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RESUMO 

A produção de pescado no Brasil cresce em ritmo acelerado, devido principalmente ao 

desenvolvimento da aquicultura. No entanto, alguns setores da aquicultura, como a larvicultura, 

ainda apresentam entraves que limitam a produção de espécies promissoras para o cultivo. Dentre 

os problemas a serem solucionados é possível citar a demanda por alimento vivo ou inerte para 

aprimorar a produção durante a fase de larvicultura. A espécie Dendrocephalus brasiliensis tem 

sido alvo de estudos que objetivam conhecer mais detalhadamente o ciclo de vida para a sua 

utilização como alimento vivo e/ou inerte para o cultivo de organismos aquáticos buscando 

abordagens que promovam a eficiência de eclosão dos náuplios. Assim, o objetivo deste trabalho foi 

avaliar a produção de cistos em condições experimentais e a ação enzimática da quitinase 

comparado com tratamentos químicos tradicionais no processo de eclosão de náuplios de 

branchoneta (D. brasiliensis). No ensaio experimental 1, foram testadas concentrações de 

0,02mg/mL, 0,1mg/mL e 0,2mg/mL de quitinase comercial em 20 mg de cistos, obtendo a 

concentração ideal de eclosão a 0,2mg/mL com 88% de eficiência de eclosão. Assim, esta 

concentração foi utilizada no ensaio experimental 2 e consistiu de um controle (com água destilada) 

e cinco tratamentos com três réplicas: submetido à quitinase (T1), Hidróxido de cálcio (T2), ácido 

ascórbico (T3), hidróxido de cálcio e ácido ascórbico (T4) e com hidróxido de cálcio, ácido 

ascórbico e quitinase (T5). As concentrações de hidróxido de cálcio (HC) e ácido ascórbico (AA) 

foram estabelecidas de acordo com os resultados de melhor taxa de eclosão relatados na literatura. 

O T5 apresentou maior eficiência de eclosão (96%) estatisticamente, quando comparado aos demais 

tratamentos, possibilitando o uso desta enzima juntamente com HC e AA para elaboração de um 

protocolo de eclosão eficiente. Os resultados deste estudo certamente criarão mais subsídios 

tecnológicos para o estabelecimento da branchoneta como alimento vivo em cultivos de animais 

aquáticos.  

Palavras chave: Aquicultura, Alimento vivo, Larvicultura, Enzima, quitina. 

  



 
 

ABSTRACT 

The fisheries production in Brazil grows in a fast pace due to the aquaculture development. 

However, some aquaculture sectors, such as the larviculture, have presented some issues which 

affect the production of species that are really valuable to the cultivation. Among the problems to be 

solved, it’s possible to mention the live or inert food demand used to improve the production during 

the larviculture stage. The Dendrocephalus brasiliensis has been the subject of some recent studies 

that aim to find out its biology and use as live and/or inert food to cultivate aquatic organisms. One 

of the studied approaches is to increase the efficiency of the nauplii hatching which presents the 

major delicate lifespan factor of this animal. Therefore, the purpose of this paper was to evaluate the 

enzymatic action of the chitinase when compared with traditional chemical treatments in the 

brachoneta nauplii (D. brasiliensis) hatching process. In the first test, it was tested concentrations of 

0.02mg/mL, 0.1mg/mL e 0.2mg/mL of commercial chitinase in 20mg of cyst, which resulted the 

ideal concentration to hatch at 0.2mg/mL with 88% of hatching efficiency. Thus, this concentration 

was used in the second test and consisted of a control (with distilled water) and five treatments with 

three replicas: subjected to chitinase (T1), calcium hydroxide (T2), ascorbic acid (T3), calcium 

hydroxide and ascorbic acid (T4), and calcium hydroxide, ascorbic acid and chitinase (T5). The 

concentrations of the calcium hydroxide (HC) and ascorbic acid (AA) were established according to 

the results of best hatching rate described in the literature. The T5 presented a higher hatching 

efficiency (96%) statistically, when compared to only the use of chitinase, enabling the use of this 

enzyme combined with HC and AA for the development of an efficient hatching protocol. The 

results of this study willcreate more technical supportfor the establishment of branchoneta as live 

feed in cultivations of aquatic animals. 

Key words: aquaculture, live food, Larviculture, Enzyme, chitin. 
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1. INTRODUÇÃO 

A produção de pescado no Brasil vem crescendo em ritmo acelerado quando comparado a 

qualquer outro setor de produção de alimentos de origem animal (FAO, 2014). A aquicultura figura 

como uma das principais responsáveis por esse desenvolvimento, uma vez que supre a demanda por 

produtos pesqueiros e da pesca extrativa, que se aproxima do limite de extração para muitas 

espécies. No entanto, alguns setores da aquicultura como, por exemplo, a larvicultura, ainda 

apresenta alguns entraves que limitam a produção de algumas espécies promissoras para o cultivo. 

Dentre os problemas a serem solucionados é possível citar a demanda de alimento vivo ou inerte 

(biomassa congelada) para aprimorar a produção durante a fase de larvicultura (CÂMARA, 2000; 

LOPES et al., 2007).  

Atualmente, o microcrustáceo Artemia sp. é o principal alimento vivo de sustentação na 

larvicultura, devido ao domínio de técnicas que favorecem elevada taxa de eclosão dos náuplios.  

No entanto, seu elevado custo de produção de cistos e escassez no mercado restringe sobremaneira 

o cultivo de peixes e camarões (CÂMARA, 2000). Assim, novos estudos são necessários para 

viabilizar o cultivo de organismos e que possam agregar valor contribuindo para o avanço da 

larvicultura e proporcionando expansão, de maneira mais viável economicamente, rentável e de 

fácil acesso. 

O microcrustáceo Dendrocephalus brasiliensis, conhecido popularmente como branchoneta 

é uma espécie que apresenta dimorfismo sexual de fácil identificação, crescendo em torno de 1 mm 

ao dia após o terceiro dia de vida até atingir um comprimento médio entre 3 e 3,5 cm. São 

essencialmente filtradores, alimentando-se de microalgas, protozoários, metazoários e matéria 

orgânica. Este microcrustáceo tem sido alvo de estudos que objetivam conhecer o seu 

comportamento, reprodução, produção de cistos e utilização na dieta de peixes carnívoros e 

ornamentais (CARNEIRO, 2000; LOPES, 2002), sendo mais recentemente introduzido em cultivos 

de engorda de camarões marinhos (YFLAAR e OLIVEIRA, 2003). Entretanto, outros estudos têm 

buscado aumentar a eficiência de eclosão dos náuplios, pois este é um dos principais obstáculos à 

sua utilização em substituição à artêmia (SILVA, 2000; YFLAAR e OLIVEIRA, 2003; LOPES, 

2007). 

O semi-árido apresenta condição climática favorável ao cultivo da branchoneta, uma vez que 

é caracterizado por períodos de estiagem que propiciam a secagem dos cistos no substrato e 

posteriores períodos chuvosos, quando é possível a eclosão dos náuplios e crescimento até atingir a 

fase adulta, iniciando a liberação de novos cistos. A liberação de cistos continua a ocorrer na fase 
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adulta do organismo com duração de aproximadamente três meses, e diminuindo a liberação para os 

meses seguintes. Os cistos podem posteriormente ser recolhidos e comercializados após a total 

secagem do substrato. Segundo Lopes et al (2007) e Medeiros (2003), cada grama de cisto gera 

380.000 náuplios de Branchoneta, e na fase adulta, cada fêmea libera no substrato em torno de 150 

a 200 cistos por deposição. De acordo com estes dados, é possível obter em média 2 kg de 

cistos/ha/ano ao se inocular 2g de cistos em um viveiro de 2000 m2. 

O gargalo da produção em larga escala está relacionado principalmente à reduzida taxa de 

eclosão e sobrevivência dos náuplios, devido à escassez de estudos e técnicas que propiciem o 

conhecimento da estrutura do cisto, eclosão e sobrevivência de náuplios. Diante deste problema, é 

indiscutível a necessidade de pesquisas que otimizam a eclosão, sendo primordial o conhecimento 

da atividade enzimática envolvida neste processo, como por exemplo a ação da enzima quitinase, 

que hidrolisa a quitina presente nos cistos de microcrustáceos e também o uso de reagentes capazes 

de inativar o estado de latência dos cistos por meio de liberação de íons e desfosfoliração 

enzimática. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1.Aquicultura no contexto geral 

Aquicultura é a produção de organismos aquáticos em cativeiro, desde seu estágio inicial 

(larval), até a fase adulta (fase de engorda) para fins comerciais. Nesta atividade é necessário um 

manejo produtivo, que vise o uso sustentável da atividade aquícola (VALENTI, 2002). O Sistema 

aquícola pode ser denominado de diferentes formas: pelo sistema de cultivo extensivo, intensivo e 

semi-intensivo; organismos cultivados (algas, peixes, moluscos e crustáceos); o meio em que se 

cultiva (água doce, salobra, salgada); ou outras características (cultivo de água quente, água fria, 

cultivo costeiro, em estuários, em ambiente fechado e com reaproveitamento de água) (YFLAAR e 

OLIVEIRA 2003). 

O cultivo de organismos aquáticos é uma área jovem em comparação com as outras 

atividades de produção, como a pecuária. Teve início praticamente em 1950, na década de 70 foi 

responsável por menos de 1% da produção mundial de pescado para consumo humano, e seguiu 

crescendo, em média 8,7 % ao ano.  De acordo com dados da FAO, em 2013 foram capturados 160 

milhões de toneladas de pescado, contra 158 milhões do ano anterior (2012), na qual dos quais 

136,2 milhões de toneladas foram utilizados no consumo humano. Desses 136 milhões de 

toneladas, 69,6 milhões de toneladas (51,1%) tiveram origem na pesca, enquanto 66,6 milhões 

(48,9%) de toneladas tiveram origem na aquicultura (FAO, 2014). Assim, proporcionando a 

atividade pesqueira e a aquicultura a um novo recorde mundial.  

O Brasil em produção aquícola está em 12°, na qual teve um crescimento de 8,6% em 22 

anos, chegando a 66, 6 milhões de toneladas/ano. Entre o período de 2000 e 2012 a produção de 

pescado em cativeiro foi de 6,7% quando comparado a produção de carne bovina (FAO, 2014). Para 

Aquicultura, a região Nordeste foi a maior produtora em 2013, com 140.748 toneladas de pescado, 

seguida pela região Sul, com 107.448 toneladas. Em 3º lugar veio a região Centro-Oeste, com 

105.010 toneladas; em 4º lugar a região Norte, com 73.009 toneladas. Em 5º e último lugar 

apareceu a região Sudeste, com 50.297 toneladas (MPA, 2015). O sucesso da fauna aquática e 

regionalização da Aquicultura brasileira se deve aos mais de 8,5 milhões de quilômetros de litoral, 

clima favorável e dispondo de um quinto da reserva de água doce do planeta (Figura 1) (YFLAAR e 

OLIVEIRA 2003).  
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Figura 1: Regionalização da Aquicultura Brasileira e principais espécies cultivadas em cada região. 

Em termos de consumo humano direto, no ano de 2014, a produção de peixes ultrapassou os 

capturados, em grande parte decorrente da redução de resíduos, bem como melhores equipamentos 

reduzindo capturas indesejadas e melhoria na gestão das pescas (FAO, 2014; AQUAFEED, 2015). 

O consumo global de peixe per capita aumentou de 9,9 kg em 1970 para 19,2 kg em 2015, embora 

as taxas variem substancialmente em algumas regiões (AQUAFEED, 2015; FAO, 

2014).  Entretanto, embora o Brasil concentre tantas características favoráveis, o consumo per 

capita de peixe, aumentou de 4 kg/ano para 10,63 kg/ano nos últimos anos, sendo baixo para os 

padrões exigidos pela Organização Mundial da Saúde (OMS). De acordo com a OMS é 

recomendado o consumo per capita de 12 kg de peixe por ano por habitante. A média global de 

consumo per capita é de 18 kg/ano, porém a média para a América Latina e Caribe é de 9kg/ano 

(FAO, 2014).   

O setor de aquicultura vem demonstrando avanços no aumento da produção de pescado no 

mundo. E a FAO em projeção na publicação Fish to 2030 estima que em 2030 a aquicultura será 

responsável por mais de 60% da produção mundial de pescado para consumo humano (FAO, 2014). 

Assim, mostra o continuo crescimento da aquicultura como sendo a maior atividade responsável por 

atender a demanda de pescado em nível mundial. Porém para a produção aquícola continuar neste 

ritmo é necessário que entraves para desenvolvimento total da atividade sejam solucionados.  

Fonte: MPA, 2015 
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O gargalo da produção de peixes e camarões está na fase de larvicultura das espécies para 

proporcionar um bom desenvolvimento inicial das larvas (TESSER et al., 2005; AYRES, 2006). 

Estes alimentos podem ser na forma de alimento vivo (náuplios, larvas, zooplâncton ou larvas de 

outros peixes), líquido, encapsulado, biomassa congelada ou ração balanceada, porém o alimento 

vivo vem mostrando maior eficácia há décadas (LOPES et al., 2007). 

 

2.2.  Uso de alimento vivo na Aquicultura 

 Na larvicultura, a alimentação inicial das espécies tem sido o fator determinante para o bom 

desenvolvimento inicial das larvas (TESSER et al., 2005; AYRES, 2006), sendo esta alimentação 

inadequada, poderá ocasionar elevadas taxas de mortalidade e redução nos parâmetros de 

desenvolvimento (NASCIMENTO, 1989; HUNG, 1989). As larvas da maioria das espécies de 

peixes e camarões aceitam ou não as dietas artificiais, porém muitas não conseguem apresentar 

índices de crescimento satisfatórios. Assim, a maioria das larvas dependem da disponibilidade de 

organismos vivos para apresentar um ótimo desenvolvimento (HUNG, 1989).  

Kubitza (1997) descreveu a importância do alimento vivo na fase de larvicultura, e que os 

peixes em ambientes naturais conseguem balancear suas dietas, escolhendo itens que melhor 

supram suas exigências. Porém, quando o cultivo é realizado em cativeiro, há necessidade de 

selecionar um alimento que satisfaça estas exigências. Isto se dá pelo fato do alimento natural 

contribuir com alto teor proteico e nutrientes essenciais para o crescimento e sobrevivência, uma 

vez que, as larvas dos organismos aquáticos não possuem sistemas digestório e enzimático 

completamente desenvolvidos. Desta forma, a disponibilidade de alimentos vivos com alto valor 

nutritivo, característica da maioria dos organismos planctônicos, é de grande importância para 

assegurar êxito nestes parâmetros durante a fase inicial (FURUYA et al., 1999). 

De acordo com Lopes et al. (1996), para a utilização de alimento vivo em cultivo de larvas 

de animais aquáticos, existem duas restrições básicas: qual espécie é a mais indicada na alimentação 

e como realizar a cultura destas espécies propriamente ditas. Assim, pesquisadores vêm realizando 

experimentos que busquem dietas naturais que supram as exigências nutricionais desde os primeiros 

dias de vida para organismos aquáticos e, o uso de náuplios de Artemia na larvicultura vem 

trazendo bons resultados de desempenho e sobrevivência das larvas de várias espécies (DANIELS 

& HODSON, 1999; JOMORI, 1999; TESSER et al., 2005). Porém, um dos grandes problemas da 

utilização dos náuplios de Artemia (animal de água salgada) na larvicultura de água doce, é a falta 

de sucesso em cultivos de animais dulcícolas, uma vez que devido ao choque osmótico, o animal 

morre, não se tornando atrativo para o organismo cultivado por um período prolongado.  Portanto, 
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são necessárias pesquisas que busquem alimentos vivos dulcícolas que supra a demanda em 

larviculturas de água doce. Nessa mesma linha, outro problema é a quantidade do produto no 

mercado, pois a produção de cisto, dependente das variações ambientais (CÂMARA, 2000). A 

utilização do zooplâncton, como rotíferos, copépodos e cladóceros na larvicultura intensiva também 

é citada na literatura (TAKATA, 2007; HAMRE et al., 2002). Este pode ser obtido de maneira 

natural através da fertilização dos viveiros (HAMRE et al., 2002; AYRES, 2006) ou produzidos em 

laboratório (SIPAÚBA-TAVARES, 2004). Mas pesquisas sobre sua utilização na larvicultura 

intensiva não tem demonstrado resultados satisfatórios, uma vez que pode ocorrer predação por 

esses organismos a larvas de peixes, o teor nutricional para algumas espécies pode ser variável e a 

possibilidade do zooplâncton e de seus metabólitos piorar a qualidade da água exigirá maior cuidado com a 

limpeza e manutenção dos tanques de criação (JOMORI et al., 2003; AYRES, 2006; TESSER et. al., 

2013).  

Outra fonte de alimento vivo é o fitoplâncton que é de importância tanto nas fases iniciais 

como na engorda de alguns peixes e camarões marinhos. A produção em massa de organismos 

planctônicos, utilizados como alimento na fase larval, a qual é considerada o período crítico 

(GERKING, 1994), vem sendo indicada como o procedimento mais adequado para proporcionar 

melhores índices de crescimento e sobrevivência destes, já que o plâncton é de alto valor nutritivo, 

rico em proteínas e nutrientes essenciais (LUBZENS et al., 1984; LUBZENS et al., 1987; 

HAYASHI et al., 1993; SIPAÚBA-TAVARES et al., 1994; PORTELLA et al., 1997; SOARES et 

al., 1997; PEÑA et al., 1998; FURUYA et al., 1999). Entretanto, em excesso o fitoplâncton causa 

depleção de oxigênio dissolvido juntamente com bactérias decompositoras aeróbias prejudicando a 

respiração dos organismos presente no meio (SÁ, 2012). 

Em busca de alternativas para melhorar a sobrevivência e crescimento de animais aquáticos 

nas fases iniciais e engorda, estudos vem sendo desenvolvidos com a espécie Denrocephalus 

brasiliensis. Este microcrustáceo de água doce pode ser mais uma importante fonte alternativa de 

alimento de larvas e alevinos das diversas espécies de peixes carnívoros, pois também possui 

valores protéicos similares e/ou superiores aos de outros organismos utilizados em grande escala na 

larvicultura mundial (LOPES et al., 1998).  

 

2.3.Generalidades da espécie em estudo Dendrocephalus brasiliensis (PESTA, 1921) 

O filo Arthropoda constitui um grande grupo do reino animal composto por 5 subfilos, na 

qual encontra-se o subfilo Crustacea. De formas aquáticas e vidas livre, este subfilo possui a classe 

Branchiopoda, que é composta por 4 ordens, sendo uma delas a ordem Anostraca. A fauna dos 

anostracas é composta por 258 espécies e 7 subespécies organizada em 21 gênero, registrados 
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mundialmente até 31 de dezembro de 1993. O gênero dominante é o Streptocephalus, seguido por 

Chirocephalus com 58 e 43 espécies descritas, respectivamente. Em sequência tem-se Branchinecta 

(35 espécies) e Branchinella (33 espécies) (BELK & BRTEK, 1995; RUPPERT, 2005). São 

confirmadas 8 famílias, na qual a maior parte, cinco delas se encontram na região Neotropical, são 

elas: Artemidae, Branchinectidae, Streptocephalidae e Thamnocephalidae. Nesta região, os estudos 

são limitados pela vasta área ainda a ser explorada, mas acredita-se que deverá existir um maior 

número de famílias (LOPES, et al., 1998). 

Outro gênero da ordem anostraca é o Dendrocephalus e se encontra distribuído entre as 

espécies Dendrocephalus geayi, D. spartaenova, D. venezuelamus e D. affinis, na Venezuela 

(PEREIRA, 1983, 1984); D. argentinus, na Argentina e países limnitrofes (PEREIRA & BELK, 

1987); D. conosuris, em Venado Tuerto, província de Santa Fé na Argentina (PEREIRA; RUIZ, 

1995); D. goiasensis, na região Centro-Oeste do estado de Goiás, Brasil (RABET; THIERY 1996) e 

D. brasiliensis, em que a ocorrência vai da Argentina ao estado do Piauí, no Brasil (CÉSAR, 1989, 

apud LOPES, 2002). A classificação sistemática da espécie D. brasiliensis é (BOWMAN & 

ABELE, 1982): 

Reino: Animalia 

     Filo: Crustacea (Pennant, 1777) 

          Classe: Branchiopoda 

                 Subclasse: Sarsostraca (Tasch, 1969) 

                        Ordem: Anostraca (Sars, 1867) 

                               Família: Thamnocephalidae (Simon, 1886) 

                                    Gênero: Dendrocephalus (Latreille, 1817) 

                                             Espécie: Dendrocephalus brasiliensis (Pesta, 1921) 

O primeiro registro do gênero Dendrocephalus ocorreu no nordeste brasileiro pelo médico 

Dr. Adolfo Lutz em 1928, no munícipio de Macaiba, estado do Rio Grande do Norte, cuja cor 

brilhante, fez com que Lutz, o reconhecesse como uma nova espécie, a D. ornatus (LUTZ, 1929). 

Entretanto, foi verificado que esta espécie, era na verdade D. brasiliensis, que o pesquisador Otto 

Pesta havia coletado em 1921 nos estados da Bahia e Piauí. Em outros estados, como no Ceará, 

foram coletados exemplares no rio Jaguaribe. Atualmente, a espécie é encontrada em regiões do 
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interior do estado do Rio Grande do Norte, devido ao clima favorável e estação climática bem 

definidas (LOPES, 2007). 

Popularmente conhecida como branchoneta, camarãozinho ou artêmia de água doce, a 

espécie Dendrocephalus brasiliensis (Fig. 2) é um microcrustáceo dulcícola. Um animal de fácil 

identificação (fêmea e macho) (Fig. 3a e 3b), formam cistos (ovos), apresenta grande atratividade e 

atende os requerimentos nutricionais de espécies de peixes carnívoros, ornamentais e camarões 

valorizando a sua grande importância como alimento natural (LOPES et al., 1998; ZANANDREIA, 

2010). Possui um ciclo reprodutivo bastante curto, mas não se sabe ao certo o tempo de vida deste 

organismo. Porém na ausência de predação e enquanto houver disponibilidade de alimento, há 

relatos de sobrevivência de até quatro meses com produção continua de cistos. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2: Espécie Dendrocephalus brasiliensis em fase Juvenil. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3: Exemplar fêmea (a) e macho (b) na fase adulta. 
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A região Nordeste se destaca como uma das regiões do Brasil com grande potencial de 

exploração de D. brasiliensis, isto se deve à temperatura favorável e elevado número de 

ecossistemas temporários nesta região. Várias áreas com condições climatológicas e hidrológicas 

favorecem o desenvolvimento e a produção de cistos e biomassa de Branchoneta (OLIVEIRA et al., 

2000). Esta habita tipicamente lagoas temporárias de água doce, poças, açudes e riachos formados 

durante a estação chuvosa em todo o Brasil. O ciclo de vida da branchoneta se resume em ovo (Fig. 

4a), naúplio (Fig. 4b), juvenil (Fig. 4c) e adulto (Fig. 4d). A espécie se reproduz de forma sexuada, 

com a liberação de cistos, em condições ideais de temperatura em torno de 28° a 30°C, oxigênio 

dissolvido na faixa de 4 a 8 mg/L e pH entre 7.5 a 8.0 (dados adquiridos no Laboratório de 

Limnologia EAJ/UFRN em experimento realizado) além da abundância de microalgas na sua 

alimentação. O desenvolvimento da espécie é rápido, crescendo em torno de 1mm após o terceiro 

dia, chegando a aproximadamente 3,5cm com um mês de cultivo, em ambiente com elevada 

disponibilidade de alimento. As branchonetas apresentam alta capacidade de filtração, sendo a água 

de tanques de engorda e berçários de larviculturas, serem as melhores fontes para alimentação 

massiva para esses organismos (HIGA, 2015). 

 

 

  

 

 

 

 

 

Fig. 4: Fases de vida de Dendrocephalus brasiliensis: Ovo (a), naúplio (b), jovem (c) e adulto (d). 

 Os machos apresentam coloração variando de branco a azul, sendo esta quando está em seu 

período reprodutivo; há presença de um apêndice vertical (Fig. 5a) na região da cabeça. Já as 

fêmeas apresentam coloração transparentes com caudas avermelhadas, e uma coloração marrom 

quando inicia seu período de reprodução, além da presença de um ovissaco (Fig. 5b), estrutura 

responsável para armazenar os cistos. 
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Fig. 5: Individuo macho com apêndices (a) e fêmea com ovissaco (b). 

Na natureza, o aparecimento de adultos ocorre com 10 dias após a eclosão dos cistos, onde 

iniciam o seu período reprodutivo (reprodução sexuada) para desova de novos ovos. Durante o 

período de chuvas, ocorre a hidratação dos cistos que eclodem na forma de náuplios, estes são 

parecidos em formato com náuplios de artêmia (Fig. 6a e 6b). Os ovos que são liberados pelas 

fêmeas vão para o fundo, e precisam desidratar na estação seca para garantir a continuidade da 

espécie na próxima estação chuvosa (HIGA, 2015). Diferentemente das Artêmia sp., que se 

reproduzem por ovoviviparidade (liberação de náuplios) em condições tolerantes e oviparidade 

(liberação de cistos) quando o ambiente está desfavorável ao crescimento da espécie, as 

branchonetas apenas se reproduzem por oviparidade (LOPES, 2002; IGARASHI, 2008).  

 

 

 

 

 

 

Fig. 6: Náuplio de Artêmia (a) e de Branchoneta (b) após 24 horas da eclosão. 

A branchoneta possui hábito gregário, formando aglomerados de indivíduos, nadando em 

todas as direções, e muitas vezes no sentido vertical de cabeça para baixo, em outras nadam sobre o 

próprio dorso com os filopódios para cima. São organismos que apresentam telotaxia ventral, ou 

seja, nadam em direção a luz no ambiente em que se encontram. Por isso, a visualização dos 

naúplios, após a eclosão é facilitada por esta atração luminosa, quando é colocado luz em um único 

ponto e os indivíduos se direcionam para esse foco (LOPES, 2007). 
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O interesse por este animal e especificamente sua utilização na aquicultura, teve início 

quando foi testado como alimento vivo para Astronotus ocellatus, Lophiosilurus alexandre e Cichla 

ocellaris em pesquisas desenvolvidas por Lopes (1998), que verificou um incremento no 

crescimento e sobrevivências superiores a 200% quando comparados com outros alimentos 

convencionais a exemplo de peixes e rações balanceadas. 

Em estudos por Lopes et al (2007), a branchoneta e o anelídio enquitréia (Enchytraeus 

albidus) foram utilizados na alevinagem do niquim (Lophiosilurus alexandri) sendo observado 

diferença significativa no comprimento, com uma grande superioridade para o tratamento com 

biomassa de branchoneta. Carneiro et al (2004), avaliou a Branchoneta, seca e triturada como 

atrativo na ração comercial oferecida a alevinos de tucunaré (C. ocellaris), e mostrou-se pouco 

eficaz como atrativo e baixo condicionamento alimentar de alevinos de tucunaré para o consumo de 

ração comercial. Porém, Moura et al (2000) relata à hipótese de que devido ao hábito alimentar 

carnívoro, o tucunaré não aceitaria voluntariamente dietas secas. Outras pesquisas mostram bons 

resultados de desempenho, metamorfose, crescimento em peso e comprimento e sobrevivência com 

introdução de Branchoneta na forma congelada na alimentação de larvas e pós-larvas de 

Litopenaeus vannamei (YFLAAR; OLIVEIRA, 2003). Lopes et al., (2007) realizou experimento 

testando ração floculada e branchoneta na alimentação das espécies Astronotus ocellatus (apairi) e 

Pterophylum scalare (acará bandeira). Para ambas as espécies a branchoneta apresentou resultados 

satisfatórios na sobrevivência, comprimento e peso médio, ficando claro a importância da 

branchoneta como alimento vivo para peixes ornamentais. 

A espécie Dendrocephalus brasiliensis apresentam, em média, 67,05% de proteína bruta e 

comprimento médio de 3,5cm, superando os da Artêmia sp., com valores médios de 61,6% e 11,0 

mm, respectivamente (SILVA, 2000; LOPES, 2007). Portanto, o seu alto valor nutricional, 

atratividade para os organismos aquáticos (peixes e camarões), bons resultados na introdução na 

forma de alimento vivo e congelado foi percebido a possibilidade de realizar a produção deste 

microcrustáceo em pequenas escalas. Em 2010 foi iniciada a produção de branchoneta para ofertar a 

peixes ornamentais em um estabelecimento comercial situado em Mogi das Cruzes, São Paulo a 

partir de um projeto coordenado por Fábio Higa, Engenheiro de pesca. Resultados obtidos ao final 

de 2012, mostraram que as branchonetas proporcionaram uma ótima taxa de crescimento para 

alevinos de peixes ornamentais, principalmente carnívoros nacionais e importados, comercializados 

no Brasil.  

As branchonetas se enquadraram na alimentação de organismos aquáticos e se tornaram 

alvos de novas pesquisas como incremento para toda a cadeia da aquicultura continental, 

piscicultura e carcinicultura. A possibilidade de melhorar o cultivo de D. brasiliensis utilizando a 
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água de rejeito (drenagem), o desenvolvimento de estratégias de eficiência de liberação e eclosão do 

cisto são objetivos a serem atingidos para atender a demanda do setor aquícola de forma sustentável 

(HIGA, 2015).  

Assim, a branchoneta vem se tornando um alimento viável e de alto teor proteico para a 

aquicultura, porém com alguns entraves relacionados a eclosão de cisto e a sua produção, que 

limitam a sua produção e dificultam o desenvolvimento desta atividade entre os produtores 

aquícolas. 

2.4.Uso de diferentes métodos para eficiência de eclosão de cistos de anostraca 

A grande maioria dos crustáceos da ordem Anostraca, adaptado à vida em ambientes 

aquáticos temporários, evoluíram para ciclos de vida curtos e fases de latência resistentes a 

dessecação, sob a forma encapsulada, chamados de cistos ou ovos (BERNICE, 1972). Para estes 

organismos reiniciarem o ciclo precisam hidratar seus cistos para posterior eclosão. Porém, a 

eclosão ocorre de forma parcelada e desigual e o período de eclosão dependerá de cada espécie. 

Os diferentes aspectos da biologia dos anostracas, o estudo de eclosão e desenvolvimento 

tem atraído a atenção de poucos pesquisadores. Portanto, o efeito da secagem e limpeza sobre a 

eclosão dos ovos/cistos tem sido uma das abordagens a ser investigada (HAY & HAY, 1889; 

BOND, 1934; DEXTER, 1946). Poucos estudos relatam a importância de metodologias para 

melhorar a eficiência de eclosão destes cistos, sendo os trabalhos mais recentes relatados por Lopes 

et al., (2007) e Pereira & Neto (2010), este com o uso de produtos químicos. 

Os ovos de anostracas podem ser de dois tipos, estes podem se desenvolverem sem secagem 

e em condições de dissecações a temperaturas extremas do meio (COTTARELLI, 1966). Os cistos 

de microcrustáceos são do tipo que resistem a dessecação e a temperaturas externas e voltam a sua 

forma ativa quando no ambiente as condições são favoráveis para eclosão e desenvolvimento do 

naúplio. Castle (1938) e Avery (1939) registraram a eclosão dos ovos da espécie Eubranchipus 

vernalis depois de permanecer na água durante um ano. Hall (1953) fez observações sobre a eclosão 

dos ovos de Chirocephalus diaphanus em relação à temperatura, profundidade e secagem.  

Bernice (1972), relata a influência da secagem na eclosão, onde em experimento relatou que 

ovos coletados e imersos em água destilada sem secagem não eclodem, sendo necessário um 

período de quatro meses de dormência após o procedimento de secagem. Já os ovos desidratados 

imersos em água destilada eclodem mais cedo e em maiores percentuais (MOORE, 1957; BAQAI, 

1963; BERNICE, 1972). Hall (1953) e Pai (1958) descobriram que os ovos eclodem mais rápido em 
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água de lagoa do que em água destilada. Outros experimentos como o de Lake (1969) não 

demonstraram taxas de eclosões significativas usando água da torneira envelhecida (água dormida) 

para a eclosão de Chirocephalus diaphanus. 

Para a Artêmia, a eclosão dos naúplios depende absolutamente de fatores físico-químicos 

durante o período de incubação, tais como temperatura (25-35°C), salinidade (15-35 ppt) e pH (em 

torno de 8,0) (LAVENS; SORGELOOS, 1996). Condições ideais para produção de naúplios de D. 

brasiliensis são descritas por Lopes (2007), na qual os cistos devem ser de boa procedência, 12 

horas de pré-hidratação seguido de uma desidratação e incubação por 24 horas com a temperatura 

da água entre 26 a 30°C, pH em torno de 8,0 e luminosidade de 1500 lux, sendo esta variável 

indispensável para ativação do processo enzimático de eclosão. Entretanto, em experimentos 

realizados no laboratório de Limnologia da Escola Agrícola de Jundiaí (UFRN) mostraram que a 

eclosão de D. brasiliensis ocorre de maneira mais simples, com a coleta, limpeza e secagem dos 

cistos, estes após secos devem passar por um período de dormência de 10 dias com a eclosão dos 

cistos em 48 horas com condições ideias temperatura (26 – 30 °C) e pH (7 – 8,5). 

Os aspectos bioquímicos que envolvem a quebra do estado de dormência de cistos é 

verificado por Dumont et al., (1992), na espécie de água doce, Thamnocephalus platyurus. Este 

autor utilizou o Ácido Retinóico como um agente morfogênico e uma fonte de íon Cálcio (Cálcio 

Inofórico) na reativação do cisto. Na qual testou a influência individual, e conjunta, destes 

reagentes, a uma mesma concentração, 0,5x10-7 M (Molar). A influência do ácido Ascórbico e íons 

Cálcio na eclosão de Dendrocephalus brasiliensis foi verificada por Pereira & Santos-Neto (2010). 

Em dois experimentos, o primeiro foi testado a influência da concentração de ácido ascórbico (AA) 

na eclosão dos náuplios, para uma concentração constante de hidróxido de cálcio (HC) e o segundo, 

avaliou a influência da concentração dos íons Ca+2, do HC, para uma mesma concentração de AA 

obtida do primeiro experimento. Os resultados mostraram que os dois produtos químicos 

apresentam uma forte influência na aceleração e eficiência de eclosão de cistos na espécie proposta. 

Trabalhos têm buscado diversas técnicas na eficiência de eclosão dos náuplios de 

Anostracas e poucos envolvem metodologias que descrevam a atividade enzimática. Portanto, 

reduzidos estudos são descritos nesta linha de pesquisa necessitando novas buscas. 

 

2.5.Quitina 

O termo “quitina” é derivado da palavra grega “khitón”, que significa carapaça ou caixa de 

revestimento, uma vez que sua função na natureza é de revestimento e proteção de invertebrados 
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(ROSA, 2008). Este polímero, foi isolado por Braconnot em 1881, trinta anos antes do isolamento 

da celulose, mas a falta de conhecimento básico sobre suas propriedades, incluindo a reatividade 

química, limitou severamente suas aplicações industriais até o início dos anos 1970 (CAMPANA 

FILHO et al., 2007). 

A quitina é um polissacarídeo encontrado em mais de 300 fontes comerciais de diferentes 

animais, constituindo o exoesqueleto de insetos, carapaça de crustáceos, em concha de moluscos, 

diatomáceas, fungos, bactérias e insetos. Este polímero é insolúvel em água, solventes orgânicos, 

ácidos diluídos pois apresenta microestrutura predominantemente cristalina e a inviabilidade de 

dissolução um dos maiores problemas relacionado ao seu uso. Estruturalmente, é semelhante à 

celulose (Figura 7a e 7b) substituindo-se os grupos OH do carbono-2 de cada unidade glicosídica da 

celulose por grupos acetilados (-NHCOCH3). Logo, a quitina é um polissacarídeo linear contendo 

cadeias de resíduos β-(1-4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose. A quitina é descrita como o 

biopolimero mais abundante da natureza depois da celulose. (THARANATHAN, et al., 2003; 

ANTONINO, 2007). 

 

 

 

 

 

Figura 7: Estrutura da quitina (a) e celulose (b). 

A quitina pode ocorrer em três formas, α, β e γ (Figura 8), dependendo de sua estrutura. A 

forma α é a mais abundante, estando presente em estruturas rígidas e resistentes como parede 

celular de fungos, krill, lagostas, tendões e carapaça de caranguejos, cascas de camarão e cutículas 

de inseto. A forma β- e γ-quitina é a mais rara, encontradas em estruturas menos rígidas, porém 

mais resistentes, apresentando grau de cristalinidade de aproximadamente 72% (CAMPANA 

FILHO et al., 2007). É ainda encontrada no esqueleto calcário de alguns organismos marinhos 

(microalga, Thalassiosira fluviatilis, por exemplo), ou onde uma certa flexibilidade é necessária, 

como nos gládios dos cefalópodes (TOLAIMATE et al., 2000).  A β é mais reativa que a α, sendo 

esta uma importante propriedade relacionada às transformações enzimáticas e químicas da quitina 

(RINAUDO, 2006).  

Fonte: CAMPANA FILHO, 2007 

a 

b 
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Figura 8: Representação das estruturas de quitina, na qual as setas representam as cadeias 

poliméricas no sentido terminal não-redutor.  

Este polissacarídeo apresenta características interessantes para aplicações biotecnológicas e 

biomédicas (CAHÚ, et al., 2012). Portanto, pesquisas que envolvam a quitina têm sido 

desenvolvidas e demonstrado a presença deste polissacarídeo nos cistos de Artêmia, que pode ser 

hidrolisada pela enzima quitinase, degradando-a e resultando na produção de oligômeros e 

monômeros de N-acetilglicosamina (PARISER; LOMBARDI, 1989; PAGEL, 1999; BARATTO, 

2005, ULHOA; PEDERBY, 1991). Outros estudos estimam a produção deste polímero em machos, 

fêmeas e cistos em alguns crustáceos da ordem anostraca. Os níveis de quitina variam de fêmea 

para macho nos estágios de juvenis, sendo nos machos geralmente encontrados os maiores valores; 

e entre juvenis e adultos (Tabela 1) (CAUCHIE, et al., 1997).  

Tabela 1: Quitina de cistos, juvenis e adultos de espécies de anostracas. 

Species Sex or developmental stage n 
Chitin content  

(mg chitin (g dry mass) 1 

Streptocephalus dichotomas males  3 29.2 ± 2.0 

 

females 3 26.8 ± 7.2 

 

adults (males = females) 6 28.0 ± 4.9 

Streptocephalus proboscdeus males  4 22.7 ± 6.2 

 

females 3 19.3 ± 2.2 

 

adults (males = females) 7 21.2 ± 4.9 

Streptocephalus simplex males  3 32.7 ± 2.7 

 

females 3 31.2 ± 2.2 

 

adults (males = females) 6 32.0 ± 2.4 

 

larvae 2 13.7 ± 4.4 

Streptocephalus torvicornis adults (males = females) 2 21.3 ± 0.2 

Tramnocephalus platyurus males  4 25.7 ± 2.3 

 

females 5 25.4 ± 1.6 

 

adults (males = females) 9 25.6 ± 1.8 

. 
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Continuação da Tabela 1: Quitina de cistos, juvenis e adultos de espécies de anostracas 

 

cysts 1 11.4 

Dendrocephalus males  3 14.9 ± 0.6 

 

females 3 15.1 ± 1.1 

 

adults (males = females) 6 15.0 ± 0.8 

Chirocephalus diaphanus males  4 21.0 ± 1.3 

 

females 5 11.3 ± 1.9 

 

adults (males = females) 9 14.5 ± 7.1 

Artemia salina males  3 21.0 ± 2.6 

 

females 3 9.2 ± 0.9 

 

adults (males = females) 6 15.1 ± 6.7 

 

larvae 3 5.6 ± 0.7 

 

cysts 3 18.0 ± 1.5 

Branchipus schaefferi males  3 21.3 ± 4.9 

 

females 3 15.1 ± 2.7 

  adults (males = females) 6 18.2 ± 4.9 

 

     Fonte: CAUCHIE, et al., 1997 

Em cistos, os níveis de quitina variam de 5.6-18.0 mg quitina (g de massa seca) nos 

anostracas. Para as espécies Thamnocephalus platyurus e Artemia salina o teor de quitina nos cistos 

é de 11.4 mg e 18.0 ±1.5 respectivamente (Tabela 2) (CAUCHIE, et al., 1997). Assim, o baixo teor 

de quitina de cistos de anostracas reflete a localização da quitina, que é apenas encontrado na 

cutícula do embrião e na membrana cuticular interior do cisto (FUNKE & SPINDLER, 1987).  

Poucos são os estudos relacionados aos níveis de quitina nos cistos em espécies de crustáceos, 

entretanto, sabe-se da existência deste polímero na composição dos ovos. 

2.6. Enzimas 

Enzimas são proteínas essenciais que atuam como catalizadores biológicos e são produzidas 

por células, estimulando ou desencadeando reações químicas importantíssimas para a vida, que 

dificilmente se realizam sem a presença delas. A sua descoberta reporta-se ao início do século XIX 

e avanços em experimentos iniciais sobre as enzimas foi a partir do isolamento e a cristalização da 

uréase, em 1926, por James Sunner. Em estudo, Sunner, descobriu que os cristais de uréase 

consistiam inteiramente de proteína, então relatou que todas as enzimas seriam proteínas. Porém, 

somente em 1930, com o incremente de novas pesquisas, com a cristalização da pepsina, tripsina, e 

outras enzimas digestivas, a ideia de James foi completamente aceita (CUNHA-SANTINO, 2003; 

LEHNINGER, 2008).  
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As enzimas atuam como catalizadoras a altas velocidades em condições de baixa 

necessidade energética. A sua atividade catalítica depende da integridade de sua conformação 

proteica nativa. Portanto, as estruturas protéicas primária, secundária, terciária e quaternária são 

essências para a sua atividade. Para serem ativadas, algumas enzimas não requerem nenhum outro 

grupo químico além dos seus resíduos de aminoácidos. Outras requerem componentes químicos 

adicionais chamados de cofatores. Um cofator pode ser um ou mais íons inorgânicos, tais como 

Fe2+, Mg2+, Mn2+ ou Zn2+, ou uma molécula orgânica complexa chamada de coenzima (AEHLE, 

2004; VIEIRA, 2013; JUNIOR, 2014). 

Esses biocatalizadores orgânicos são produzidos pelas células, mas podem evidenciar a sua 

atividade intra ou extracelular. A característica principal da ação enzimática sobre o organismo é a 

sua especificidade. Cada tipo de enzima atua sobre um composto ou substrato associado, cuja 

estrutura deve se encaixar à enzima de modo que os centros ativos coincidam perfeitamente 

(modelo chave-fechadura). O complexo enzima-substrato, modelo proposto por Adolphe Wurtz em 

1880 foi fundamental para a ação das enzimas, tornando-se o ponto de partida para os tratamentos 

matemáticos que definem o comportamento cinético das reações catalisadas por enzimas, como 

também as descrições teóricas dos mecanismos enzimáticos (LEHNINGER, 2008; AEHLE, 2004; 

JUNIOR, 2014).  

As enzimas apresentam uma eficiência catalítica extraordinária, em geral muito maior que a 

dos catalisadores sintéticos ou inorgânicos e sua grande utilidade ocorre pela ampla gama de 

substratos que as enzimas atuam, e reações complexas que as enzimas catalisam em rotas onde a 

geração de resíduos e subprodutos é reduzida. E é devido a sua ação como catalisador, que as 

enzimas possuem também importância em vários setores, produtivos, dentre os quais destacam-se a 

indústria alimentícia, farmacêutica, cosmética, limpeza e de química, ainda no tratamento de 

efluentes e produção de biodiesel (DEVAUX-BASSÉGUY et al, 1997; LEHNINGER, 2008). O 

mercado de utilização de enzimas como ferramentas biotecnológicas está em ampla expansão e 

atualmente é estimado em U$$ 2,3 bilhões. Dentre estas enzimas tem-se as quitinases. 

2.6.1. As Quitinases 

O conjunto de enzimas envolvidas na degradação da quitina é denominado quitinase. Estas 

estão presentes em uma gama de organismos, inclusive os que não contêm quitina, tais como 

bactérias, vírus, plantas e animais desempenhando importantes papeis fisiológicos e ecológicos 

(GODONE, 2011). As quitinases são endoglicosil-hidrolases que clivam de forma específica as 
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ligações O-glicosídicas da quitina, entre os carbonos C1 e C4 dos resíduos de β-1,4-N-

acetilglucosamina (GlcNAc).  

As quitinases estão distribuídas por entre três numerosas famílias das 90 existentes de 

glicosil-hidrolases, 18, 19 e 20 que diferem em relação às suas estruturas primárias e terciárias 

(HENRISSAT, 1991) e ao mecanismo de catálise (KOGA, et al., 1999). As quitinases da família 18 

são encontradas em vírus, bactérias, fungos filamentosos ou leveduriformes, plantas e animais 

superiores. Formam produtos β-anoméricos, através de um mecanismo de retenção. Enquanto as 

enzimas da família 19 são quase que exclusivas de plantas e formam produtos α-anoméricos, por 

um mecanismo de inversão (SINNOTT, 1990; PERRAKIS et al.,1994). Esta família apresenta um 

domínio catalítico em forma de estrutura bilobada e presença de α-hélices. A família 20 consiste em 

N-acetil-β-D-hexosaminidase ou N-acetil-β-D-glucosaminidases de bactérias, fungos e seres 

humanos (HORSCH et al., 1997; KITTL & WITHERS, 2010; SEIDL, 2008). 

As quitinases podem ainda ser classificadas, quanto ao seu modo de ação sobre o substrato. 

Assim as enzimas se classificam em dois grupos: as endoquinases, que catalizam a hidrolise 

randômica de ligações β-1,4 de N-acetilglucosamina (GlcNac) liberando produtos solúveis como 

quitotetraoses, quitotriose e diacetilquitobiose; e as N-acetilglucosaminidases, conhecidas como 

exoquinases, que clivam a quitina em monômeros N-acetilglucosamina. Ainda dependendo do seu 

padrão de clivagem, as quitinases podem ser divididas em: endoquitinases, exoquitinases e N-acetil-

β-D-glucosaminidases. As endoquitinases clivam as ligações β-1,4 da quitina em qualquer ponto da 

cadeia polimérica liberando oligossacarídeos de vários tamanhos. Já as exoquitinases atuam na 

porção não-redutora da cadeia e seus produtos são geralmente dímeros de N-acetil-β-glucosamina 

(GlcNac)2 (SAHAI; MANOCHA, 1993; SEIDL, 2008). As N-acetil-β-D-glucosaminidases 

hidrolisam componentes O-glicosidico, removendo resíduos terminais não-redutores de N-acetil-β-

D-glucosamina, sendo considerada uma enzima exoglicosidase (HORSCH et.al., 1997) (Figura 9). 
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Figura 9: Padrões de clivagem de quitinases. Em azul claro são representadas as subunidades da 

cadeia de quitina e o açúcar redutor em azul escuro. As ações enzimáticas são mostradas em 

tesoura. 

Diversos estudos apontam o papel fisiológico das quitinases. Nos insetos as quitinases estão 

diretamente relacionadas com o desenvolvimento, ou seja, na regulação da síntese e degradação da 

quitina, que é o principal componente do exoesqueleto. Em crustáceos, estas enzimas são associadas 

a degradação parcial do exoesqueleto durante o desenvolvimento do animal, por um mecanismo que 

está sobre controle hormonal. Além do papel no desenvolvimento, as quitinases também exercem o 

papel de defesa contra patógenos em outros invertebrados (GODONE, 2011; SPINDLER-BARTH, 

1993). As quitinases ainda estão presentes em fungos e em alguns organismos que não apresentam 

quitina a sua constituição, como nematódeos, plantas e bactérias. Em fungos, estas enzimas 

parecem ser um fator primordial na colonização e predação para obtenção de alimentos (BISHOP 

et. al.,2000). Já em nematódeos, as quitinases estão presentes na casca do ovo e contribuem na sua 

integridade. 

 Nas plantas, as enzimas estão associadas à defesa contra patógenos e fazem parte do grupo 

de proteínas denominadas PR (Pathogenesis Related Proteins), que são proteínas capazes de induzir 

a resistência local ou sistêmica ao ataque de fungos e outros fitopatógenos. Em bactéria com a do 

gênero Streptommyces, sua função está relacionada a nutrição. Dessa forma a hidrólise de uma 

variedade de quitinas encontradas na natureza permite o organismo utilizar esses polímeros como 

fonte de energia (COLLINGE et. al., 1993; KUPIEC & CHET, 1998).  

A quitinase isolada da bactéria Streptommyces griseus (E.C. 3.2.1.14) é um complexo de 

enzima extracelular com uma massa molecular de aproximadamente 30 kDa, que degrada quitina. 

Fonte: GODONE, 2011, modificado de SEIDL, 2008  
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Foi detectado em muitos microrganismos e também no trato digestivo de muitos animais que se 

alimentam de organismos que contem quitina. A hidrólise enzimática da quitina a N-acetil D-

glucosamina é realizada por duas reações enzimáticas consecutivas. O primeiro, chitodextrinase-

quitinase é um poli (1,4-B- [2-acetamido-2-desoxi-D-glucosido]) - glicanohdrolase (CE. 3.2.1.14), 

que remove unidades de quitobiose da quitina. A segunda é a N-acetilglucosaminidase-chitobiase, 

que cliva os dissacarídeos a suas subunidades monoméricas, N-acetil D-glucosamina. A reação atua 

a uma temperatura ótima de 37 ° C (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, EUA). Portanto, a quitinase 

comercial de Streptommyces griséus pode atuar na hidrolise da quitina presente nos cistos de 

microcrustáceos, modificando a estrutura do cisto, ou seja, levando a sua eclosão e 

consequentemente melhorando a eficiência de eclosão do naúplio, como também o uso de outros 

produtos químicos.  

2.7.Hidróxido de Cálcio e Ácido Ascórbico 

O Hidróxido de Cálcio (HC) conhecido também por Cal Hidratada é uma base forte, 

derivado do sal carbonato de cálcio encontrado na natureza, cuja a fórmula química é Ca (OH)2, que 

libera íons de Ca+2. As propriedades do hidróxido de cálcio derivam de sua dissociação em íons 

cálcio (Ca++) e hidroxila (OH-). Portanto, o HC é um pó branco, que apresenta baixa solubilidade 

em água, elevado pH e é insolúvel em soluções como o álcool (FAVA; SAUNDERS, 1999; 

QUIDUTI, 2014). 

Para a obtenção do hidróxido de cálcio, o carbonato de cálcio é aquecido a uma temperatura 

entre as faixas de 900 a 1200oC, por reação química. Este sal se dissocia em óxido de cálcio e gás 

carbônico (CaCO3 → CaO + CO2). A partir da hidratação do óxido de cálcio, obtém-se, então, o 

hidróxido de cálcio (CaO + H2O → Ca(OH)2) (QUIDUTI, 2014) 

Na eclosão, este produto químico funcionará na reativação dos cistos devido ao processo de 

desfosforilação de enzimas latentes, através da via calmodulina (proteína acídica capaz de ligação 

com íons de cálcio, extremamente conservada ao longo da escala zoológica e essencial para a 

atuação de diversos hormônios) (DUMONT et al., 1992). A calmodulina apresenta quatro sítios 

ativos na qual se ligam os íons Ca+2 (Figura 10a). A ligação do cálcio à calmodulina, forma o 

complexo cálcio-calmodulina quinase II que permite que ela faça uma mudança conformacional, 

ativando-a e permitindo estimular uma variedade de enzimas (Figura 10b). Nos anostracas, a 

proteína calmodulina funciona como um ativador da maquinaria celular enzimática que está inativa 

durante o processo de dormência dos cistos (DUMONT et al., 1992; LODISH et al., 2014; 

NELSON E COX., 2014) 
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Fonte: NELSON E COX., 2014 

O ácido Ascórbico (vitamina C) é hidrossolúvel, essencial para a síntese de colágeno e 

reparação de tecidos (RUSSO; HOEFLER, 2013). Nos cistos, funciona como agente morfogênico, 

na diferenciação dos tecidos atuando no amadurecimento e desenvolvimento dos náuplios. Estes 

dois produtos são de fácil aquisição no mercado e de preço acessível e que apresentam influencia na 

aceleração e eficiência de eclosão do naúplio de microcrustáceos (DUMONT et al., 1992; 

PEREIRA, D. C. & SANTOS-NETO, 2010).  

 

 

 

 

 

 

Figura 10: (a) Estrutura cristalina da proteína calmodulina e os quatro sítios de ligação de afinidade 

ocupados pelo cálcio (Púrpura). (b) Calmodulina associada com o domínio helicoidal (vermelho) da 

enzima quinase II dependente de calmodulina curvada sobre si mesma ao se ligar ao domínio 

helicoidal do substrato. 
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4. OBJETIVOS  

 

4.3.Geral 

Avaliar a ação enzimática da quitinase no processo de eclosão de náuplios de branchoneta 

(Dendrocephalus brasiliensis). 

 

4.4.Específicos 

 

 Padronizar um protocolo para produção de cistos de Dendrocephalus brasiliensis 

(Branchoneta); 

 Determinar a atividade da quitinase comercial sobre a quitina de camarão e nos 

cistos de Dendrocephalus brasiliensis (Branchoneta); 

 Avaliar o efeito de concentrações de cálcio na atividade da quitinase; 

 Avaliar a eficácia do método de eclosão de cistos de branchoneta com uso de 

quitinase, hidróxido de cálcio e ácido ascórbico. 
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5. ARTIGO CIENTÍFICO 

 

Ação da quitinase na eclosão de náuplios de branchoneta Dendrocephalus brasiliensis 

(Pesta, 1921) 
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Resumo 

 

Na aquicultura, o microcrustáceo de água doce conhecido como Branchoneta 

(Dendrocephalus brasiliensis), tem sido alvo de estudos de comportamento, reprodução, produção 

de cistos e técnicas de eficiência de eclosão dos náuplios, sendo este último o grande entrave a sua 

utilização em substituição à artêmia. Portanto, o objetivo deste trabalho é avaliar a ação enzimática 

no processo fisiológico de amadurecimento e eclosão do náuplio de branchonetas. No ensaio 

experimental 1, foram testadas concentrações de 0,02mg/mL, 0,1mg/mL e 0,2mg/mL de quitinase 

comercial em 20 mg de cistos, resultando na concentração ideal de 0,2mg/mL para uma eficiência 

de eclosão de 88%. Esta concentração foi utilizada como base para o ensaio experimental 2 que 

consistiu de um controle e quatro tratamentos com quatro réplicas. Para o T1 o cisto foi submetido à 

quitinase, T2 a hidróxido de cálcio, T3 a ácido ascórbico, T4 hidróxido de cálcio e ácido ascórbico e 

em T5 com hidróxido de cálcio, ácido ascórbico e quitinase. As concentrações de Hidróxido de 

Cálcio (HC) e Ácido Ascórbico (AA) foram estabelecidas de acordo com os resultados de melhor 

taxa de eclosão relatados na literatura. O uso da quitinase possibilitou um aumento na taxa de 

eclosão de Dendrocephalus brasiliensis, e que com a adição de hidróxido de cálcio e ácido 

ascórbico promove uma maior eficiência de eclosão dos naúplios (96%). 

Palavras chave: Aquicultura, Microcrustáceo, Hidrolise, Náuplio, Eclosão de cisto 

 

Abstract 

In aquaculture, the freshwater microcrustacean Branchoneta (Dendrocephalus brasiliensis) 

has been the subject to studies of behavior, reproduction, production of cysts, and techniques of 

nauplii hatching efficiency. Hatching is known to be the major obstacle for brabchoneta use as a 

substitute for artemia. Thus, the aim of this study was to evaluate the enzymatic action in the 

physiological process of maturation and hatching of the Branchoneta nauplii. In the first 

experimental trial, the concentrations tested were 0.02mg/ml, 0.1mg/ml, and 0.2mg/ml of 

commercial chitinase in 20mg of cysts, which resulted in the ideal concentration of 0.2 mg/ml for a 

hatching efficiency of 88%. This concentration was used as the basis for the experimental test 2, 

which consisted of a control treatment and five experimental treatments with three replicas per 

treatment. For T1, the cysts were subjected to chitinase; T2 to calcium hydroxide; T3 to ascorbic 

acid; T4 to calcium hydroxide and ascorbic acid; and T5 to calcium hydroxide, ascorbic acid, and 

chitinase. The concentrations of calcium hydroxide (HC) and ascorbic acid (AA) were established 

according to the results of the best hatching rate described in the literature. The use of chitinase 

demonstrated an increase in the hatching rate of the Dendrocephalus brasiliensis, and the addition 
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of calcium hydroxide and ascorbic acid further increased the hatching efficiency of the nauplii 

(96%). 

Key words: Aquaculture, Microcrustacean, hydrolysis, Nauplii, cyst hatching 

 

1. Introdução 

 

A produção de pescado no Brasil vem crescendo em ritmo acelerado quando comparado a 

qualquer outro setor de produção de alimentos de origem animal (FAO, 2014). No entanto, alguns 

setores da aquicultura como, por exemplo, a larvicultura, ainda apresenta alguns entraves que 

limitam a produção de algumas espécies promissoras para o cultivo. Dentre os problemas a serem 

solucionados é possível citar a demanda de alimento vivo ou inerte (biomassa congelada) para 

aprimorar a produção durante a fase larval.  

Atualmente, a Artemia sp. é o principal alimento vivo de sustentação de espécies aquáticas, 

devido ao domínio de técnicas que favorecem a elevada taxa de eclosão dos náuplios. Estes têm 

sido utilizados com êxito como alimento inicial na larvicultura de camarões e peixes (NAESS et 

al.,1995; CÂMARA, 1996; DAY et al., 1997; GALLOWAY et al., 1999; BRITT, 2001; CIBELE 

& ANDREATTA, 2003). A artêmia é uma espécie de microcustáceo de água salgada, e portanto, 

não permanece atrativa por muito tempo quando utilizada como alimento para espécies de água 

doce. Sendo necessários estudos que viabilizam o cultivo de outros organismos que agregam valor 

ao avanço da larvicultura. 

Dendrocephalus brasiliensis, conhecido popularmente como Branchoneta, é um 

microcrustáceo de água doce, similar a artêmia de água salgada. Habita poças temporárias, 

pequenos açudes e riachos, formados durante a estação chuvosa em todo o Brasil. Constitui uma 

espécie que apresenta sexos separados e de fácil identificação, crescendo em torno de 1mm ao dia, 

atingindo a fase adulta em 6 dias; e podendo chegar ao comprimento em torno de 3,5cm. São 

essencialmente filtradores, alimentando-se de microalgas, protozoários, metazoários e matéria 

orgânica. Em ambiente natural o cisto depositado pela branchoneta adulta deve passar por uma 

secagem natural, que ocorre no período de estiagem, para que ocorra a eclosão do náuplio na 

próxima estação chuvosa (LOPES, 1998; LOPES, 2007; HIGA, 2015). 

Pouco se sabe a respeito desta espécie, quando se fala de sua biologia e eficiência de 

eclosão. Portanto, este microcrustáceo, na aquicultura, tem sido alvo de alguns estudos que 

objetivam conhecer o seu comportamento, reprodução, produção de cistos e utilização na dieta de 

peixes carnívoros, camarões e peixes ornamentais (CARNEIRO, 2000; LOPES, 2002). Outros 
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estudos têm buscado aumentar a eficiência de eclosão dos náuplios, um dos obstáculos a sua 

utilização em substituição à artêmia (SILVA, 2000; YFLAAR et al., 2003; LOPES, 2007).  

Buscando otimizar as taxas de eclosão dos náuplios foram observados por Dumont et al., 

(1992) aspectos bioquímicos que envolvem a quebra do estado de dormência dos cistos na espécie 

de água doce, Thamnocephalus platyurus. Este autor utilizou a influência individual e conjunta do 

ácido retinóico como um agente morfogênico e o cálcio ionofórico na reativação do cisto. Para a 

espécie Dendrocephalus brasiliensis, Pereira & Santos-Neto (2010) verificaram a influência do 

ácido Ascórbico e íons de Cálcio na eclosão.  

Os cistos dos anostracas são formados por um polissacarídeo denominado quitina, onde os 

níveis variam de 5.6 a 18.0 mg quitina/g. Para as espécies Thamnocephalus platyurus e Artemia 

salina o teor de quitina nos cistos é de 11.4 mg e 18.0 ±1.5 respectivamente (CAUCHIE, et al., 

1997). A quitina é hidrolisada por um sistema hidrolítico classificado em: Endo-quitinases, Exo-

quitinases e b-N-acetilglucosaminidase. Nos crustáceos, as quitinases estão diretamente 

relacionadas com a regulação da síntese e degradação da quitina podendo promover atividade 

biológica inativando o estado de latência de cistos e promovendo possivelmente uma melhor 

eclosão de naúplios (SPLINDER-BARTH, 1993). 

Estudos de técnicas que viabilizam a ampliação da produção de cistos, náuplios e biomassa 

inerte de D. brasiliensis, com manutenção das características zootécnicas e nutricionais agregam 

valor e caracterizam um avanço considerável na larvicultura de peixes e camarões, podendo tornar-

se um elo na carcinicultura e piscicultura com potencial de expansão inicialmente no semi-árido 

nordestino. Portanto, o objetivo deste trabalho é avaliar a ação da quitinase facilitando o processo 

fisiológico de amadurecimento e eclosão do náuplio de branchonetas. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1 Produção de branchonetas e cistos (Dendrocephalus brasiliensis) 

 

A produção de Branchonetas e cistos foi realizada na Escola Agrícola de Jundiaí, Unidade 

Acadêmica Especializada em Ciências Agrárias da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, 

localizada na cidade de Macaíba/RN.  

 Inicialmente 5g de cistos para eclosão foram mantidos na proporção de 1g/L de água em 

garrafas pet. Após 24h os náuplios eclodidos foram aclimatados para caixas de 1000L adaptadas 

para o cultivo da espécie. A alimentação das branchonetas consistiu em fitoplâncton com 
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dominância de clorofíceas unicelulares proveniente de tanques de produção de tilápia. Trocas de 

água e a limpeza das caixas foram realizadas a cada coleta de cistos. 

Os cistos foram coletados por método de sifonagem, limpos a jatos d’água em uma sequência 

de malhas de 600, 300 e 75µm, ficando retidos nesta última. Os cistos foram submetidos à um 

processo de secagem em placa aquecedora a 45°C por 2 semanas e em seguida selecionados com 

uso de malha de 150µm para maximizar a retirada de impurezas e após o período de dormência (10 

dias) submetidos à eclosão (Figura 1). Os cistos produzidos foram armazenados em frascos de vidro 

em dessecador até o início do experimento.  
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Figura 1: Fluxograma de produção e eclosão de cistos (A) e eclosão utilizando quitinase, ácido ascórbico e hidróxido de cálcio (B), 

correspondente ao tratamento com maior eficiência de eclosão para a espécie D. brasiliensis. 
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2.2 Determinação de Quitina nos Cistos de Branchonetas 

 

2.2.1 Atividade de Quitinase 

 A quitinase comercial de Streptomices griseus (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foi utilizada 

para tratamento dos cistos e sua atividade determinada usando a quitina extraída da carapaça de 

camarão (cabeça e cefalotorax) de acordo com metodologia proposta por Cahú et al., 2012. Foram 

utilizadas 125 µL de quitina hidratada, 125µL de tampão fosfato (0.02 M e pH 6.0) e 25 µL de 

quitinase 1 mg/mL. Posteriormente as amostras foram incubadas em banho maria a 37°C, 

centrifugadas e retirado o sobrenadante para determinação de açúcares redutores pelo método do 

ácido dinitro salicílico (DNSA), aquecido a 100°C por 15 minutos e realizado leitura em 

espectrofotômetro a 670 nm. Os cistos foram utilizados como substrato para determinação da 

atividade enzimática da quitinase (U. mL–1), na qual em 1 ml de amostra tem-se o valor em unidade 

(U) da proteína quitinase quantificada. 

 

2.3 Delineamento experimental  

2.3.1 Ensaio Experimental 1: Quitinase 

Os cistos foram submetidos a três tratamentos e três réplicas com diferentes concentrações 

de quitinase. Inicialmente foi preparada uma solução matriz com concentração de 1mg/mL 

utilizando tampão fosfato (0,02 M a pH 6,0) e quitinase. A partir desta solução foram preparadas 

soluções intermediárias com concentrações diluídas de 0,1mg/mL, 0,5mg/mL e 1mg/mL, das quais 

foram retiradas 0,2mL inseridos em 0,8mL de tampão, correspondendo aos tratamentos finais, T1 

com [0,02mg/mL], T2 [0,1mg/mL] e T3 [0,2mg/mL], onde os cistos foram submetidos. O 

tratamento controle (C) foi caracterizado pela ausência de quitinase conforme protocolo descrito por 

Sorgeloos & Kulakarapandian (1984), ajustado por Silva (2000) para D. brasiliensis.  

Em cada tratamento foram utilizados 20 mg de cistos submetidos à incubação em banho 

maria a 37°C por 1 hora, possibilitando a ação enzimática. Após a atividade enzimática o volume 

foi completado para 200mL de água destilada e verificada a taxa de eclosão após 24hs. O cálculo 

para determinar a Eficiência de Eclosão foi realizado a partir da fórmula: 

 

𝐸𝐸 =
𝑁𝐸

𝑁𝐶
 𝑋 100 

Onde:  

EE = Eficiência de Eclosão; 

NE = Náuplios eclodidos na amostra; 
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NC = N° total de cistos na amostra. 

 

2.3.2 Ensaio Experimental 2: Hidróxido de Cálcio, Ácido Ascórbico e Quitinase 

  O Ensaio experimental 2 iniciou-se a partir da determinação da melhor eficiência de eclosão 

observada no Ensaio 1. Desta maneira foi possível observar se a ação enzimática é catalisada pela 

adição de ácido ascórbico e hidróxido de cálcio para a eclosão de náuplios. O ensaio consistiu de 

um controle e quatro tratamentos com três réplicas, onde em T1 foram ultilizados [0,2 mg/L] de 

quitinase, T2 [1,3 m mol/L] hidróxido de cálcio, T3 [0,1 m mol/L] ácido ascórbico, T4 [1,3 m 

mol/L] hidróxido de cálcio + [0,1 m mol/L] ácido ascórbico e em [1,3 m mol/L] hidróxido de cálcio 

+ [0,1 m mol/L] ácido ascórbico + [0,02 mg/L] quitinase. O tratamento controle foi caracterizado 

somente pela adição de água destilada. As concentrações de Hidróxido de Cálcio (HC) e Ácido 

Ascórbico (AA) foram estabelecidas de acordo com os resultados de melhor taxa de eclosão 

determinada por Dumont et al. (1992) modificado por Pereira & Santos-Neto (2010).   

Os cistos do tratamento 1 foram previamente submetidos à ação da quitinase como descrito 

no ensaio experimental 1. Para os tratamentos 2 e 3 contendo os reagentes HC e AA, 

respectivamente, as concentrações foram diluídas para 1L de água e desta retirado 200ml para cada 

réplica. No tratamento 4 foram utilizadas as concentrações de HC e AA em conjunto diluídas em 

água destilada. Para tratamento 5, os cistos foram previamente submetidos à ação da quitinase em 

banho maria a 37°C por 1 hora. Em seguida o volume foi completado para 200mL de solução 

contendo os reagentes HC e AA (Figura 1). Foram usados 20 mg de cistos de Branchoneta para 

cada tratamento e eficiência de eclosão foi verificada de acordo com a mesma metodologia descrita 

no Ensaio experimental 1. 

2.3.3 Parâmetros físicos e químicos da água 

 O oxigênio dissolvido (mg/L) e temperatura (°C) foi medido pelo oxímetro, modelo MO-

900. Os valores de pH foram obtidos pelo medidor de pH, modelo mPA-210. A condutividade 

elétrica foi expressa em mS.com-1 e mensurada pelo Condutivímetro CD-860. A determinação de 

alcalinidade da água foi realizada seguindo a metodologia de Washington, 1985. 

2.3.4 Análise Morfológica 

A análise morfológica seguiu a metodologia proposta por BERNICE, 1972 adaptada para a 

espécie Dendrocephalus brasiliensis utilizando o microscópio óptico do modelo Nikon Eclipse 

E200. Esta análise foi realizada para verificar alterações morfológicas para cada tratamento com o 

uso de produtos químicos que interferissem o desenvolvimento da espécie D. brasiliensis. 
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2.4 Análise Estatística 

Os resultados foram analisados estatisticamente através do programa SigmaStat versão 3.5. 

Foi aplicado o teste One Way ANOVA para verificar se houve diferença significativa entre as 

médias dos tratamentos, confirmada a diferença, foi aplicado o teste de comparação múltipla de 

Student-Newman-Keuls (SNK), com significância p<0,05. 

 

3. Resultados e Discussão 

 Aproximadamente quatro dias após a eclosão dos náuplios, os indivíduos já haviam atingido 

a forma juvenil com definição de estruturas reprodutivas. A fase adulta foi atingida com sete dias 

iniciando a produção e liberação de cistos de cor escura e forma oitavada. Foram produzidos 8g de 

cistos durante o período de dois meses de cultivo, contabilizando 91.650 cistos/g após o processo de 

limpeza e secagem. Estudos tem demonstrado que cada fêmea pode liberar de 100 a 230 cistos por 

desova (LOPES, 1998). 

Diversos Anostracas apresentam quitina em sua composição, com variação inter e 

intraespecífica sendo encontrado conteúdo significativo em Dendrocephalus brasiliensis e cistos de 

Artêmia salina (CAUCHIE et al., 1997). A quitinase exerce influência na quebra de cadeias de 

quitina e possivelmente sobre o estado de dormência do cisto de D. brasiliensis. Esta enzima 

apresenta atividade ótima a partir de 37°C e são importantes componentes do arsenal de proteínas 

de defesa das plantas, catalisam a hidrólise dos principais carboidratos da parede celular dos fungos 

e cistos de microcrustáceos (CHET, 1993; AGRIOS, 1997; GOMES et al., 2010).  Foi observado 

que a atividade da quitinase numa concentração de 1mg/mL obteve atividade média calculada em 

153 mU.mL–1 para a quitina de resíduos de camarão e 132 mU.mL–1 para a quitina presente no cisto 

de D. brasiliensis, não apresentando diferença significativa de acordo com o teste de Student-

Newman-Keuls (p>0,05).  

Os naúplios de branchoneta eclodiram nas primeiras 48hs em concentração de quitinase de 

0,2mg/ml, com média de eclosão de 1620,66 náuplios, enquanto que em 0,1mg/mL, houve eclosão 

parcelada em 72hs totalizando uma média 1312,33 náuplios para 20 mg de cistos. O tratamento com 

menor concentração de quitinase (0,02mg/ml) não apresentou diferença estatística com o controle, 

não sendo suficiente para melhorar a eficiência de eclosão do naúplio de D. brasiliensis (Figura 

2A). Alguns fatores influenciam na atividade catalítica das enzimas, tais como, concentração 

enzimática, concentração do substrato, pH e temperatura, de modo que a relação enzima substrato 

exerce influência na velocidade da reação (BIASUTTI, 2006). Portanto, o método de eclosão com 

uso da quitinase demonstra que a ação enzimática em maior concentração promove a eclosão em 
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menor tempo. Além de otimizar o tempo de eclosão, concentrações 0,2mg/mL de quitinase 

proporciona uma taxa de eclosão de 88% em aproximadamente 1800 cistos de branchonetas. A 

partir destes resultados foi verificada a ação do ácido ascórbico e hidróxido de cálcio como agentes 

catalisadores da eclosão em concentração de 0,2 mg/mL de quitinase. 

Nos microcrustáceos, os náuplios presentes nos cistos encontram-se na fase final de gástrula, 

caracterizada pela formação do corpo e diferenciação primária das estruturas, entretanto, o processo 

de desenvolvimento se encontra inativo (FAUTREZ-FIRLEFYN, 1951; BENESCH, 1969; 

DUMONT et al., 2002). O ácido ascórbico tem a propriedade de ativar a diferenciação celular 

embrionária dos organismos vivos, atuando como agente morfogênico em substituição do ácido 

retinóico presente no interior do cisto (PEREIRA & SANTOS-NETO, 2010). Outros autores citam 

que o ácido retinóico, não funciona como agente morfogênico primário, mas atua na diferenciação 

de células específicas do tecido (WANEK et al, 1991; NOJI et al, 1991; DUMONT et al., 2002).  

O hidróxido de cálcio fornece íons de Ca+2
 que facilita a quebra da camada mais externa do 

cisto, denominada córion reativando os cistos devido ao processo de desfosforilação de enzimas 

latentes, através da via calmodulina (DUMONT et al., 1992). A calmodulina (proteína essencial 

para a atuação de diversos hormônios) apresenta quatro sítios ativos na qual se ligam os íons Ca+2. 

A ligação do cálcio à calmodulina, forma o complexo cálcio-calmodulina quinase II que permite 

que ela faça uma mudança conformacional, ativando-a e permitindo estimular uma variedade de 

enzimas que irão atuar em diferentes processos desde a quebra do cisto até o amadurecimento do 

naúplio. Assim, a proteína calmodulina inicialmente funciona como um ativador da maquinaria 

celular enzimática que esta inativa durante o processo de dormência dos cistos de anostracas 

(Dumont et al., 1992; LODISH et al., 2014). 

No presente estudo, a ação combinada de ácido ascórbico, hidróxido de cálcio e quitinase 

apresentaram resultados de maior eficiência de eclosão dos náuplios de branchonetas, com valor 

médio de 96,6%, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Figura 2B).  
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Figura 2: Número de náuplios eclodidos em 20 mg de cistos. (A) Em [0,02 mg/L], [0,1 mg/L], [0,2 

mg/L] de quitinase, onde neste corresponde a 100% da eclosão com 1620 náuplios. (B) Em [0,2 

mg/L] de quitinase, [1,3 m mol/L] hidróxido de cálcio, [0,1 m mol/L] ácido ascórbico, [1,3 m 

mol/L] hidróxido de cálcio + [0,1 m mol/L] ácido ascórbico, [1,3 m mol/L] hidróxido de cálcio + 

[0,1 m mol/L] ácido ascórbico + [0,02 mg/L] quitinase, onde neste corresponde a 100% da eclosão 

com 1771 náuplios. *Letras iguais não diferenciam os tratamentos pelo teste Student-Newman-

Keuls (p<0,05). 
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 Modificações morfológicas no estágio larval 2 de D. brasiliensis foram observadas com o 

uso isolado de ácido ascórbico e hidróxido de cálcio. Nos demais tratamentos, o náuplio apresentou 

morfologia semelhante ao desenvolvimento do náuplio de outro anostraca da espécie 

Streptocephalus dichotomus (Figura 4 e 5). Para esta espécie, o estágio larval 2 apresenta cinco 

segmentos desenvolvidos na região posterior mandibular; sendo os dois primeiros, rudimentos que 

darão origem aos segmentos superiores e os outros três são rudimentos dos segmentos torácicos. Na 

parte antero-lateral da cabeça, rudimentos de olhos compostos são visualizados e a primeira e 

segunda antena se encontram alongadas. As espinhas caudais fazem sua aparição em ambos os 

lados do ânus (BERNICE, 1972). Assim, pode-se verificar que as características morfológicas da 

espécie em estudo estão dentro do padrão de desenvolvimento da ordem Anostraca, exceto para os 

tratamentos utilizando individualmente o hidróxido de cálcio e o ácido ascórbico. 
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Figura 3: Ação da quitinase e aditivos na morfologia do estágio larval 1 (A) e estágio larval 2 (B) 

para a espécie D. brasiliensis. I. [0,02 mg/L], II. [0,1 mg/L], III. [0,2 mg/L] de quitinase, IV. [1,3 m 

mol/L] hidróxido de cálcio, V. [0,1 m mol/L] ácido ascórbico, VI. [1,3 m mol/L] hidróxido de 

cálcio + [0,1 m mol/L] ácido ascórbico, VII. [1,3 m mol/L] hidróxido de cálcio + [0,1 m mol/L] 

ácido ascórbico + [0,02 mg/L] quitinase e VIII. Morfologia da espécie Streptocephalus dichotomus 

(BERNICE, 1972). Olho mediano (ME), Primeira antena (1A), Secunda antena (2A), Antena (P), 

Mandíbula (MD), Primeira maxila (MX1), Secunda maxila (MX2), Segmentos toráxicos (TAB), 

Seta anal (AS), Ínicio da abertura anal (AI). * Indivíduos apresentaram deformações durante o 

estágio larval dois. 

 

Alguns autores afirmam que a eclosão e sobrevivência de náuplios de anostracas depende 

dos fatores físicos e químicos da água (LAVENS & SORGELOOS, 1996; VINATEA, 1997; 

PEREIRA & SANTOS-NETO, 2010). Os valores ideais para o cultivo de branchonetas deve ser 

acima de 5mg/L de oxigênio dissolvido (LOPES, 2002). Durante todas as fases experimentais o 

oxigênio dissolvido variou de 5,6 a 8,1 mg/L, mantendo-se dentro dos limites estabelecidos para a 

espécie em estudo. Os valores de temperatura permaneceram estáveis e aceitáveis para organismos 

aquáticos variando de 25,9 a 28°C. Sipaúba-Tavares e Rocha (2001) e Lopes (2007) relataram que 

para a mesma espécie ocorreu um ótimo desenvolvimento com a temperatura entre 26°C e 28°C. A 

alcalinidade recomendada para água doce em aquicultura é de 20 a 150 mg/L CaCO3. No presente 

estudo a alcalinidade variou entre 80 e 127 mg/L CaCO3 durante a eclosão dos náuplios, 

permanecendo dentro dos valores ideais de desenvolvimento para crustáceos (Sá, 2012). As águas 

na maioria das vezes apresentam uma composição química constituída de sais de cálcio, magnésio, 



66 
 

sódio e potássio nas formas de cloretos, sulfato, carbonatos e bicarbonatos (ARRAES et al., 2009). 

Após a adição do ácido ascórbico e hidróxido de cálcio houve elevação dos valores de 

condutividade elétrica, o que indica que o uso dos aditivos influencia na concentração de íons 

presente na água. No presente estudo, a condutividade elétrica variou de 100 a 310 µS.cm-1 após a 

adição dos produtos não se mostrando prejudicial a cultivos de organismos aquáticos. Análises dos 

parâmetros físicos e químicos são necessárias, pois além da influência da enzima e produtos 

químicos que melhorem a eficiência de eclosão de náuplios, a boa qualidade de água afeta 

positivamente a eclosão e a sobrevivência do náuplio após a eclosão. Portanto, os baixos (5,0) e 

altos valores (10,2) de pH nos tratamentos apenas com ácido ascórbico e hidróxido de cálcio, 

respectivamente, pode ter afetado o desenvolvimento do náuplio após a eclosão em decorrência da 

acidez e basicidade da água após o uso destes produtos. Para os demais tratamentos, os valores de 

pH variaram de 7,5 a 8,0. Sipaúba-Tavares e Rocha (2001) e Lopes (2007) relatam que para espécie 

em estudo ocorreu um ótimo desenvolvimento com pH em torno de 6,5 e 8,5. 

 

4. Conclusão 

A quitinase tem atividade enzimática sob o cisto de D. Brasisliensis e sua ação aumenta a 

taxa de eclosão de náuplios de branchonetas. Esta atividade é intensificada com a adição de 

hidróxido de cálcio (reativador enzimático) e ácido ascórbico (agente morfogênico), o que promove 

uma maior eficiência de eclosão dos naúplios. 
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