemente informam que as cianobactérias (cyanobacteria)
constituem a maior proporcao de fitoplancton em ecossistemas dulciaquicolas
eutrofizados, e segundo Tundisi (1999) ha ainda diminuicdo da diversidade
fitoplanctonica.

Cyanobacteria possui maior representatividade em reservatorios
eutrofizados no semi-arido do nordeste brasileiro (COSTA et al., 2009) e em
muitos ambientes naturais e artificiais eutroficos brasileiros (HUSZAR; SILVA,
1999). Sendo encontrada em toda biosfera, mas € no limnociclo, que causa
sérios problemas a saude humana e animal (CORDEIRO-ARAUJO et al.,
2010), sendo considerada um problema para o0 manejo da qualidade da agua e
importante na verificacdo do grau de eutrofizacdo (CHELLAPPA et al., 2007).
Costa et al. (2009) fundamentados em Huszar e Caraco (1998) e Blomgvist;
Pettersson; Hyenstrand (1994) afirmam que é amplamente aceito a hipotese de
que a expansdo do processo de eutrofizagdo tem aumentado globalmente a
frequéncia e intensidade de floracbes de cianobactérias. Colocacéo
semelhante a esta afirmativa encontra-se em Tundisi, Matsumura-Tundisi e
Abe (2008).
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Diferentemente do que ocorreu com o tratamento controle, a analise
comparativa dos resultados finais dos tratamentos que tiveram diferencas
estatisticas com o controle, apresentaram uma composic¢éo fitoplancténica com
aumento de Chlorophyta e reducéo de Cyanobacteria (Grafico 01), e mudanca
do nivel tréfico da agua para oligotrofico, como mostra os indices simples de
Nygaard. Houve também um aumento na composi¢cdo centesimal da familia
Desmidiaceae que provavelmente foi favorecido por uma remediagdo no
ambiente aquatico promovido pela branchoneta. Um fator inerente na qualidade
de agua é a dominancia de Chlorococcales e Desmidiacea (Chlorophyta). A
predominancia de Desmidiacea indica uma condicdo oligotréfica (ESTEVES,
1998; NWEZE, 2006). Neste trabalho foram identificadas véarias espécies de
Desmidiacea, Chlorococcales e outras clordfitas, dentre elas tém-se
Coelastrum microporum, Coelastrum reticulatum, Planktosphaeria gelatinosa,
Sphaerocystis schroeteri, que segundo Fuentes et al. (2010) a ocorréncia delas
caracteriza ambientes com alta disponibilidade de luz, como os oligotroficos.
Espécies fitoplanctbnicas sdo amplamente utilizadas para avaliacdo de
ambientes limnicos (SILVA, 1999) e funcionam como sensores refinados das
variaveis ambientais refletindo a intensidade dessas variaveis melhor que
qualquer artefato tecnolégico (MARGALEF, 1993).

Fazem parte também desta composi¢cdo, em menor proporcdo e com
pequeno aumento no tratamento controle, Bacillariophyta e Euglenophyta,
ocorrendo diminuicdo destes grupos no tratamento com 100 bc.l™. A
diminuicdo de Euglenophyta indica que a poluicdo orgéanica diminuiu (NWEZE
2006) refletindo numa melhoria da qualidade da agua. O indice da Comunidade
Fitoplanctdnica, desenvolvido pela Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB), categoriza a qualidade de agua
como ruim quando existe a dominancia de Cyanobacteria ou Euglenophyta
(fitoflagelados) (Séo Paulo, 2005; 2011), por serem predominantes em
ambientes poluidos.

Os resultados dos indices de Nygaard revelam que a densidade de
branchonetas tem relevante importancia no controle top-down do fitoplancton,
incluindo Cyanobacteria, pois, s6 no tratamento com 100 bec.L™ houve mudanca
de estado trofico da agua, de eutréfico para oligotrofico, pelo indice Composto
de Nygaard, sendo confirmado com a mudanca de coloracdo da agua de verde
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para transparente. Segundo Reynolds (1998) a retirada do fitoplancton modifica
o nivel tréfico da &gua, podendo o fitoplancton ser utilizado como um
bioindicador de sua qualidade. Thunmark (1945), Nygaard (1949), Palmer
(1969) e Edwards et al. (1972) desenvolveram sistemas que usam algas como
bioindicadores de poluicdo. Eles sugeriram escores indicativos para algas
como uma indicacao do nivel de poluicdo, a exemplo dos indices de Nygaard e
Lange Bertalot (PALMER, 1958; PATRICK, 1963; Di BERNARDO, 1995;
CEBALLOS; DINIZ; KONIG, 1996; MISHRA et al., 2001; RAMAKRISHNAN,
2003; SHARAN; SINHA, 2010).

Limitaces na utilizagdo desses indices bioldgicos foram descritas em
Brook (1981), Sullivan e Carpenter (1982), mas outros autores ressaltam a
importancia desses indices em avaliacbes de estados troficos (NYGAARD,
1991), e utilizam associacdes fitoplanctdnicas na caracterizacdo ambiental
(BURFORD; O’'DONOHUE, 2006; MOURA et al., 2007b; BECKER et al., 2008)
reforcando a importancia da utilizacdo de indices ambientais fundamentados
em microalgas.

Vale salientar que no tratamento de 80 bc.L™ apesar de ndo haver
mudanca de estado tréfico para o indice composto de Nygaard (15,78 para
1,45), quando comparado com o tratamento controle (15,78 para 10,77)
verifica-se uma diminuicdo significativa do referido indice, que refletiu nos
indices simples de Nygaard, onde houve mudanga do estado eutrofico (4,78 Icy
e 9,67 Ig) para o oligrotrofico (0,36 Icy e 0,73 Ic) respectivamente, para 0s
indices de Cyanobacteria (Icy) € Chlorophyta (lc;). Quanto aos tratamentos com
60 e 100 bec.L™ o indice de Cyanobacteria apresentou uma significativa reducao
(1,21 e 0,67) respectivamente. Estes indices indicam que a branchoneta foi
eficiente na filtracdo de cyanobacteria.

Assim, as maiores contribuintes para o processo de poluicdo da agua
sdo as floragcbes de Cianobactéria, agentes de off-flavor, volateis odoriferos
nao toxicos e toxicos sintetizados, secretados normalmente como metabdlitos
secundérios, que tém sido uma grande preocupagdo para as empresas de
abastecimento de agua em todo o mundo (GIGLIO et al., 2011; DIXON et al.,
2011), apresentando riscos de veiculacao hidrica para a saude atraves da agua
potavel e de balneario (POURIA et al.,, 1998). Os mais conhecidos sdo a
geosmina (trans-1,10-dimetil- trans-9-decalol), associada ao odor e sabor de
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“terra” ou “barro” e o 2-metilisoborneol (1-Rexo-1,2,7,7-tetrametil-biciclo[2,2,1]-
heptan-2-ol) pelo odor e sabor de mofo. Os peixes ao se alimentarem dessas
cianobactérias suas carnes ficam com o odor e sabor de terra ou mofo,
inviabilizando seu consumo e consequente comercializacdo (SCHRADER,;
DENNIS, 2005; TUCKER, 2000) afetando ainda os animais que se alimentam
com racbOes contendo farinha de peixe com off-flavor. Concentracdes
significativas de geosmina em peixes foram encontradas por Robin et al. (2006)
e Houle et al. (2011).

Sao mais de 40 espécies de cianobactérias produtoras desses volateis
(IZAGUIRRE; TAYLOR, 2004). O presente trabalho identificou nesta regido as
espécies Anabaena sp., Anabaena sp.1, Anabaena sp.2, Anabaenopsis sp.,
C. raciborskii, e Oscillatoria sp. que segundo Sant’Anna et al. (2008) sao todas
cyanobacteria toxicas no Brasil com ocorréncias na regido subtropical, e
também as potencialmente téxicas P. agardhii e G. amphibium.

No experimento realizado, as branchonetas filtraram Cyanobacteria,
havendo diminuicdo de sua populacdo em todos os tratamentos que diferiram
significativamente do controle. Para o tratamento de 80 bc.L™ foi verificado
também maior percentual de cyanobacteria no conteddo intestinal da
branchoneta (41%) do que o encontrado na agua (13%) e preferéncia alimentar
(Manly’s ) deste anostraca por Cyanobacteria e espécies deste grupo,
Anabaena sp. e G. amphibium, demonstrando que a branchoneta é eficiente na
filtracdo de Cyanobacteria. Além disso, durante o experimento nado foi
observado na branchoneta nenhum comportamento anormal que tenha afetado
suas funcgdes vitais, mesmo tendo consumido grande quatidade de Anabaena,
demostrando ser resistente, e um consumidor natural de Cyanobacteria.
Também foi verificada a reducéao de fitoplancton como ocorre com a utilizacéo
de outros organismos, como o0s moluscos (CAMACHO; GONZALEZ;
FUENTES, 1991; HICKMANN, 1989; MODESTO et al.,, 2010). No entanto
mariscos e mexilhées foram potencialmente contaminados ao se alimentarem
de Anabaena (GARCIA et al., 2010).

Outros trabalhos apontam combinacfes de crustaceos para promover o
controle top-down do fitoplancton, demostrando certas especificidades ou
preferéncias desses animais por género, tamanho e atoxidade do fitoplancton
(LAMPERT,; TAYLOR, 1985). Tais combina¢fes funcionam positivamente na
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filtracdo de organismos conforme suas preferéncias, mas favorecem o aumento
populacional dos organismos fitoplanctonicos que n&o serviram de alimento
(KOZAK; GOLDYN, 2004; GOLDYN; KOWALCZEWSKA-MADURA, 2008).

Nesta perspectiva Sommer et al. (2003) utilizaram a combinacdo de
copépodes e Daphnia obtendo um declinio significativo na biomassa de
fitoplancton. Segundo Sommer e Sommer (2006) o controle top-down do
fitoplancton por crustdceo do mesozooplancton é a pedra angular da ecologia
de &gua doce, devido ao seu poder de filtracdo. De acordo com Van DonK et
al. (1990), Kozak e Gotdyn (2004) e Jeppesen et al. (2009) os grandes
cladoceros apresentam as maiores taxas de filtragem e de pastoreio
registrados na literatura.

A branchoneta € um crustaceo que reune varias qualidades para uma
biofiltragdo completa, filtrando o fitoplancton, indistintamente do tamanho da
espécie, incluindo as pequenas cianobactérias produtoras de cianotoxinas.

Uma vez que a branchoneta se alimenta de cyanobacteria, ndo se
descarta a possibilidade dela vir a ser intoxicada por algum tipo de cianotoxina,
uma vez que, segundo Molica e Azevedo (2009), muitos sado os tipos de
cianotoxinas. Desta forma, tornam-se necessarios outros estudos que tenham
por finalidade conhecer os mecanismos de metabolizacdo e/ou de toxificacdo
da branchoneta. Existem espécies resistentes que bioacumulam cianotoxinas
atuando como vetores para niveis superiores da cadeia alimentar (CHEN; XIE,
2005; GARCIA et al.,, 2010), porém outras metabolizam a cianotoxina no
organismo a compostos menos toxicos (FERRAO FILHO, 2009). Em estac&o
de producdo de alevinos, o uso da branchoneta aumenta a sobrevivéncia de
peixes carnivoros em até 90% (LOPES et al., 1998; LOPES; TENORIO, 2005;
LOPES; PONTES; ARAUJO, 2006) o que provavelmente a caracteriza como
uma espécie ndo bioacumuladora.

O Ministério da Saude do Brasil inseriu 0 monitoramento de
cianobactéria, no regulamento para qualidade de agua potavel através da
Portaria MS n.° 518/2004. Na Resolucdo do CONAMA n.° 430/2011 no Art. 3
informa que os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderdao ser
lancados diretamente nos corpos receptores apdés o devido tratamento, ainda
em seu “Paragrafo unico” informa que o 6rgao ambiental competente podera, a

qualquer momento, mediante fundamentacdo técnica exigir tecnologia
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ambientalmente adequada e economicamente viavel para o tratamento dos
efluentes, compativel com as condi¢des do respectivo corpo receptor (BRASIL,
2011c). O tratamento de efluente sendo obrigatério, tornando-se urgente o
desenvolvimento de tecnologias que estejam ao alcance da maioria dos
produtores aquicolas, para que nao venha tornar a atividade inviavel ao
pequeno e médio produtor.

Desta forma, pode-se sugerir uma tecnologia ambientalmente adequada
e economicamente viavel para o tratamento de efluentes aquicolas, utilizando
microcrustaceos e algas como biorremediadores. Os resultados deste trabalho
apontam a branchoneta como filtradora eficaz capaz de reduzir a populagéo da
comunidade fitoplanctbnica, inclusive as espécies produtoras de cianotoxinas.
Por sua vez, o fitoplancton € um removedor natural de fésforo e nitrogénio.
Bertoldi et al. (2007) afirma que o nitrogénio e o fosforo sédo efetivamente
removidos por C. vulgaris, espécie encontrada no conteudo intestinal da
branchoneta em grande quantidade. Segundo Moritsch et al. (2010) o
nitrogénio € provavelmente um fator limitante no crescimento do plancton,
sendo rapidamente filtrado.

Neori et al. (2004) apresentam o fitoplancton como biofiltro que converte
residuos de nitrogénio em biomassa de algas, e estas por sua vez servem de
alimento para mariscos. Confirmando com Tenore (1976) que as algas sdo
execelentes biofiltros de nutrientes. Porém, faz-se necessario algivoros para
remové-las antes que morram subitamente, por falta de nutrientes na agua
provocada pela propria alimentacdo das algas. Este é um dos grandes
problemas da piscicultura, pois a biomassa fitoplancténica precisa ser retirada
do ambiente sem provacar lise das células, para ndo serem liberadas as
toxinas elou aconteca a ciclagem de nutrientes (VINATEA-ARANA, 2004;
KUBITZA, 1998).

A utilizacdo de espécies pertencentes aos niveis detriticos troficos
também é importante para o controle da producdo de residuos detriticos
(TENORE; BROWNE; CHESNEY, 1974) de ambientes eutrofizados, tornando a
biorremediacdo mais eficaz, convertendo residuos em biomassa sem
introducbes de residuos exdgenos, a exemplo dos provenientes de racodes.
Ainda sao estudos iniciais que precisam de ajustes e de novas pesquisas em
ambientes naturais para poder atender a Resolucdo do CONAMA n.° 430/2011
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(BRASIL, 2011). Segundo Lopes et al. (1998) a branchoneta é fitoplanctéfaga,
porém, filtra também metazoarios, protozoarios, bactérias e restos de matéria
organica. Neste trabalho, foi identificado apenas o fitoplancton e
Cyanobacteria, sendo necessario outros estudos para otimizar a potencialidade
da biofiltracdo da branchoneta. Segundo Borics et al. (2000) a biomanipulacdo
top-down para controlar a biomassa algal tem sido geralmente bem sucedida,
em grandes lagos, com alguns anos de tratamento.

Artemia franciscana, crustdceo da mesma ordem da branchoneta foi
utilizada por McShan, Trieff e Grajcer (1974) para o tratamento de efluentes
como biofiltradora do fitoplancton. Marinho-Soriano et al. (2011) utilizou Artemia
associada com macroalga na biorremediacédo de efluentes de aquicultura,
sugerindo A. franciscana como uma nova candidata a ser integrada em
processos de biorremediacdo, sendo também capaz de remover por filtracdo
particulas de nitrogénio.

Organismos que filtram particulas organicas, inorganicas e o plancton ao
tempo que se alimentam também os removem da agua, melhorando a
qualidade da agua e gerando nova biomassa que podera ser utilizada como
mais uma fonte de renda na aquicultura. Desta forma, a branchoneta em aguas
eutrofizadas de piscicultura filtrou com eficiéncia microalgas removedora de
nitrogénio e fésforo na coluna d’agua, sendo portanto mais uma opg¢éao para ser
utiizada em efluentes de aquicultura e de lagoas de estabilizacdo. A
aquicultura integrada recicla nutrientes em produtos rentaveis, ao restaurar a
qualidade da agua (NEORI et al., 2004).

A biomanipulagcdo para promover o controle top-down do fitoplancton
com a biofiltracdo realizada pela branchoneta pode caracterizar uma
biotecnologia de biorremediacédo de ambientes aquaticos com floracfes algais,
inclusive as produtoras de cianotoxinas. Ao final do processo, a branchoneta
torna-se o residuo que devera ser retirado do ambiente aquéatico, podendo ser
aproveitado na alimentacao animal, como alimento vivo ou processado.

Pesquisadores ja desenvolveram experimentos para a insercdo da
branchoneta na alimentacéo de animais de agua doce, devido ao seu alto valor
proteico (LOPES et al., 1998; YFLAAR; OLIVERA-GALVEZ, 2003; CARNEIRO;
SILVA; ALBINTI, 2004; LOPES; TENORIO, 2005; TENORIO et al., 2006;
LOPES; PONTES; ARAUJO, 2006; LOPES et al., 2007), além de outras
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espécies de Dendrocephalus (GARCIA; MARCANO; PEREIRA, 2000) e ainda
do anostraca Artemia (DIEMER et al., 2010) precisando ser enriquecido com
iodo (HAWKYARD et al.,, 2011). Devido ao grande potencial da branchoneta
como alimento vivo na aquicultura (MAI et al., 2008) e agora também, como um
eficiente filtro-alimentador em ambientes eutrofizados.

Alternativa de aproveitamento da branchoneta também pode ser no
processamento deste residuo (a branchoneta) em hidrolisado proteico para
compor racdes industrializadas. Leal et al. (2010) produziram hidrolisado de
camardo e Kolkovski, Czesny e Dabrowski (2000) hidrolisado de krill como
atrativos alimentares para peixes de agua doce. Ulven et al. (2011) utilizou o
krill na producéo de 6leo como fonte de n-3 PUFAs.

5. CONCLUSAO

A biomanipulacdo com Dendrocephalus brasiliensis para o controle top-
down do fitoplancton aconteceu de forma eficiente, biorremediando o ambiente
eutrofizado com mudanca de estado trofico.

A remocéo do fitoplancton aconteceu num processo de filtro-alimentacao
da branchoneta, onde também foi observado biofiltracdo de cyanobacteria, uma
das principais indicadoras de ambiente eutrofico, produtoras de ciantoxinas,
inclusive com preferéncia alimentar por Anabaena (produtora de anatoxina),
precisando assim, de mais estudos para verificar a possibilidade da
branchoneta ser indicada também no controle preventivo de cianotoxidade da
agua.

Diante da metodologia e resultados apresentados neste estudo verificou-
se o poder de filtracdo da branchoneta, recomendando-se o uso da
branchoneta no controle top-down do fitoplancton na densidade de 100 bc.L™
em ambientes aquicolas eutrofizados visando a mudanca de estado trofico da
agua, e no controle preventivo de cyanobacteria produtora de cianotoxinas, o
uso de branchoneta na densidade de 80 bc.L™, também é recomendado por ter

apresentado a maior reducdo da populacdo de cyanobacteria.
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CAPITULO 4

VariagOes fisicas e quimicas em ambiente aquicola eutrofizado na

presenca de Dendrocephalus brasiliensis Pesta, 1921

RESUMO

Na verificacdo da qualidade de agua para a aquicultura devem ser
consideradas a espécie de cultivo e as variaveis limnolégicas que podem
sustentar a produtividade aquicola. Com isso, faz-se necessario um manejo
preventivo no controle do aporte de nutrientes e das populacbes
fitoplanctonicas nos ambientes de producdo. O objetivo deste trabalho foi
avaliar as alteracbes quimicas e fisicas na qualidade da agua de um meio
eutrofizado, em resposta a introducdo da espécie filtradora Dendrocephalus
brasiliensis em diferentes densidades e horarios. O experimento constou de
seis tratamentos nas densidades de 00 (controle), 20, 40, 60, 80 e 100 bc.L™,
com quatro repeticbes cada, totalizando 24 unidade experimentais (aquarios)
com aeracao constante, durante um ciclo infradiano, e com coletas de agua a
cada 6 h. Também foram realizadas leituras in loco de temperatura (°C), pH,
oxigénio dissolvido (mL.L™ e % sat.), condutividade elétrica (uS.cm™), sélidos
totais dissolvidos (mg.L™) e salinidade (%,), com a utilizacdo de um analisador
multiparametro YSI 556 MPS. Foram feitas andlises laboratoriais quanto a
concentracdo de clorofila a, feofitina, nitrito, nitrato, amonia, fésforo total,
fosfato total dissolvido, fosfato inorganico e turbidez. Para verificagdo dos
indices de estado trofico (IET’s) da dgua com base na clorofila a e no fosforo
foram utilizadas as classificagdes propostas por Hakanson, Boulion e Carlson
modificado por Lamparelli e por Toledo. Segundo os resultados, a clorofila a
(15,07 + 3,35 pg.L™) apresentou os menores valores as 24 h no tratamento
com 100 be.L™. Neste mesmo tratamento também ocorreu os maiores valores
de amonia (3.463,27 + 277,42 ug.L'l) as 12 h, fésforo total (1.867,84 + 207,19
ng.L™) as 30 h, fosfato total (1.668,30 + 158,22 pg.L™?) e nitrito (7,57 + 2,43
ng.L') as 36 h. Quanto aos IET’s, os valores de clorofila a comprovaram
mudanca do estado trofico para um nivel inferior em todos os indices utilizados
neste trabalho. Porém, em relacdo ao fésforo e aos indices compostos de
Lamparelli, ndo houve mudanca do estado trofico, apesar de diferirem
estatisticamente. Mesmo com o aumento dos niveis de nitrogénio e fosforo na
agua, ocorrido provavelmente pelos excrementos da branchoneta e
caracterizando um ambiente propicio a reproducédo de microalgas, houve uma
diminuicdo nos niveis de clorofila a, provavelmente pela filtro-alimentacéo desta
espécie sobre a populacéo fitoplanctbnica. Portanto, a branchoneta interferiu
no meio eutrofizado, aumentando os niveis de nutrientes na agua e reduzindo
os valores de clorofila a, a partir da densidade de 60 bc.L™. Podendo assim ser
sugerida a utilizacdo da branchoneta no controle preventivo do fitoplancton,
visto que, apesar da presenca de nutrientes em quantidades suficientes para
promocéao de floragdes, aconteceu reducéo de clorofila a.

Palavras-chave: Aquicultura, branchoneta, eutrofizacdo, filtro-alimentacao,
gualidade de agua.
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ABSTRACT

Physical and chemical variations on aquiculture eutrophicated
environment in the presence of Dendrocephalus brasiliensis Pesta, 1921.
In the water’s quality verification in aquaculture the cultivated species and the
limnologic variables that can support the aquiculture productivity must be
considered. Therefore, a preventive management in the control of nutrient
inputs and phytoplanktonic populations from production environments is
necessary. This work aimed to assess the chemical and physical changes in the
water's quality from an eutrophicated environment, in response to the
introduction from the filterer species Dendrocephalus brasiliensis in diverse
density and times. The experiment had six treatments with density 00 (control),
20, 40, 60, 80 and 100 bc.L™, with four repetitions each, totaling 24
experimental units (aquariums) with constant aeration, during the infradian
cycle, and with water collection every 6 hours. Also temperature (°C) readings
in loco were made, pH, dissolved oxygen (mL.L™* and % sat.), electrical
conductivity (uS.cm™), total solids dissolved (mg.L™) and salinity (%), using a
multi parameter analyzer YSI 556 MPS. Laboratorial analyses were made in
relation to chlorophyll concentration a, pheophytin, nitrite, nitrate, ammonia,
total phosphorus, total phosphate dissolved, inorganic phosphate and turbidity.
To indices’ verification of trophic state (IET’s) from water based in chlorophyll a
and phosphorus were used the classifications proposed by Hakanson, Boulion
and Carlson modified by Lamparelli and Toledo. The results showed that the
chlorophyll a (15,07 + 3,35 ug.L™") had the lowest values after 24 hours in
treatment with 100 bc.L™. In the same treatment the biggest values of ammonia
(3.463,27 + 277,42 pg.L™Y) also occurred after 12 hours, total phosphorus
(1.867,84 + 207,19 pg.L™) after 30 hours, total phosphate (1.668,30 + 158,22
ng.L™) and nitrite (7,57 + 2,43 pg.L™) after 36 hours. About the IET’s, the values
of chlorophyll a change from trophic state to an inferior level in all the indices
used in this work was confirmed. Notwithstanding, in relation to phosphorus and
the composed indices of Lamparelli, had no changes on trophic state, though
their statistical divergence. Even growing the levels of nitrogen and phosphorus
in water, probably occurred by the branchoneta’s excreta and characterizing a
proper ambience to microalgae reproduction, there was a diminution in the
levels of chlorophyll a, probably by the filter feeding of this specie over the
phytoplanktonic population. Therefore, the branchoneta intervened in
eutrophicated ambience, elevating the nutrients’ level on water and reducing the
values of chlorophyll a, since the density 60 bc.L™. For that reason the
branchoneta’s utilization can be suggested in the preventive control of
phytoplankton, considering that, albeit the presence of nutrients in sufficient
guantity to provoke flowering occurred the reduction of chlorophyll a.

Keywords: Aquaculture, branchoneta, eutrophication, filter-feeding, quality of
water.
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1. INTRODUCAO

A producdo aquicola depende primordialmente da qualidade da agua
requerida pela espécie de cultivo, sendo necesséario conhecer as variaveis
limnolégicas que determinam uma maior produtividade na aquicultura. A
sustentabilidade do cultivo de organismos aquaticos depende, a longo prazo,
de um equilibrio dindmico de variaveis fisicas, quimicas, biolégicas e
tecndlogicas que atendam aos objetivos sociais, ambientais e econémico da
realidade conjuntural em que o empreendimento encontra-se inserido
(VINATEA-ARANA, 2004).

Caso o ambiente de producdo aquatica apresente desequilibrio em suas
variaveis a ponto de causar poluicdo aquatica de natureza quimica e/ou
bioldgica, levando-o a eutrofizagcdo e/ou contaminacdo, ha necessidade de
remediacdo da agua para que a atividade aquicola seja viavel.

Espécies aquéticas de habito alimentar filtrador capazes de filtrar algas e
nutrientes tém sido utilizadas na remedicdo de efluentes na piscicultura e
carcinicultura (CHOPIN et al., 2001; MARINHO-SORIANO et al., 2011). Dentre
elas, podem-se citar Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo) Hypophthalmichthys
molitrix (carpa prateada), Crassostrea rhizophorae (ostra) (TURKER;
EVERSOLE; BRUNE, 2003; MODESTO et al., 2010; SUN et al.,, 2011) e os
organismos filtradores do zooplancton (DODSON; HANAZATO, 1995) que
possuem o mesmo habitat do fitoplancton, provavelmente com maior potencial
de filtracdo. Como exemplo destes, o0s Anostraca Artemia franciscana
(crustaceo de agua salgada) e Dendrocephalus brasiliensis (crustaceo de agua
doce), sendo a ultima uma espécie cosmopolita com ocorréncia na regiao do
rio S&o Francisco, Brasil.

Um ambiente eutrofizado por nutrientes, como nitrogénio e fosforo
(ESTEVES, 1998; MONTEGGIA; ZANCAN FILHO, 2001), pode receber
influéncias bioldgicas com a introducdo de uma espécie animal filtradora de
microalgas, que ao mesmo tempo em que retira as microalgas do meio
eutrofizado excreta compostos nitrogenados e fésforo neste ambiente (DAME,
1996; FREIRE; ONKEN; MCNAMARA, 2008; MARINHO-SORIANO et al.,

2011). Isto provavelmente causa mudancas no estado trofico da agua. Sendo
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assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as alteracdes na qualidade da agua
de um meio eutrofizado, em resposta a introducdo da espécie filtradora D.

brasiliensis, em diferentes densidades.
2. MATERIAL E METODOS

No estudo foi utilizado crustaceo Branchiopoda Dendrocephalus
brasiliensis, popularmente conhecido no Brasil por branchoneta (bc), em
experimento realizado na Estacéo de Piscicultura da Companhia Hidro Elétrica
do Sao Francisco (CHESF), localizada no submédio rio Sdo Francisco.

Para a obtencdo de agua eutrofizada utilizada no experimento, um
viveiro de 2.400 m? da Estac&o foi adubado com 10 kg de calcario dolomitico e
12,5 kg de esterco bovino. Apos 45 dias de fertilizacdo procedeu-se a medicdo
da transparéncia da 4gua e mensuracao das demais variaveis monitoradas no
experimento, através de sonda multiparametro (YSI 556MPS).

Para a realizacdo do experimento foram utilizados 24 aquarios com
capacidade individual de 3 litros, previamente lavados e secos, fez-se uso de
aeradores. Estes foram preenchidos com a agua eutrofizada e submetidos aos
tratamentos com 20, 40, 60, 80 e 100 branchonetas/litro com quatro repeticbes
cada, além do controle (sem branchonetas).

As andlises de temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (mg.L™" e %
saturacdo), condutividade elétrica (uS.cm™), sélidos totais dissolvido (mg.L™) e
salinidade da 4gua foram realizadas in loco em cada aquario, com a utilizacdo
da sonda multiparametro (YSI 556MPS). As medi¢des foram realizadas no
inicio do experimento e a cada 6 h, durante um ciclo infradiano de 36 h,
seguidas da coleta das amostras de agua.

Amostras de agua (300 mL) de cada aquario foram coletadas,
etiquetadas e levadas ao laboratério para realizacdo das analises da
concentracdo de nitrato (MACKERETH; HERON; TALLING, 1978), nitrito
(GOLTERMAN et al., 1978), amobnia (KOROLEFF, 1976), ortofosfato, fosfato
total e fosforo total (APHA, 1995), turbidez (turbidimetro), clorofila a e feofitina
(NUSCH, 1980).
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Para analise das diferencas dos dados fisico-quimicos entre tratamentos
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, submetidos a analise estatistica
utilizando o software Statistica 7 (STATSOFT. INC., 2004).

O indice de estado trofico (IET) de Carlson (1977) modificado por Toledo
(1990) e por Lamparelli (2004) foram utilizados neste trabalho conforme as

férmulas da Tabela 03 e a classificacdo da Tabela 04.

Tabela 03 - Formulas dos indices de estados tréficos (IETs) para Clorofila a,
fosforo total, fosfato total, transparéncia (disco de Secchi) e indices médios
segundo Carlson (1977) modificado por Toledo Jr et al. (1983), Hakanson e
Boulion (2001) e Lamparelli (2004)

indice Calculo
CLaHakanson e Boulion ES[IDE(C-IIJ —a)+ 1]
Clorofila a In2
Clorofila a In2
IET(DS)roledo Lox (6 _ 064+ lnDS)
Disco de Secch InZ
( ) In80,32
IET(PT Toledo . PT
Fosforo Total 10x ('5 s
Faosforo Total in2
In21,67
-3 —
|ET(PO 4)To|edo 10%| 6 — PO,
Fosfato Total In2
[IET (PT) + IET(CLa)]
IETLampareIIi
2
IET (DS)+ 2[IET (PT) + IET(PD;EJIET(CLG,]]
IET Toledo

7

*Indices de estado trofico (IET)



Para avaliacdo do nivel tréfico da agua com base na clorofila a foi

utilizada a classificagdo proposta por Hakanson e Boulion (2001) e Lamparelli

(2004) (Tabelas 03 e 05).

Na amosta incial foi utilizado também o IET com base em leitura do Disco

de Secch segundo Toledo (1990).

Tabela 04 - Critérios para a classificagdo de acordo com os indices médios de
cado por Toledo (1990) e Lamparelli

estado trofico de Carlson (1977) modifi

(2004). O IET para clorofila a de Hakanson e Boulion (2001)

indices de Estado Trofico (IET)

Classificacao Toledo Lamparelli Hakqnson e
Boulion IET (Cly)

Ultraoligotrofico < 24* IET < 47 -

Oligotrofico 24< |[ET< 44 47 <IET <52 < 25
Mesotrofico 44<|ET<54 52<IET<59 < 50
Eutrofico 54<IET<74 59<IET<63 < 75
Supereutrdéfico - 63 < IET < 67 -

Hipereutrdéfico >74 IET > 67 <100

Tabela 05 - Relagbes entre os valores

de clorofila a para diferentes estados

troficos sugerido por Hakanson e Boulion (2001) e Lamparelli (2004)

EstadoTréfico Héakanson e Bloulion Lamparelgi
Cly (ng.I) Cly (mg/m>)
Ultraoligotrofico Cl,<1,17
Oligotrofico < 1 1,17 < ClI,< 3,24
Mesotroéfico < 10 3,24 < Cl,< 11,03
Eutréfico < 100 11,03 < Cl,< 30,55
Supereutréfico 30,55 < Cl,< 69,05

Hipertrofico < 1000

69,05 < Cl,
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1Analises fisicas e quimicas

Em relagdo ao tratamento controle houve um aumento nos valores de
nitrito, nitrato, amonia, ortofosfato, fosfato total e fosforo total, bem como do pH,
salinidade e condutividade elétrica da agua indicando perda de qualidade da
agua. Houve porém diminui¢cdo nos niveis de clorofila a e feofitina, podendo

indicar melhoria da agua (Tabela 06).

Tabela 06 - Valores medianos das variaveis limnoldgicas, significAncia entre
tratamentos (p) e resultados post hoc do teste Kruskal-Wallis.

Tratamento
Variavel Controle 20 40 60 80 100 p
Nitrato (ug.L™) 7,1% 6,5 7,3 3,22 8,8%° 153" 0.065
Nitrito (ug.L™) 3,3? 3,7%¢ 35% 33® 4,6 55° 0.001
Amonia (ug.L™) 215,1* 1232,0° 1800,2° 2415,0° 2657,7° 2343,5° 0.001

Ortofosfato (ug.L™) 85,8° 292,0® 377,1™ 571,8™ 873,9° 1068,5° 0.001
Fosfato total (ug.Ly)  276,2* 547,1% 658,5™ 718,0° 1026,2°° 1180,4° 0.001
Fosforo total (ugL™)  312,9% 547,5® 663,0 802,0°% 1148,4% 1329,6° 0.001
Clorofila a (ug.L?) 120,5* 99,3 89,3* 346" 335" 357" 0.001

Feofitina (ug.L™Y) 73,7° 63,6° 60,3* 335" 30,1° 31,2° 0.001
Turbidez (NTU) 17,2*  184* 19,4* 20,6%® 26,1 32,3° 0.001
Temperatura (°C) 26,8° 26,8* 26,7° 26,7° 26,9 26,7° 0.736
OD (mg.L™Y) 7,6 73 74 73" 70" 6,8° 0.001
OD (% de sat.) 94,9° 920" 916 91,1° 871" 856° 0.001
pH 7,12 7,28 7,12 7,18 7,32 7,3 0.373
CE (uS.cm™) 72,00 91,5® 102,0° 127,55 1750“ 203,0° 0.001
TDS (mg.L?) 0,047 0,059% 0,067*° 0,083"¢ 0,114° 0,132° 0.001
Salinidade 0,03*  0,04* 0,05 0,06 0,08¢ 0,20° 0.001

Letras diferentes indicam diferencga estatistica entre tratamentos (p<0,05).

Diante dos valores das variaveis quimicas, foi observado que o aumento
da densidade populacional da branchoneta interveio na qualidade da &agua.
Milstein e Svirsky (1996) em viveiros com diferentes combinagbes de peixes
verificaram que a qualidade da agua foi afetada de diferentes formas, visto que
as interacdes dependeram também da espécie. Porém, o ambiente que se
encontrava eutrofizado apresentava uma populacdo fitoplancténica que foi

determinada pelas variaveis fisicas e quimicas da agua e pelas interacdes
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biolégicas com o0 meio. Segundo Kampel e Novo (2005), Scheffer et al. (2001)
e Vasconcelos (2006) as taxas de producdo primaria é que permitem o
entendimento e gerenciamento de ecossistemas aquaticos e avaliacbes sobre
0s impactos do aporte de nutrientes.

No inicio do experimento a temperatura foi de 28,09 + 0,10°C e ao longo
do ciclo infradiano houve diminuicdo para temperaturas abaixo dos 26°C
(Grafico 09), porém, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
(Tabela 06), vale ressaltar que o experimento aconteceu em ambiente indoor
nao aclimado. Lopes et al. (2008) em ambiente outdoor aferiram faixa de
temperatura semelhante, porém a variagdo foi crescente. Em ambos os casos
as temperaturas ndo causaram danos aparentes as branchonetas.

O oxigénio dissolvido na agua (OD) sofreu flutuacdes com diferencas
significativas (Tabela 06), mesmo com o uso de aeradores. Segundo Macedo e
Sipauba-Tavares (2010), em tanques de criacdo de peixes, a proliferacdo
excessiva do fitoplancton, causou diminuicdo de oxigénio no periodo noturno e
supersaturacdo durante o dia, além do aparecimento de produtos tdxicos do
metabolismo secundario de cianobactérias. Segundo Imeri et al. (2010), a
floracdo fitoplanctbnica pode alterar o oxigénio dissolvido, o pH e a cor da
agua.

As variaveis fisicas e quimicas da agua mais resistentes as mudancas
de valores, provocadas pelo aumento da densidade de branchonetas, foram o
pH (p= 0,373), a temperatura (p= 0,736), as quais ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos ao longo do experimento, e o nitrato (p=
0,065) onde houve diferenca apenas na densidade de 100 bc.L™. As variaveis
mais sensiveis foram a amonia (p=0,001), o OD (p=0,001) e 0 OD% (p= 0,001),
que a partir do tratamento com 20 bc.L? jA apresentaram diferencas
significativas. Para todas as variaves, nas densidades 80 e 100 bc.L™, ndo
houve diferenca significativa (Tabela 06).

A temperatura pode influenciar a quantidade de OD, e este por sua vez
influenciar as variaveis pH, nitrato, nitrito e aménia. Houve uma diminuicdo
significativa do OD e isso pode acarretar em aumento de amonia e nitrito, o que
foi observado neste trabalho, estando em conformidades com a literatura
(KUBITZA, 1998a; VINATEA-ARANA, 2004). Porém, para todos os tratamentos
houve um aumento de OD as 36 h (Gréfico 09), isto pode justificar a diminuicdo
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nos niveis de amodnia e 0 aumento nos niveis de nitrato (Tabela 06). O nitrato
apresentou os maiores valores no tempo 0 h, sendo constatada a tendéncia de
reducdo nos valores ao londo do tempo (Gréfico 10) e uma tendéncia de
maiores valores com o aumento da densidade de branchoneta.

A constancia do pH na neutralidade provavelmente permitiu uma maior
capacidade de suporte do ambiente, uma vez que nao foi observado
mortandade de branchoneta, provavelmente impedido maiores aumentos na
concentracdo de amodnia nao ionizada que, segundo Kubitza (1998b), aumenta
com a elevacédo do pH (Grafico 10).

Os valores de amonia e nitrito apresentaram uma tendéncia de aumento
ao longo do tempo, e principalmente com o aumento na densidade de
branchoneta (Gréafico 10; Tabela 06). Este fato pode estar relacionado com o
maior consumo de oxigénio por parte da branchoneta e pelos excrementos de
compostos nitrogenados deste animal.

O ortofosfato, fosfato total e fosforo total apresentaram aumento nos
valores de forma ascendente ao longo do ciclo infradiano (Grafico 11) e
aumentos significativos em seus valores com 0 aumento na densidade de
branchoneta (Grafico 11).

A condutividade elétrica, sélidos totais dissolvidos (STD), a turbidez e a
salinidade apresentaram aumentos em seus valores no decorrer do tempo e
com o aumento na densidade da branchoneta (Graficos 09; 11; 12; Tabela 06).

A clorofila a e feofitina apresentaram tendéncias de reducao nos valores
com pequenas oscilagcdes ao longo do ciclo infradiano (Grafico 12), sendo mais
evidenciado com o aumento da densidade de branchoneta, onde se verifica
reducdes significativas em seus valores (Tabela 06).

A tilapia do Nilo Oreochromis niloticus e o mexilhdo Corbicula leana
Prime, 1867 também mostraram aumentos das concentracdes de fosforo
(MERCANTE et al, 2007; HWANG et al. 2004). Segundo Hwang et al. (2004)
este aumento foi devido a regeneracdo desse nutriente no sistema pelos
mexilhdes. De forma semelhante, Jones, Dennison e Preston (2001)
observaram altas concentracdes de PO, utilizando ostras, atribuindo o fato
para a excrecao de bivalves. Portanto, varias formas de fésforo, nitrogénio e
carbono, podem ser encontradas nas excre¢bes dos organismos filtradores
(DAME, 1996).
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Grafico 09 - Variaveis, Temperatura (°C), salinidade (%), oxigénio dissolvido - OD (mg.L™) e saturacéo de oxigénio dissolvido - OD
(%), das amostras de agua em funcéo do tempo (h) de acordo com as densidades de branchonetas por litro (20, 40, 60, 80 e 100
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Gréafico 10 - Variaveis, pH, amédnia (ug.L™), nitrato (ug.L™) nitrito (ug.L™), das amostras de 4gua em funcéo do tempo (h) de acordo

com as densidades de branchonetas por litro (20, 40, 60, 80 e 100 bc.L™)
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Gréfico 11 - Variaveis, condutividade elétrica - CE (uS/cm?), fésforo total, fosfato total e ortofosfato, valores expressos em pg.L™?, das
amostras de 4gua em funcdo do tempo (h) de acordo com as densidades de branchonetas por litro (20, 40, 60, 80 e 100 bc.L™).
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Gréfico 12 - Variaveis, clorofila a (ug.L™), feofitina (ug.L™), sélidos totais dissolvidos — STD (mg.L™) e turbidez (NTU), das amostras de
agua em funcéo do tempo (h) de acordo com as densidades de branchonetas por litro (20, 40, 60, 80 e 100 bc.L™).
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Em crustaceos foi atribuido aumento excessivo de NH," e significativo
de PO, na &gua, devido a excrementos de Artemia franciscana. Segundo
Marinho-Soriano et al. (2011) apés a filtracdo do fitoplancton o PO43 e o
nitrogénio sado excretados rapidamente. Os microcrustaceos sdo considerados
organismos filtradores artrépodes amoniotélicos que excretam nitrogénio na
forma de NHz e NH;" (FREIRE; ONKEN; MCNAMARA, 2008).

Quanto aos valores de clorofila a e de feofitina diminuiram em todos os
tratamentos, semelhante ao que ocorreu com a reducdo da populacéo
fitoplanctonica, testificando que existe uma relagcdo entre a clorofila a e a
biomassa fitoplanctonica. Porém, os valores diferiram estatisticamente do
controle para os tratamentos com maiores densidades de branchonetas (60
bc.L™, 80 be.L™?, 100 be.L™).

As alteracBes das variaveis parecem nao ter prejudicado a branchoneta,
pois 0 aumento em sua densidade diminuiu os niveis de clorofila a e feofitina,
indicando provavelmente que a branchoneta continuou se alimentando, fato
este verificado no capitulo 3. Segundo Lopes et al. (2008) a espécie €
resistente as variagcdes quimicas e fisicas da agua.

O florescimento de microalgas planctbnicas é um problema na
aguicultura animal, podendo haver a perda de toda a producdo, sendo
favorecido pelos aspectos fisicos, como altas temperaturas, e quimicos, como

0s nutrientes, configurando a eutrofizacdo aquatica.

3.2 indice de Estado Trofico (IET)

Os niveis de nutrientes aumentaram ao longo do tempo (Graficos 10 e
11), podendo indicar acumulacdo de seus niveis na agua. Foram observadas
também diferencas significativas com o aumento na densidade de branchoneta
(Tabela 06), sugerindo input desses nutrientes no ambiente aquatico. Porém,
os niveis de clorofila a e de feofitina diminuiram significativamente (Gréafico 12;
Tabela 06), sugerindo uma fitro-alimentagdo de fitoplancton pelas
branchonetas, o que é visto no capitulo 3. Estes resultados determinam o
indice de estado tréfico (IET) da agua de acordo com os niveis de fosforo ou de

clorofila a.
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O indice de estado trofico de acordo com a populagéo fitoplancténica
(Capitulo 3) respalda, neste trabalho, os resultados do IET de acordo com a
clorofila a. Segundo Melo-Magalhdes et al. (2009), Mirbagheri, Sadrnejad e
Hashemi Monfared (2012) e Moura et al. (2007) o fitoplancton e o zooplancton
também sdo considerados como parametros de qualidade da agua. E segundo
a Agéncia Nacional das Aguas - ANA (2001), um lago eutréfico € caracterizado
por grande quantidade de substancias nutrientes e biogénicas, assim como,
pela presenca abundante de fitoplancton durante o verao.

Sendo assim, esses nutrientes caracterizam juntamente com o
fitoplancton o indice de trofia de um lago. Com este entendimento os indices de
estados troficos estudados neste trabalho podem ser diferenciados como indice
de estado trofico causa (IETc) e indice de estado trofico efeito (IETe). O fésforo
(nutriente) estabelecera o IETc, sendo também o nutriente determinante da
floracdo algal, e esta por sua vez determinard o IETe promovendo mudangas
em variaveis quimicas e fisicas da agua que poderdo afetar a capacidade de
suporte dos ecossistemas limnicos. Desta forma o IETc sdo o fésforo total e o
ortofosfato e o IETe a clorofila a, sendo respaldada com IET de acordo com o
fitoplancton (Capitulo 3). Panosso e Esteves (2000) desenvolveram um indice
para avaliar os efeitos das interferéncias do fésforo nas comunidades do
plancton.

Para a determinacdo do IET segundo Carlson deve ser considerada a
média aritmética dos resultados do IET (PT) e do IET (CL a), por ser o fésforo
um nutriente que atua como agente causador da eutrofizacdo e a clorofila a
como uma medida da resposta do corpo hidrico ao agente causador e
indicadora da quantidade de fitoplancton (agente efeito). Portanto, de acordo
com a CETESB (2004) o indice médio engloba, de forma satisfatoria, a causa e
o efeito do processo de eutrofizacao.

A agua da amostra inicial foi enquadrada nos graus maximos de trofia,
independentemente dos indices de estado tréfico (IET) utilizados neste
trabalho, sendo hipereutréfico para o indice de Carlson modificado por Toledo
(1990), Hakanson e Boulion (2001) e Lamparelli (2004) (Grafico 13). Estes
indices mantiveram-se assim durante todo o ciclo infradiano. Para os indices
de fésforo total e os indices médios de estado tréfico de Carlson modificado por

Lamparelli (2004), mesmo com os grandes aumentos nos niveis de fosforo ndo
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houve mudanca de estado tréfico, porém utilizando-se outro indice, como o
indice de Nygaard (Capitulo 3), foi verificado uma mudanca para o nivel trofico
inferior, confirmando assim a filtracdo do fitoplancton pela branchoneta,
resultados esses também testificados estatisticamente e pela analise de
Manly’s alpha (Capitulo 3). O aumento nos niveis de fosforo e de outros
nutrientes pode esta associado a excre¢cdo animal, neste caso, a da
branchoneta. Segundo Qian et al. (1996) a amobnia é considerada um dos
produtos de excrecdo de invertebrados marinhos, sendo ainda excretada por
peixes e crustaceos. Assim, a principal desvantagem do uso de animais
filtradores no controle de microalgas esta na producédo de residuos por estes
organismos, como resultado da digestdo incompleta e do metabolismo
(BRACKEN, 2007).

Um nivel hipertréfico caracterizado por altas concentracfes de nutrientes
com crescimento de algas e macrdfitas pode ser determinado por fatores
fisicos (WALMSLEY, 2000). Ambientes de eutroficos a hipertréficos com aguas
alcalinas de altas temperaturas e baixa relacdo de N e P sdo favoraveis a
dominancia de Cyanobacteria (VON SPERLING; FERREIRA; GOMES, 2008).
Cyanobacteria tem capacidade de fixar o nitrogénio (N) atmosférico, desta
forma o N dissolvido na 4gua nédo € necessariamente determinante para o seu
desenvolvimento. A analise de clorofila a pode ser um indicativo da presenca
de Cyanobacteria e de outros organismos do fitoplancton, e o seu indice pode
determinar o estado tréfico da agua.

Além dos IET para nutrientes, foram utilizadas também as classificacdes
de acordo com os valores de clorofila a segundo Hakanson e Boulion (2001) e
Lamparelli (2004), onde foi verificada alteracdo do estado hipereutréfico para o
eutrofico, resultado este semelhante ao IET de Nygaard para o fitoplancton
(Capitulo 3), tendo sido confirmado com a diminuicdo na quantidade de
microalgas fitoplancténicas. A reducdo méaxima do estado trofico foi em dois

niveis, de hipereutréfico para eutroéfico, durante o ciclo infradiano.
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Gréafico 13 - Indices de estado trofico (IET) de Hakanson e Boulion (2001) e Lamparelli (2004). Com base na clorofila a, segundo

Héakanson e Boulion [IET (CLa)y] e segundo Lamparelli [IET(CLa).], e no fésforo total IET(PT) e composto segundo Lamparelli.
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O indice de estado tréfico de Hakanson e Boulion (2001), considerando
a clorofila a, indicou mudanca de estado tréfico, de hipertréfico para eutroéfico,
em todos os horarios dos tratamentos com 60, 80 e 100 bc.L™? (Grafico 13).
Para o tratamento com 100 bc.L™ passou de hipertréfico (77,33) para eutréfico
(54,45) as 24 h. Em relag&o ao indice de Lamparelli (2004) o nivel diminuiu de
hipertrofico (74,44) para supereutrofico (64,10) (Quadro 7 e Tabela 06). Sendo
estes os melhores resultados. Nos textos seguintes os indices de Hakanson e
Boulion sera representado por “HB” e de Lamparelli por “L”. Também,
semelhantemente, houve mudanca de estado tréfico as 24 h para os
tratamentos com 60 bc.L™ (60,23 HB e 66,72 L) e com 80 bc.L™ (58,44 HB e
6591 L) e as 36 h (57,57 HB e 6552 L) e (59,25 HB e 66,27 L)
respectivamente, para os tratamentos com 60 bc.L™ e 80 bc.L™. Esta reducéo
do estado tréfico foi verificada em todas as classificacBes utilizadas neste
trabalho para clorofila a (Grafico 13). O aporte de nutriente no corpo d’agua
aumentou consideravelmente (Tabela 06), e os indices de clorofila a e feofitina
diminuiram siginificativamente. Desta forma, a branchoneta provavelmente
influencia o estado tréfico da 4gua, com a excrecdo de nutrientes e a filtro-
alimentacdo de organismos do fitoplancton, justificando a diminuicdo nos niveis
de clorofila a e feofitina e aumento nos niveis de fosforo e nitrogénio na agua.

Segundo Mercante et al. (2004) e Salas e Martino (1991) o controle das
fontes de fosforo € determinate para o controle da eutrofizacdo em um corpo
d’agua. Desta forma, pela quantidade de nutrientes na agua, era esperado que
acontecesse um efeito bottom-up do fitoplancton com posterior morte subita,
gquando esta populacdo removesse da agua 0S nutrientes, e estes se
tornassem escassos. Porém, foi verificado aumento nos niveis de nutrientes e
reducdo da populacgdo fitoplancténica. Ainda foi observada reducdo nos niveis
de clorofila a e feofitina e a constatacdo de muitas espécies fitoplancténicas no
conteudo intestinal da branchoneta (Capitulo 3). Podendo ser caracterizado um
controle top-down do fitoplancton por filtro-alimentacdo da branchoneta,
testificando com o capitulo 3.

A acdo filtradora da branchoneta é confirmada ainda pelos resultados
dos tratamentos, visto que nas maiores densidades de branchonetas foram
obtidas as maiores reducgbes de clorofila a e feofitina, concordando com os

maiores controles nas reducdes de fitoplancton obtidos no capitulo 3. Isto
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demonstra o poder de filtragcdo da branchoneta, mesmo em condi¢cbes adversas
do meio. Boon et al. (1994) fazem uma abordagem restringindo o aporte de
nutrientes e tentativas de reestruturacdo da cadeia alimentar para maximizar o
consumo de cianobactérias toxicas pelo zooplancton herbivoro. Sendo a
branchoneta uma espécie autoctone e resistente as variacdes ambientais
(BELK apud COHEN, 1995; LOPES et al., 2008), que filtra Cyanobacteria sem
a necessidade de restricdo do aporte de nutrientes, confirma-se o seu potencial
para a remediacdo de ambientes aquaticos eutrofizados.

A branchoneta provavelmente enriqueceu a agua de cultivo com
nutrientes, diminuindo a possibilidade de morte subita do fitoplancton e também
possibilitou o controle top-down do fitoplancton dificultando o surgimento de
novas floracdes algais. Segundo Kubitza (1998c) e Vinatea-Arana (2004) um
dos grandes problemas da piscicultura € a morte subita do fitoplancton por falta
de nutrientes na agua, removidos durante o processo de crescimento das
algas. Com a acao bacteriana na decomposicéo do fitoplancton, o ambiente de
cultivo passa a ter problemas de hipoxia, que pode causar mortandade da
producdo aquicola. Segundo Vinatea-Arana (2004), os dois maiores fatores
que agravam a qualidade da dgua de um tanque de cultivo de camardes sao a
superproducao de algas e a presenca de solidos em suspensao. Deste modo,
ressalta-se a grande importancia da filtracdo do fitoplancton para remediar

problemas de andxia e mortalidade de animais de cultivo.

4. CONCLUSAO

O ambiente aquatico permaneceu eutréfico durante todo o ciclo
infradiano e a branchoneta, a exemplo de outros animais filtradores de
microalgas, provavelmente foi responsavel pelo aumento nos niveis de
nitrogénio e fésforo na agua, através dos seus excrementos.

Portanto, a branchoneta interferiu no meio eutrofizado, aumentando os
niveis de nutrientes na 4gua e também na reducdo nos niveis de clorofila a, a
partir da densidade de 60 bc.L™, provavelmente pela filtro-alimentacéo desta
espécie sobre a populacao fitoplanctonica.
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CAPITULO 5

Producéao de hidrolisado proteico de branchoneta Dendrocephalus
brasiliensis Pesta, 1921 (Crustacea: Anostraca)

RESUMO

Considerada um alimento atrativo e que proporciona altos indices de sobrevivéncia e
crescimento na piscicultura, a branchoneta, Dendrocephalus brasiliensis, é utilizada
como alimento vivo na alevinagem de espécies carnivoras no submédio Sao
Francisco, e como biorremediadora de ambientes com floracdo fitoplanctonica. A
biomassa da branchoneta, gerada na filtro-alimentacdo de microalgas, pode ser
utilizada em processos biotecnolégicos agregando maior valor a esta rica fonte
proteica. Este trabalho objetivou a producdo de hidrolisado proteico de branchoneta
(HPB) por autélise enzimatica, com vistas a sua inser¢cdo na composi¢do de racdes
para animais aquéticos. O material foi proveniente da Estacdo de Piscicultura da
CHESF. Realizou-se ensaios enzimaticos com o extrato da branchoneta, e para as
atividades proteoliticas foram utilizados substratos inespecifico (Azocaseina) e
especificos (BapNA, Leu-p-Nan e Suc-phe-p-Nan), sendo verificadas atividades
proteoliticas de 1,70 = 0,01 U.mg™; 0,79 + 0,01; 0,66 + 0,01; 0,08 + 0,01 e 0,07 = 0,00
mU.mg™®, respectivamente. Os substratos especificos para tripsina e leucina
aminopeptidase foram o0s que apresentaram maiores atividades. O zimograma
comprovou as atividades proteoliticas mediante apari¢cdes de bandas. Os parametros
assintéticos, Percentual Maximo de Hidrélise e o Tempo Médio de Hidrdlise Maxima,
do grau de hidrélise do HPB, foram 26,42 + 2,86% e 53.20 + 2,96%, respectivamente,
em um periodo de 240 min. A eletroforese SDS-PAGE mostra que o perfil das
proteinas foi substancialmente alterado, indicando hidrélise a partir de 90 min. Os
peptideos formaram bandas visiveis abaixo de 19,80 KDa. O HPB possui 79,67% de
proteina bruta, sendo uma boa fonte de aminoacidos essenciais, tendo sido
encontrados valores maiores que os das farinhas de menhaden e de soja. Houve
também baixos valores de &cidos graxos, 0 que evita a oxidagdo. Conclui-se que este
crustaceo € um alimento de alto valor proteico, e que o HPB apresenta todos o0s
aminoacidos essenciais e em quantidades suficientes para atender as exigéncias
nutricionais dos organismos aquicolas; sendo ainda rico em aminoacidos com sabor
umami, 0 que o torna ainda mais atrativo para ser inserido em ra¢cfes aquicolas.

Palavras-chave: Acidos graxos, aminoacidos, atividade proteolitica, autdlise
enzimética, grau de hidrdlise.
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ABSTRACT

Production of hydrolysate proteic from branchoneta Dendrocephalus
brasiliensis Pesta, 1921 (Crustacea: Anostraca). Considered an attractive food that
provides high indices of survival and growth in fish farms, the branchoneta,
Dendrocephalus brasiliensis, is used like live food for the fingerlings of carnivorous
species in the sub-medium Sao Francisco river, and like bioremediator of environments
with phytoplanktonic bloom. The branchoneta’s biomass, created by filter-feeding of
microalgae, can be used in biotechnological processes adding more value to this rich
protein source. The goal of this work was the production of hydrolysate protein of
branchoneta (HPB) by enzymatic autolysis, seeking its insertion in the composition of
rations of aquatic animals. The origin of the material was the fish farm station from
CHESF. Enzymatic experiments were carried out with the branchoneta’s extract, and
for the proteolytic activities unspecified (Azocaseina) and specific substrates (BapNA,
Leu-p-Nan and Suc-phe-p-Nan) were used, being identified proteolytic activities of of
1,70 £ 0,01 U.mg™; 0,79 + 0,01; 0,66 + 0,01; 0,08 + 0,01 and 0,07 + 0,00 mU.mg™,
respectively. The specific substrates of trypsin and leucine aminopeptidase presented
high activity. The zymogram attested the proteolytic activities by appearance of bands.
The asymptotic parameters, Maximum Hydrolysis Percentage and the Average Time of
Maximum Hydrolysis, of hydrolysis degrees from HPB, were 26,42 + 2,86% and 53.20
+ 2,96%, respectively, in a period of 240 minutes. The electrophoresis SDS-PAGE
shows that the profile of proteins was substantially changed, pointing hydrolysis since
90 min. The peptides composed visible bands under 19,80 KDa. The HPB has 79,67%
of crude protein, being a good source of essential amino acids, values bigger than the
values of flours of menhaden and soya had been found. There were also low values of
fatty acids, obstructing the oxydation. The conclusion is that this crustacean is a food
with high protein value, and that the HPB shows all the essential amino acids and in
sufficient quantity to fulfill the nutritional needs of aquiculture organisms; being still rich
in amino acids with umami flavor, which makes it even more attractive to be added in
rations of aquiculture.

Keywords: Amino acids, enzymatic autolysis, fatty acids, hydrolysis degree,
proteolyctic activity.
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1. INTRODUCAO

Na alimentacdo de peixes e crustaceos o fator preponderante, em
sistemas de cultivos intensivos, € a utilizacdo de proteinas de qualidade. O
anostraca Dendrocephalus brasiliensis Pesta 1921, conhecido popularmente
por branchoneta, € um crustaceo de ambientes limnicos com maior valor
proteico do que outros animais usados na aquicultura como fonte de proteinas,
a exemplo do anostraca Artemia, do cladocero Daphnia e do rotifero
Brachionus plicatilis, dentre outros organismos do plancton (LOPES et al.,
1998).

Na Estacdo de Piscicultura da Chesf, D. brasiliensis é o principal
alimento vivo utilizado com sucesso na alimentacéo de pds-larvas e alevinos de
espécies carnivoras nativas do rio Sao Francisco (LOPES et al., 1998; LOPES;
TENORIO, 2005; LOPES; PONTES; ARAUJO, 2006; LOPES; SANTOS NETO,
2006). Sendo também verificada a sua potencialidade no controle top-down do
fitoplancton em aguas eutrofizadas de ambientes aquicolas.

Segundo Herpandi, Rosma e Wan Nadiah (2011) o alto custo da farinha
de peixe, ingrediente importante na producdo de racdo para a aquicultura,
levou a busca de fontes alternativas de proteinas. A branchoneta, apos o
processo de biomanipulacdo do fitoplancton, torna-se um residuo que podera
ser aproveitado como hidrolisado proteico, produto obtido através da
solubilizacdo de proteinas (DINIZ; MARTIN, 1999; FURLAN; OETTERER,
2002), evitando a sua subutilizacdo ou descarte. Fontes alternativas de
proteinas oriundas de residuos da producéo aquicola e da industria do pescado
podem substituir as proteinas tradicionais em rac¢des, diminuindo o 6nus
ambiental e econdmico, contribuindo desta forma para a sustentabilidade do
setor (BEZERRA; VIEIRA; CARVALHO, 2001; HEU; KIM; SHAHIDI, 2003).

Valores tém sido agregados na aquicultura, com o aproveitamento de
residuos descartados pelas industrias de beneficiamento do pescado, a
exemplo de cabecas de camardes e visceras de peixes (ESPINDOLA FILHO et
al., 2001). Cavalheiro, Souza e Bora (2007) pesquisaram o aproveitamento de
residuo de camardo em racdo animal, e Lopez-Cervantes, Sanchez-Machado e
Rosas-Rodriguez (2006) produziram hidrolisados deste residuo, onde verificou-

se alto teor de aminoacidos essenciais.
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O hidrolisado proteico do pescado (HPP), conhecido internacionalmente
por fish protein hidrolizated (FPH), possui altissima digestibilidade, sendo
recomendado o seu uso na alimentacdo de pos-larvas, pois muitas larvas de
peixes, por estar em formacdo, ainda ndo apresentam o sistema digestorio
morfologicamente diferenciado, tendo como consequéncia uma atividade
enzimatica insuficiente (DABROWSKI, 1984; OETTERER; REGINATO-
D’ARCE; SPOTO, 2006). A incorporacao do hidrolisado na racéo resulta num
aumento na taxa de crescimento especifico, na melhoria da conversao
alimentar, e em maior eficiéncia proteica quando comparado com o uso da
farinha de carne ou peixe (GONCALVES; BAPTISTA; COIMBRA, 1989).

O HPP pode ser obtido por hidrélise quimica e biolégica ou enziméatica
(PASUPULETI; BRAUN, 2010). Segundo Furlan e Oetterer (2002) a hidrolise
enzimatica de pescado € um meétodo alternativo que utiliza o descarte da
indastria pesqueira, aproveitando suas proteinas com o uso de enzimas
proteoliticas. Diniz e Martin (1996) mostraram as vantagens deste método
sobre os demais, como a especificidade enzimética (controlando as
caracteristicas do produto final), a digestdo sob condi¢cdes moderadas de pH e
temperatura (possibilitando a qualidade nutritiva do hidrolisado), a desativacao
da enzima por aguecimento (controlando a taxa de hidrdlise) e a integridade
dos aminoacidos (mantendo o valor nutricional).

A hidrélise enzimética para producdo do HPP pode ocorrer também por
autolise, com a utilizacdo de enzimas enddgenas, fazendo uso de grande
variedade de proteases, como serina, tripsina, quimotripsina e pepsina.
Apresentando como resultado final um produto rico em aminoéacidos livres, e
pequenos peptideos que podem apresentar atividades antioxidantes, anti-
hipertensivas, anti-cancerigenas e antianémicas (HERPANDI; ROSMA; WAN
NADIAH, 2011), além de ser ambientalmente adequado com o aproveitamento
deste rico material que seria descartado.

Enzimas endbgenas também sdo aproveitadas de visceras de peixes,
como ocorre com as proteinas. Técnicas tém sido aperfeicoadas para a
extracdo das enzimas de estdmago e cecos piloricos de Colossoma
macropomum, tambaqui (BEZERRA et al., 2000; BEZERRA et al., 2001) e do
intestino da tilapia (BEZERRA et al., 2005). Silva et al. (2011) purificaram
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tripsina de visceras de carapeba. Siringan, Raksakulthai e Yongsawatdigul
(2006) realizaram autélise enzimatica com anchova.

Assim, o trabalho teve por objetivo a producao de hidrolisado proteico de
D. brasiliensis (HPB) por autdlise enzimatica, com vistas a sua inser¢cao na

alimentacéo aquicola.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao e conservacado dos exemplares

Dendrocephalus brasiliensis foi proveniente da Estacdo de Piscicultura
da Companhia Hidro Elétrica do S&o Francisco (CHESF), localizada no
submédio do rio S&o Francisco, municipio de Paulo Afonso, Estado da Bahia,
Brasil.

Durante o transporte foram preservadas em gelo seco e posteriormente

acondicionadas em freezer, a temperatura de -20 °C.

2.2 Extrato enziméatico

A branchoneta foi descongelada e homogeneizada na concentracéo
(1:1) mg/mL (peso/volume) de tecido em agua destilada. Sendo utilizado um
homogeneizador de tecidos (IKA RW 20 DIGITAL). O extrato bruto obtido foi

coletado e refrigerado a -20 °C para ser utilizado nos ensaios enzimaticos.

2.3 Dosagem de proteinas nos extratos brutos

O conteudo proteico foi obtido a partir da mensuracdo da absorbéancia
das amostras em espectrofotbmetro nos comprimentos de onda da faixa
ultravioleta 260 e 280 nm (Warburg e Christian, 1941) usando a equagéao:
[proteina] mg/mL = Azgonm X 1,5 — AosonmX 0.75
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2.4 Ensaios enziméaticos

As atividades enzimaticas proteoliticas foram realizadas utilizando
azocaseina como substrato para atividade proteolitica alcalina total. O Na-
benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA) 8mM como substrato especifico
para tripsina; N-succinil- alanina-alanina-prolina-fenialanina-p-nitroanilida
(SApNA) 8mM e N-succinil-L-fenilalanina-p-nitroanilida (Suc-Phe-p-Nan) 8mM
como substratos especificos para quimotripsina e leucina-p-nitroanilida (Leu-p-
Nan) 8mM como substrato especifico para leucina aminopeptidase.

Os ensaios com os substratos foram realizados em triplicata, a 25°C. O
ensaio com substratos especificos consistiu de uma mistura contendo 30 uL de
cada substrato separadamente, 140 uL de Tris—HCI 0,1 M pH 8,0 e 30 uL da
amostra. O tempo de reagéo foi de 15 min., e foi previamente estabelecido
através de cinética temporal. A mensuracdo das absorbancias foram feitas em
espectrofotdmetro de microplaca (xMark™ BIORAD) a A 405 nm por 15 minutos
para o0 BApNA e 10 minutos para os demais substratos. Para a atividade
proteolitica alcalina total, uma mistura composta por 50 uL de uma solucéo de
azocaseina 1% (p/v) em tampao Tris-HCI| 0,1 M, pH 8,0, e 30 uL do extrato
bruto de branchoneta foi incubada durante 60 min. a 25°C. Em seqguida, a
reacao foi interrompida com a adi¢do de 240 uL de &cido tricloroacético (TCA)
10%. Apos a adicdo do acido esperou-se 15 minutos para centrifugar a mistura
a 8.000 x g. por 5 minutos. ApGs a centrifugacdo, 70 pL do sobrenadante foi
adicionado a 130 pyL de 1 M NaOH em microplaca. A mensuracdo da
absorbancia foi feita em espectrofotémetro de microplaca (xMark™ BIORAD) a
A 450nm (BEZERRA et al., 2005). Em todos os ensaios de atividade enzimatica
foram realizados controles consistindo de mistura contendo apenas Tris-HCI
0,1 M pH 8,0 e o substrato correspondente a analise. Para avaliar se houve
diferenca na hidrolise entre as enzimas com seus respectivos substratos os
dados gerados foram avaliados através de analise de variancia.

No final de cada ensaio as atividades apresentadas pelas enzimas foram
divididas pela concentracéo de proteina do extrato para determinar a atividade

especifica.
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2.5 Preparacéao do hidrolisado proteico de branchoneta

Os hidrolisados proteicos de branchoneta foram produzidos por autolise
enzimatica sem ajuste de pH, de acordo com o método desenvolvido por
Bezerra (2000) modificado.

As branchonetas foram descongeladas em temperatura ambiente,
lavados com agua filtrada e posteriormente foram triturados com agua destilada
em liquidificador industrial. A mistura foi colocada em um becker de vidro em
banho-maria, com temperatura de 45°C onde permaneceu por 4 horas
submetida a uma pequena agitacdo continua para melhorar o contato
enzima/substrato. Posteriormente o hidrolisado foi fervido a 100°C, durante 10
minutos, para desativacado enzimatica. No final do processo ocorreu separacao
das partes sélida e liquida através de uma peneira com malha de 1 mm?2 O
hidrolisado proteico da branchoneta (HPB) foi acondicionado em recipientes

para posteriores analises.
2.6 Determinacéo do grau de hidrélise

Durante o processo de hidrélise foram colhidas 1 mL de amostras em
triplicata nos tempos 0 (branchoneta + agua), 10, 20, 30, 60, 90, 120, 150, 180,
210 e 240 minutos, onde ao final de cada coleta as amostras e o restante da
solugdo foram fervidas a 100° C, durante 10 minutos, para desativacéo
enzimatica. No total foram coletadas 99 amostras de cada hidrolisado.
Concluindo com centrifugacdo 10.000 giros por 20 min. a 4 °C e liofilizado o
sobrenadante.

Foi retirada uma aliguota de 50 uL de cada amostra e adicionado 150 pL
de TCA para a precipitacdo das proteinas, ap6s 15 minutos, as mesmas foram
centrifugadas a 8.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante das amostras foi
retirado e diluido 40 vezes. O mesmo ensaio foi feito com agua (substituindo o
TCA) que serviu como controle. A absorbancia das amostras diluidas foi
mensurada nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm e a concentragéo de
peptideos ou proteina foi calculada segundo a metodologia de Warburg e

Christian (1941). Com base na concentracdo de peptideos TCA solavel foi
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possivel entéo calcular o percentual de proteina hidrolisada em cada tempo da
reacdo, utilizando-se a seguinte formula:

[Proteina hidrolisada no tempo X (%)] = 100 x [(A—B)/C], onde:

A = Concentracao total de peptideos no tempo X (amostra + TCA).

B = Concentracéo total de peptideos no tempo “0” (amostra tempo 0 + TCA).

C = Concentracdo total de proteina soluvel no tempo X (amostra + agua).

O desenho da curva temporal de hidrolise (tempo x percentual de
hidrolise) para cada reacédo foi feito com base nestes dados. A partir da curva
foi realizada uma anélise de regressdo néo linear hiperbdlica, utilizando-se o
programa estatistico ORIGIN 6.0. Os parametros assintéticos obtidos foram os
seguintes:

a) P1 - Percentual Maximo de Hidrélise (PMH), percentual maximo de proteina
do substrato que as enzimas dos extratos sdo capazes de hidrolisar.

b) P2 - Tempo Médio de Hidrolise Maxima (TMHM), percentual relacionado ao
tempo (min.) que a enzima leva para hidrolisar 50% do total que ela poderia

hidrolisar.

2.7 Zimograma e eletroforese

Para a eletroforese (LAEMMLI, 1970) e o zimograma (GARCIA-
CARRENO; DIMES; HAARD, 1993) foram utilizadas uma aliquota de 100 e 30
ug de proteina, respectivamente do extrato e do hidrolisado proteico nos
tempos de 30; 60; 90; 120; 150; 180; 210 e 240 minutos. Para ambos, o gel de
concentracdo de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi calculado a 4% e o gel de
separacao a 14%. O gel foi corado com uma solucdo composta de 0,01% de
azul brilhante de Coomassie, 25% de metanol e 10% de acido acético e foi
descorado em uma solugdo com a mesma composi¢do, mas desprovida do
corante.

Os pesos moleculares da proteina do hidrolisados foram estimados por
comparagcdo com um padrdao de peso molecular (BIO-RAD) composto por
miosina (205 kDa), B-galactosidase (116 kDa), fosforilase b (97 kDa),
transferrina (80 kDa), BSA (66 kDa), glutamato dihidrogenase (55 kDa),
ovalbumina (45 kDa), anidrase carb6nica (30 kDa) e inibidor de tripsina (21
kDa).
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2.8 Andlise bromatolégica, composicdo de amino4cidos, &cidos graxos e
colesterol

As anadlises da composicdo centesimal foram realizadas no Laboratoério
de Experimentagdo e Andlises de Alimentos (LEAAL), Departamento de
Nutricho da Universidade Federal de Pernambuco segundo os métodos
utilizados pela AOAC. A composicdo de aminoacidos, acidos graxos (AG) e
colesterol dos hidrolisados proteicos de branchoneta foram realizadas no
Laboratdrio da CBO Assesoria e Analises (Campinas-SP). Foram mensurados
os teores de umidade, carboidratos, proteina bruta, extrato etéreo, cinzas, fibra,
valor caldrico, aminoacidos essenciais (histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina), aminoaciodos né&o
essenciais (tirosina, glicina, serina, arginina, alanina, prolina e cistina), acidos
graxos insaturados, saturados e colesterol. Todas as etapas de producédo do
hidrolisado proteico da branchoneta, bem como as metodologias aplicadas

apos a producao encontram-se descritas no gréafico 14.
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Gréafico 14 - Fluxograma das etapas de producdo do hidrolisado proteico de
Dendrocephalus Brasiliensis.

BRANCHONETA
Dendrocephalus brasiliensis
PREPARAGAOC DO SUBSTRATO - 1g ¢ 1 coMPOSICAO CENTESIMAL
(Proporcéo: 1 branchoneta:1 agua)
'
- *—> ATIVIDADE PROTEOLITICA
HIDROLISE
(240 min 40 °C)
I —> ZIMOGRAMA
INATIVACAO DAS ENZIMAS
(100 °C por 10 min) —
PARTE LIQUIDA ——> PARTE SOLIDA
HIDROLISADO PROTEICO — GRAU DE HIDROLISE
CENTRIFUGACAO
10000 rpm; 20 min; 4 °c
SOBRENADANTE PRECIPITADO
HIDROLISADO PROTEICO
CENTRIFUGADO ELETROFORESE
HIDROLISADO PROTEICO B
LIOFILIZADO LIOFILIZACAO
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O hidrolisado proteico de branchoneta (HPB) foi produzido por autélise
com o animal inteiro, maximizando o aproveitamento de suas proteinas e
proteases. Segundo Haard (1998) glandulas do intestino médio de
invertebrados marinhos contendo grande quantidade de carbo e
aminopeptidases, podem ser aproveitadas em hidrolisados proteicos.

O extrato elaborado para a producdo do HPB foi avaliado mediante
andlise das atividades proteoliticas total utilizando substrato inespecifico
azocaseina e das atividades proteoliticas especificas, utilizando os substratos
especificos, BAPNA, SAPNA, Leu-p-Nan e Suc-phe-p-Nan. As atividades
proteoliticas do extrato bruto de D. brasiliensis, utilizando substratos
especificos e inespecificos foram mensuradas e estao representadas na tabela
07.

Tabela 07 - Atividades proteoliticas das enzimas enddgenas presentes no
extrato de Dendrocephalus brasiliensis.

Ensaios Substratos Atividades
Inespecificos (U.mg™”) Azocaseina 1,70+ 0,01
Especificos (mU.mg™) BApNA 0,79 £ 0,01

Leu-p-Nan 0,66 £ 0,01
Suc-phe-p-Nan 0,08 £ 0,01
SApNA 0,07 £ 0,00

Resultados diferentes foram encontrados em extratos brutos de
hepatopancreas de camardes. As espécies Farfantepenaeus paulensis, F.
subtilis e Litopenaeus vannamei obtiveram atividade proteolitica total de
6,49+0.20 mU.mg™* (BUARQUE et al., 2009), 12,20+0.63 mU.mg™ (BUARQUE
et al., 2010), e 1,73+0,15 U.mg* (NASCIMENTO JUNIOR et al., 2010),
respectivamente. Essas diferencas justificam-se por se tratarem de diferentes
crustaceos com habitos alimentares diferenciados. Ainda que fossem a mesma
especie a sazonalidade influenciaria no perfil das proteases (BENJAKUL;
MORRISSEY, 1997; KRISTINSSON; RASCO, 2000a).
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A atividade de tripsina do extrato bruto de D. brasiliensis apresentou-se
maior quando comparada ao SAPNA, o que evidencia uma menor atividade de
quimotripsina. No entanto, o Leu-p-Nan, apresentou atividade inferior ao
BApNA, mas superior ao SApNA, demonstrando a atividade da
aminopeptidase. Buarque et al. (2009; 2010) verificaram maiores atividades
com SApNA e BApNA para F. paulensis e F. subtilis, respectivamente. Estas
proteases sdo de grande importancia, segundo Garcia-Carrefio e Del Toro
(1997) a tripsina e a quimotripsina sdo endoproteases, ou seja, clivam as
ligacbes peptidicas dentro da proteina, e as aminopeptidases séao
exoproteases, clivam residuos de aminoacidos na extreminadade da proteina.
Li, Youravong e Kittikun (2010) salientam que maior grau de hidrélise pode
ocorrer combinando endo e exo-proteases.

De acordo com Garcia-Carrefio, Hernddez-Cortés e Haard (1994) a
tripsina é uma enzima ubiqua no sistema digestoério de crustaceos, seguida da
quimotripsina, considerando a quantidade de atividade. A tripsina cliva as
ligacdes peptidicas no lado carboxila de residuos de aminoacidos carregados
positivamente como arginina e lisina. A quimiotripsina catalisa mais
eficientemente a hidrélise de ligacbes peptidicas de proteinas na porgao
carboxila de aminoacidos aromaticos como: fenilalanina, tirosina e triptofano
(KLOMKLAO et al., 2007). Aminopeptidases sdo as principais enzimas
responsaveis pela liberacdo de aminoacidos livres e pequenos peptideos
(GONZALES; ROBERT-BAUDOUY, 1996). Alguns aminoacidos livres séo
responsaveis pela atratividade na alimentacdo de peixes (KASUMYAN;
MORSI, 1996, KASUMYAN; NIKOLAEVA, 2002; KASUMYAN; D@VING, 2003).
Sendo a branchoneta um alimento atrativo para peixes (LOPES et al., 1998;
LOPES; TENORIO, 2005), provavelmente por apresentar atividade por leucina-
aminopeptidase.

ApoOs andlise da atividade enzimatica foi realizado zimograma para
observar o perfil de proteases que atuam no extrato da branchoneta. A
Fotografia (6-A) mostra que o zimograma apresentou oito bandas proteoliticas
corroborando com as atividades anteriormente mencionadas.

O grau de hidrélise (GH) é um parametro temporal utilizado para
comparar hidrolisados proteicos entre si. A variacdo do grau de hidrélise

depende da relacédo E/S, temperatura, pH, tempo, método de avaliacdo e das
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enzimas utilizadas. O perfil do GH do HPB é observado no Grafico 15. Ao final
de 240 minutos o GH obtido foi de 24,52%. Os parametros assintoticos PMH e
TMHM do HPB foram 26,42 + 2,86% e 53.20 £ 2,96%, respectivamente. Ficou
evidenciado, que utilizando a concentracéo E/S (1:1), a partir de 90 minutos o
GH se manteve constante. Sendo esse tempo suficiente para a obtencdo do
produto. Diversos autores encontraram diferentes GH utilizando diversos tipos
de substratos e enzimas comerciais principalmente a alcalase, cujo principal
componente é a subtilisina A, uma serino-endo-protease com grande
especificidade em clivar peptideos em Gin-His, Ser-His, Leu-Tyr e Tyr-Thr (LI,
YOURAVONG,; KITTIKUN, 2010). Cao, Zhang e Hong (2008) obtiveram GH de
45,06% no hidrolisado proteico de camardo com suas condi¢cdes de otimizacao.
Kristinsson e Rasco (2000b), obtiveram 14,08% de GH utilizando extrato de
ceco pilérico de Salmo salar para hidrolisar masculo do proprio peixe ao

término de 180 minutos de hidrdlise.

Fotografia 6 — (A) Zimograma em gel de poliacrilamida — SDS-PAGE, No poco
Z. extrato de Dendrocephalus brasiliensis. (B) Eletroforese em gel de
poliacrilamida — SDS-PAGE dos hidrolisados proteicos de D. brasiliensis. No
poco 1. padrdo de peso molecular, nos pocos 2-9: hidrolisados de
D. brasiliensis. Nos tempos de 30-240 minutos, respectivamente.

Pogo 1 2 3 4 5 6 z 8 )
Kda Padrao 30min 60 90 120 150 180 210 240

198,51
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O efeito da hidrélise enzimatica da branconeta estd evidenciado pela
eletroforese SDS-PAGE (Fotografia 6-A). Percebe-se uma clara relacao entre o
perfil eletroforético e o grau de hidrdlise, o que realmente comprova a hidrolise
a partir de 90 minutos, onde é visivel a clivagem das proteinas inicialmente
com peso molecular em torno de 116,25 KDa em peptidios menores que 19,80
KDa. Apds 240 minutos de hidrélise observou-se degradacdo quase completa

das proteinas.

Gréafico 15 - Grau de hidrdlise do hidrolisado proteico de Dendrocephalus
brasiliensis

Grau de Hidrolise (%)

0 10 20 30 60 90 120 150 180 210 240
Minutos

A tabela 08 mostra a composi¢cdo dos aminoacidos totais do HPB. O
mesmo demonstra ser uma excelente fonte de aminoacidos essenciais,
atendendo as necessidades nutricionais de camardes carnivoros e onivoros na

fase juvenil e excedendo as recomendacdes da OMS/FAO (FAO, 1991)
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Tabela 08 - Comparacdo dos aminoacidos totais do hidrolisado proteico de
Dendrocephalus brasiliensis (HPB) com outros ingredientes usados em
alimentos para organismos aquaticos.

Requerimentos de AA

Aminoacidos  Hidrolisado® Farinha” juvenis de camardes®
(9.kg™) D. brasiliensis Peixe soja Carnivoros Onivoros
Essencial
Histidina 18.95 14,0 12,5 8,5 6,2
Isoleucina 27.67 215 175 13,1 9,5
Leucina 49.13 37,7 29,1 26,9 19,6
Lisina 59.70 39,8 257 28,3 20,6
Metionina 20.32 18,0 4.7 10,4 7,6
Fenilalanina 28.22 18,1 19,1 14,8 10,8
Treonina 17.61 19,9 15,1 18,5 13,4
Triptofano 8.52 3,9 8,0 5,2 3,8
Valina 40.78 25,9 19,0 16,4 11,9
Serina 7.83 - - - -
Arginina 66.58 36,8 30,5 29,8 21,7
Nao Essencial
Tirosina 14.42 - - 15,0 10,9
Ac. Aspértico 72.66 - - - -
Ac. Glutamico 114.58 - ; . -
Glicina 38.54 - ’ ) -
Alanina 42.82 - ’ ’ -
Prolina 27.13 - ) ) -
Cistina 6.06 - i 5,2 3,8
Taurina 3.33 - - - -

2 Presente estudo, ° Halver (1995), ¢ FAO (1989).

Os amino&cidos encontra-se em maiores quantidades no hidrolisado da
branchoneta quando comparado com os valores apresentado por Halver (1995)
para as farinhas de peixe e de soja. E da farinha de residuos da industria de
filetagem de tilapias (BOSCOLO; FEIDEN; SIGNOR, 2007).

Os amino&cidos encontrados em maiores quantidades foram; &cido
glutamico (114,58 g.Kg™), &cido aspartico (72,66 g.Kg™), arginina (66,58
g.Kg™), lisina (59,70 g.Kg™), metionina (20,32 13 g.Kg'1), leucina (49,13 g.Kg™),
alanina (42,82 g.Kg™) e valina (40, 78 g.Kg™). Cao et al. (2008) elaborou um
hidrolisado proteico de cabecas de camardo marinho Litopenaens vannamei,
apresentando como aminoacidos mais abundantes os mesmos encontrados no

HPB, com excecdo do acido aspértico, nos valores de 82,81; 50,67; 46,21;
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48,66; 43,75 e 36,16 mg.g™” (g.Kg™), respectivamente. Demonstrando assim,
gue o HPB apresentou maiores valores, com excec¢éo da alanina.

Metionina e lisina, importantes aminoacidos para peixes e camardes
como suplementacdo de dietas, encontrados principalmente em farinhas de
peixe, foram encontrados respectivamente em niveis de maiores que os das
farinhas de menhaden e de soja (Tabela 08).

O é&cido glutamico foi encontrado em maior quantidade no HPB.
Segundo Lioe, Selamat e Yasuda, (2010) este aminoacido apresenta um gosto
umami. Alimentos que apresentam este gosto sédo preferidos na alimentacdo
animal (MORI; KAWADA; ONO; TORII, 1991; BEAUCHAMP; BARCHMANOV;
STEIN, 1998). Segundo Lo6pez-Cervantes, Sanchez-Machado e Rosas-
Rodriguez (2006) alguns aminoacidos livres como alanina, acido glutamico e
glicina, sdo responsaveis pelo sabor e odor caracteristicos de produtos.
Kasumyan e Morsi (1996) em testes de preferéncia alimentar, consideraram
como aminodcidos altamente atraentes os acidos glutamico e aspartico, a
alanina e a prolina, para o peixe Cyprinus carpio, aminoacidos estes que se
destacaram na composi¢ao do HPB.

A branchoneta é utilizada, como alimento vivo, na alevinagem de
espécies carnivoras do rio Sao Francisco, pela Estacdo de Piscicultura da
CHESF, sendo considerada um alimento atrativo (LOPES et al., 1998; LOPES;
TENORIO, 2005), que proporciona altos indices de sobrevivéncia e
crescimento (LOPES; PONTES; ARAUJO, 2006; LOPES; SANTOS NETO,
2006).

Tenorio et al. (2006) testando dietas com zooplancton e branchoneta,
inseridos na composicao de racdes para Lophiosilurus alexandri (niquim), peixe
de habito noturno, observaram que somente em condicdo de estresse houve
diferenca significativa no crescimento do niquim, apresentando melhor
resultado quando alimentado com a ragéo contendo branchoneta. Isto sugere
uma atratividade por este alimento, provavelmente pela elevada quantidade
dos acidos glutamico e aspartico presentes na composicdo da branchoneta e
gue apresentam gosto umami, aliada ao fato de o niquim ser um Siluriformes,
ordem que possue 0 sistema gustatdério mais desenvolvido dos vertebrados
(HARA, 1992), possuindo muitos botbes gustativos sobre os barbilhdes e a

superficie corporea (IWAI, 1980).
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Nas pesquisas dos sistemas gustativos de peixes e crustaceos,
geralmente sdo utilizados aminoacidos considerados relevantes aos estimulos
gustativos (CAPRIO; DERBY, 2008). Em peixes as papilas gustativas sao
situadas dentro da cavidade oral, faringe, eséfago e branquias, podendo
ocorrer também nos labios, barbos e barbatanas, e sobre toda a superficie
corporal em muitas espécies (KASUMYAN; D@VING, 2003). Receptores de
sabor de peixes sdo altamente sensiveis a aminoacidos livres (MARUI;
CAPRIO, 1992). Ogawa e Caprio (2000) enfatizam diferencas entre o gosto e o
cheiro de aminoacidos especificos, ao utilizarem uma mistura de glutamato e
alanina em testes com Ictalurus punctatus (bagre de canal). Para a mesma
espécie, Ogawa e Caprio (2010), utilizaram alanina, L-arginina e L-prolina em
testes, por terem sido mais estimulantes.

Em crustaceos, sensores quimicos do sistema gustativo encontram-se
nas pernas, anténulas e aparelho bucal (DERBY; ATEMA, 1982; DERBY, 2000;
DERBY et al.,, 2001; DERBY; SORENSEN, 2008). Nestes animais, 0s
diferentes tipos de neurbnios quimiorreceptores tém especificidades sensoriais
a um ou varios aminoacidos (GARM et al., 2005). Segundo Derby e Sorensen
(2008) aminoacidos e nucleotideos sdo os dois maiores conjuntos de
moléculas sensiveis aos neurdrios quimiorreceptores de crustaceos.

A tabela 09 mostra o escore quimico de aminoacidos das proteinas de
D. brasiliensis, onde os valores obtidos da composicdo dos aminoacidos foram
divididos pelos valores recomendados pela FAO (1989) de acordo com o0s
requerimentos nutricionais de Camardes carnivoros e onivoros na fase juvenil.
O resultado permitiu determinar os aminodacidos limitantes em cada fonte de
proteina. Uma proteina que apresenta valor de escore quimico maior que 1,0
para todos os aminoacidos é considerado de alto valor nutricional, e o
aminoacido com escore quimico menor que 1,0 € chamado aminoacido

limitante.


http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_1/175-9491400-7372120/175-9491400-7372120?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&ie=UTF8&field-author=A.%20Garm
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Tabela 09 - Comparacdo dos aminoacidos totais do hidrolisado proteico de
D. brasiliensis (HPB) e outros ingredientes usados em alimentos para
organismos aquaticos.

Escore quimico de aminoacidos

Aminoéacidos Camardes carnivoros (juvenis) Camardes onivoros (juvenis)
HPB® FPP Fs® HPB? FPP Fs®
Histidina 2,2 1,6 15 3,1 2,3 2,0
Isoleucina 2,1 1,6 1,3 2,9 2,3 1,8
Leucina 1,8 1,4 1,1 2,5 1,9 1,5
Lisina 2,1 1,4 0,9 2,9 1,9 1,2
Metionina 2,0 1,7 0,5 2,7 2,4 0,6
Fenilalanina 1,9 1,2 1,3 2,6 1,7 1,8
Treonina 1,0 1,1 0,8 1,3 15 11
Triptofano 1,6 0,8 15 2,2 1,0 2,1
Valina 2,5 1,6 1,2 3,4 2,2 1,6
Arginina 2,2 1,2 1,0 3,1 1,7 1,4
Tirosina 1,0 - - 1,0 - -
Cistina 1,2 - - 1,2 - -

O valor nutritivo de uma proteina depende, sobretudo, de sua
capacidade de fornecer aminoacidos, em quantidades adequadas, para suprir
as necessidades do organismo. O HPB produzido através de autélise
enzimatica apresentou valor de escore quimico maior que 1,0 para todos os
aminoécidos verificando ser de alto valor nutricional. Também mostrou suprir
as exigéncias nutricionais de camardes o que evidencia que este HPB podera
constituir uma boa fonte de proteinas em racéo para organismos aquaticos.

Quanto aos teores de lipideos de D. brasiliensis e do HPB foram abaixo
do encontrado na farinha de peixe do National Research Council - NRC (1993)
e dos teores encontrados nos hidrolisados proteicos de Prionotus punctatus
(ZAVAREZE et al., 2009) e de Cragon cragon (SYNOWIECKI; AL-KHATEEB,
2000). O baixo teor de lipideos do HPB pode estar relacionado ao processo de
hidrolise, devido ao processo de centrifugacéo utilizada em uma das etapas

para a elaboracdo do mesmo. Com baixos teores de lipidios a possibilidade de
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haver oxidacdo € menor, o que proporciona melhor estabilidade no
armazenamento do produto (GILDBERG; RAA, 1977; BERAQUET; GALACHO,
1983; CARTONILHO; JESUS, 2011; HERPANDI; ROSMA; WAN NADIAH,
2011).

A composicdo de acidos graxos e de colesterol da branchoneta e do
HPB consta na Tabela 10. Os conteudos de acidos graxos saturados foram de
18,25 e 1,80 g.kg® respectivamente para branchoneta e HPB, com
predominéancia dos acidos palmitico e estearico. Para os acidos graxos
monoinsaturados os valores foram de 12,31 e 5,03 g.kg™, com predominancia
dos &cidos oléico e palmitoléico. Para os conteddos dos &cidos graxos
poliinsaturados foram de 12,72 e 1,77 g.kg’, respectivamente para a
branchoneta e o HPB, com predominancia dos acidos linolénico e linoléico.

Os acidos graxos essenciais (AGE) exercem grande influéncia no
desenvolvimento de peixes e camardes. O catfish, a truta arco-iris e 0 salméo
do pacifico, por exemplo, requerem na sua alimentacéo de 0,5 a 1,0; 1,0 e de
1,0 a 2,0% de n3 (NRC ,1993), respectivamente. A tilapia e a carpa-comum e
requerem em torno de 1,0% de n6 (NRC, 1993). Os peneideos requerem
acidos graxos poliinsaturados, fosfolipideos e esterdis. Shiau (1998)
demonstrou que o linoleico (18:2n6), linolénico (18:3n3), eicosapentaendico
(20:5n3, EPA) e docosahexaendico (22:6n3, DHA) sdo essenciais para
P. japonicus, indispensaveis no combate ao estresse e principalmente no
desempenho do crescimento.

A tabela 11 mostra a composicao centesimal da branchoneta e do HPB.
O conteudo proteico da branchoneta € superior ao da farianha de residuos de
tilapia (50,37%-56,00%) quando comparado com 0s resultados apresentados
por Boscolo, Feiden e Signor (2007), e ao da farinha de menhaden (NRC,
1993) principal fonte protéica em alimentos para organismos aquéticos. O
melhor resultado, da revisdo realizada por Boscolo e Freiden (2007), para
proteina bruta de silagem de tilapia (54,25%) foi menor do que os valores
obtidos com a branchoneta. Entretanto, os mesmos contetudos foram menores
que o do hidrolisado proteico de Prionotus punctatus (878,4 g.kg?)
(ZAVAREZE et al, 2009).



183

Tabela 10 - Comparagdo da composi¢do dos acidos graxos de D. brasiliensis e

seu hidrolisado proteico (HPB).

Acidos graxos

Dendrocephalus brasiliesis

(9.kg™) Liofilizado Hidrolisado

Acido Butirico (C4) 0,50

Ac. Caproico (C6:0) 0,31

Céprico (C10) 0,01
Laurico (C12) 0,06
Ac. Miristico (C14:0) 0,48 0,06
Ac. Pentadecandico (C15:0) 0,44 0,02
Ac. Palmitico (C16:0) 10,71 0,92
Ac. Margarico (C17) 0,83 0,03
Ac. Heptadecandico (C17:0) 0,24

Ac. Esteérico (C18:0) 4,49 0,27
Ac. Araquidico (C20:0) 0,05 0,08
Ac. Behénico (C22:0) 0,17 0,19
Tricosanoic (C23:0) 0,02
Ac. Lignocérico (C24:0) 0,03 0,14
Ac. Miristoleico (C14:1) 0,01
Ac. Palmitoleico (C16:1) 2,63 0,08
Ac. Oléico (C18:1n9c) 9,56 4,82
Ac. cis-Eicosendico (C20:1) 0,12 0,11
Ac. Erucico (C22:1n9) 0,01
Ac. Linoléico (C18:2n6¢) 3,10 1,61
Ac. Gama Linolénico (C18:3n6) 0,16 0,01
Ac. Linolénico (C18:3n3) 3,53 0,09
Ac. Cis-Eicosadiendico (C20:2) 0,02

Ac. cis- Eicosatriendico (C20-3n3) 0,13 0,01
Ac. Cis-Eicosatriendico (C20:3n6) 0,13

Ac. Araquiddnico (AA) (C20:4n6) 3,00 0,02
Ac. cis-Eicosapentaendico (C20:5n3) 2,65 0,01
Ac. cis-Docosahexaen6ico (C22:6n3) 0,02
Colesterol 5,06 0.32

Quanto a matéria mineral, a branchoneta e o HPB apresentaram valores

menores que os das farinhas de peixe de menhaden (190,0 g.kg™) e valores

superiores ao do hidrolisado proteico de peixe 81,2 g.kg* (ZAVAREZE et al.,

2009).

Elevado teor de cinzas,

especialmente calcio, pode reduzir

a

biodisponibilidade de manganés e zinco na alimentagdo animal (SPINELLI,

1980).
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Tabela 11 - Comparacdo da composicdo centesimal e valor calérico de
Dendrocephalus brasiliensis e de seu hidrolisado, com farinha de peixe,

Artemia e Daphnia.

Dendrocephalus brasiliensis®

Farinha de
Anélise Liofilizado® Hidrolisado®  menhaden®  ArtemiaC Daphnia®
(@kgh) (%) (gkg?) (%) (9-kg?) (%) (%)
Umid. e Volateis 48,55 4,85 77,33 7,73 -
Proteina Bruta 765,60 76,56 796,70 79,67 645,00 61,60 70,10
Extrato Etéreo 43,27 4,33 8,59 0,86 96,00
Matéria Mineral 102,57 10,26 93,27 9,33 197,00 10,10
Calcio 156 0,16 3,00 0,30 - 0.21
Fosforo Total 10,98 1,10 11,59 1,16 - 1.46

2 Presente estudo, "NRC (1993), “Lopes et al. 1998.

4. CONCLUSAO

O HPB produzido por autblise enzimatica evidenciou a eficiéncia

proteolitica com grau de hidrolise satisfatorio. Demonstrou ser um produto de

alto valor proteico, rico em aminodcidos essenciais que pode perfeitamente ser

incorporado na formulacdo de dietas para as espécies de cultivos mais

exigentes em alimentos proteicos. Apresentando ainda grandes quantidades de

aminoacidos atrativos e com sabor

intensificacdo do sabor em racées.

umami,

podendo ser

usado na
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CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos ficou comprovado o potencial da
branchoneta como organismo filtrador controlador top-down de fitoplancton.
Pois, mesmo com o aumento dos niveis de nitrogénio e fosforo na agua,
ocorrido provavelmente pelos excrementos da branchoneta e caracterizando
um ambiente propicio a reproducdo de microalgas, houve diminuicdo da
populacao fitoplancténica, inclusive cianobactérias, que foram filtradas em
grandes quantidades.

Durante todo o ciclo infradiano ndo houve aumento do nivel do estado
trofico da agua, no que se refere aos niveis de nitrogénio e fésforo. Em relacéo
aos niveis de clorofila a e de microalgas houve melhoria do estado trofico da
agua.

Em relacdo ao conteudo proteico da branchoneta foi verificado que o seu
hidrolisado proteico apresentou um balanceamento de aminoacidos que atende
as exigéncias nutricionais das espécies aquicolas, sendo uma das melhores
fontes proteicas para a aquicultura. A espécie também ¢é rica em acido
glutamico, que permite um gosto umami, sendo isto importante por tornar o

alimento atrativo.



