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RESUMO 

 

Este trabalho avaliou a sobrevivência, o crescimento e a expressão de enzimas digestivas na 
larvicultura do peixe-palhaço Amphiprion ocellaris em diferentes condições salinas (14, 21, 28 
e 35‰) na densidade de 6,25 larvas por litro. Portanto, foram testadas quatro salinidades, em 
triplicata, com animais de 3 dias após a eclosão (DAE) até o 23° DAE (período em que 
completaram 100% da metamorfose, quando surge a terceira e última banda corporal). No início 
e ao final do experimento foram coletadas larvas em cada tratamento para medição dos 
parâmetros zootécnicos e análise de enzimas digestivas (tripsina, quimotripsina e amilase). Os 
resultados mostraram melhor crescimento (peso, comprimento, comprimento diário, ganho em 
peso), especialmente quando comparado a 14‰, e maior atividade da amilase, na salinidade de 
35‰. Apesar disto, nas salinidades de 14 a 28 ‰, os peixes mostraram crescimento e boas taxas 
de sobrevivência, viabilizando assim o cultivo das larvas de Amphiprion ocellaris nestas 
condições. O cultivo de A. ocellaris em salinidades mais baixas pode contribuir 
consideravelmente com a redução dos custos de produção, uma vez que o processo de 
salinização da água apresenta alto custo para os produtores que não tem acesso à água do mar. 

 

Palavras-chave: Aquicultura. Cultivo. Fator abiótico. Peixes ornamentais marinhos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The aim of the present study was to evaluate the survival, growth parameters and expression of 
digestive enzymes of clownfish (Amphiprion ocellaris) larviculture in different saline 
conditions (14, 21, 28 and 35‰). It was tested four salinities in triplicate, with animals from 3 
days after hatching (DAH) until the 23rd DAH (period in which they completed 100% of the 
metamorphosis, when the third and the last body band appeared). At the beginning and at the 
end of the experiment, larvae were collected in each treatment for measurement of the growth 
parameters and analysis of digestive enzymes (trypsin, chymotrypsin and amylase). Growth 
parameters (weight, length, daily length, weight gain) showed better results when compared to 
14‰, and the amylase activity increased at 35‰ salinity. However, fish showed better growth 
parameters and survival rates at salinities of 14 to 28‰ enabling the larvae cultivation of the 
Amphiprion ocellaris in these conditions. Lower salinities can reduce production costs of the 
larvae cultivation of A. ocellaris, because the water salinization is one of the most expensive 
process. 
 

Key-words: Aquaculture. Culture. Abiotic factors. Marine ornamental fish. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 
 

1 INTRODUÇÃO GERAL ......................................................................................... 12 

1.1      COMÉRCIO DE PEIXES ORNAMENTAIS ........................................................... 12 

1.2      CULTIVO DE PEIXES ORNAMENTAIS ............................................................... 13 

1.3      Amphiprion ocellaris (peixe-palhaço) ........................................................................ 14 

1.4      EFEITO DA SALINIDADE NOS ORGANISMOS AQUÁTICOS .......................... 15 

1.5      ENZIMAS DIGESTIVAS .......................................................................................... 16 

1.6      OBJETIVOS ............................................................................................................... 16 

1.6.1   Objetivo geral ........................................................................................................... 16 

1.6.2   Objetivos específicos................................................................................................. 17 

2 ARTIGO CIENTÍFICO .......................................................................................... 18 

2.1      INTRODUÇÃO.......................................................................................................... 18 

2.2      MATERIAL E MÉTODOS........................................................................................ 20 

2.2.1   Manutenção dos reprodutores ................................................................................ 20 

2.2.2   Manutenção das larvas e delineamento experimental .......................................... 21 

2.2.3   Análise de enzimas digestivas .................................................................................. 22 

2.2.3.1  Extrato enzimático ...................................................................................................... 23 

2.2.4   Análise estatística ..................................................................................................... 24 

2.3      RESULTADOS .......................................................................................................... 24 

2.3.1   Qualidade de água .................................................................................................... 24 

2.3.2   Sobrevivência e crescimento larval ......................................................................... 24 

2.3.3   Metamorfose ............................................................................................................. 26 

2.3.4   Atividade da Tripsina, Quimotripsina e Amilase .................................................. 27 

2.4      DISCUSSÃO .............................................................................................................. 28 

CONSIDERAÇÕES FINAIS................................................................................... 29 

           REFERÊNCIAS DO ARTIGO ............................................................................... 31 

           REFERÊNCIAS INTRODUÇÃO GERAL ........................................................... 34 

 

 

 

 



12 

 

1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 COMÉRCIO DE PEIXES ORNAMENTAIS  

 

 A indústria da aquariofilia é um setor que apresenta um crescimento vertiginoso, sendo 

considerado altamente lucrativo (WOOD, 2001; TLUSTY, 2002). As exportações mundiais de 

peixes ornamentais aumentaram de US$ 177,7 milhões para US$ 364,9 milhões no período de 

2000 a 2011, declinando para US$ 347,5 milhões em 2014 (DEY, 2016). Dessa forma, percebe-

se que mesmo com oscilações monetárias ainda é um mercado lucrativo. Os peixes ornamentais 

marinhos constituem mais de 15% do mercado em termos de valor. 

De forma geral, esse comércio envolve diversos países em todo o mundo (MADDUPPA 

et al., 2014), com um total de 125 países (DEY, 2016). O número representativo de países 

envolvidos nesse comércio deve-se à crescente popularidade dos aquários marinhos, refletindo 

diretamente no aumento da captura de espécies selvagens e consequente preocupação com a 

depleção dos estoques naturais (MADHU et al., 2006). Além disso, há preocupação com a 

destruição das áreas recifais em virtude da utilização de métodos inadequados de captura, tais 

como cianeto e explosivos (SAILA; KOCIC; MANUS, 1993). Neste contexto, algumas 

espécies de peixes ornamentais marinhos tornam-se alvo de intensa atividade relacionada à 

captura, para sustentar a crescente demanda do mercado. 

 No Brasil, o comércio da aquariofilia também segue em ascensão devido ao aumento da 

demanda mundial (LIMA; BERNADINO; PROENÇA, 2001). Em 2007, o país foi considerado 

o 18º exportador mundial de peixes ornamentais, sendo o Amazonas e o Pará responsáveis por 

mais de 95% das exportações de peixes de água doce, oriundos de cultivo (RIBEIRO et al., 

2008). Diferente deste comércio, a maioria dos exemplares (98%) de peixes ornamentais 

marinhos é proveniente de captura em ambiente natural e somente 2% origina-se de cultivo 

(DEY, 2016). 

Um dos entraves para a comercialização de peixes ornamentais é a necessidade de maior 

organização por meio da criação de cooperativas, associações ou condomínios de produtores, 

visando aumentar a margem de lucros do cultivo (ZUANON; SALARO; FURYA, 2011). Além 

disso, Faria (2018) cita que o mercado está cada vez mais exigente por animais saudáveis, com 

cores vivas e formatos diferenciados. Desta forma, a produção em cultivo vem ganhando seu 

espaço para atender o mercado, visando a produção lucrativa, o desenvolvimento social, 

conservação do meio ambiente e dos peixes ornamentais. 
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1.2 CULTIVO DE PEIXES ORNAMENTAIS 

 

O cultivo de peixes ornamentais é uma atividade que vem se expandindo (PALMA et 

al., 2008), tornando a piscicultura ornamental marinha uma das mais promissoras dentro da 

aquicultura (KODAMA et al., 2011) uma vez que, além de constituir uma atividade interessante 

do ponto de vista econômico por apresentar características que favorecem a geração de trabalho 

e renda para pequenos empreendedores (KODAMA et al., 2011), também contribui para a 

sustentabilidade dos estoques naturais das várias espécies cultivadas (WABNITZ; TAYLOR; 

RAZAK, 2003). Nos Estados Unidos a produção de peixes ornamentais é o quarto setor em 

termos econômicos dentro da aquicultura, perdendo somente para o cultivo de bagre, truta e 

salmão (TLUSTY, 2002). 

No Brasil os produtores ornamentais marinhos mais representativos do setor são: 

Peixepalhaço.com, Azul FishFarm, Ari dos Palhaços, Eco Reef e Aqua King, localizados no 

estado de São Paulo (MEDEIROS, 2013). No Nordeste, a Piscicultura de Tanganyika e se 

destaca, trabalhando com aproximadamente 162 espécies ornamentais entre dulcícolas e 

marinhas (FARIA et al., 2016). 

Percebe-se que a produção no Brasil ainda se mostra incipiente por estar limitada a 

algumas regiões, o que é contrastante para um país que tem grande potencial para cultivo de 

organismos aquáticos, por possuir um vasto território e uma considerável zona costeira. Isto 

reforça, portanto, a importância de desenvolver mais pesquisas direcionadas para cultivo de 

peixes ornamentais marinhos no país. 

Atualmente, no país, existem instituições de ensino que atuam na área da pesquisa com 

a produção de ornamentais marinhos, entre elas a Universidade Federal de Santa Catarina 

(UFSC), a Universidade Federal do Rio Grande (FURG), a Universidade Federal do Espírito 

Santo (UFES), a Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e a Universidade Federal Rural 

de Pernambuco (UFRPE). 

Atualmente os avanços na pesquisa têm gerado conhecimento e tecnologia para a 

produção em cultivo de diversas espécies aquáticas ornamentais, difundindo assim a 

informação e contribuindo com o avanço do setor (FARIA, 2018). Entretanto, ainda são 

necessários estudos para melhorar as técnicas de cultivo relacionadas à nutrição, crescimento e 

sobrevivência, assim como o efeito de fatores abióticos, contribuindo para fechar pacotes 

tecnológicos para diferentes espécies. 
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1.3 Amphiprion ocellaris (peixe-palhaço) 

 

Peixes-palhaço ou “anemonefish” são recifais, originários do Indo-Pacífico, conhecidos 

por apresentarem relação de simbiose com algumas espécies de anêmonas. Pertencem à família 

Pomacentridae, composta por 30 espécies, das quais 29 são do gênero Amphiprion e apenas 

uma do gênero Premmas (THORNHILL, 2012). Essa espécie é hermafrodita protândrica 

(BUSTON, 2003), cujas gônadas funcionam inicialmente como masculinas (VAZZOLER, 

1996). Além disso existe uma hierarquia de dominância dentro dos grupos baseado no tamanho, 

onde a fêmea apresenta tamanho maior, enquanto que o segundo maior do grupo é o macho 

funcional (BUSTON, 2003).  

A. ocellaris (Figura 1) é uma espécie que apresenta cores vibrantes, normalmente 

laranja, com três bandas brancas, sendo a do meio um pouco mais acentuada em comparação 

às demais (FAUTIN; ALLEN, 1992). São exemplares de pequeno porte, fascinante 

comportamento e fácil adaptação ao cultivo (MADHU et al., 2006; AVELLA et al., 2007). É 

uma das espécies mais populares no mercado da aquariofilia, e um dos primeiros peixes 

marinhos ornamentais a serem cultivados. 

 

Figura 1 - Exemplar de Amphiprion ocellaris 
utilizado na pesquisa. 

 
 
 

                                              Fonte: autor 

 

Em 2003, o lançamento e sucesso mundial do filme “Procurando Nemo” nos Estados 

Unidos, contribuiu para que o peixe-palhaço se tornasse uma das espécies mais populares no 

aquarismo marinho e isto resultou no aumento da demanda de mercado e consequentemente a 

exploração deste peixe em ambiente natural (WABNITZ; TAYLOR; RAZAK, 2003). Neste 

sentido, os programas de reprodução em cultivo podem contribuir para mudar esse cenário de 

pressão sobre muitas espécies ornamentais, entre elas o peixe-palhaço, além de promover o 

crescimento da indústria de aquarismo em nível mundial (WULILIAN, 2009). 
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O peixe-palhaço é uma das espécies alvo de muitas pesquisas, especialmente sobre 

melhores condições para sua produção em cultivo, haja visto que, apresenta grande importância 

dentro do comércio de peixes ornamentais marinhos (FAUTIN; ALLEN, 1992). A 

determinação de melhores parâmetros ambientais para o cultivo, dentre outros fatores, pode 

otimizar taxas de crescimento e sobrevivência, reduzindo o período de larvicultura e os custos 

de produção (HART; HUTCHINSON; PURSER, 1996). 

 

1.4 EFEITO DA SALINIDADE NOS ORGANISMOS AQUÁTICOS 

 

 O desenvolvimento e o crescimento de peixes são controlados por fatores internos como 

o sistema nervoso central (SNC), endocrinológico e neuroendócrinos (BOEUF; PAYAN, 2001) 

e fatores ambientais como a salinidade, a temperatura e o fotoperíodo (HART; HUTCHINSON; 

PURSER,1996; BOEUF; PAYAN, 2001; KAMLER, 2002). Assim, estudos sobre como estes 

parâmetros podem afetar os animais são de extrema importância para o aprimoramento do 

cultivo de peixes, maximizando o crescimento, a sobrevivência larval, a redução de período de 

cultivo e assim os custos produtivos (BOEUF; PAYAN, 2001; HART; HUTCHINSON; 

PURSER, 1996). 

Diversos estudos mostram que a salinidade influencia o desenvolvimento dos peixes em 

diferentes estágios da vida, desde a sobrevivência e o crescimento larval (TSUZUKI et al., 

2000; BOEUF; PAYAN, 2001; TSUZUKI et al., 2007; HORA et al 2016), a fertilização e a 

incubação de ovos (GRIFFIN et al., 1998), o desenvolvimento de juvenis e de adultos 

(RESLEY; WEBB; HOLT., 2006; LIN; ZHANG; LIN, 2009), o consumo de oxigênio 

(PETERSON-CURTIS, 1997; TSUZUKI; STRÜSSMANN; TAKASHIMA, 2008), a 

conversão alimentar (IMSLAND et al., 2001) até o comportamento (PETERSON-CURTIS, 

1997). 

Estudos sobre o efeito da salinidade em peixes-palhaços Amphiprion sp. já foi avaliado 

no crescimento, na natação e na metamorfose larval (ARVEDLUND, LARSEN, WINSOR, 

2000; GREEN; FISHER, 2004; DHANEESH et al., 2012; YE et al., 2009; MEDEIROS, 2013). 

Contudo, estudos para avaliar o efeito da salinidade sobre as atividades de enzimas digestivas 

em Amphiprion ocellaris ainda não foram realizados. 
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1.5 ENZIMAS DIGESTIVAS 

 

As enzimas digestivas são proteínas globulares que funcionam como catalisadores com 

o objetivo de aumentar a velocidade das reações químicas no organismo, controlando quase 

todos os processos que ocorrem nas células (NELSON; COX, 2018). 

Neste sentido a caracterização das proteases digestivas é importante por permitir o 

conhecimento sobre as condições ótimas para que estas atinjam a atividade máxima 

(SIMPSOM, 2000). É sabido que a alimentação da espécie em conjunto com o seu hábito 

alimentar pode influenciar de maneira positiva ou negativa no perfil da atividade dessas 

enzimas. Além destes fatores, a sua correta caracterização mostra o efeito que as condições 

ambientais têm sobre a espécie estudada (ÁLVAREZ-GONZÁLEZ et al., 2010). 

A salinidade pode afetar as atividades de enzimas digestivas e interferir no 

desenvolvimento dos peixes (MOUTOU; PANAGIOTAKI; MAMURIS,2004), em virtude da 

alteração no conteúdo do trato intestinal e digestibilidade do alimento (WANG et al., 1997). 

Quando submetido à diferentes salinidades, o peixe pode apresentar um gasto energético para 

a osmorregulação numa tentativa de equilibrar o meio interno com o externo (BOEUF; 

PAYAN, 2001). No entanto, caso esteja em um meio cuja salinidade seja similar ao do seu meio 

interno, essa energia não seria gasta para a osmorregulação, sendo alocada então para o 

crescimento. 

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo de avaliar o efeito de 

diferentes salinidades no desenvolvimento de peixe-palhaço A. ocellaris e verificar se a 

atividade das enzimas digestivas é afetada pela variação deste parâmetro. O presente trabalho 

contribuirá com informações para o aprimoramento da técnica de cultivo desta espécie, 

altamente valorizada pelo mercado da aquariofilia. 

 

1.6 OBJETIVOS 

 

1.6.1 Objetivo geral 

 

Aprimorar a tecnologia para o cultivo do peixe-palhaço Amphiprion ocellaris, através 

da determinação da salinidade ideal para a larvicultura. 
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1.6.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar a sobrevivência e o desempenho zootécnico de larvas em diferentes 

salinidades; 

• Verificar o efeito da salinidade na expressão de atividade das enzimas digestivas 

(tripsina, quimotripsina e amilase) nas larvas. 
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2 ARTIGO CIENTÍFICO 

 

INFLUÊNCIA DA SALINIDADE NO DESENVOLVIMENTO E EXPRESSÃO NA 

ATIVIDADE DE ENZIMAS DIGESTIVAS EM Amphiprion ocellaris 

Este trabalho avaliou a sobrevivência, o crescimento e a expressão de enzimas digestivas na 
larvicultura do peixe-palhaço Amphiprion ocellaris em diferentes condições salinas (14, 21, 28 
e 35‰). Portanto, foram testadas quatro salinidades, em triplicata, com animais com 3 dias após 
a eclosão (DAE) até o 23° DAE (período em que completaram 100% da metamorfose, quando 
surge a terceira e última banda corporal). No início e ao final do experimento foram coletadas 
larvas em cada tratamento para medição dos parâmetros zootécnicos e análise de enzimas 
digestivas (tripsina, quimotripsina e amilase). Os resultados mostraram melhor crescimento 
(peso, comprimento, comprimento diário, ganho em peso), especialmente quando comparado a 
14‰, e maior atividade da amilase, na salinidade de 35‰. Apesar disto, nas salinidades de 14 
a 28 ‰, peixes mostraram crescimento e boas taxas de sobrevivência, viabilizando assim o 
cultivo das larvas de Amphiprion ocellaris nestas condições. O cultivo de A. ocellaris em 
salinidades mais baixas pode contribuir consideravelmente com a redução dos custos de 
produção, uma vez que o processo de salinização da água apresenta alto custo para os 
produtores que não tem acesso à água do mar. 

 

Palavras-chave: Peixes ornamentais marinhos. Fator abiótico.Cultivo. 

 

2.1 INTRODUÇÃO 

 

 O mercado da aquariofilia faz parte de um mercado maior denominado “Mercado Pet”, 

um segmento econômico que tem crescido em todo o mundo. O Brasil, em 2015, ocupou o 

terceiro lugar nesta atividade, só não conseguindo a segunda posição por causa da 

desvalorização do real frente ao dólar. De acordo com a Associação Brasileira da Indústria de 

Produtos para Animais de Estimação (Abinpet), o setor movimentou 16,7 bilhões em 

faturamento no ano de 2014. O Brasil está atrás apenas dos Estados Unidos (41,8%) e do Reino 

Unido (6,5%), com 6,3% do mercado mundial, que movimentou nada menos que U$ 100,4 

bilhões (FARIA et al., 2016). 

 O comércio desses organismos, como um todo, incluindo os equipamentos e acessórios, 

tornou-se multibilionário e significativo no mercado internacional sendo que no mercado da 

aquariofilia mundial, estima-se que os peixes ornamentais marinhos oriundos de cultivo 

representem apenas de 1 a 10% (MOORHEAD; ZENG, 2010). Entretanto segundo Kodama et 

al. (2011) a piscicultura ornamental marinha é uma atividade promissora que vem crescendo 

dentro da aquicultura, colaborando com a diminuição da captura dos estoques em ambiente 

natural. 
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Das mais de 84 espécies de peixes ornamentais cultivadas no mundo, 26 pertencem à 

família Pomacentridae (ARVEDLUND; LARSEN; WINSOR, 2000), na qual encontram-se os 

peixes-palhaço. Essa família é composta por 30 espécies catalogadas, 29 do gênero Amphiprion 

e apenas uma do gênero Premmas (THORNHILL, 2012). Os peixes-palhaço do gênero 

Amphiprion são bastante apreciados para a aquariofilia devido a sua coloração 

predominantemente laranja ou vermelha, apresentando diferenças em termos de tom de cor, 

brilho e saturação (HEKIMOGLU et al., 2017). 

Com aumento do interesse por peixes ornamentais marinhos, há uma crescente demanda 

pela produção de peixes-palhaço oriundos da aquicultura. Com isso, novas técnicas de cultivos 

vêm surgindo, ou vem sendo aprimoradas visando aperfeiçoar a produção. Sabe-se que a 

influência de fatores abióticos como salinidade, temperatura, fotoperíodo, cor do tanque, 

luminosidade, pH, oxigênio, entre outras, podem influenciar de diversas formas o 

desenvolvimento de peixes. Sendo assim, os estudos dos parâmetros ambientais são de extrema 

importância para o aprimoramento das técnicas de larvicultura de peixes, contribuindo com o 

crescimento e a sobrevivência larval, além da redução do período de cultivo e dos custos 

produtivos (BOEUF; PAYAN, 2001; HART; HUTCHINSON; PURSER, 1996). 

A temperatura, o fotoperíodo e a salinidade são parâmetros variáveis e estão entre os 

mais importantes na ontogenia de peixes em laboratório e em sistemas de cultivo (HART; 

HUTCHINSON; PURSER, 1996; KAMLER, 2002). Esses parâmetros têm sido investigados 

para avaliar os impactos na sobrevivência, crescimento, natação e metamorfose na larvicultura 

das espécies do gênero Amphiprion sp. (ARVEDLUND; LARSEN; WINSOR, 2000; GREEN; 

FISHER, 2004; YE et al., 2009). 

A salinidade se destaca como um parâmetro abiótico de suma importância, pois 

influencia o desenvolvimento dos peixes em diferentes estágios da vida, desde o crescimento 

larval até a fase de juvenis e de adultos (BOEUF; PAYAN, 2001). A variação de salinidade em 

peixes marinhos e estuarinos pode afetar negativamente o crescimento e a sobrevivência das 

espécies (BOEUF; PAYAN, 2001; HORA et al., 2016), quando o nível de salinidade não é o 

ideal para a realização das atividades metabólicas. Alguns trabalhos também têm apontado que, 

a exposição de peixes a diferentes salinidades pode influenciar a atividade das enzimas 

digestivas pelo efeito da salinidade sobre o conteúdo do intestino, e desta forma afetar a 

performance do crescimento (WANG et al., 1997, TSUZUKI et al., 2007). Isto ocorre em 

função de um maior gasto para a osmorregulação que pode variar de 10 a 50%, objetivando 

manter a concentração adequada de sais nos fluidos corpóreos (BOEUF; PAYAN, 2001). Neste 
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sentido, estudos sobre o efeito da salinidade na sobrevivência e crescimento de espécies 

aquáticas é necessário por fornecer informações básicas e essenciais para o sucesso do cultivo.  

Desta forma, o presente trabalho tem o objetivo de verificar o efeito de diferentes níveis 

salinos sobre a sobrevivência, o desenvolvimento e a atividade de enzimas digestivas do peixe-

palhaço A. ocellaris. 

 

2.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O experimento foi realizado no Laboratório de Peixes e Ornamentais Marinhos 

(LAPOM), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) sob autorização do Comitê de 

Ética e Uso de Animais CEUA – UFSC Nº 6177250219. 

 

2.2.1 Manutenção dos reprodutores 

 

 Os reprodutores de peixe-palhaço A. ocellaris usados neste experimento foram 

mantidos em dois tanques-rede, acomodados dentro de um tanque de 8.000 L ligados a um 

sistema de recirculação fechada de água do mar. A água do sistema de recirculação vem por 

ponteira da praia de Moçambique, Florianópolis, SC. e passa por um tratamento com as 

seguintes etapas: filtro de areia, skimmer, mídias biológicas e filtro ultravioleta (UV) e 

aquecimento em trocador de calor. A água chega aos tanques de 8.000 L, com temperatura de 

25,5 - 27°C e salinidade 29 - 33‰.  

As matrizes foram alimentadas três vezes ao dia, até a saciedade aparente, com 

alimentação variada (ração comercial para peixes ornamentais marinhos e um patê composto 

de peixe, lula, mexilhão, ova de peixe e camarão preparado no próprio laboratório) visando 

otimizar a reprodução.  

Dois vasos de barro serviram como substrato para as desovas dos reprodutores. Após a 

verificação das mesmas, que ocorreram no mesmo dia, esperou-se um período de 6 a 7 dias até 

que estivessem próximos a eclosão, então os vasos com os ovos foram retirados para serem 

incubados em aquário com aeração moderada constante, até a eclosão dos ovos. A temperatura 

de incubação foi mantida em 26 ± 0,7°C (média ± desvio padrão), controlada com climatizador 

de ar na sala de cultivo, sendo aferida uma vez ao dia com termômetro de mercúrio (precisão 

de 0,1ºC) e a salinidade mantida em 33 ± 1‰, medida uma vez ao dia utilizando refratômetro 

(Modelo RTS-101 ATC). 
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2.2.2 Manutenção das larvas e delineamento experimental 

 

Após a eclosão, as larvas foram mantidas em um aquário de 20 L, alimentadas três vezes 

ao dia com rotíferos Brachionus sp. a uma densidade de 20 rot/mL. No 3°DAE, as larvas foram 

transferidas com auxílio de beakers de 100mL, para as unidades experimentais (recipientes 

de15 L, volume útil de 8 L) que continham água na mesma salinidade e temperatura do aquário 

inicial onde estavam as larvas, afim de evitar choque osmótico e térmico.  

Foram testados quatro tratamentos com diferentes salinidades: 14, 21, 28 e 35‰, em 

triplicata. Para aclimatação às diferentes salinidades, utilizou-se um sistema com a água 

previamente preparada em cada salinidade experimental, armazenada em uma vasilha acima 

das unidades experimentais, sendo gotejada a uma taxa de diminuição de salinidade de 1,5 a 

2‰ por hora até que se atingisse a salinidade final. Para se chegar a salinidade de 35‰ 

adicionou-se água a 37‰, também por gotejamento, até alcançar a salinidade desejada. Assim, 

o tempo total necessário para todos os tratamentos atingirem a salinidade experimental desejada 

foi de aproximadamente 12 horas. O fotoperíodo foi mantido em 16L/8E. A densidade de 

estocagem utilizada foi de 50 larvas por unidade experimental (6,25 larvas L). 

Para alimentação das larvas, do 3º ao 5º DAE foi ofertado o rotífero Brachionus sp. na 

densidade de 5 rot/mL, enriquecido com produto comercial Epiffed®-LHF,de acordo com a 

metodologia do fabricante. A partir do 6º dia, iniciou-se a transição alimentar onde a densidade 

alimentar usada a partir do 6º dia até o 18º foi de 5 alimentos vivo/mL, ofertado na proporção 

de 75% de rotífero e 25% Artemia sp. no 7° dia, 50% rotífero e 50% de Artemia sp.; no 8° dia, 

25% de rotífero e 75% de Artemia sp.; e a partir do 9° dia, 100% de Artemia sp. A partir do 19º 

dia, iniciou-se a ofertada da ração INVE Desmame S-Park com 7% da biomassa e a Artemia 

sp. na densidade de 3 ind/mL, três vezes ao dia.  

Os rotíferos utilizados para alimentar as larvas do experimento foram cultivadas 

utilizando o produto comercial Epiffed®-LHF (Epicore Networks, USA) de acordo com a 

metodologia do fabricante a salinidade da água de cultivo ficou mantida em 26 e a temperatura 

em 26°C. As Artemias sp. foram obtidas a partir da eclosão de cistos (INVER Aquaculture, 

EUA) os quais foram incubados em recipientes com volume de 5 litros de água, sendo usado 1 

grama de cisto para 1 litro de água, a salinidade da água foi mantida em 35 e a temperatura em 

28°C.   

Diariamente, antes da primeira alimentação, as unidades experimentais eram sifonadas 

uma vez ao dia, para remover restos de alimento e fezes do fundo, e a água era reposta com 

água previamente preparada um dia anterior, na salinidade ideal de cada tratamento. A taxa de 
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renovação de água nos primeiros dias foi de 30% para evitar manejo excessivo e estresse aos 

animais, sendo a mesma aumentada diariamente até chegar a 70%, com objetivo de retirar o 

máximo possível restos de alimento e manter a qualidade de água das unidades experimentais. 

Quando finalizada a reposição de água de todas as unidades, uma amostra de 

aproximadamente 20 mL de água de cada unidade experimental era coletada para fazer a 

contagem de alimento vivo residual, com intuito de manter a densidade de rotíferos e Artemia 

sp. A alimentação foi ofertada três vezes ao dia, a primeira pela manhã (10:00h) e as outras 

duas no período da tarde (14:00 e 18:00h).  

O experimento iniciou com larvas no 3º Dia Após a Eclosão (DAE) e foi encerrado no 

23° DAE (período em que completaram 100% da metamorfose, quando surge a terceira e última 

banda corporal). 

Para a biometria no início do experimento (3oDAE) foram amostrados um total de 5 

larvas e ao final (23oDAE) foram amostrados o total de 48 animais (12 por tratamento). As 

larvas foram capturadas aleatoriamente e eutanasiadas com óleo de cravo (1,5mL/L). Em 

seguida foram fotografadas na lupa (Leica, LAS EZ4HD, GER) e medidos através de programa 

de computador (Leica, LAS EZ, GER) e pesadas em balança analítica. Após biometria, as larvas 

foram armazenadas em tubos Eppendorf com água destilada e mantidas a -18º C.  

 

A partir dos dados biométricos foram calculadas: 

 

- Taxa de Crescimento Específico em peso (TCE, %dia): TCE=100x [(lnpeso final -lnpeso 

inicial) /tempo]; 

 

- Fator de Condição (FC): FC=Peso/Altura³; 

 

- Ganho de Peso: GP= (peso final – peso inicial) / peso inicial; 

 

- Sobrevivência (S%): 100x [(número de sobreviventes no dia) / (número de larvas inicial - 

número de juvenis amostrados no dia)]. 

 

2.2.3 Análise de enzimas digestivas 

 

A análise de determinação enzimática foi realizada no Laboratório de Bioquímica e 

Biologia Molecular de Insetos, UFSC. 
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2.2.3.1 Extrato enzimático  

 

Para obtenção do extrato enzimático foram utilizadas 48 larvas inteiras (12 por 

tratamento) as quais foram manualmente maceradas inteiras em Eppendorf com auxílio de um 

pistilo em 1 mL de água de milli-Q. As larvas foram maceradas inteiras devido ao tamanho das 

mesmas. O homogeneizado foi centrifugado a 12000 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante a 

ser usado para realização das análises enzimáticas foi coletado e armazenado a -20°C até 

posteriores análises. 

A atividade de quimotripsina foi testada com o substrato N-succunil-alanil-alanil-proil-

fenilalanil-p-nitroanilida (suc-AAPF-pNa) e a atividade de tripsina determinada a partir do 

substrato N-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilina (bz-R-pNa). Os ensaios foram realizados de 

acordo com Erlanger, Kokowsky e Cohen (1961) e Delmar et al. (1979). Para tanto, utilizou-se 

0,05 mL do homogeneizado e 0,05 mL do substrato a uma concentração final em meio de reação 

de 1 mM em tampão fosfato de sódio dibásico 100 mM (pH 7,8). Alíquotas de 0,05mL do 

sobrenadante e substrato-tampão foram recolhidas para placa de 96 poços e as absorbâncias 

lidas a 410 nm no aparelho de leitura Tecan (Infinitepro, Califórnia, EUA). A unidade de 

atividade (U) de enzima definida como a quantidade de enzima que catalisa a clivagem de 1 

µmol de substrato-min, determinadas a partir da curva padrão de p-nitroanilina.As reações das 

atividades de quimotripsina e tripsina foram lidas em quatro intervalos de tempo (30, 60, 90 e 

120min) e (120, 240, 360 e 480 min) respectivamente em temperatura de 30ºC. 

A atividade amilásica foi determinada de acordo com o protocolo adaptado de 

Noeltinge Bernfeld (1948), analisada através da detecção da presença de grupos redutores na 

reação com o ácido 3-5, dinitrosalicílico (DNS). O substrato preparado com solução de amido 

1% em tampão acetato de sódio 100 mM (pH 5,5). Para os ensaios foram utilizados 0,025 mL 

do substrato-tampão e 0,025 mL do homogeneizado. As amostras foram incubadas em banho-

maria 30°C, e posteriormente testadas em quatro tempos (60, 120, 180 e 240 min.). A 

interrupção da reação foi realizada adicionando 0,1 mL de DNS. Após a última interrupção, 

todos os tubos que continham as amostras foram cobertos com papel de alumínio e aquecidos 

a 100ºC por 5 min, e posteriormente adicionados 0,1 mL de água destilada e agitada em vórtex. 

As leituras foram realizadas em microplaca em absorbância de 550 nm no equipamento TECAN 

(Infinitepro, Califórnia, EUA). A atividade da amilase foi calculada em mili unidades (mU), 

que equivale a 1 µmol de glicose formado por minuto, determinadas a partir da curva padrão 

de glicose. 
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2.2.4 Análise estatística 

 

Após verificada a homocedasticidade (teste de Lavene) e a homogeneidade dos dados, 

estes foram submetidos à Análise de Variância (ANOVA) com nível de significância de 5%. 

Quando detectada diferença, foi utilizado o teste de Tukey para comparação entre médias. Aos 

dados em percentual (taxa de sobrevivência e metamorfose) foi aplicado a transformação 

angular, antes de serem analisados. A análise estatística foi realizada através do software 

Statistic 2007 e os resultados foram apresentados como Média ± Desvio Padrão (DP). 

 

2.3 RESULTADOS 

 

2.3.1 Qualidade de água 
 

As salinidades nos sistemas de 14, 21, 28 e 35‰, mantiveram-se respectivamente (14,15 

± 0,67‰; 21,16 ± 1,24; 28‰, 27,76 ± 0,62; 35‰, 34,96 ± 0,56). Em relação a qualidade de 

água a temperatura foi mantida em 26,19 ± 0,03ºC, o oxigênio em 5,96 ± 0,27mg, e A amônia 

total ficou entre 0 e 0,25 em todos os tratamentos, o pH ficou entre 7,3 e 8, e o nitrito entre 0 e 

0,25 em todos os tratamentos.  

 

2.3.2 Sobrevivência e crescimento larval 

 

A média de sobrevivência das larvas dos peixes-palhaço ao longo do experimento variou 

de 70,2 a 96,5% (tabela 1). A maior taxa de sobrevivência foi observada na salinidade de 14 e 

a mais baixa na salinidade de 21‰ (P<0,05), enquanto que nas salinidades de 28 e 35‰ a 

sobrevivência foi similar e não diferiu entre as demais salinidades. 

Ao iniciar o experimento, as larvas com 3 DAE apresentavam o comprimento total de 

4,47 ± 0,33mm. No final dos 21 dias de experimento, os peixes que foram submetidos a 

salinidade de 35‰ obtiveram um crescimento como comprimento total superior quando 

comparado somente a 14‰ (P<0,05). As larvas mantidas nas faixas intermediárias de 

salinidade (21 e 28‰) não apresentaram comprimento diferente quando comparados as demais 

salinidades (p>0,05). 
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Tabela 1 - Parâmetros zootécnicos (média ± DP) durante a larvicultura (21 dias) do peixe palhaço Amphiprion 

ocellaris em diferentes salinidades. 

Salinidade (‰) 
Sobrevivência 

(%) 

Comprimento 

(mm) 
 Fator de condição 

14 96,49 ± 4,01a 12,04 ± 0,63b  1,74 ± 0,08ab 

21 70,18 ± 7,6b 12,49 ± 0,72ab  1,84 ± 0,13ª 

28 77,19 ± 5,48ab 12,67 ± 0,54ab  1,72 ± 0,09b 

35 77,19 ± 17,12ab 13,11 ± 0,89a  1,85 ± 0,19ª 

*Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferença significativa (P<0,05) 

 

Com relação ao fator de condição, não houve diferença estatística entre as larvas 

submetidas nas salinidades de 21 e 35‰, apenas quando comparada às larvas submetidas à 

salinidade de 28‰ (Tabela 1). 

Os dados da taxa de crescimento diário (mm.dia-1) das larvas mostraram diferença 

significativa entre a menor e a maior salinidade testada, com o melhor crescimento a 35‰ 

(Figura 2). 

 

Figura 2 - Crescimento diário em comprimento 
(mm.dia-1) (média ± DP) de larvas de Amphiprion 

ocellaris submetidas a diferentes salinidades por 
21 dias. Letras diferentes indicam diferença 
estatística entre os tratamentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O peso úmido médio inicial foi de 0,7mg e ao final do experimento, este teve um 

incremento de quase 60 vezes, sendo significativamente maior nas larvas cultivadas na 

salinidade 35‰, em relação aos demais tratamentos (Figura 3). Este mesmo padrão foi 

observado para a taxa de crescimento específico em peso, cujas as larvas submetidas a 

salinidade de 35‰ foi significativamente maior (17,6 ± 0,94a) em comparação aos demais 

tratamentos (14‰: 16,35 ± 0,86b; 21‰:16,81 ± 0,56b; 28‰: 16,76 ± 0,58b).  
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Figura 3 – Peso úmido (média± DP) por larva de 
Amphiprion ocellaris submetidas a diferentes 
salinidades por 21 dias. Letras diferentes indicam 
diferença estatística entre os tratamentos 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em relação ao ganho de peso, foi observado nas larvas maior incremento com diferença 

significativa para o tratamento de salinidade 35‰, quando comparado aos demais tratamentos 

(Figura 4). 

 

Figura 4 – Ganho de peso (média ± DP) por larva 
de Amphiprion ocellaris submetidas a diferentes 
salinidades por 21 dias. Letras diferentes indicam 
diferença estatística entre os tratamentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.3 Metamorfose 

 

As larvas de Amphiprion ocellaris iniciaram o processo de metamorfose no 6º DAE, em 

todos os tratamentos, sem diferença estatística entre eles (p>0,05). Com base na figura 5, pode-

se observar que no 10° DAE, mais de 70% dos animais já haviam iniciado o processo de 

metamorfose, e que na salinidade de 14‰, haviam mais animais que haviam sofrido a 

metamorfose em relação aos demais tratamentos. A partir do 11° DAE tornou-se inviável a 

contagem das larvas que estavam iniciando o processo de metamorfose, em função do 
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comportamento de cardume e intensa movimentação das larvas. Todavia, as que faltavam 

metamorfosear eram de fácil reconhecimento pela falta de coloração nas bandas corporais.  

No 14°DAE foram observadas as primeiras larvas com metamorfose completa nos 

tratamentos (surgimento da terceira e última banda), sem diferença estatística entre os mesmos. 

O experimento foi conduzido até que todas as larvas em cada tratamento apresentassem a 

metamorfose completa, estendendo-se até o 23° DAE.  

 

Figura 5 - Porcentagem (média ± DP) de larvas de Amphiprion ocellaris 
iniciando a metamorfose (surgimento da primeira banda) do 6° ao 10°DAE 
(Dias Após a Eclosão) quando submetidas a diferentes salinidades. Letras 
diferentes indicam diferença estatística entre os tratamentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.4 Atividade da Tripsina, Quimotripsina e Amilase 

  

A atividade específica de tripsina, de quimotripsina e de amilase estão representadas na 

figura 6.  

A atividade da tripsina e quimotripsina foi mais alta nas larvas submetidas à salinidade 

28‰, sendo que a atividade de tripsina somente não diferiu das larvas submetidas à salinidade 

21‰ (P<0,05). Os valores da atividade específica de amilase foram superiores nas larvas 

submetidas à salinidade de 35‰ em relação às demais salinidades, mostrando um incremento 

de atividade de até 4 vezes nesta condição em relação a 14‰.  
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Figura 6 - Atividade específica (média± DP) de tripsina, quimotripsina e 
amilase de larvas de Amphiprion ocellaris submetidas a diferentes 
salinidades. Letras diferentes indicam diferença estatística entre os 
tratamentos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4 DISCUSSÃO 

 

A sobrevivência das larvas encontrada neste trabalho variou de 70,2 a 96,5% entre as 

salinidades de 14 a 35‰. Pesquisas têm mostrado sobrevivência entre 45 a 95% na larvicultura 

de peixes-palhaço Amphiprion sp. (ARVEDLUND; LARSEN; WINSOR, 2000; MADHU, et 

al., 2006; OLIVOTTO et al., 2008; YE et al., 2011; DHANEESH et al., 2012; GHOSH et al., 

2012; MEDEIROS, 2013; NASS, 2013). Essa variação na taxa de sobrevivência pode ser 

atribuída a diversos fatores como diferentes espécies utilizadas, protocolos de manejo, e 

densidades distintas. A ótima sobrevivência das larvas em todos os tratamentos testados da 

presente pesquisa pode ser conferida a densidade larval utilizada. Em estudo com outra espécie 

do gênero Amphiprion, Medeiros (2013) utilizou uma densidade de estocagem superior (16,8 

peixes.L-1) ao deste estudo (6,25 peixes.L-1), o que pode ter aumentado a competição por 

alimento e espaço, causando estresse larval, e assim reduzindo a sobrevivência e o crescimento 

em densidades mais altas. 

Além da competição por espaço e alimento, outros fatores podem influenciar o 

crescimento de peixes teleósteos como o fotoperíodo, a temperatura e a salinidade (BOEUF; 

PAYAN, 2001). Alguns autores têm estudado o efeito da salinidade sobre crescimento dos 

peixes (PARTRIDGE; JEKINS 2002; EROLDOĞAN; KUMLU; AKTAS, 2004; MARTINEZ-

PALÁCIOS et al., 2004; WADA; ARITAK; TANAKA, 2004).  

Nas condições do presente estudo, de forma geral, os melhores resultados de 

desempenho zootécnico (comprimento, crescimento diário, peso úmido e ganho de peso) foram 
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observados nas larvas submetidas a salinidade mais alta (35‰). Alguns peixes marinhos 

toleram a variação de salinidade, entretanto parte da energia metabólica que poderia ser 

investida no desempenho zootécnico, passa a ser usada no processo osmorregulatório 

(MARAIS, 1978; MOSER; MILLER, 1994), o que pode justificar menor desempenho 

zootécnico nas larvas que foram submetidas à salinidades mais baixas, em especialmente a 

14‰. 

Os resultados do presente estudo indicam que, nas condições testadas, a salinidade mais 

indicada para a larvicultura de A. ocellaris seria 35‰, salinidade em que este peixe é 

naturalmente encontrado. 

 A salinidade não teve influência na porcentagem de larvas que iniciaram a metamorfose 

nos diferentes tratamentos no 6°DAE, sendo que a partir do 10°DAE, mais de 70% já tinham 

dado início a este processo. De forma geral, o início da metamorfose das larvas neste 

experimento ocorreu mais cedo quando comparado a outros estudos como Madhu et al. (2006) 

e Olivotto et al. (2011), que observaram que as larvas de A. ocellaris iniciaram este processo 

entre os dias 9-10 e 9-12, respectivamente, três dias mais tarde do que neste estudo. Apesar 

desta diferença, no presente estudo, as larvas finalizaram o processo de metamorfose ao mesmo 

tempo, independente da salinidade testada.  

A salinidade parece não ter afetado de forma clara a atividade da quimotripsina e da 

tripsina, entretanto, maior atividade da amilase ocorreu em 35 ‰. Este aumento da atividade 

da amilase foi acompanhado pelo maior desempenho zootécnico nesta salinidade. De acordo 

com Moutou, Panagiotaki e Mamuris (2004), a salinidade pode influenciar a atividade de 

enzimas digestivas, afetando o desempenho dos animais. 

A baixa atividade de proteases e alta atividade da amilase encontrada na presente 

pesquisa podem estar relacionadas ao hábito alimentar da espécie em estudo, considerada 

onívora (Khoo et al. 2018) pois em ambiente natural consome grande variedade de presas entre 

crustáceos, copépodes, larvas de tunicados e algas (FAUTIN; ALLEN 1992). Espécies onívoras 

e herbívoras possuem baixa atividade de proteases e alta de amilase em comparação aos 

carnívoros (HIDALGO; UREA; SANZ, 1999). 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Neste estudo os resultados mostraram melhor peso e ganho de peso, e maior atividade 

da amilase nas larvas submetidas a salinidade de 35‰. Entretanto as larvas submetidas as 

salinidades de 14 a 28 ‰ os peixes mostraram bom crescimento e boas taxas de sobrevivência, 
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viabilizando assim o cultivo das larvas de Amphiprion ocellaris nestas condições. Contudo 

deve-se levar em consideração que para as larvas submetidas a salinidade de 14‰ tem uma 

perda em crescimento de 8.16% o equivalente a 1.07mm.  

O cultivo de A. ocellaris em salinidades mais baixas pode contribuir consideravelmente 

com a redução dos custos de produção, uma vez que o processo de salinização da água pode ter 

um custo alto para os produtores que não tem acesso à água do mar. 

Neste sentido mais estudos são necessários para avaliar a influência da salinidade sobre 

a espécie A. ocellaris, em outras fases de cultivo (juvenil até adulto). 

O prosseguimento desta pesquisa se faz necessário devido ao grande potencial de cultivo 

que a espécie apresenta, a fim de desenvolver um pacote tecnológico para aumentar sua 

produção em cativeiro. 
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