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Resumo

A aquacultura tem vindo a adquirir uma crescente importancia mundial, de modo a
compensar a progressiva reducdo das populagdes naturais de diversas espécies, bem
como a necessidade de produgcdo de recursos que satisfacam as necessidades
alimentares da populacdo humana, consequéncia do aumento exponencial da mesma.

A empresa Riasearch, pioneira em Portugal, dedica-se fundamentalmente a
investigacado aplicada e desenvolvimento experimental na area da aquacultura, através
da realizacdo de ensaios nutricionais, fornecendo um servigco inovador para o setor da
aquacultura. Tem como principal objetivo a validacdo de dietas destinadas a diferentes
organismos aqudticos, através da realizagdo de ensaios de digestibilidade e
crescimento destes mesmos organismos.

O estéagio curricular na empresa teve como principal objetivo o contacto com a
realidade empresarial na area da aquacultura, integrando as mais diversas rotinas da
instalacéo.

A Riasearch pretende implementar um sistema de aquacultura multitréfica
integrada (IMTA), associando o seu sistema de recirculagcdo de agua (RAS) a um
sistema inovador de cultivo de holoturias, tendo optado por escolher uma espécie,
Holothuria forskali, com potencial para desempenhar um papel importante na
economia da prépria empresa e das empresas aquicolas nacionais.

Ainda pouco se sabe sobre quais as dietas artificiais capazes de induzir um rapido
crescimento, suprir as exigéncias nutricionais e obter um crescimento proporcionado e
saudavel das holotdrias, garantindo resultados na producdo de pepinos-do-mar
comercialmente importantes.

O presente estudo teve como principal objetivo verificar se os produtos derivados
de um efluente proveniente de camarbes da espécie, Litopenaeus vannamei,
constituido essencialmente por fezes e alimento ndo consumido (Tratamento 1), € uma
dieta viadvel para a espécie Holothuria forskali, capaz de substituir uma dieta a base de
uma conjugacdo de trés microalgas Isochrysis galbana, Tetraselmis sp. e
Phaeodactylum triconutum (Tratamento 2), em termos de crescimento, sobrevivéncia e
valor nutricional.

Os resultados sugerem que a inclusdo alimentar deste efluente, proporciona o
crescimento das holoturias, com valores para a taxa de crescimento especifico (SGR)
de 0,37 + 0,26%/dia e 0,62 + 0,05%/dia para as microalgas. Foram obtidas taxas de

sobrevivéncia de 52% em ambos os tratamentos, em aproximadamente 6 semanas.

VI



No que diz respeito ao valor nutricional, esta dieta ainda é deficitaria,
comparativamente ao perfil de acidos gordos das holotirias selvagens, que
apresentam valores mais elevados destes mesmos &cidos gordos, mais importantes

para a nutricdo e saude humana.

Palavras-chave: Holothuria forskali; IMTA; Fezes; Crescimento; Composi¢cdo
nutricional; Acidos gordos.
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Abstract

Aquaculture has grown in global importance, to offset the gradual reduction in
natural populations of several species and produce resources capable of feeding
exponentially increasing human populations.

Riaserch, a pioneer company in Portugal, operates mainly in aquaculture applied
research and experimental development, carrying out nutritional trials and supplying an
innovative service to the sector. It sets out to validate diets for different aquatic
organisms, through digestibility and growth trials.

The main goal of the curricular internship in the company was the contact with the
business reality in the aquaculture area, integrating the most diverse routines of the
installation.

Riasearch aims to implement an integrated multi-trophic aquaculture (IMTA)
system, coupling its recirculating aquaculture system (RAS) with an innovative
holothurian rearing system. It chose a species, Holothuria forskali, potentially able to
play an important economic role for itself and other national aquaculture companies.

Little is still known about artificial diets capable of (i) inducing rapid growth; (ii)
meeting nutritional requirements; (iii) resulting in proportionate and healthy rearing of
holothuria; and (iv) ensuring commercially relevant results in the production of sea
cucumbers.

The present study purports to check whether the products derived from an effluent
from Litopenaeus vannamei shrimp, mainly composed of feces and uneaten foodstuffs
(Treatment 1), is a viable diet for Holothuria forskali, capable of replacing a diet based
on three microalgae Isochrysis galbana, Tetraselmis sp. and Phaeodactylum
triconutum (Treatment 2) for growth, survival and nutritional value.

Results suggest that including this effluent in their diet supports holothurian growth,
with specific growth rate (SGR) values of 0,37 = 0,26%/day and 0,62 + 0,05%/day for
microalgae. The survival rates of Holothuria forskali in both treatments were 52% in
approximately 6 weeks.

Regarding nutritional value this diet falls short of the fatty acids profile of wild
holothuria, which have higher values of said fatty acids more relevant for human

nutrition and health.

Keywords: Holothuria forskali; IMTA; Feces; Growth; Nutritional composition; Fatty

acids.
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I. Introducédo

1. Aquaculturano mundo

A aquacultura tem vindo a adquirir uma crescente importancia mundial, de modo a
compensar a progressiva reducao das populacdes naturais de diversas espécies, bem
como a necessidade de producdo de recursos que satisfacam as necessidades
alimentares, consequéncia do aumento exponencial da populagdo humana.

No inicio do século XXI, a sociedade enfrenta o enorme desafio de fornecer alimentos
e meios de subsisténcia, a uma populacdo que excede os 9 bilibes de pessoas, ao
mesmo tempo que esta cada vez mais exposta a enfermidades, derivadas de alteracdes
climaticas, deterioragcdo ambiental, escassez de recursos, entre outros (FAO, 2018).

Deste modo, a aquacultura, € um dos setores que representa um crescimento
consideravel nos ultimos anos, suprindo a disponibilidade limitada dos stocks pesqueiros
gue se encontram sobre explorados. Este setor representa ainda, um complemento, para
colmatar parte da dependéncia externa da balanca comercial, referente aos produtos da
pesca, ajudando a estabilizar o preco de determinadas espécies e, acrescentando ainda
valor nutricional aos produtos, através do fornecimento de proteina de qualidade, em
guantidades consideraveis e a precos acessiveis (DGRM, 2013).

Em 2016, a producdo mundial de pescado atingiu cerca de 171 milhdes de toneladas,
sendo 47% do total deste valor proveniente da aquacultura, correspondendo a 53%
guando excluidos os seus subprodutos (incluindo farinha de peixe e 6leo de peixe).
Estima-se um valor total de producdo de pescado (aquacultura e capturas) de 316,19
bilides de euros, dos quais 203,11 bilides de euros sédo provenientes da producdo em
aquacultura (FAO, 2018).

Com a captura de pescado, relativamente estatica, desde o final da década de 80, a
aquacultura tem sido responsavel pelo incrivel crescimento no fornecimento de pescado

para consumo humano (Figura 1) (FAO, 2018).
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Figura 1- Producéao total de pescado para consumo (aquacultura e capturas) (Adaptado: FAO,
2018).

Como é possivel observar na Figura 2, o crescimento da oferta mundial de pescado
para consumo humano, tem vindo a sobrepor-se ao crescimento populacional. Entre
1961 e 2016, o aumento médio anual do consumo mundial de peixe (3,2%) superou o
crescimento da populacéo (1,6%) e, até mesmo, o consumo de carne (2,8%). Em termos
per capita, o consumo de pescado aumentou de 9,0 kg em 1961 para 20,2 kg em 2015, a
uma taxa média de 1,5% ao ano (FAO, 2018).
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Figura 2- Utilizac&o e proviséo de pescado a nivel Mundial (Adaptado: FAO, 2018).

As estimativas preliminares para o ano 2016 e 2017 apontam para um crescimento
adicional de cerca de 20,3 e 20,5 kg, respetivamente. A expansdo do consumo foi
impulsionada, ndo apenas pelo aumento da producdo, mas também por outros fatores,
incluindo a reducdo do desperdicio e a sua gestdo adequada (FAO, 2018). O comércio

internacional desempenhou também um papel importante no fornecimento de vastas
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opcOes aos consumidores (FAO, 2016). A China, de longe o maior produtor mundial,
desempenha um papel importante no crescimento deste setor, mantendo o total de
capturas marinhas estaveis em 2016. Os outros grandes produtores em 2016 foram a
india, Indonésia, o Vietname, o Bangladesh, o Egipto e a Noruega (FAO, 2018).

Em 2016, o pescado proveniente da aquacultura a nivel global totalizou 17,1 milhdes
de toneladas de moluscos (25,65 bilibes de euros), 7,9 milhdes de toneladas de
crustaceos (25,56 bilibes de euros) e 938 500 toneladas de outros animais aquaticos
(5,95 bilides de euros) - tartarugas, pepinos-do-mar, ourigcos-do-mar, sapos e medusas
comestiveis.(FAO, 2018).

Cerca de 600 espécies diferentes (Troell et al., 2014) sdo produzidas em aquacultura,
sendo o0s peixes, 0 grupo mais produzido, seguindo-se os moluscos bivalves e, por ultimo
0s crustaceos, excluindo as plantas aquaticas (FAO, 2018).

Em 2016, a aquacultura praticada em aguas interiores foi fonte de 51,4 milhdes de
toneladas de peixes alimenticios, constituindo 64,2% da producdo mundial de peixes de
aquacultura, comparativamente aos 57,9% no ano 2000. A producdo de peixes continua
a dominar a aquacultura interior, representando cerca de 92,5% (47,5 milhdes de
toneladas) da producdo total desta pratica. No entanto, em 2000 esta propor¢ao teve uma
gueda acentuada de 97,2%, refletindo-se numa crescente producédo de outros grupos de
espécies, particularmente crustaceos em aguas interiores da Asia, incluindo camardes,
lagostins e caranguejos. No interior, a producdo em aquacultura inclui cada vez mais
algumas espécies de camarbes marinhos, nomeadamente a espécie Litopenaeus
vannamei, camarao-branco-do-Pacifico, que tem como particularidade a adaptabilidade a

aguas doces e/ou aguas salinas alcalinas, depois de serem aclimatados (FAO, 2018).

2. Aquacultura em Portugal

Em Portugal, a aquacultura representa um importante setor estratégico por parte do
governo portugués, sendo uma importante alternativa as tradicionais formas de
abastecimento de pescado. Consequentemente, a aquacultura portuguesa encontra-se
bem posicionada para tirar partido de um mercado nacional grande consumidor de peixe,
dado o elevado consumo de peixe per capita existente, condi¢cbes geogréficas e
climatéricas, como também de um mercado comunitario altamente deficitario em produtos
de pesca (DGRM, 2017).

Em 2016, a producdo aquicola nacional atingiu as 11 259 toneladas, o que se

traduziu numa receita de 75,2 milhdes de euros, revelando um aumento no valor obtido



de 17,8% e um acréscimo na quantidade de 38,9%, relativamente ao ano anterior (Figura
3) (DGRM, 2017).
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Figura 3- Producéo de Aquacultura Nacional (Fonte: DGRM, 2017).

Este facto mais recente é justificado por um maior volume de producdo de peixes
marinhos (+8,7%) em relacdo ao ano de 2015, devendo-se a um incremento da producao
das principais espécies produzidas, a dourada e o pregado. Com efeito,
comparativamente ao ano anterior, o pregado (Psetta maxima) (2 388 toneladas), a
dourada (Sparus aurata) (1 196 toneladas) e o robalo (Dicentrarchus labrax) (427
toneladas) aumentaram 3,8%, 8,8% e 43,7%, respetivamente (DGRM, 2017).

A producdo em Aaguas salobras e marinhas continuou a ser a mais relevante,
representando cerca de 94% da producdo total em 2016. Sendo que, a producdo de
peixe nestas aguas representou 37,6% da producéo, do qual 84,7% foram representados
pela dourada e pelo pregado (FAO, 2018).

Em 2016, a produgdo de moluscos e crustaceos atingiu os 56,4% da producéo total,
sofrendo um aumento significativo de 32,9% de 2015 para 2016, entre as espécies mais
produzidas, mantém-se as améijoas como a espécie mais relevante (3 716 toneladas),
seguindo-se os mexilhdes (1 474 toneladas), que registaram aumentos de producédo de
61,6% e 12,1%, respetivamente. Contudo, a producéo de ostras ndo ultrapassou as 1014
toneladas, tendo diminuido cerca de 2% em 2016 (DGRM, 2017).

3. Aquacultura multitrofica integrada (IMTA)

O r4pido desenvolvimento da produgdo aquicola, mais especificamente da

aquacultura intensiva, esté intrinsecamente associado a impactos ambientais negativos e



requer praticas sustentaveis (Chopin et al., 2006; Troell et al., 2003). Apenas 25% dos
nutrientes que entram nos sistemas intensivos sao absorvidos pelas espécies
alimentadas, tornando-se de fulcral importancia o maneio de residuos em aquaculturas
gue utilizam dietas artificiais ao longo do processo produtivo (Buschmann et al., 2008).

A aquacultura multitréfica integrada (IMTA) surge assim como uma forma de
minimizar estes impactos associados a estas praticas. Como o préprio nome indica, o
termo multi-tréfico refere-se a incorporacéo de espécies de diferentes niveis troficos ou
niveis nutricionais no mesmo sistema. E uma pratica através do qual, os residuos obtidos
através do processo de producdo de uma determinada espécie sdo reciclados e
convertidos em recursos para outras espécies (Barrington et al.,2009). Desta forma, é
possivel eliminar desperdicios, aumentar a produtividade de uma exploracdo aquicola e
criar um sistema que nao é apenas ambientalmente sustentavel, como também o mais
autossustentavel possivel, através da recriacdo do que acontece no meio natural
(Hunghes e Black, 2016).

Como exemplo, num sistema IMTA, os bivalves filtram as particulas em suspensao,
incluindo os produtos metabdlicos dos peixes e, por sua vez, as algas absorvem
nutrientes provenientes do metabolismo dos produtos gerados pelos bivalves e peixes,
fornecendo-lhes oxigénio dissolvido (Ning et al., 2016). De um modo geral, estes
sistemas inovadores combinam o cultivo de animais que necessitam que lhes seja
fornecido alimento com organismos que utilizam matéria organica e inorganica,
produzindo sistemas ambientalmente sustentaveis. Os detritos resultantes podem ainda
ser utilizados por detritivoros, como a tainha e pepinos-do-mar (Shpigel, 2013). Contudo,
Pereira e Correia (2015) afirmam néo existir ainda nenhum sistema artificial

completamente autossuficiente e autossustentado.

4. Crustaceos- Camaroes

4.1 Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)

O camarao-branco-do-Pacifico, Litopenaeus vannamei (Boone, 1931), como o préprio
nome indica, é nativo da costa leste do Oceano Pacifico, entre o México até ao norte do
Peru, até Tumbes. Pertence a familia Penaeides dentro da ordem Decapoda, subordem
Dentrobranchiata e género Litopenaeus (Brock e Main, 1994). E uma das cinco principais
espécies de camardo produzidas, tendo como principais paises produtores, a China,
Tailandia, Indonésia e Brasil. Encontra-se em habitats marinhos tropicais, em aguas com

temperaturas normalmente superiores a 20°C, durante todo o ano (FAO, 2018).



O ciclo de vida dos camardes peneideos inicia-se através da migra¢do dos individuos
adultos para o mar aberto & procura de 4gua com caracteristicas oceanicas estaveis,
como a salinidade e temperatura, onde vivem e se reproduzem. Por sua vez, 0s nauplios
eclodem e a medida que passam para os estadios larvares seguintes, deslocam-se em
direcdo aos estudrios, lagoas costeiras e manguezais, que funcionam como
maternidades naturais ricas em alimento, onde crescem e se transformam, até chegarem
a juvenis, altura em que iniciam a migracdo para o mar aberto, onde passam para um

novo ciclo, como se pode observar na Figura 4 (Treece, 2000).
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Figura 4- Ciclo de vida do camarao Litopenaeus vannamei (Adaptado: Treece, 2000).

A maturacao inicia-se quando atingem um peso médio de 20g nos machos e 28g nas
fémeas, 0 que equivale a uma idade entre os 6 a 7 meses. Quando as fémeas atingem
um peso entre os 30 a 45g, libertam entre 100.000 a 250.000 ovos de aproximadamente
0,22 mm de didmetro. A incubagdo ocorre aproximadamente 16 horas apos a desova e
fertilizagdo (FAO, 2018).

As larvas passam por um desenvolvimento complexo, até se tornarem num adulto.
Passando por trés estadios larvares distintos com numerosas subfases e mudas. No
primeiro estadio como vimos anteriormente, a larva, chamada nauplio, nada
intermitentemente e alimenta-se exclusivamente do seu saco vitelino. Passado um dia e
meio, os nauplios, atingem um comprimento de metade de um milimetro e transformam-
se num protozoea, nesta fase ja comegam a procura de alimento. Quando atingem um
tamanho de 2 milimetros, entram no estadio mysis e por fim, num estadio larvar mais
avancado, transformam-se numa pos-larva precoce, respetivamente. Nesta fase, as
larvas continuam a ser planctonicas durante algum tempo, alimentando-se de fitoplancton
e zooplancton, sendo transportadas para a costa por correntes de maré (Alves et al.,

2011). Passado 5 dias, ap6s a sua metamorfose para pos-larvas (PL), as larvas
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comecam a formar os seus érgéos sexuais, diferenciando-se as gbnadas e transformam-
se em juvenis. Mudam também os seus habitos planctdnicos e iniciam a sua migracao
para o mar aberto para um novo ciclo.

Relativamente a estratégia nutritiva, o camarao-branco-do-Pacifico, € uma espécie
benténica, carnivora ou omnivora. Numa fase juvenil, encontram-se quantidades
consideraveis de lama e detritos bentonicos no seu estbmago. No entanto, a medida que
vao aumentando de tamanho, comegam a fazer uma dieta rica em pequenos animais
aquaticos, nomeadamente, vermes, bivalves e crustaceos (Alves et al., 2011).

No inicio e final da muda, os camardes peneideos, suspendem a ingestédo parcial ou
completa de alimento (Studer, 2018).

O sistema digestivo dos crustaceos apresenta as func¢des de ingestdo, transporte dos
nutrientes, mecéanica da ingestéo, hidrélise, absorcdo e armazenagem dos nutrientes e
transporte das fezes. A sua estrutura interna compreende a boca, intestino anterior,
intestino médio e intestino posterior (Alves et al., 2011).

Atualmente, ainda esta por determinar em que medida as antenas tém influéncia
nesta espécie. No entanto, de um modo geral, as antenas sdo o 6rgao sensorial mais
importante para os camardes, distinguindo, através destas, o ambiente em que se
inserem, 0s animais da mesma espécie e 0 sexo oposto, usando-as ainda para

comunicar (Nascimento, 2013).

4.2 Vantagens do cultivo da espécie Litopenaeus vannamei

A cultura de Litopenaeus vannamei tem atraido cada vez mais produtores, devido a
uma série de vantagens competitivas inerentes a espécie, tais como: uma elevada taxa
de crescimento, um requerimento proteico relativamente baixo, uma elevada tolerancia a
altas densidades populacionais, possibilidade de reprodugdo e/ou domesticagdo com
menos probabilidades de contracéo de doencas contrariamente a outras espécies, como
por exemplo, Penaeus monodon e, ainda, uma extrema capacidade de adaptacdo as
mais variadas condigbes de cultivo locais, nomeadamente a parametros como, a
salinidade e a temperatura da agua (Bondad-Reantaso et al., 2012).

No seu habitat natural, ao longo do seu ciclo de vida, esta espécie é obrigada a
passar por uma série de flutuagbes didrias e sazonais, diretamente relacionadas com a
salinidade e temperatura da agua, o que lhe confere uma enorme capacidade adaptativa.
Por estas razfes, a salinidade e a temperatura, sdo apontadas como os principais

parametros abidticos que influenciam a vida destes organismos aquéticos.



Os camardes peneideos, ao longo do seu processo evolutivo, adquiriram uma
elevada capacidade de se adaptar a uma ampla gama de flutuaces de salinidade,
resultado da sua capacidade de osmorregulacdo, conseguindo deste modo, manter a sua
pressdo osmotica independentemente do meio externo onde estdo inseridos, dentro de
uma determinada gama de variacdo (Lima, 2013). Estes sao constituidos por espécies
estenohalinas, ou seja, que ndo toleram grandes variacbes de salinidade, e
analogamente, espécies eurihalinas, que suportam grandes variagcbes de salinidade.
Dentro das espécies eurihalinas podemos mencionar os camardes, Penaeus modon,
Litopenaeus schmitti e o Litopenaeus vannamei. A espécie, L. vannamei, como adquire
uma enorme capacidade de osmorregulacdo, como vimos anteriormente, pode habitar
desde aguas com salinidades superiores a 40%0, até aguas com salinidades muito
préximas de 0%o (Valenca, 2018).

Além dos factos mencionados, a temperatura da agua também é um dos fatores
limitantes, na realizacdo das atividades metabdlicas, crescimento e reproducdo dos
camarfes peneideos. Estes organismos sdo animais pecilotérmicos, ou seja, a
temperatura corporal varia em funcdo da temperatura do meio envolvente. Deste modo,
guando ocorre uma reducdo da temperatura corporal, 0 processo metabdlico diminui,
havendo uma reducdo da quantidade energética que estes organismos deveriam usar
para a realizacdo de outras atividades. Por outro lado, quando ocorre um aumento da
temperatura corporal, h4 consequentemente um aumento no metabolismo, conduzindo a
uma maior procura de energia (Lima, 2013).

A temperatura influencia também as taxas de crescimento destes animais, através do
seu impacto na atividade molecular, além de influenciar os periodos de tempo que os

peneideos permanecem em cada estadio larvar (Silveira et al., 2011).

4.3 O valor da nutricdo e alimentagdo nos camardes

Com o crescimento da aquacultura, surgiu a necessidade de um aumento na
producdo de ingredientes utilizados na elaboragdo de dietas adaptadas ao setor
produtivo, nomeadamente, os de origem animal, como a farinha de peixe, de carne e
0SS0s, visceras, sangue e também os de origem vegetal, como o farelo de soja, trigo,
milho e os seus subprodutos, entre outros (Oliveira, 2018).

A farinha de peixe é a principal fonte de proteinas de origem animal utilizada para
atender a procura por dietas comerciais de camardes, capazes de suprir as necessidades
nutricionais. Em 2010, a aquacultura utilizou 73% da farinha de peixe mundial (FAO,

2014). Em 2015, em termos de uso total, os maiores consumidores de farinha de peixe
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foram os camardes marinhos, seguindo-se os peixes marinhos, salmao e os crustaceos
de agua doce (FAO, 2018). Consequentemente, tendo em consideracao estes aspetos, a
presséo no uso de farinha de peixe na constituicdo das ragdes tem aumentado, devido ao
rapido crescimento da aquacultura e da procura de nutrientes essenciais (Hulefeld et al.,
2018).

No cultivo de camardes, a alimentacdo pode representar mais de metade do custo de
producao, nas racdes formuladas para estes organismos, a farinha de peixe corresponde
desde 25% a 50% do total da formulacdo destas dietas. A proteina é o nutriente com
mais custos associados, na fabricacdo de ragdes e, assim, considerado um dos maiores
impedimentos na expansao do setor (Kureshy e Davis, 2002).

Porém, nos ultimos anos, a farinha de peixe teve uma queda acentuada na sua
producdo, estando esta, diretamente relacionada com a baixa captura de espécies de
peixes utilizados na sua elaboracao, bem como com questdes ecoldgicas (sobrepesca,
eventos-El Nifio), econémicas (preco) e de mercado (disponibilidade) (Oliveira, 2018).

Tendo em conta estes aspetos, a procura por ingredientes alternativos que possuam
equitativamente um equilibrio nutricional desejavel e que sejam mais respeitadores do
ambiente, tem aumentado consideravelmente.

A utilizacdo de fontes alternativas de proteina, nomeadamente subprodutos de
plantas e animais é aparentemente uma solucdo para combater este problema (Saiote,
2013). O desenvolvimento de dietas a base de ingredientes vegetais, conjugadas com
suplementos alimentares, como 0s prebidticos e os aminoacidos essenciais, no sentido
de melhorar a utilizacdo destas dietas alternativas, parece ser uma importante alternativa
ao desenvolvimento de novas praticas sustentaveis nutricionalmente (Saiote, 2013). O
desafio serd criar através da substituicdo destes ingredientes, alimentos de origem
vegetal que detenham um equilibrio nutricional equivalente as concentragdes energeéticas
necessarias, para cada espécie (Saiote, 2013).

Como vimos anteriormente, os camardes peneideos apresentam diferentes habitos
alimentares ao longo do seu ciclo de vida, sendo herbivoros na fase juvenil e,
progredindo, de forma gradual para uma dieta carnivora na fase adulta. Existem relatos
gue confirmam a existéncia de materiais de origem vegetal, como sementes, no trato
digestivo dos camardes. Como tal, a substituicdo da farinha de peixe por ingredientes de
origem vegetal na ragéo, para reduzir os custos de producédo, tem sido uma alternativa
ponderada por diversos investigadores em todo o mundo (Hulefeld et al., 2018).

Um dos ingredientes alternativos e com numerosas vantagens associadas é a soja, a
qual apresenta uma elevada disponibilidade no mercado, atendendo aos precos

acessiveis e a uma 6tima digestibilidade. Contudo, esta matéria-prima ndo iguala a
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farinha de peixe ou o 6leo de peixe, uma vez que apresenta um défice em alguns
aminoacidos essenciais (lisina, metionina e treonina), considerados muito importantes
para um melhor empenho zootécnico nos camarfes (Nunes et al., 2014).

De acordo com Sookying Davis e Silva (2013), a substituicao da proteina animal pela
proteina vegetal, na elaboracdo das rag¢des comerciais para camarfes marinhos,
especialmente a soja como ingrediente principal, tem sido muito frequente.

Diversos estudos corroboram este facto, Alvarez et al., (2007) relata que o farelo de
soja podera substituir a farinha de peixe até 76,5% em dietas formuladas para a espécie
Litopenaeus schmitti, sem apresentar diferencas significativas na sobrevivéncia em todos
os tratamentos aplicados. A administracdo de dietas derivadas de ingredientes vegetais
com percentagens de 50% a 80% na sua composicdo, principalmente o farelo de soja,
ndo comprometem o crescimento do camarao-branco-do-Pacifico, L. vannamei.

Apesar dos resultados obtidos terem sido promissores até a data, € necessario ainda
avaliar com maior precisdo o potencial individual dos ingredientes, bem como

compreender melhor as exigéncias nutricionais dos camardes.

4.4 Digestibilidade das racdes e ensaios de crescimento

O controlo da qualidade dos ingredientes presentes na formulacdo das racdes é
indispensavel para o sucesso do cultivo de uma determinada espécie. Um determinado
alimento formulado pode fornecer uma excelente fonte de proteinas e, no entanto,
resultar num cultivo inadequado, caso 0s seus ingredientes constituintes ndo sejam
corretamente digeridos e incorporados (Sudaryono et al., 1996). Um alimento
considerado ideal deve apresentar uma alta eficiéncia de utilizacdo, evitando
particularmente, a poluicgdo ambiental consequéncia da sobrecarga desnecessaria de
nutrientes (Tacon, 2002).

A digestibilidade das ragdes é um indice considerado adequado em estudos
nutricionais e esta relacionada com a capacidade dos nutrientes de um determinado
alimento serem absorvidos e direcionados para o metabolismo e crescimento dos
organismos aquaticos produzidos. O método empirico mais utilizado para medir a
disponibilidade de um nutriente é a digestibilidade aparente (DA). Esta é definida como a
diferenca entre a quantidade de nutrientes digeridos na dieta e a quantidade nas fezes,
ou seja, fornece-nos uma estimativa da percentagem de nutrientes provenientes da dieta
gque sdo absorvidos e direcionados para o crescimento e metabolismo. O termo
“aparente” deve-se ao facto de possiveis presengas de outros componentes nas fezes,

nomeadamente, células da mucosa estomacal, enzimas digestivas e bactérias, além dos
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proprios componentes derivados do proprio alimento. No entanto, a distingdo do que é
somente proveniente do alimento - digestibilidade verdadeira - € muito dificil de calcular
com preciséo, tendo como definicdo, o equilibrio entre a dieta e os respetivos residuos
alimentares que escaparam da digestdo e chegaram nas fezes, excluindo os produtos
metabdlicos (Oliveira 2008).

Atualmente existem diversos métodos para a avaliagdo da digestibilidade aparente
(DA), tanto através do cultivo de animais vivos (métodos in vivo), como também, através
da analise de reacdes bioquimicas (in vitro). O método in vivo, de um modo geral,
apresenta mais custos associados, por exigir tempo e mao-de-obra especializada
(Motikawa, 2006).

Hoje em dia, o método in vivo mais utilizado baseia-se na utilizagdo de um marcador
inerte (para nédo interferir com a taxa do nutriente avaliado), de 6xido de cromo (Cr,O3)
inserido nas dietas experimentais, seguindo-se sucessivamente a colheita e analise da
sua concentracdo e do nutriente avaliado na dieta ingerida e nas fezes. Posteriormente
segue-se o calculo da DA, através da proporcdo dos compostos antes da administracédo
da dieta e apds a sua ingestdo (fezes). O método gravimétrico ou colheita total, € outro
método in vivo bastante recomendado para a avaliagdo da DA. Este baseia-se na
guantificacdo dos nutrientes ingeridos e excretados, através da colheita total da racdo
nao ingerida e das fezes dos organismos cultivados, até a obtencdo de uma amostra
significativa para andlise (Oliveira, 2008).

Estes métodos in vivo sdo dois dos métodos mais solicitados por clientes na empresa
Riasearch, sendo as proteinas dos nutrientes mais avaliados, devido a sua relacao direta

com o crescimento dos animais.

5. Pepinos-do-mar

5.1 Sobre-exploracdo e aquacultura de pepinos-do-mar

Os pepinos-do-mar ou holotldrias pertencem a uma das cinco classes de animais
marinhos invertebrados, os equinodermes, dos quais se incluem as estrelas-do-mar e 0s
ouricos-do-mar. Atualmente sdo conhecidas cerca de 1712 espécies holoturianas,
distribuidas em 6 ordens e 25 familias (FAO, 2015), encontrando-se 0 maior nimero, na
regido da Asia-Pacifico, contudo, a cada ano, sdo descritas novas espécies.

O interesse crescente por espeécies de niveis tréficos inferiores anteriormente
desprezados, juntamente com uma tecnologia cada vez mais aprimorada e um aumento
da expansao geografica das pescas, levam a sobre-exploragéo dos recursos disponiveis,

com maior incidéncia nos stocks naturais de pescado (Santos et al., 2015).
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Nos ultimos anos, tem-se vindo a assistir, a um crescente interesse na exploracao
das populagdes de holoturias a nivel mundial, por motivos econémicos, assim como pelo
elevado potencial biotecnolégico demonstrado, essencialmente na obtencdo de
compostos bioativos (Santos, 2017).

Tradicionalmente, os pepinos-do-mar, sdo também conhecidos como “beche-de-mer”
ou “trepang”. Podem ser consumidos de diversas formas, frescos, cozinhados e
processados em bandas de musculo congeladas ou pele seca. Geralmente, o masculo é
removido da pele e posteriormente congelado e a pele é semi-processada onde € sujeita
a um processo de cozedura e salga. Algumas espécies sdo consumidas por inteiro,
enquanto noutras apenas é edivel as gbnadas ou intestinos (Bai et al., 2012). A maioria
dos pepinos-do-mar sdo comercializados para consumo humano, fins farmacolégicos e
indUstria de cosméticos.

Nos paises asiaticos, tém-se assistido a uma crescente demanda por esta iguaria,
devido a intensidade de captura nas ultimas décadas, resultando da sobre-exploracao de
diversas popula¢cdes. Na Europa, nomeadamente em Espanha e Franca, sdo capturadas
varias espécies de pepinos-do-mar para exportacdo e embora ndo facam parte da
gastronomia ocidental (com exececao de algumas regifes), possuem um elevado valor
econdmico (Sales et al., 2017). Em Portugal, a presséo sobre estes recursos € ja visivel,
como na Ria Formosa, onde as holotlrias sdo capturadas ilegalmente e exportadas para
mercados externos (Dominguez-Godino et al., 2015).

Por estas razbes, o valor de mercado destes organismos aumentou e
simultaneamente os esfor¢cos para desenvolver a produc¢do aquicola de varias espécies
de pepinos-do-mar também (Zamora et al., 2016).

Aspetos relacionados com a biologia e a ecologia destas espécies, como uma
locomocéo lenta e evidéncias moleculares que sugerem que estes animais podem viver
até aos 100 anos, tornam estes espécimes ainda mais vulneraveis a sobre-exploracao
(Uthicke et al., 2003).

A aguacultura e o repovoamento sdo uma forma de colmatar o défice de pepinos-do-
mar selvagens nos Ultimos anos. Atualmente, os nimeros de paises envolvidos na
aquacultura desta espécie centram-se maioritariamente na China, Japao, Australia,
Canada e Indonésia (Santos et al., 2013).

Esta pratica provou ser uma fonte promissora do recurso nos mercados asiaticos,
porém devido a falta de conhecimento sobre algumas espécies, nomeadamente a
biologia, ecologia e estratégia reprodutiva, esta industria lucrativa ainda néo foi

desenvolvida num grande numero de espécies com potencial futuro (Chen, 2004).
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A China, que é a principal produtora de pepinos-do-mar, desde meados da década de
1980, produziu em 2013, quase 194 000 toneladas anuais, (0 equivalente a cerca de
99,77% da aquacultura mundial de pepinos-do-mar), abastecendo, deste modo, a
demanda local (FAO, 2015). As exploracdes de pepinos-do-mar nas regides da Asia e do
Pacifico sdo, maioritariamente, extensivas, sendo que a maior parte da producdo é
exportada para o mercado chinés. Hong Kong é uma das regides administrativas
especiais da Republica Popular da China com maior consumo, detendo 80% do comércio
mundial. Sendo que, as espécies produzidas com maior expressdo nestas mesmas
regides, centram-se na Holothuria scabra e Apostichopus japonicus, consideradas duas
das principais espécies com maior valor econémico no mercado atual (Purcell, 2014).

A Turquia é o principal pais mediterraneo responsavel pela captura e exportacédo de
pepinos-do-mar, para paises como Hong Kong, EUA, Taiwan, Namibia, China e
Singapura, com uma meédia de 162 toneladas em 2015 (Sicuro e Levine, 2011).

As holotlurias assumem particular relevancia em termos ecolégicos, uma vez que
sendo organismos detritivoros, desempenham um papel importante na manutencao e
melhoramento das condigcbes nos ecossistemas onde se encontram. S&80 responsaveis
pela reciclagem de cerca de 90% da biomassa dos fundos marinhos, contribuindo desta
forma, para a oxigenacao dos sedimentos (Bell et al., 2007). O comportamento nutricional
do pepino-do-mar promove o retorno de nutrientes para a coluna de agua, aumenta a
producdo de bactérias associadas aos sedimentos e interfere na estabilidade deste,

apresentando, deste modo, efeitos benéficos sobre o meio ambiente (Tolon et al., 2016).

5.2 Holothuria forskali (Delle Chiaje, 1823)

A espécie Holothuria forskali pertence a familia Holothuroidae e a ordem
Aspidochirotida, pode ser encontrada em toda a costa continental, até as ilhas dos
Acores, Desertas e Madeira. Apresenta uma distribuicdo geogréfica tipica de uma
espécie Atlantica-Mediterranica, sendo possivel ser encontrada também, desde a
Escandinavia e ilhas Britnicas até as ilhas Canarias e Marrocos (Tuwo e Conand, 1992).
E uma espécie tipica da zona intertidal, ficando exposta ao ar durante a maré baixa (onde
consegue sobreviver a longos periodos de emersdo, tolerando uma vasta gama de
temperaturas) e permanecendo submersa na subida da maré.

Habita preferencialmente substratos rochosos, no entanto € possivel encontra-la
ainda na zona do subtidal, geralmente até aos 50 metros de profundidade (Campbell,

2006). Apresenta uma coloragdo negra ou amarelo-acastanhada, exibindo a extremidade
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das papilas dorsais branca, podendo atingir em média os 30 cm de comprimento
(Saldanha, 2003).

Anatomicamente, em 0posi¢cao a outros equinodermes, apresenta um corpo cilindrico,
vermiforme mole, bastante alongado no eixo oral-aboral, da boca ao anus (Santos, 2017).
O aparelho bucal é preenchido por cerca de 20 pequenos tentaculos que captam o
alimento, conduzindo-o até a cavidade bucal (Pangkey et al., 2012; Purcell et al., 2012).

A parede do corpo é constituida por uma derme e uma epiderme espessa, onde
estdo localizados o endosqueleto e um epitélio celémico. A derme possui uma
caracteristica peculiar dos equinodermes, designada por tecido conjuntivo mutavel (TCM)
(Lawrence, 1987), conferindo a estes organismos a capacidade de alterar
voluntariamente a rigidez do proprio corpo, ou seja, do proprio tecido, podendo tornar-se
rijo ou flexivel consoante as circunstancias envolventes.

Outra caracteristica peculiar é a presenca de um sistema hidrovascular de natureza
celémica, composto por um sistema de tubos por onde circula a agua do mar e o fluido
celémico. Este sistema é constituido por pequenas perturbacdes exteriores ao corpo,
designados por pés ambulacrarios, sendo fundamentais para a locomoc¢éo e circulacao
(Purcell et al., 2012).

A maioria das espécies holoturianas ndo possuem sistema excretor e respiratorios
definidos, realizando trocas através do tegumento. No entanto, holotdrias de maior porte,
como é o0 caso da espécie Holothuria forskali, possuem estruturas respiratérias
musculares altamente ramificadas, designadas por arvores respiratérias (um par). Estas
estruturas, estendem-se desde a cloaca até a cavidade celomatica, sendo responsaveis
por grande parte das trocas gasosas. A respiracdo, locomocdo e funcdo sensorial sdo
processos combinados (Santos, 2017).

Outra caracterista propria desta espécie, bem como da ordem Aspidochirotida, é a
presenca de umas estruturas tubulares, extremamente pegajosas. Quando estes
organismos, sdo expostos a situagbes de stress ou quando este Ihes € induzido - quer
por indugdo da postura, captura ou predagdo - expelem uns corddes transparentes e
viscosos unidos a cloaca e colados a base das arvores respiratérias, denominados
tubulos de Cuvier. Estes tubulos sédo posteriormente regenerados (cerca de 5 semanas),
servindo para imobilizar a ameaga, constituindo um meio de defesa. Podem atingir os 25
cm de comprimento (Tuwo e Conand, 1992; Saldanha, 2003).

O sistema digestivo € completo, composto por: faringe, esofago, estbmago e intestino
sendo este muito longo comparativamente aos outros érgaos. O sistema nervoso, nao é

centralizado, sendo formado por redes concentradas constituidas por cinco corddes
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nervosos que seguem o padrdo pentaradial. Ndo dispdem de coracdo nem de sistema
circulatorio tipico (Santos, 2017).

Todos os equinodermes apresentam um potencial regenerativo caracteristico e
extremamente desenvolvido, essencialmente no que diz respeito as génadas e outros
orgaos internos. Estes animais passam por flutuacdes na massa corporal, espessura da
pele e massa muscular, durante o ciclo anual de reabsorcédo e regeneracdo dos seus
o6rgdos internos, 0 que sustenta a sua enorme capacidade regenerativa.
Consequentemente, as dimensdes das holoturias séo dificeis de obter, uma vez que
possuem um corpo bastante elastico o que gera imensas duvidas relativamente ao
comprimento real (Campbell, 2006).

Um dos fendbmenos mais conhecidos, nas holotirias das ordens Aspidochirodita e
Dendrochirotida é a evisceracdo, usada como um mecanismo de defesa contra
predadores ou quando o organismo € submetido a condi¢cbes de stress, como a sua
manipulacao inadequada. Neste processo, as holotlrias contraem a parede corporal e
expelem parte ou todos os 6rgaos internos, dependendo da espécie. Posteriormente, os
tecidos lesionados sao inteiramente regenerados e voltam ao seu normal funcionamento
(Santos, 2017).

Contrariamente a outros equinodermes, o sistema reprodutivo das holotarias, consiste
apenas huma Unica génada ou glandula genital (geralmente sem ductos genitais).

Quanto a estratégica reprodutiva, € uma espécie dioica, ou seja, apresenta 0S Sexos
separados (Sicuro e Levine, 2011). Reproduzem-se anualmente, uma vez por ano, entre
0 periodo de abril a junho, de forma sincronizada nos dois sexos. A reabsorcdo da
gbnada vazia, ocorre logo apds a desova, sem periodo de repouso (Tuwo e Conand,
1992). Apresentam também, pouco dimorfismo sexual, com excec¢do ao periodo de
maturacdo, sendo o género somente identificado através de dissecacdo e observacao
microscopica dos gametas. De acordo com Santos (2014), a observacdo da cor dos
tubulos das génadas é a forma mais simples de identificar o género.

A fertilizacdo é externa, exibindo um comportamento de desova caracteristico
observado em muitas espécies de Aspidochirotida. Os machos mantém uma postura
ereta, enquanto as fémeas balancam para a frente e para tras, enquanto os gametas sao
libertados na coluna de agua. No que diz respeito as taxas de fertilizacdo, as fémeas séo
bastante férteis, libertando entre 1 a 2 milhdes de 6vulos numa Unica desova (Santos,
2017).

O ciclo de vida destes organismos, passa por cinco estadios classicos caracteristicos
da maioria das espécies pertencentes a familia Holothurians e a ordem Aspidochirote-

gastrula, auricularia, doliolaria (fase ndo alimenticia) e pentactula- sendo o estadio juvenil
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atingido apés algumas semanas, variando de espécie para espécie (Pangkey et al.,
2012).

No que diz respeito a sua estratégia nutritiva possuem poucos predadores naturais
conhecidos no estado adulto, sendo excecao as lontras marinhas e algumas espécies de
estrelas-do-mar. Os juvenis como sdo mais vulneraveis, tém tendéncia a esconderem-se

por baixo das rochas para se protegerem de possiveis predadores (Santos, 2017).
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Il. Relatério de estagio na empresa Riasearch

1. Aempresa

Fundada em 2016, a empresa Riasearch, localiza-se (40°44'18.9"N 8°39'41.5"W), no
Cais da Ribeira de Pardelhas, freguesia da Murtosa, em Aveiro. Pioneira em Portugal
dedica-se fundamentalmente a investigacéo aplicada e desenvolvimento experimental na
area da aquacultura através da realizacdo de ensaios nutricionais, fornecendo um servico

inovador para o setor da aquacultura.

Figura 5- Localizacdo da empresa Riasearch (Adaptado: Google maps).

Tem como principal objetivo a validacdo de dietas destinadas a diferentes organismos
aquaticos, bem como, a realizacdo de ensaios de digestibilidade e crescimento destes
mesmos organismos. Presta, também, servicos de consultoria em aquacultura e
tecnologia de recirculagéo.

A empresa Riasearch surgiu da identificagdo de uma necessidade no mercado: a
inexisténcia de empresas destinadas a realizacdo de ensaios nutricionais. Face a
diminuta oferta de servicos de experimentagdo animal relativamente a espécie
Litopenaeus vannamei, a empresa Riasearch especializou-se no estudo e analise desta,
a qual apresenta caracteristicas que consubstanciam uma vantagem competitiva
relativamente a outras espécies, e que se traduz em indices de rentabilidade bastante
significativos. Contudo, realiza também ensaios experimentais para uma ampla gama de
espécies aquaticas, nomeadamente peixes marinhos como a dourada (Sparus aurata), o
robalo (Dicentrarchus labrax) e o linguado senegalés (Solea senegalensis).

N&o obstante colaborar com empresas nacionais, € no mercado internacional que a
empresa Riasearch tem a sua principal fonte de atividade, que solicitam a sua

colaboracédo na procura de servigos destinados a experimentacdo animal, desenvolvendo
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vastas parcerias com empresas do setor alimentar para animais aquéticos, estando
também envolvidos trabalhos para Centros de Investigacao.

Desenvolve também, projetos de 1&D em colaboracdo com 0s seus parceiros
académicos e industriais com o objetivo final de criar novos produtos e tecnologias para o
setor da aquacultura. Acrescenta-se ainda como principal parceria na realizacdo de
ensaios nutricionais a empresa SPAROS, “spin-off’ do Centro de Ciéncias do Mar da
Universidade do Algarve.

Apesar de ser uma empresa relativamente recente, as projecdes atuais indicam que a
Riasearch tem solicitacdes superiores a sua capacidade de entrega, 0 que revela uma

enorme tendéncia para o0 seu crescimento e expanséo.

2. Objetivos

O estagio realizou-se na empresa Riasearch, no ambito do Estagio Curricular do 2°
ano do Mestrado em Aquacultura da Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar, do
Instituto Politécnico de Leiria.

O estdgio curricular teve como principal objetivo o contacto com a realidade
empresarial na area da aquacultura, integrando as mais diversas rotinas da instalacao.
Foram realizadas tarefas como:

¢ Monitorizacdo e manutencao dos sistemas de cultivo;
¢ Montagem de sistemas de producao e seu funcionamento;
¢ Producado e manutencao de cultivos auxiliares, nomeadamente artémia;

¢ Participacdo na elaboracao de ensaios de crescimento e digestibilidade;

3. Instalacbes

As instalacdes da empresa Riasearch consistem em varias unidades experimentais
replicaveis, projetadas para gerar dados cientificos robustos.

As instalacdes da empresa incluem um biotério, uma area técnica e um laboratoério. O
biotério é composto por 55 tanques circulares e 12 tanques retangulares de pvc, com um
volume respetivo de 200-350 e 160 L, onde se realizam os ensaios experimentais (Figura
6). Os tanques circulares permitem uma melhor autolimpeza. A 4gua limpa entra numa
das laterais do tanque, de forma a criar um movimento circular da agua, e a saida

localiza-se no centro do tanque de forma a facilitar a succéao da sujidade.
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esquerda) (Fonte: www.riasearch.pt).

As instalacbes da empresa sdo monitorizadas por um software informatico
personalizado (SCADA), estando ligado a um sistema de alarme 24 horas, que permite a
automacado e controlo dos sistemas, através da verificacdo de diversos parametros,
nomeadamente os arejadores (oxigénio), temperatura, bombas e luz, permitindo uma
gestdo automética. Sendo possivel aceder diretamente a partir de qualquer computador
ou smartphone, a qualquer informacdo relacionada com os sistemas da aquacultura,
facilitando o contacto e a analise com os valores atualizados. Em casos de avaria ou
niveis de alguns parametros que estejam fora do comum, por exemplo, 0 oxigé€nio
dissolvido, sdo emitidos alarmes através do sistema informatico permitindo uma atuacéo
imediata.

Na area técnica, encontra-se todo o0 equipamento necessario ao correto
funcionamento do sistema, nomeadamente bombas de circulacdo e todo o equipamento
responsavel pelo tratamento de agua.

Nesta mesma divisdo, podemos encontrar um espaco de cultivo pés-larvar constituido
por 12 tanques retangulares com um volume de 50 L para a realizacdo de ensaios
experimentais com PLs, assim como 4 tanques circulares de 600L para a aclimatagao,
guarentena ou crescimento, podendo funcionar ainda como stock para o0 armazenamento

temporario de pds-larvas.
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Figura 7- Ensaios experimentais realizados nos 12 tanques retangulares (50 L) (Fonte:

www.riasearch.pt).

Desta forma, é possivel otimizar a logistica de producao, regularizando o fluxo de
poés-larvas das maternidades e o povoamento de tanques recém-preparados e,
permitindo, deste modo, aclimatar os camarfes as condicdes ambientais da aquacultura,
manter um inventario, mantendo a qualidade dos stocks adquiridos, reduzindo o risco de
exposicao das PLs ainda recém-desenvolvidas a possiveis agentes patogénicos.

Na sala técnica, ainda se encontra um tanque cilindro-conico utilizado para cultivos
auxiliares, nomeadamente Artemia salina que servira de alimento vivo para os individuos,

L. vannamei, na fase pds-larvar.

4. Circuito hidraulico e equipamentos

4.1 Tratamento de 4gua

Os sistemas desta unidade funcionam em sistema fechado de recirculagdo (RAS —
Recirculating Aquaculture System), o que significa que apenas uma pequena
percentagem de agua dos tanques é substituida diariamente por 4gua nova. O volume de
agua utilizado no sistema é continuamente tratado, sendo forcado a passar por uma
combinacg&o de processos fisicos e bioldgicos. Devido ao elevado controlo nas condigbes
de producéo, neste sistema, é possivel produzir espécies ndo nativas (como é o caso) ou
espécies que ndo se compatibilizem com as condi¢bes naturais do local, uma vez que
este sistema permite adequar a temperatura e a qualidade da agua a espécie a produzir
(Zhang et al., 2011; Badiola et al., 2012; Murray et al., 2014). Simultaneamente, esta
tecnologia proporciona ainda, um ambiente estavel e de qualidade aos organismos

aguéaticos, maximizando o seu bem-estar e, consequentemente, otimizando as suas taxas
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de crescimento e a utilizagdo dos recursos necessarios para este (Pires, 2015). Outra
vantagem associada ao RAS é o maior controlo relativamente a agentes patogénicos,
diminuindo a sua incidéncia significativamente, uma vez que esta tecnologia minimiza a
exposicdo da unidade a fatores externos (Murray et al., 2014). Por outro lado, requer uma
gestao cuidada e minuciosa na prevencao de doengas ou surtos.

Outro aspeto relevante associado ao RAS, diz respeito a otimizacdo do racio de
conversao alimentar (FCR). Dado que, este sistema possibilita uma gestdo mais rigorosa
da alimentacéo, através da previsdo da idade e tamanho das espécies produzidas em
cada fase de producado, devido a maior previsibilidade e estabilidade dos padrdes de
crescimento, uma vez que existe um controlo mais rigoroso dos parametros da agua e,
consequentemente, de todo o ciclo de producdo. Desta forma, é possivel obter maiores
taxas de crescimento, reduzindo a quantidade de alimento administrado, compensando o
maior gasto de energia aliado a utilizacédo deste sistema (Murray et al, 2014).

Todos os factos mencionados anteriormente implicam que a aplicacdo destes
sistemas, ndo sejam viaveis nem possiveis ao cultivo de todas as espécies ou adequados
a todos os locais, (Piedrahita, 2003), mas sim em producdes intensivas de espécies com
alto valor comercial (Gutierrez-Wing e Malone, 2006), devido aos elevados custos de
implementacao e operacao.

A empresa Riasearch disp8e de trés sistemas RAS independentes que permitem uma
enorme flexibilidade em véarios parametros ambientais, fornecendo condi¢bes
experimentais controladas, sendo possivel manipular a salinidade, temperatura e niveis
de oxigénio, de modo a garantir as melhores condi¢cdes a espécie a produzir, reduzindo o
stress e maximizando o crescimento. Os tanques experimentais também estdo adaptados
para realizar testes em diferentes espécies, incluindo peixes, camardes e plantas.

A captacdo de agua é feita a partir de um furo subterraneo, localizado a 8 m de
profundidade, tendo uma salinidade de 19%.. Seguidamente, a agua € bombeada, para
depositos com diferentes capacidades, passando por um sistema de hidroinjecdo de ar
(hidroinjector) e um filtro de areia antes de ser introduzida no sistema.

O sistema de hidroinjecdo de ar proporciona tanto a agitacdo e a homogeneidade do
volume de agua, como o arejamento, evitando a sua septicidade e possibilitando, deste
modo, a oxidac¢do do ferro dissolvido, de modo a que este seja removido posteriormente
pelo filtro de areia. Este filtro, retém o ferro precipitado e outros sélidos em suspensao.

Tendo em consideragao estes aspetos, a sua remogéo € de fundamental importancia,
dado que ocorre uma reacdo de oxidacdo-reducdo do F** em Fe*, formando um
precipitado. O i&o ferroso (Fe*?) é muito mais solGvel do que o ido férrico (Fe™). Portanto,

0s inconvenientes que o ferro traz as aguas sdo atribuidos maioritariamente ao ferro
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“ferroso”, que, por ser mais soluvel, é mais frequente (Piveli 2012). O ferro,
independentemente de ndo ser considerado um elemento toxico, traz diversos problemas
a qualidade da agua das aquaculturas e consequentemente ao produto final, portanto é
necessario recorrer ao seu tratamento e monitorizacdo (Piveli, 2012). S6 apls este

tratamento € que a agua é introduzida nos sistemas.

4.2 Filtragdo da 4gua no sistema

Na Figura 8 é possivel ver uma representacdo esquematica do circuito hidraulico da
empresa Riasearch que resume todos os processos e etapas envolvidos na filtragdo da
agua da empresa.

RAS

x3

Filtro mecanico

Biofiltro Permutador de calor
Escumador de ” i " Filtro de UV
3 Torre de desgaseificagio
proteinas + ozono
Pés-larvas de camario Ensaios de
ensaios/engorda digestibilidade Ensaios de crescimento Ensaios de crescimento
(50L) (160L) (200 ou 350L) (200 ou 350L)

Sistema SCADA

Figura 8- Esquema do circuito hidraulico da empresa (Fonte: Adaptado www.riasearch.pt).

A primeira etapa de filtragdo é feita por um conjunto de trés filtros de particulas de
diferentes malhas, onde ocorre a retengdo de solidos em suspensdo. Posteriormente, a
agua é encaminhada para o escumador de proteinas, Protein Skimmer, responsavel, ndo
SO pela remocéao de solidos coloides e outras particulas finas, como também por algumas
particulas dissolvidas por escumacéo, processo pelo qual os residuos aderem as bolhas
de ar produzidas por aerificacdo gerando espuma. E também adicionado o0zono
(introducdo por venturi) para desinfecdo da agua. A utilizacdo deste processo fisico-
guimico deve-se a necessidade de retirar da agua particulas que, por métodos
mecanicos, ndo seriam removidas.

Do escumador de proteinas, a 4gua é conduzida para o filtro biolégico, onde se d& a
remocdo das substancias dissolvidas e a conversdo da amonia. Num sistema fechado,

toda a amoénia (NHs), proveniente de alimento ndo consumido e do metabolismo dos
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animais passa a acumular-se na 4gua. Este composto é toxico para maioria dos
organismos aquaticos, podendo muitas das vezes ser letal para espécies mais sensiveis.
Portanto, devido a esta acumulacdo constante, a filtracdo biolégica é crucial, sendo um
dos pilares dos sistemas de recirculagao.

Os filtros bioldgicos, (biofiltros) tém no seu interior um substrato onde as bactérias
heterotréficas nitrificantes (Nitrosomonas e Nitrobacter), responsaveis pela oxidacdo da
amonia, se fixam. Estas bactérias sdo responsaveis por converter, a amoénia (NH3) em
nitritos (NO,) e, posteriormente em nitratos (NO3) e também eliminar o diéxido de
carbono. Os nitratos sdo a forma final e menos téxica do processo de nitrificacéo, sendo
de um modo geral bem tolerados pelos animais.

Seguidamente, a &gua € transportada para depédsitos de agua limpa e,
posteriormente, bombeada para um filtro de UV que procedera a sua desinfecao através
da radiacao ultravioleta. Por fim, quando necessario, a agua passa por um permutador de
calor onde é aquecida pela acdo de uma bomba de calor, sendo novamente
encaminhada para os tanques de cultivo.

Para garantir o sucesso dos ensaios experimentais e evitar niveis baixos de oxigénio
na agua, a empresa utiliza um compressor (Air blower) responsavel por assegurar o
arejamento da agua através de diversos difusores colocados individualmente em cada
tanque de cultivo. A manutencdo dos niveis de oxigénio na agua é assegurada através da

utilizacao de um caudal de agua e biomassa adequados em cada tanque.

5. Rotinas

Diariamente procede-se a limpeza da sonda redox, de forma a assegurar, uma leitura
mais correta do potencial redox (ORP), uma vez que este parametro é utilizado no
controlo da inje¢cdo de ozono no skimmer. Se o potencial redox estiver acima de
determinado valor, 0 ozono deixa de ser injetado e, desta forma, ndo ocorre a introducao
de niveis elevados de ozono na agua, que podem ser muito prejudiciais para o0s
organismos aquaticos.

A pesagem da racdo é muito rigorosa e necessita de uma atencdo redobrada, uma
vez que um erro na pesagem pode comprometer o resultado dos ensaios experimentais.
De forma a maximizar e rentabilizar o tempo disponivel, a pesagem da racdo é sempre
efetuada para o dia seguinte. Esta pesagem € efetuada numa balangca analitica de
precisdo (KERN, PFB 120-3), de acordo com a quantidade ideal calculada para cada
ensaio experimental. De um modo geral, o alimento é fornecido 4 vezes ao dia (9h, 12h,

15h e 17h). O armazenamento da ragcdo também é outro aspeto bastante importante na

23



empresa, um stock organizado de forma adequada, proporciona a qualidade e a
manutencdo das caracteristicas organoléticas iniciais dos ingredientes.

Antes da limpeza dos tanques, observa-se o comportamento dos organismos
aguaticos: a capacidade natatéria, reacdes de stress, possiveis lesbes e indicios de
infecdes parasitolégicas.

A limpeza manual dos tanques, € outra tarefa que se realiza diariamente, varias vezes
ao dia, removendo o0s exosqueletos, fezes e racdo ndo consumida. Habitualmente,
contabiliza-se a quantidade de ragéo desperdicada e o nimero de mortos, de acordo com
0 ensaio que esteja a ocorrer de momento. Caso ocorra mortalidade de organismos, €
extremamente importante diminuir o tempo de permanéncia dos individuos mortos na
agua, para diminuir o risco de contaminacao.

E importante mencionar que todos os utensilios utilizados na limpeza dos tanques s&o
lavados e desinfetados antes de serem novamente reutilizados noutros tanques, de forma
a evitar possiveis contaminagoes.

A limpeza dos tanques das pos-larvas é realizada varias vezes ao dia, sempre que 0s
niveis de sujidade do tanque o justifiguem. Para tal, utiliza-se o método de sifonagem,
através de um pequeno tubo com uma malha filtrante, aspirando deste modo, a sujidade
gue fica retida nos tanques. Este € um procedimento moroso e exige uma atencdo
redobrada, podendo acidentalmente reter possiveis pés-larvas por suc¢ao, danificando
assim a integridade fisica das mesmas. E importante monitorizar e registar a quantidade
de larvas mortas em cada dia, servindo as taxas de mortalidade/sobrevivéncia como
indicadores do desenvolvimento larvar.

As pés-larvas sdo avaliadas diariamente a fim de identificar possiveis problemas,
deve observar-se se existem alteracBes nos padrbes de comportamento e coloracéo,
nomeadamente comportamentos incomuns como, letargia e desorientagdo que sao sinais
de que ha algo de errado.

Apoés a limpeza dos tanques, distribui-se a racdo a ser testada, que se encontra
identificada de acordo com o numero de cada tanque experimental. Consoante a
flutuabilidade da ragcéo e a sua velocidade de imerséo, é por vezes necessario agita-la
para que esta afunde e seja de mais facil acesso aos organismos aquaticos.

As andlises aos parametros fisico-quimicos da agua, sao de fulcral importancia, de
forma a controlar a qualidade da mesma e, consequentemente, o bem-estar dos
organismos aquaticos. O controlo da amonia, nitratos, nitritos, ferro (NHs, NO* NO? e
Fe®") é feito através de kits de testes rapidos colorimétricos, sendo realizadas analises
duas vezes por semana, sendo que aos nitratos sdo feitas andlises com menor

frequéncia. O oxigénio dissolvido (O,), a temperatura (°C), salinidade (%0) e pH sé&o
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monitorizados diariamente através de uma sonda multi-paramétrica portatil (HANNA
instruments, Portugal).

Num sistema fechado, assim como em meio natural, os principais contaminantes da
agua sdo os compostos nitrogenados. O principal produto excretado pelo metabolismo
dos crustaceos, € a amonia, o produto final do metabolismo das proteinas, sendo
altamente toxica na sua forma livre ou néo ionizada (gas dissolvido na agua, NH3). Além
disso, se a amoénia na sua forma téxica se conseguir difundir através das membranas
celulares das branquias dos camardes, ocorrerd a redugdo do crescimento destes
através da degradacdo da racdo ndo consumida. Sendo assim, € necessaria uma
elevada monitorizacdo deste parametro, de forma que, a concentracdo da amoénia seja
mantida em valores baixos, para que ndo ocorram limitacdes no sistema imunitario dos
camardes e, consequentemente, no crescimento e, até mesmo, na sua propria
sobrevivéncia.

Por outro lado, a toxicidade dos nitritos, analogamente aos peixes, ndo tem uma
influéncia tdo acentuada nos camardes, pelo facto do sangue dos camardes conter uma
proteina denominada hemocianina- hemolinfa- em vez de conter hemoglobina, como
pigmento que serve para as trocas gasosas ha respiracdo, ou seja, para o transporte de
oxigénio. Complementarmente, a agua dos tanques de cultivo contem altas
concentracdes de iBes cloreto, que competem com o nitrito pelos recetores localizados
nas células branquiais, reduzindo desta forma, a absorcao do nitrito (Nascimento, 2013).

Relativamente ao pH, os valores 6timos para a espécie, de acordo com Van Wyk
(1999), encontram-se entre 7-9. Porém, para outros autores, o camardo L. vannamei
suporta variacbes de pH superiores a estes valores. Na empresa, o0s valores
estabelecidos para este parametro situam-se entre os 7,5-8. Eventualmente, apos a
monitorizacdo do pH, caso se obtenham valores inferiores a 7, efetuam-se medicbes a
alcalinidade da &agua, de forma a controlar os carbonatos e bicarbonatos. No entanto,
caso ocorra algum problema, ajusta-se a alcalinidade da agua, através da adicdo de
bicarbonato de soddio, elevando-a.

No que diz respeito a temperatura, como vimos anteriormente, pelo facto desta
espécie ser considerada pecilotérmica, detém uma enorme versatilidade para se adaptar
a diferentes tipos de 4gua. Segundo, Hernandez et al., (2006) a gama de temperaturas
6tima para o cultivo desta espécie, encontram-se entre os 27-30°C (Lima, 2013). A
temperatura da 4gua do sistema da empresa € mantida entre 27-29°C.

Relativamente a salinidade, os valores ideias encontram-se compreendidos entre 15-
25%o, para a espécie L. vannamei (Lima, 2013). A salinidade da 4gua do furo da empresa

encontra-se compreendida entre 0s 19-20%o.
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Alteragdes na salinidade e/ou na temperatura, podem provocar impactos na eficiéncia
metabdlica dos animais cultivados, no oxigénio e no consumo de alimento, excre¢cédo da
amonia, concentracdo de nitritos na agua e na muda, podendo provocar também
alteracdes na resisténcia, crescimento e sobrevivéncia destes organismos (Lima, 2013).
Desta forma, é essencial uma monitorizacao regular e precisa destes parametros para o
sucesso do cultivo e dos ensaios experimentais.

E essencial garantir a manutencdo e o bom funcionamento de todo o material e
equipamento de forma a ndo comprometer o ciclo produtivo e 0s ensaios experimentais.
Diariamente procede-se a limpeza das sondas de oxigénio e temperatura para evitar
erros de medicdo devido a acumulacdo de matéria organica presentes nos tanques.
Semanalmente também se procede a limpeza dos tubos centrais e de saida dos tanques.
O procedimento é relativamente simples e realiza-se apenas com uma esponja e uma
escova que permitem remover a sujidade. A limpeza dos permutadores de calor é feita
regularmente, de maneira a impedir a formacao de incrustagdes ou outros depdsitos nas

placas.

Figura 9- Limpeza dos permutadores (Fonte: Propria).

6. Transporte e aclimatagdo das pos-larvas de Litopenaeus vannamei

O transporte de animais vivos € uma das principais operag¢des que pode comprometer
a qualidade e a taxa de sobrevivéncia dos organismos aquaticos, sendo das praticas que
mais causa stress aos organismos. A monitorizagdo de diversos parametros fisico-
guimicos, essencialmente a amoénia, durante o transporte de animais vivos, € um dos
principais problemas a ter em conta neste processo. Como tal, € essencial cumprir uma

série de requisitos que cumpram o0 bem-estar animal, bem como possuir um
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conhecimento adequado da biologia da espécie a transportar, de forma a nao interferir
com o sucesso deste (Pinho, 2011).

Usualmente o “tamanho” da pés-larva é retratado no mercado em fungédo da sua
idade cronoldgica, apés completar o periodo de metamorfose. Portanto, uma PLo ja
passou pelos primeiros estadios de desenvolvimento larvar, homeadamente, nauplio,
zoea e mysis, sendo uma pads-larva ha 10 dias. A idade mais utilizada pelos produtores
de crustaceos, é a PL,, entrando a partir daqui numa nova etapa de cultivo, a engorda.

Atualmente, a empresa tem desenvolvido ensaios experimentais com o camarao
branco do Pacifico, L. vannamei. Os individuos chegam na fase de pos-larva vindos de
uma maternidade comercial situada nos Estados Unidos da América. Apresentam
geralmente, um peso médio de 0,003 g, o equivalente a PL’s com aproximadamente 10
dias (PLio). Antecedentemente a rececdo das pds-larvas procede-se a limpeza e
desinfecéo dos tanques de aclimatacgéo.

O transporte é realizado em sacos de polietileno, preenchidos com agua, oxigénio
saturado e carvao ativado, utilizado para neutralizar produtos metabélicos como a aménia
(Figura 10).

Oxigénio
Oxigénio

(1) 5/6L de agua (2) Numero de pés-larvas (3) Colocar o tubo de (4) Retirar o ar do interior (5) Soprar O, para encher (6) O saco esta pronto
limpa recomendado 0, no fundo e bombear O, através da o saco, retirar o tubo e para ser transportado
agua apertar o saco

Figura 10- Processo de embalamento de pés-larvas de camardes para o transporte (Fonte:

Adaptado, Riasearch).

Antes do transporte, os animais ficam em jejum durante 24 horas, reduzindo o
metabolismo e, evitando desta forma, a degradagdo da qualidade da agua através do
aumento de residuos metabdlicos e, consequentemente, a diminuicdo do consumo de
oxigénio (Pires 2015). ApoOs a chegada dos animais procede-se a aclimatacao destes.

Primeiramente medem-se os parametros fisico-quimicos da &gua do transporte,
nomeadamente, salinidade, temperatura, oxigénio dissolvido e pH e comparam-se com

os da 4gua da empresa. De seguida, colocam-se 0s sacos de polietileno no interior dos
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tanques de aclimatagéo j& abastecidos com pouca agua, virando-os lentamente, de modo
gue a agua proveniente do transporte figue no interior destes. A aclimatacdo é um
processo gradual, comeg¢ando por se aumentar a temperatura e diminuindo-se a
salinidade e pH, ajustando o caudal dos tanques até que os valores estabilizem. Ao longo
deste processo recorre-se a medicdes periddicas a cada 15 minutos, tendo em conta que
a temperatura ndo pode variar mais de 1°C, salinidade 1%o e o pH 0,1, respetivamente.

Apo6s o processo de aclimatagcdo, que dura algumas horas, administra-se alimento
vivo, designadamente artémia salina (2-10 nauplios de artémia/PL).

As fases iniciais de vida sdo uma etapa critica no desenvolvimento larvar. Os animais
competem ativamente por alimento e espaco no ambiente de cultivo, podendo criar
disparidade no peso corporal, como também canibalismo entre si.

A Artemia sp. destaca-se como um dos alimentos vivos mais fornecido nas fases
larvares iniciais de diversas espécies, pela sua facil producéo laboratorial e método de
cultivo, pelo elevado valor proteico e facil digestibilidade, reduzindo a incidéncia de
canibalismo e elevando assim a taxa de sobrevivéncia larvar.

Posteriormente as pos-larvas sdo retiradas do tanque de aclimatacdo, contadas
individualmente para determinar a taxa de sobrevivéncia e a densidade populacional a
distribuir por tanque experimental, para se dar inicio & engorda.

Durante esta fase, a alimentacdo administrada € artémia salina juntamente com ragéo
destinada para camarbes, com requerimentos proteicos ajustados ao estadio larvar em
gue se encontram. As pdés-larvas, como metabolizam o alimento muito mais rapidamente
do que os camardes maiores, requerem mais alimentacdes ao longo do dia. Esta
alimentacdo deve ocorrer a cada duas horas de forma continua, durante 24 horas,
utilizando racdes com altos niveis de proteina, geralmente entre 40 a 50% e uma
granulometria adequada que permitam a manipula¢do e o consumo pelas PLs. Intervalos
mais longos entre as refeigcdes podem resultar em grandes perdas devido ao canibalismo
(Pinho, 2011). A racdo é quantificada (tamanho do grdo e quantidade) para cada tanque
dependendo de diversos fatores: densidade populacional, aumento do peso e peso médio
de cada tanque. Deste modo, ajusta-se continuamente a quantidade de alimento a
administrar a cada tanque, calculando-se o respetivo indice de conversdo alimentar
(ICA).

Nesta fase pode-se realizar ensaios com PL;, ou proceder a engorda dos camarfes
para os transferir posteriormente para o biotério onde serdo realizados os ensaios, tudo
dependendo da solicitag&do por parte dos clientes.

Apoés a pasagem dos tanques de engorda para o biotério séo realizadas biometrias.

Os individuos utilizados nos ensaios experimentais sdo todos amostrados. No inicio de
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cada ensaio experimental, os camarfes séo todos pesados individualmente, sendo que o
peso médio inicial é a partir das 2g. E sempre dada especial relevancia ao coeficiente de
variacdo (CV), no inicio de um ensaio experimental, de forma a garantir que a dispersao

inicial € a mais baixa possivel.

7. Cultivos auxiliares

A producédo de fitoplancton ou zoopléancton, integra o que se designa por cultivos de
apoio ou cultivos auxiliares, ou seja, cultivos que se efetuam em paralelo ou
complementarmente aos cultivos principais, com a finalidade de produzir alimento vivo
para alimentar as larvas dos organismos aquaticos. Por conseguinte, a producdo desta
cadeia trofica tem que ser adaptada ao consumo diario pelas larvas e a eventuais perdas
por mortalidade ou outros incidentes, uma vez que 0 sucesso da producéo larvar
depende dos cultivos auxiliares, € essencial que as técnicas de producao de alimento
vivo estejam dominadas e de acordo com as necessidades diarias da espécie a produzir.

A artémia salina é considerada um alimento ideal para camarbes, como mencionado
anteriormente, por apresentar inimeras vantagens como, o elevado valor nutricional,
tamanho adequado, mobilidade e consequente atracdo por parte dos predadores e,
ainda, a capacidade de produzir cistos dormentes, que podem ser armazenados por
longos periodos de tempo, tornando a sua utilizacdo bastante pratica (Ferreira, 2009).

Tendo em consideracdo estes aspetos, a artémia é ideal para peixes e crustaceos
gue possam ingerir presas de dimensao superior a 0,5 mm (Sorgeloos et al., 1987).

Os cistos de artémia salina sdo incubados em tanques cilindro-conicos de 80L,
durante 24 horas, nas seguintes condi¢Bes: temperatura a 29°C, salinidade 27%o., com
forte arejamento da &agua e iluminagdo constante. O pH da &agua encontra-se
normalmente a 8, sendo essencial uma monitorizagdo deste pardmetro, uma vez que
existe uma tendéncia para este valor baixar ao longo do processo, como tal para evitar
este decréscimo é usual adicionar-se hidréxido de sédio (NaOH).

Para a produgcdo de artémia, coloca-se a eclodir 0 peso necessario calculado,
dependendo do nimero de larvas que se quer alimentar. ApGs a eclosdo dos nauplios, é
realizada a separacdo dos nauplios dos materiais envolvidos/resultantes da ecloséo,
nomeadamente, cistos ndo eclodidos, capsulas e metabolitos. Para tal, recorre-se a uma
tecnologia inovadora, Sep-Art Artemia Cysts, que consiste em revestir 0s cistos com uma
camada magnética ndo toxica, cuidadosamente selecionada, permitindo uma separacao
rapida e completa dos nauplios de artémia dos cistos ndo eclodidos. Apés a eclosao dos

cistos utiliza-se o Sep-Art Separator que contém um forte iman incorporado, sendo os
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cistos ndo eclodidos capturados pelo iman na parte inferior do separador, ficando os
nauplios de natacao livre ndo magnéticos prontos para serem utilizados.

Posteriormente segue-se a lavagem dos nauplios de artémia com agua do proéprio
sistema através de um crivo, mantendo-os num recipiente com arejamento e volume
conhecido. Realiza-se, seguidamente, a contagem do nimero de nauplios, com o auxilio
de uma pipeta volumétrica, retirando-se um determinado volume da amostra e
calculando-se a concentracao total de nauplios presentes no recipiente. Os nauplios sao
armazenados num local seco, fresco com arejamento e fornecidos as poés-larvas de

acordo com as suas necessidades.
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[ll. Ensaios experimentais com a espécie Holothuria forskali
1. Introducéo

Ainda pouco se sabe sobre quais as dietas artificiais com uma melhor viabilidade para
pepinos-do-mar comercialmente importantes, capazes de induzir um rapido crescimento
e igualmente eficientes nas exigéncias nutricionais, para que este crescimento seja
proporcionado de forma saudavel (Yuan et al., 2006a; Zhou et al., 2006). Informacées
sobre taxas de crescimento, ecologia larvar, uso de habitat, papel ecoldgico e sucesso
reprodutivo, entre outros, sdo limitadas e apenas disponiveis para algumas espécies
(Mercier et al., 1999; Xilin, 2004; Sun et al., 2004).

Tradicionalmente, os pepinos-do-mar sdo produzidos em lagoas de terra sem
alimentacdo artificial. No entanto, com a intencdo de aumentar a sua producdo 0s
aquicultores comecaram a alimentar as holotdrias com dietas formuladas (Shi et al.,
2013). Estas dietas formuladas sdo comumente feitas a base de macroalgas em pé,
microalgas em p6 ou lama do mar. Nos ultimos anos, foram utilizadas como fontes de
alimento, fezes de bivalves e algas em p0, no processo produtivo de holoturias na China
(Yuan et al., 2006a).

Estudos recentes demonstraram que, os residuos alimentares e fezes de animais
marinhos, incluindo as fezes das préprias holotlrias, promovem o aumento de cepas
bacterianas consideradas benéficas, favorecendo a producdo de nutrientes em pepinos-
do-mar (Yuan et al., 2006a).

No que diz respeito as algas, € aconselhavel a conjugacao de duas a trés espécies de
microalgas (Battaglene, 2002), com o intuito de encontrar um equilibrio nutricional.

Tendo em conta que as holotlrias se alimentam maioritariamente de substratos ricos
em matéria organica, incluindo residuos produzidos por outras espécies, a integracao
destes orgnhanismos detritivoros, em sistemas de aquacultura multitréfica integrada
(IMTA) é uma alternativa viavel para a sua produgao.

De forma a aumentar a produtividade da exploragdo aquicola e a satisfazer a
emergéncia de novos mercados, tém vindo a ser implementadas novas metodologias.
Estas consistem na adigdo de componentes aos cultivos, nomeadamente algas, que
possuem valor comercial e um baixo custo de producdo adicional associado (Alexander
et al., 2015). Muitos estudos tém abordado sistemas de cultivo integrado de pepinos-do-
mar com espécies como, 0 camardo, mexilhdo ou ostras, mencionando as vantagens
inerentes a integracdo destas espécies a este sistema de cultivo (Alexander et al., 2015).

Vantagens estas que estdo intrinsecamente relacionadas com os inUmeros beneficios

nutricionais, que a inclusdo deste recurso-marinho acarreta nas nossas dietas. Os
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pepinos-do-mar séo ricos em proteinas e baixos em gorduras, possuindo um elevado teor
em 4&cidos gordos essenciais (AGE) como EPA (acido eicosapentaendico), DHA
(docosahexaendico) e ARA (4cido araquidénico) (Santos, 2013).

Os lipidos, sdo um amplo grupo de compostos quimicos organicos naturais também
conhecidos como gorduras, sdo uma importante fonte de energia para o organismo e
desempenham um papel essencial nas atividades metabdlicas destes organismos. Os
lipidos do pescado sdo compostos por acidos gordos saturados (SFA), monoinsaturados
(MUFA) e polinsaturados (PUFA), sendo que a quantidade e o perfil de cada acido gordo
no pescado, varia de espécie para espécie (Nunes et al., 2011).

A gordura polinsaturada €é predominantemente constituida por &cidos gordos
polinsaturados, nomeadamente acidos gordos essenciais. Sao considerados acidos
gordos essenciais, uma vez que 0 noSsO organismo ndo consegue sintetiza-los e, por
iSS0, 0 seu aporte é unicamente garantido através da alimentagdo (Pereira et al., 2013).

Os pepinos-do-mar possuem a capacidade de sintetizar estes acidos gordos
polinsaturados, quando administrados as dietas. Dentro dos &cidos gordos
polinsaturados, destacam-se os acidos gordos essenciais, EPA e DHA, pelo elevado
contributo que desempenham na reducdo do risco de doencas coronarianas,
cancerigenas, inflamac@es e artrite, sendo que o acido gordo ARA, é responsavel pela
coagulacéo sanguinea auxiliando na cicatrizacao de feridas (Yuan et al., 2006a).

Estes encontram-se presentes em elevadas concentracdes em organismos
fitoplantonicos, designadamente as microalgas. Consequentemente, as holotdrias, ao
serem filtradores ativos, alimentam-se de varias espécies de microalgas (Santos, 2013).

O conhecimento dos requisitos dietéticos e do comportamento alimentar sdo
essenciais para o cultivo de uma determinada espécie em aquacultura, porém o estudo
da biologia reprodutiva é o primeiro passo para que seja possivel a sua producao.

A reproducédo e a maturagdo das génadas séo reguladas por fatores endégenos, bem
como sdo afetadas por fatores exdgenos, como por exemplo a temperatura, salinidade,
fatores de stress, ciclos lunares, disponibilidade de alimento, entre outros (Santos, 2013).

De um modo geral, o padrdo de reproducdo dos pepinos-do-mar exibe um ciclo
sazonal, ou seja, espécies situadas em diferentes localizagbes geogréficas,
nomeadamente zonas tropicais e zonas temperadas, tém periodos de sincronizacdo das
gonadas diferentes, podendo até mesmo haver diferencas entre determinadas regies
geograficas a mesma latitude (Navarro et al., 2012, Santos, 2013). As espécies
temperadas apresentam geralmente discretos periodos de desova, na época da
primavera e do verdo, por outro lado espécies tropicais reproduzem-se por periodos mais

longos, durante todo o ano (Navarro et al., 2012)
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De acordo com Tuwo e Conand, (1992), a espécie H. forskali, apresenta um longo
periodo de maturacéo da génada, desde outubro a fevereiro, desovando apenas no inicio
da primavera, periodo correspondente a aguas calmas e ricas em nutrientes (Santos,
2013).

O estado de maturacdo das gonadas € descrito de acordo com cinco estadios
caracteristicos e fundamentais para o correto desenvolvimento das holotarias: | —
indeterminado, Il — crescimento, Il — maturo, IV — parcialmente desovado e V — desovado
(Santos, 2013). Estes, sdo avaliados segundo o indice Gonadossomatico (Gl) e tendo por
base varios critérios relativos aos tubulos das génadas, nomeadamente: coloragéo,
comprimento dos tubulos, diametro dos tabulos, presenca de ramificacdes, morfologia e
histologia. As técnicas histol6gicas permitem a observacdo dos tecidos ao microscopio e,
através da microfotografia, avaliar o estado de oogénese e espermatogénese, sendo
possivel identificar e observar os diferentes estddios de maturagdo (Ramofafia et al.,
2003).

2.  Objetivos

A empresa Riasearch pretende implementar um sistema IMTA, associando o seu
sistema RAS a um sistema inovador de cultivo de holoturias, utilizando uma espécie com
potencial para desempenhar um papel econémico importante na propria empresa e nas
empresas aquicolas nacionais.

No ambito do estagio na empresa Riasearch, surgiu a oportunidade de avaliar a
adaptacéo de holotlurias da espécie Holothuria forskali, a um sistema de aquacultura
multitréfico integrado (IMTA) outdoor e, posteriormente, realizar um ensaio de

crescimento, tendo como principais objetivos:

» Avaliar a resisténcia e o comportamento da espécie a diferentes salinidades,
nomeadamente a salinidade da agua do furo da empresa;

» Avaliar as taxas de crescimento e sobrevivéncia da espécie quando sujeita a duas
dietas diferentes: 1) uma mistura de trés microalgas e 2) os produtos derivados de um
efluente composto por fezes de camarfes (L.vannamei) e alimento ndo consumido;

» Analisar a influéncia destas dietas experimentais na composi¢cdo nutricional do
musculo comparativamente com holoturias selvagens;

» Analisar através de técnicas histoldgicas os diferentes estadios de

desenvolvimento das gonadas das holotlrias sujeitas ao ensaio experimental;

33



J& foram realizados alguns estudos promissores em ensaios de crescimento para
outras espécies de holotarias. No entanto, no que diz respeito a esta espécie, H. forskali,
este ensaio experimental € pioneiro. A elaboracdo deste trabalho experimental torna-se
relevante, na medida em que, pretende contribuir positivamente para aumentar a
produtividade de uma exploracdo aquicola, tendo como principal objetivo, verificar se o
aproveitamento dos produtos do efluente dos camardes da espécie, L. vannamei,
contribuiem eficazmente e sustentavelmente para promover o crescimento desta espécie

e reduzir paralelamente possiveis impactos ambientais.

IV. Ensaio 1- Influéncia e tolerancia a salinidade da agua do furo da empresa da

espécie Holothuria forskali

3. Materiais e métodos

3.1 Captura, transporte e manutencao

Em janeiro de 2018, realizou-se uma amostragem nha zona intertidal da praia do
Quebrado, (39° 22.0263' N; 9° 22.43292' O), em Peniche, durante a maré baixa, tendo
sido capturados manualmente um total de 11 individuos. Apés a captura, os exemplares
foram transportados para a empresa Riasearch, em baldes de plastico de 25L com
arejamento continuo, sem substrato e imersos em agua salgada, sendo este o melhor
método de acordo com Santos (2017). A 4gua salgada para o transporte foi retirada do
habitat natural.

O transporte demorou cerca de 3 horas e os baldes foram mantidos fechados, de
modo a tentar preservar as condi¢fes inicias. Foram também realizadas pequenas
pausas para medir os parametros da agua de transporte de forma a assegurar o sucesso
deste. A chegada verificou-se 100% de sobrevivéncia, ndo tendo ocorrido nem lesdes,
nem evisceracao dos exemplares sujeitos ao transporte.

Seguidamente todos os individuos foram pesados individualmente, tendo-se registado
0 peso médio (xSD) numa balanca analitica de precisédo (KERN, PFB 120-3) e
distribuidos, de modo aleatério, em grupos de 6 e 5 individuos pelos 2 tanques outdoor
de 373L cada, integrados num sistema de recirculagdo de 4gua (RAS), com arejamento
continuo e substrato arenoso. A agua antes de ser introduzida nos tanques experimentais
passa por um conjunto de filtros mecéanicos (filtro de areia e hidroejector) sendo
posteriormente tratada por um Protein Skimmer, biofiltro, desgasificador de CO; e um

filtro UV, como descrito anteriormente no circuito hidraulico da empresa.
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Para a realizacdo deste ensaio experimental, antes da chegada das holotlrias a
empresa, 0os dois tanques experimentais foram abastecidos com agua do furo, que se
encontra a uma salinidade de 19%o, tendo sido adicionados gradualmente 12 Kg de sal
(Premium Coral Salt Amino Active) até perfazer uma salinidade de 31%o, para dar inicio
ao ensaio experimental.

Os parametros da agua foram medidos diariamente e mantidos dentro dos limites
adequados para a espécie com excec¢ado da salinidade (intencional) e temperatura, uma
vez que se trata de um sistema ndo controlado (outdoor). Utilizou-se, para esse efeito,
uma sonda multi-paramétrica portatil (HANNA instruments, Portugal) para os parametros
de temperatura (°C), oxigénio dissolvido (O,), salinidade e pH e kits de testes rapidos
colorimétricos (PRODAC NH4/NH, Test Kit e PRODAC NO? Test Kit) para a amoénia,
nitratos e nitritos (NH;, NO* e NO?). A temperatura média durante o ensaio foi de
13,20+0,83 °C, do oxigénio dissolvido (O,), 8,94+0,86 mg/L, do pH 8,15+0,25, sendo o
limite m&ximo estabelecido para a concentracdo de aménia, nitritos e nitratos (NHs, NO*
e NO*) de 0,25 mg/L (Santos, 2017).

O ensaio teve uma duracdo de 16 dias e consistiu em baixar diariamente e
gradualmente a salinidade 1%c/dia até alcangar a salinidade 19%o, renovando cerca de
18% do total da agua dos tanques através da introducdo de agua do furo. Ao longo do
ensaio experimental os individuos foram alimentados 1 vez ao dia, com uma mistura de
trés microalgas - Isochrysis galbana, Phaeodactylum tricornutum e Tetraselmis sp.
fornecida ad libitum por volta das 17:00h, a uma concentracdo de 1,5 x 10° células mL™,
em igual proporcéo das varias espécies. A escolha das microalgas teve por base o seu
elevado valor nutricional e distribuicdo geogréfica, de forma que a alimentacéo
administrada as holoturias fosse o mais semelhante possivel ao seu habitat natural.

Este ensaio teve como finalidade ver a adaptacéo da espécie em estudo a salinidade
da empresa e serviu como um pré-ensaio para o ensaio de crescimento realizado

posteriormente.

4. Resultados

4.1 Influéncia e tolerancia a salinidade

Ao longo da experiéncia houve uma resposta percetivel e uniforme por parte das
holoturias & diminuigdo da salinidade.

O peso humido inicial de todos os individuos foi registado e encontra-se disponivel na
Tabela 1.
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Tabela 1- Peso humido inicial e peso médio total (g) das holoturias (médiazDP).

Namero de Peso Peso médio
exemplares Inicial (g) inicial (9)

36,5
178,5
220,7
188,6
143,7
182,1
174,4
209,5
199,2 189,5+16,74
170,1
194,3

Tanque

158,4+64,55

Tanque
2

Rlaslwnkolaswne

Total 172,5+47,29

No inicio do ensaio experimental as holotirias encontravam-se nas laterais dos
tanques. No entanto, a medida que se foi diminuindo a salinidade, sensivelmente a partir
de 23%., verificou-se que no Tanque 1 e no Tanque 2, cerca de 67% e 80% (4 individuos)
das holoturias se tinham deslocado para o substrato, ndo havendo praticamente fezes no
sedimento.

Ao atingir os 21%o, as holotarias ja se encontravam todas no substrato, encontrando-
se parcialmente enterradas. Nesta mesma salinidade, evisceraram 4 holoturias no total, 3
no Tanque 1 (50%) e 1 no Tanque 2 (20%), atingindo mesmo a evisceracdo completa
(expulsando as gdénadas e outros 6rgaos), tendo ocorrido a morte de um individuo.

Ao alcancar a salinidade pretendida (19%o), a da 4gua do furo da empresa, todas as
holotlrias jA se encontravam praticamente enterradas no sedimento e evisceradas,
claramente stressadas, exibindo movimentos erraticos, tendo sido desta forma o ensaio
experimental dado por terminado.

Na Tabela 2 encontra-se um resumo da mortalidade e eviscera¢des ao longo do

ensaio experimental.
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Tabela 2- Resumo de mortalidades e evisceragdes ao longo do ensaio.

Exemplares Salinidade | Eviscerados | Mortalidade Observacgodes
Todas nas laterais
6 31 0 dos tanques
67% das holoturias
estdo no sedimento
Todas as holoturias
5 21 3 1 no sedimento e 3
evisceradas
Todas no sedimento
5 19 5 enterradas e
evisceradas
Todas nas laterais
dos tanques
80% das holoturias
estdo no sedimento
Todas as holoturias
5 21 1 no sedimento e 1
evisceradas
Todas no sedimento
5 19 5 enterradas e
evisceradas

6 23 0

Tanque 1

5 31 0 ---
5 23 0 ===

Tanque 2

5. Discussao de resultados

5.1 Tolerancia e influéncia da espécie Holothuria forskali a salinidade

A salinidade é um factor abidtico importante que regula o crescimento, a
sobrevivéncia e a producdo dos organismos marinhos.

Binyon (1966) identificou os equinodermes como organismos estenohalinos devido a
auséncia de grandes tecidos epidérmicos, impedindo desta forma, a interacdo com
condi¢cbes ambientais adversas e o desenvolvimento de 6rgaos diferenciais capazes de
fornecer a capacidade de osmorregulagdo. Da mesma forma, tem sido relatado na
literatura que as taxas de mortalidade aumentam em pepinos-do-mar stressados devido a
grandes mudancas na salinidade e temperatura (Mackey, 2004). Um estudo realizado por
Tolon (2017), revelou que as espécies Holothuria tubulosa e Holothuria poli ndo foram
capazes de se adaptar a salinidade 25%o, ocorrendo uma mortalidade de 60% em ambas
as espécies no final da primeira semana da experiéncia. Sendo esta mesma salinidade,
considerada como o limite letal para estas duas espécies, como também para outras
espécies de pepinos-do-mar, 0 que ndo se verificou no presente estudo.

Mercier (1999) menciona que a diminui¢cdo de 35 para 30%o. e de 25 para 20%o, leva a

gue os juvenis da espécie Holothuria scabra se desloquem das paredes dos tanques de
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cultivo para o substrato, com a finalidade de se enterrarem no sedimento, acabando por
reemergir apds algumas horas. Neste mesmo estudo, a aclimatacdo ocorreu mais
rapidamente na salinidade 30%., sendo mais lenta na salinidade 20%.. Por outro lado,
mais de 40% dos juvenis ndo foram capazes de lidar com uma diminuicdo da salinidade
para 15%eo.

Embora os resultados obtidos no ensaio, sugiram uma moderada adaptabilidade da
espécie H. forskali, esta ndo aponta para uma preferéncia por baixas salinidades.

Até 23%o0 as holotlrias apresentaram uma boa adaptabilidade. A partir dai, mais de
metade das holotarias em ambos os tanques jA se encontravam no sedimento nao
havendo praticamente fezes no substrato, ou seja, a alimentacdo e o comportamento da
espécie foram perturbados. Portanto, conclui-se que a semelhanca dos resultados
obtidos por Mercier (1999), as holotlrias, com a diminuicdo da salinidade reagem
rapidamente ao se enterrarem no sedimento, podendo este facto ser justificado como
uma defesa, de forma a equilibrar as concentra¢des i6nicas do fluido celémico.

Com a realizacdo deste ensaio, concluiu-se que a salinidade do furo da empresa nao

seria a ideal para a realizacdo do ensaio de crescimento.

V. Ensaio 2- Avaliar a influéncia de duas dietas na taxa de crescimento e

sobrevivéncia da espécie Holothuria forskali

6. Materiais e métodos

6.1 Captura, transporte e manutencao

O ensaio experimental teve uma duragéo de aproximadamente 6 semanas (42 dias),
tendo sido realizado na empresa Riasearch, entre o periodo de 28 de margo e 8 de maio
de 2018. Foram selecionadas aleatoriamente holotlrias com um peso compreendido
entre as 22-73g.

Em marco de 2018, realizou-se uma amostragem através da pratica de mergulho
auténomo, a uma profundidade entre 5 e 10 metros, na praia do Quebrado, (39° 22.0263'
N; 9° 22.43292' O), em Peniche (Portugal), tendo sido capturados um total de 92
individuos. Os exemplares foram transportados para o Centro de I&D, Formacdo e
Divulgacdo do Conhecimento Maritimo (Edificio CETEMARES), em baldes de plastico de
25 L, com arejamento continuo, sem substrato e imersos em agua salgada, sendo este o

melhor método mencionado por Santos (2017) para o transporte destes organismos.
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Dos 92 exemplares capturados, foram retirados 2 individuos para a andlise
bioguimica, tendo sido conservados a -80°C até ao seu processamento.

Os exemplares capturados permaneceram no CETEMARES, durante 24 horas até
serem transportados para a empresa Riasearch, por uma transportadora licenciada para
o efeito. A &agua utlizada para o transporte foi proveniente do depdsito de
armazenamento de 4gua do CETEMARES, estando esta a uma salinidade e temperatura
0 mais préximo possivel ao seu habitat natural.

Ao longo do transporte foram realizadas pequenas paragens para medir 0s
parametros da agua com uma sonda multi-paramétrica de forma a assegurar 0 sucesso
deste. O intervalo de tempo entre a saida do Edificio Cetemares até a empresa foi
aproximadamente 4:30 horas. A chegada verificou-se 100% de sobrevivéncia, ndo tendo
ocorrido nem lesdes, nem evisceracdo dos exemplares sujeitos ao transporte.

Precedentemente a chegada das holoturias foram adicionados gradualmente aos
tanques experimentais 40 Kg de sal (Premium Coral Salt Amino Active) até perfazer a
salinidade desejada.

Apoés chegada a empresa, todos os individuos foram distribuidos aleatoriamente em
grupos de 15 individuos (n=90), pelos 6 tanques de fibra outdoor de 373L cada e
aclimatados durante 1 semana, de modo a serem integrados num sistema de
recirculacdo (RAS), com arejamento continuo e substrato arenoso. Todos 0s tanques
experimentais foram preenchidos com uma mistura de areias de quartzito, quartzo e
feldspato natural esmagados com diferentes tamanhos de grdo (L1mm e 2mm) (AREIPOR,
APAS 20 e APAS 30), com uma altura de cerca de 10 cm, sendo esta a altura ideal para
promover o crescimento da espécie Holothuria tubulosa, segundo Tolon et al., (2015).
Este mesmo substrato foi substituido a cada 14 dias, ao longo de todo o ensaio
experimental, de forma a manter continuamente a matéria organica presente no
substrato. Ao longo do periodo de aclimatacao os individuos foram alimentados 1 vez ao
dia ad libitum, com a dieta A (Tabela 6), por volta das 17:00h, para terem uma
composi¢cdo bioquimica inicial e atividade fisica similar entre todos os individuos
experimentais.

Os parametros da qualidade da agua foram medidos diariamente de manha, a tarde e
ao final do dia e mantidos dentro dos limites adequados para a espécie (Santos, 2017)
com excecao da temperatura que sofreu flutuacdes, uma vez que se trata de um sistema
ndo controlado (outdoor). Utilizou-se, para esse efeito, uma sonda multi-paramétrica
portatil (HANNA instruments, Portugal) para os parametros de temperatura (°C), oxigénio
dissolvido (O,), salinidade e pH e kits de testes rapidos colorimétricos (PRODAC NH3/NH,
Test Kit e PRODAC NO? Test Kit) para a aménia, nitratos e nitritos (NHz, NO* e NO?).
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Os parametros de qualidade da 4gua ao longo do ensaio, encontram-se resumidos na
Tabela 3, sendo o limite maximo estabelecido para o valor da concentragdo de amonia,
nitritos e nitratos (NHs ,NO* e NO*) de 0,25 mg/L (Santos, 2017).

Tabela 3- Parametros de qualidade da agua ao longo de todo o ensaio (médiatDP).

Parametro Valores

pH 8,16 + 0,12

Amonia (NH3) 0=0,25 mg/L

Nitritos (NO2-) 0=0,25 mg/L

Nitratos (NO3-) 0=0,25 mg/L
Temperatura 14,67 + 0,83 °C
Salinidade 33,08 + 0,94 %o
Oxigénio dissolvido 7,90 £ 0,57 mg/L

6.2 Constituicdo das dietas

Foram fornecidas duas dietas ao longo do ensaio experimental, a dieta A constituida
por uma mistura de trés microalgas liofilizadas (PhytoBloom, NECTON) nomeadamente,
Isochrysis galbana, Tetraselmis sp. e Phaeodactylum triconutum a uma concentracdo de
1,5 x 10° células/mL, em igual proporcéo das varias espécies (Battaglene et al., 2002). A
dieta B foi constituida por fezes e alimento ndo consumido de camarbes da espécie, L.
vannamei, a quantidade de alimento fornecida foi 5% da biomassa total por tanque (Dong
et al.,, 2010). Os camardes produzidos na empresa utilizados no ensaio experimental
foram alimentados com racéo (WINFLAT). A composicéo geral da dieta A encontra-se na

Tabela 4 e a composicao da racdo WINFLAT, encontra-se na Tabela 5.

Tabela 4- Composicéo geral da dieta A, constituida por uma conjugacao de trés microalgas
(Fonte: Necton, S.A)).

Composicao geral

Dieta Proteinas Lipidos Hidratos de Acidos gordos
(%) (%) carbono (%) essenciais
Tetraselmis sp. (1) 42-47 7-12 5-12 EPA; ARA; ALA
Isochrysis galbana (2) 41-46 20-23 17-19 DHA
Phaeodactylum 2530 4-9 EPA

triconutum (3)
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Nota: Composicao geral (dwt%) 1) Fibra: 0-1; Rico em dmega 3, acidos gordos (EPA,

ARA e ALA), vitaminas, aminoacidos, minerais e carotenoides; 2) Rico em dmega 3,
acidos gordos (DHA), vitaminas, aminoacidos, minerais e carotenoides; 3) Gordura: 10-
14; Rico em Omega 3, acidos gordos (EPA), vitaminas, aminoacidos, minerais,
carotenoides e silicatos.

Tabela 5- Composicdo da racdo WINFLAT (Fonte: SPAROS).

Composicao geral (%)

Proteina Gordura Cinza Fibra Foésforo L .
bruta bruta bruta bruta total Calcio | Sodio
Racéo 62 18 9 0,5 1,9 1,3 0,5

A preparacao das microalgas consistiu na pesagem da quantidade correspondente a
concentracao referida anteriormente, seguidamente adicionava-se cerca de 500 mL de
agua do sistema e aguardava-se cerca de 15 minutos. Posteriormente procedia-se a
mistura da preparacdo com uma varinha magica até se formar uma espuma, seguida de
2 minutos para esta repousar. Relativamente a dieta B, a preparacdo consistiu na recolha
diadria de fezes e alimento ndo consumido. Seguidamente pesava-se a quantidade
pretendida e triturava-se com o auxilio de uma varinha magica até se formar uma mistura

homogénea. A alimentacao era administrada uma vez por dia as 17:00h.

6.3 Desenho experimental

As holotarias foram sujeitas a um regime de jejum durante 24 horas, de forma a
assegurar que libertassem a areia, alimentacdo e fezes provenientes do periodo de
acondicionamento. Apos as 24 horas, foram selecionados exemplares sem qualquer
defeito visual na textura do corpo e pesados seguindo o método de pesagem humida,
como descrito por Dong et al., (2006). Retiraram-se os individuos dos tanques de cultura
e, posteriormente foram colocados numa esponja seca durante 1 min para remover o
maximo possivel da agua externa dos corpos. Foram selecionadas 54 holotlrias com um
peso médio corporal humido de 51,29+13,86 g (médiatSD) e colocadas em igual nimero
em 6 tanques de fibra com uma dimenséo (72x72x72 cm) para formar 2 tratamentos em
triplicado, o Tratamento 1 que corresponde as fezes+alimento ndo consumido e o
Tratamento 2 que corresponde as microalgas (Figura 11). As holotdrias foram

selecionadas de modo que os coeficientes de variagdo (CV) do peso tivessem valores o
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mais proximo possivel uns dos outros entre todos os tratamentos experimentais (< 30%),
proporcionando um conjunto de pesos 0 mais homogéneo possivel. A densidade utilizada
foi de aproximadamente 1,24 kg/m°.

- - -

- - -

Figura 11- Desenho experimental do ensaio de crescimento (Fonte: Prépria).

O sistema hidraulico do ensaio é considerado um sistema aberto, onde a 4gua nédo é
reutilizada em todo o circuito da aquacultura, havendo uma renovacéo total da agua
diaria nos tanques de cultivo, de forma a garantir que ndo ocorram misturas entre dietas e
entre tratamentos.

A agua utilizada para abastecer os tanques experimentais, foi proveniente de um
ensaio nutricional com douradas que estava a decorrer na altura. Desta forma,
aproveitou-se a salinidade da agua do sistema das douradas, evitando a introducéo de
sal diariamente, o que se tornaria extremamente dispendioso. E importante mencionar
gue, antes da introducdo de agua nos tanques de cultivo das douradas, a agua passa por
uma série de processos, onde é tratada e filtrada como foi referido anteriormente no
circuito hidraulico da empresa. Dos tanques de cultivo das douradas, a agua €
encaminhada para os tanques de cultivo das holotlrias. A dgua é conduzida para o
deposito (1), onde esta inserida uma bomba de captacdo (6480 L/h) que puxa a agua

para o depésito de cabeca (2), onde por gravidade € conduzida para os tanques.
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Figura 12- Desenho experimental para o ensaio de crescimento. NUmero 1- Refere-se ao

deposito 1; Nimero 2- Refere-se ao tanque de cabega (Fonte: Propria).

6.4 Taxa de crescimento especifico (SGR), Taxa de sobrevivéncia (SR), Ganho de
peso médio (WG), Taxa de crescimento (GR) e Ganho de peso relativo (RWG)

As taxas de crescimento especifico (SGR) e de sobrevivéncia (SR) foram calculadas
como um indicador do desempenho de crescimento entre os grupos de tratamento.
Foram realizadas amostragens de 2 em 2 semanas de forma a controlar o crescimento e
a assegurar que os exemplares se encontravam saudaveis e sem qualquer defeito visual.
A taxa de crescimento especifico (SGR) e a taxa de sobrevivéncia (SR) foram calculadas

da seguinte forma:

InW, —In W.
(InW, —1In 1))<

100
T

SGR (% day™1!) =

Nf
SR (%) = Ni x 100

Sendo que: W; e W, sdo o0 peso himido inicial e final (g) das holotlrias em cada
tanque experimental; T durac@o da experiéncia (dias); Nf e Ni sdo o numero final e inicial

de individuos em cada tratamento experimental.

De forma a avaliar com maior precisdo o efeito dos dois tratamentos experimentais no
desempenho do crescimento das holoturias, foram calculados ainda o ganho de peso
médio (WG), a taxa de crescimento (GR) e o ganho de peso relativo (RWG), tendo sido
calculados da seguinte forma de acordo com Tolon (2016):

WG(g) = W, — W, 43




W — W,
GR(g/day) = ———

W, — W,
RWG(%) = tT x 100

1

Sendo que: W; e W, sdo o peso humido inicial e final (g) das holotirias em cada
tanque experimental (g); T = duracdo da experiéncia (dias).

6.5 Caracterizacdo bioquimica
6.5.1 Quantificacdo da gordura total
Previamente a analise, foram abatidos 3 exemplares por tratamento, através de uma

dissecacdo longitudinal (Figura 13) tendo sido feita a recolha integral do musculo
reservando-o a -80°C durante 24 horas.

Figura 13- Exemplares de Holothuria forskali dissecados apés o final do ensaio experimental
(Fonte: Prépria).

A quantificacdo do teor de gordura foi determinada pelo método de extragdo e
purificacdo lipidica Bligh & Dyer. Segundo Bligh & Dyer (1959), para esta andlise, é
necessario pesar 59 da amostra numa balanga analitica (Mettler Toledo, d=0.1mg) e
adicionar 4 ml de agua e dois solventes para extracdo dos lipidos nomeadamente 15 ml
de metanol:cloroférmio (2:1) (90ml metanol/45 ml cloroférmio), e homogeneizar
posteriormente a amostra durante 5 minutos (caso nos 5 minutos a solugdo com a

amostra ndo ficar esbranquicada continuar no vortéx). ApGs agitacdo no vortéx, foram
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adicionados mais 2ml de uma solugdo saturada de cloreto de sédio em agitacao
continua, 5 ml de cloroférmio e 5 ml de agua. A mistura foi homogeneizada durante 5
minutos. Os tubos de Falcon contendo a solucéo foram submetidos a centrifugacao
(Centrifuge 5804R, Eppendorf) para separacéo de fases, tendo sido obtidas 3 fases.
O conteudo existente foi filtrado através de papel de filtro e o filtrado foi transferido para
uma ampola de decantagéo. A fase organica (fase inferior) foi recolhida para um papel de
filtro com sulfato de sodio anidro e filtrado para um cadinho previamente pesado. O
solvente organico existente na mistura foi evaporado num evaporador rotativo
(LABOROTA 4000, Heidolph) a temperatura maxima de 40°C. ApOs evaporacdo, O
conteudo lipidico na amostra, expressa em percentagem em massa, € determinado pela

seguinte equacao:

Pf — Pi
X 100

% Teor de gordura total =

Sendo que: Pi e Pf correspondem ao peso do cadinho inicial e final (gramas); Pa

corresponde ao peso da amostra (gramas);

6.5.2 Caracterizacao do perfil lipidos

Foi necessario extrair cerca de 15 mg de gordura bruta resultante da extracdo
descrita acima e utilizados seguidamente para a quantificacdo do perfil lipidico. A estes
15 mg de gordura foram adicionados 5mL de reagente de metilagdo (20 ml metanol: 1 ml
cloreto de acetilo) e seguidamente foram aquecidos a 80°C durante 1 hora.
Posteriormente adicionou-se 1mL de agua MiliQ e 2mL de n-heptano e colocou-se a
centrifugar durante 5 min a 1500rpm. Finalizando este processo recolheu-se o
sobrenadante para os vials com micro-insert (Thermo Unicam). Por fim, os vials foram
colocados no TraceGC Ultra com Autosampler AS 3000 da marca Thermo Electron
Corporation ultra onde o conteudo lipidico existente nas amostras é analisado através de

uma técnica de cromatografia gasosa (GC).
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6.6 Caracterizacao histoldgica

6.6.1 Amostragem biologica e determinac&o do indice Gonadossomatico

No final do periodo experimental, um exemplar por tanque foi pesado individualmente,
numa balanca analitica de precisdo (KERN, PFB 120-3) e, posteriormente, sacrificados
através de um corte longitudinal ao longo de todo o corpo. Posteriormente pesou-se as
respetivas génadas quando presentes. Estas foram recolhidas e fixadas em formol
tamponado a 10%, durante 48 horas, até serem sujeitas a desidratacao e incluidas em
parafina. O indice Gonadossomatico (Gl) encontra-se expresso na seguinte equacgéo
(Benitez-Villalobos et al., 2013):

Pg

Gl = ——x 100
Ptotal — Pg

Sendo que: Pg corresponde ao peso da gonada (Q); Ptotal corresponde ao peso total

do individuo (g), incluindo as visceras e a gbnada (g).

6.6.2 Andlise histoldgica

Apoés o periodo de 48 horas em formol tamponado a 10%, as amostras (génadas)
foram colocadas no processador de tecidos (Leica-TP 1020) onde sofreram um processo
de desidratacdo com uma série de passagens sucessivas em alcoois (C,HsO) de
concentracdes crescentes para remocao da agua dos tecidos, de seguida as amostras
passaram pelo xilol para remogéo do alcool presente. Findo o periodo decorrente da
desidratacdo, as amostras foram incluidas em parafina. Os cortes histologicos foram
realizados no micrétomo (Sakura® Accu-Cut® SRM™ 200), com uma espessura entre 5
a 7 ym, as laminas com os cortes foram colocadas na estufa (Binder) a 35°C durante pelo
menos 24 horas. Tendo depois sido coradas comestavam preparadas para a coloragéo,
com os corantes hematoxilina-eosina e observou-se cada preparacdo ao microscopico
com camara fotografica (Leica DM 2000 LED + Leica MC 170 HD) para determinar
verificar a presenca de o0citos e espermatocitos e por sua vez determinar o estado de

maturacdo das gonadas.
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Figura 14- Coloragédo dos cortes histoldgicos (Fonte: Propria).

Os registos foram efetuados de acordo com a técnica realizada por outros autores
(Sewell e Bergquist 1990; Tuwo e Conand 1992; Ramofafia et al., 2000), sendo que
constou na identificacdo dos estadios de maturacdo de acordo com os 5 estadios de
gametogénese e espermatogénese ja pré-estabelecidos: indeterminado (I), crescimento

(I, maturo (Ill), parcialmente desovado (V) e desovado (V).
7. Andlise estatistica

Com o objetivo de avaliar a influéncia dos dois tratamentos em estudo no peso
hamido final e inicial, bem como nos parametros de crescimento avaliados, realizou-se o
teste paramétrico t-student (Zar, 2010). Todos o0s pressupostos (nomeadamente,
normalidade dos dados e homogeneidade de variancias) foram devidamente validados.
Sempre que aplicavel os resultados sédo expressos na forma de média + desvio-padrao
(DP). As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas ao nivel de
significAncia de 5% (ou seja, sempre que p-value <0,05). Todos os calculos inerentes a

analise estatistica foram efetuados com recurso ao software IBM SPSS Statistics 25.
8. Resultados
8.1 Crescimento, taxa de crescimento especifico e sobrevivéncia
Na Tabela 6, estdo apresentados os resultados obtidos, referentes aos valores dos

pesos humidos iniciais e finais (médios) e as respetivas biomassas no inicio e final do

ensaio.
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Tabela 6- Pesos humidos iniciais e finais e biomassa da espécie H.forskali nos dois

tratamentos experimentais.

Peso inicial Peso final Biomassa inicial = Biomassa final

9) 9) (g/m3) (g/m3)

I;Z;%mrﬁgttj?o% 5153+085 60,07+600  463,7 +7,62 2787 + 26,41
Tanque 1 | 52,33+ 12,68 | 61,78 + 11,31 471,0 308,9
Tanque 2 | 51,60 + 14,44 53,40 + 18,24 464,4 267,0
Tanque 3 | 50,64 + 13,16 | 65,03 + 6,55 455,8 260,1

(ngts"’(‘)mnfgé?oz) 51,07+1,24 | 66,19+2641  459,6+1114 | 309,7 + 47,47
Tanque 4 | 50,34 + 14,04 | 66,02 + 9,19 453,1 330,1
Tanque 5 | 52,50 + 12,19 | 68,70 + 10,13 4725 3435
Tanque 6 | 50,37 + 14,86 | 63,85 + 13,71 453,3 255,4

(1) Valores (médiatD.P para os triplicados e entre tanques experimentais).

Como é possivel observar, houve um incremento do peso das holotdrias nos dois
tratamentos experimentais. Porém, no que diz respeito aos valores da biomassa,
constata-se que ocorreu uma diminuicdo desta nos dois tratamentos.

Na Figura 15 e 16, é possivel observar a representacéo grafica da mortalidade, diaria
e total dos individuos ao longo do ensaio, em cada tanque experimental. Como se pode
verificar, no tanque 3 e 6 foi onde ocorreu uma maior mortalidade, 5 individuos/tanque,
enguanto que nos restantes tanques (1,2,4 e 5) a mortalidade foi de 4 individuos/tanque
(Figura 15).
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Figura 15- Representagédo grafica da ocorréncia de mortalidade, em cada tanque experimental

ao longo do ensaio.
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Relativamente a mortalidade diaria, através da andlise da Figura 16, € possivel
observar que ocorreu uma mortalidade continua do dia 20 de abril ao dia 28 de abril.
E importante mencionar que ao longo do ensaio foram observadas holotdrias com

ulceracdes na pele, em todos o0s tanques experimentais.
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Figura 16- Mortalidade diaria ao longo do ensaio, em cada tanque experimental.

Na Tabela 7, estdo representados o0s valores relativos as taxas de crescimento

especifico (SGR) e de sobrevivéncia (SR) dos animais nos diferentes tratamentos.

Tabela 7- Taxa de crescimento especifico (SGR) e taxa de sobrevivéncia (SR) nos dois

tratamentos experimentais para o ensaio de crescimento de H. forskali (1).

Taxa de crescimento Taxa de
especifico (%/dia) sobrevivéncia (%)
Baameley | oarzom 5
Tanque 1 0,40 56
Tanque 2 0,08 56
Tanque 3 0,60 44
faamenies | 0622005 2
Tanque 4 0,65 56
Tanque 5 0,64 56
Tanque 6 0,56 44

(1) Valores (média £ D.P para os triplicados e entre tanques experimentais).
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As taxas de sobrevivéncia obtidas no ensaio para a espécie, H. forskali, foram de
52% em ambos os tratamentos.

No que diz respeito as taxas de crescimento especifico, os resultados demonstram
gue o Tratamento 2 (0,62 + 0,05%/dia) obteve valores superiores comparativamente ao
Tratamento 1 (0,37 = 0,26%/dia), respetivamente.

O valor maximo obtido para o SGR foi no Tratamento 2, tendo alcancado um
crescimento diario de 0,65%/dia (tanque 4). Por outro lado, o valor minimo obtido foi no
Tratamento 1, tendo alcangado um crescimento diario de 0,08%/dia (tanque 2).

Em relacdo a este parametro, ndo foram verificadas diferengas estatisticamente
significativas (t-student, t=-1,666, p-value=0,171>0,05) quando comparados os dois

tratamentos experimentais (Figura 17).

—_ B00-

o)
=}

= 1 -

8

EE 060 = I
[} FETEH 1
a |
o 4 1
W |
[+1] 1
g E
E 040— |
w

E

= 4

[%5]

7]

o

o 0,20

=

m

] 4

m

'_ |

0,00~ sy aiaeniiad
Tratamentos

Figura 17- Comparacéo das taxas de crescimento especifico (SGR) entre os tratamentos. Os

valores séo expressos na forma (médiatDP).

Dado o exposto, os resultados demonstram que, apesar do Tratamento 2 apresentar
um maior crescimento diario comparativamente ao Tratamento 1, tal informag&o ndo tem
suporte estatistico.

De acordo com o que se pode observar na Tabela 8, ao longo do ensaio experimental
e das amonstragens realizadas (em anexo), as holotlrias, obtiveram sempre um
crescimento progressivo, através do seu incremento no peso, ndo tendo ocorrido nunca a

sua perda.
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Tabela 8- Ganho de peso médio (WG), taxa de crescimento (GR) e ganho de peso relativo
(RWG) dos exemplares relativamente ao ensaio de crescimento com a espécie H. forskali.

Ganh,o _de peso cr;:r:cxi?ni(ra]to Ganho_ de peso

meédio (g) (g/dia) relativo (%)

Tratamento 1 8,55 +6,34 0,20 £ 0,15 16,60 + 12,53
Tanque 1 9,47 0,23 22,55
Tanque 2 1,80 0,04 4,29
Tanque 3 14,39 0,34 34,26

Tratamento 2 15,12+ 1,44 0,36 £ 0,03 29,61 £ 2,45
Tanque 4 15,68 0,37 37,33
Tanque 5 16,20 0,39 38,57
Tanque 6 13,48 0,32 32,10

O Tratamento 2 obteve um ganho de peso médio (WG) de 15,12 + 1,44g e o
Tratamento 1 de 8,55 * 6,34g, durante os 42 dias experimentais. Sendo que, o
Tratamento 2 obteve praticamente o dobro do peso do Tratamento 1.

Outro indicador de crescimento é a taxa de crescimento (GR), tendo sido alcancado o
maior valor no Tratamento 2, 0,36 + 0,03g/dia e 0 menor valor no Tratamento 1, 0,20 +
0,15g/dia.

Relativamente ao ganho de peso relativo (RWG), este indicou um crescimento de
29,61 + 2,45% dos individuos no Tratamento 2. No Tratamento 1 o RWG foi
tendencialmente inferior ao Tratamento 2, tendo sido alcangcado um crescimento de 16,60
+ 12,53% no peso das holotlrias sujeitas a esta dieta experimental.

Em relacdo ao efeito dos dois tratamentos no peso humido inicial e final, os
resultados obtidos evidenciaram ndo existirem diferengas estatisticamente significativas
(t-student, ts»=-0,128, p-value=0,899>0,05; t¢=-1,479, p-value=0,151>0,05). E possivel
observar uma equidade nos pesos humidos iniciais em ambos os tratamentos no inicio do
ensaio experimental (Figura 18a). Sendo que, em relagdo ao peso humido final, verifica-
se uma ligeira superioridade no crescimento dos individuos no Tratamento 2 (microalgas)

relativamente ao Tratamento 1 (fezes e alimento ndo consumido) (Figura 18b).
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Figura 18- Comparacdo dos pesos himidos finais (a) e iniciais (b) médios entre os

tratamentos. Os valores sdo expressos na forma (médiazDP).

8.2 Teor de gordura e perfil lipidico

Na Tabela 9, é possivel observar os valores referentes as andlises bioquimicas
efetuadas para quantificar o teor de gordura total no musculo das holoturias, selvagens

(padrdo) , no Tratamento 1 e no Tratamento 2.

Tabela 9- Teor de gordura total (%) presente no musculo das holotdrias nos tratamentos

experimentais, com os respetivos valores de média + DP.

Tratamento Gordura total (%)
Selvagens (Padré&o) 0,69 +0,74
Tratamento 1 0,14 £ 0,01
Tratamento 2 0,12 £+ 0,02

Os valores obtidos para o teor de gordura total para os selvagens foram de 0,69 +
0,74%, para o Tratamento 1, 0,14 £+ 0,01% e para o Tratamento 2, 0,12 = 0,02%,
respetivamente.

De acordo com os resultados obtidos, é possivel verificar que os dois tratamentos
experimentais, apresentam valores tendencialmente inferiores para o teor de gordura

total, comparativamente aos selvagens (padréo).
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A Tabela 10 apresenta o teor de acidos gordos presentes no muasculo para as
holoturias nos dois tratamentos e nos selvagens. Como € visivel, nos Tratamentos 1 e 2,
o grupo de &cidos gordos presentes em maior quantidade sdo os &cidos gordos
saturados (2 SFA), apresentando valores, respetivamente, 61,31 £ 15,01% e 55,06 *
4,39%.

Relativamente aos selvagens é possivel observar que o grupo de acidos gordos em
maior quantidade diz respeito aos acidos polinsaturados (£ PUFA), com valor de 61,45 +
6,48%. Além disso, apresenta em relacdo aos restantes tratamentos, valores
tendencialmente superiores tanto de acidos polinsaturados, como de monoinsaturados (
MUFA) incluindo os w3 e w6, com excecdo dos acidos saturados com uma quantidade
de 33,56 + 8,00%.

No que diz respeito a razdo w3/w6 os valores obtidos nos dois tratamentos e nos
selvagens foram semelhantes entre si, correspondendo o maior valor ao Tratamento 2,
0,68 + 0,46%.

Tabela 10- Teor de &cidos gordos no musculo (%) das holotdrias nos dois tratamentos e nos

selvagens, com os respetivos valores de média + DP.

Selvagens Tratamento 1 Tratamento 2
Acidos gordos Média Média Média
(%) (%) (%)
Saturados 33,56 + 8,00 61,31 £ 15,01 55,06 + 4,39
Monoinsaturados 2,64 £ 0,65 1,47 +£0,13 1,81 £ 0,06
Polinsaturados 61,45 + 6,48 35,94 + 3,77 42 47 + 452
Omega 3 (W3) 18,65 + 4,06 10,05 + 2,18 15,47 + 3,40
Omega 6 (W6) 34,19 + 0,15 20,92 + 4,58 22,67 + 5,56
w3/w6 0,55 +1,76 0,48 £6,29 0,68 + 0,46

53



A Tabela 11 apresenta a composi¢cdo de cada um dos grupos de acidos gordos
identificados na Tabela 10, para as holoturias em todos os tratamentos.

Tabela 11- Composicao de acidos gordos no musculo (%) das holotdrias nos dois tratamentos

e nos selvagens, com os respetivos valores de médiatDP.

Selvagens Tratamento 1  Tratamento 2
Acidos gordos Média Média Média
(%) (%) (%)
B C16:0  1328+128 24,58 + 4,74 72,33’14 *
& C 18:0 19,78 +1,58 36,39+ 5,16 2'18’32 *
C 22:0 0,51 £ 0,23 0,34 + 0,47 N/D
< C18:1n9 0,67 £0,57 0,60 £ 0,28 N/D
L C18:1n7 1,97 £0,92 0,86 + 0,44 0,85 +0,12
= C18:4n1 8,01+091 4,97 £ 0,88 4,33 +1,24
C18:3n3 0,72 +0,06 N/D N/D
_ C18:4n3 1,44+0,18 1,16 + 0,04 0,75+ 1,05
< ‘;C';D C20:3n3 1,66 +£0,10 0,42 + 1,60 0,50 0,71
= EPA-C20:5n3 12,16 +1,42 6,33 £ 0,60 9,29 + 3,51
< C22:5n3 1,37 +0,42 1,37 £ 0,65 0,68 + 0,95
DHA-C 22:6 n3 1,31 +0,25 0,76 0,98 4,26 +1,82
C 18:2n6 N/D 0,10 £0,15 0,35+0,16
- C18:3n6 0,92 +0,17 0,54 +0,24 0,41 +£0,32
< E ARA-C20:4n6 2315+1,31  14,32+0,68 15,72 + 3,98
3 £ C22:2n6 7,28+0,01  3,92+1,98 4,73 +1,33
< C22:3n6  0,25+0,16 0,09 +0,13 N/D
C22:5n6 0,76 + 0,59 0,44 +£0,12 0,41 +0,20

Relativamente aos acidos gordos saturados, o Tratamento 1 foi 0 que apresentou um
maior teor de acidos gordos, nomeadamente do acido palmitico (C16:0) (24,58 + 4,74%),
do acido esteérico (C18:0) (36,39 + 5,16%) e do &cido beérico (C22:0) (0,34 + 0,47%),
embora este Gltimo em menor quantidade. No Tratamento 2 o acido gordo identificado em
maior quantidade foi o &cido estearico (C18:0) com 31,92 + 8,82%, enquanto 0s

selvagens, obtiveram 19,78 +£1,58% deste mesmo 4cido.
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O &cido palmitico (C16:0) e o acido esteérico (C18:0) estdo presentes em todos 0s
tratamentos experimentais, enquanto que o &cido beérico apenas se encontra no
Tratamento 1 e selvagens.

Relativamente aos acidos monoinsaturados, os selvagens obtiveram valores mais
elevados para este grupo de acidos gordos, a maior abundéancia centra-se no &cido (C
18:4 n1) com 8,01 + 0,91%, valor este tendencialmente superior quando comparado com
0s 4,97 £ 0,88% e 4,33 + 1,24% no Tratamento 1 e 2. Neste mesmo grupo, o acido oleico
(C 18:1 n9) encontra-se presente nos selvagens e no Tratamento 1 com uma quantidade
0,67 £0,57% e 0,60 £ 0,28%, respetivamente.

Para o grupo dos acidos gordos polinsaturados, verificou-se uma maior quantidade de
w3 (bmega-3) e w6 (dmega-6) nos selvagens, com algumas excec¢des. No que diz
respeito aos w3, o acido gordo alfa-linolénico (C 18:3 n3) apenas se encontra presente
nos selvagens com 0,72 + 0,06%.

Relativamente ao teor em &cidos gordos essenciais (EPA e DHA), os selvagens
apresentaram maior quantidade do acido eicosapentaendico (C 20:5 n3- EPA), 12,16 +
1,42%. Por outro lado, o 4cido docosahexandico (C 22:6 n3- DHA), encontra-se em maior
guantidade no Tratamento 2 (4,26 *+ 1,82%), seguindo-se dos selvagens (1,31 + 0,25%) e
por ultimo no Tratamento 1 (0,76 * 0,98%).

Para os acidos gordos polinsaturados w6, o acido que se apresenta em maior
guantidade é o acido gordo araquiddnico (C 20:4 n6- ARA) com 23,15 + 1,31% para 0s
selvagens, 15,72 + 3,98% para o Tratamento 2 e 14,32 + 0,68% para o Tratamento 1.

Neste mesmo grupo, o Tratamento 2 apresenta maior quantidade do &cido gordo
linoleico (C 18:2 n6), 0,35 + 0,16%, sendo que nos selvagens este acido gordo nao foi

identificado.

8.3 Determinac&o do indice Gonadossomatico

Para a determinac&o do indice Gonadossomatico (Gl) foram amostradas 6 holotdrias
no total (1 holotdria por tanque), sendo que apenas 3 holotlrias continham gdénada, pelo
gue foi impossivel calcular o Gl para os restantes exemplares. O Gl foi calculado com o
objetivo de avaliar o estadio de maturacéo sexual dos individuos no final do ensaio e esta

representado na Tabela 12.
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Tabela 12- indice Gonadossomatico (Gl) calculado para os exemplares submetidos ao ensaio

experimental de crescimento para o Tratamento 1 e para o Tratamento 2.

indice Gonadossomético (%)

6,47
Tratamento 1

5,04
Tratamento 2 4,68

E importante mencionar, que o peso das génadas no Tratamento 1 foi ligeiramente
superior ao Tratamento 2. Relativamente a cor observada nas gonadas, estas tinham
uma cor salmédo e branco transparente no Tratamento 1 e uma cor laranja claro, no
Tratamento 2.

Através da analise dos cortes histolégicos ao microscépio, foi possivel identificar uma
fémea amostrada, onde os odcitos eram percetiveis e dois machos com o limen
preenchido com espermatdcitos. Na Figura 19, € possivel observar um dos estadios de

odgenese: crescimento.
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Figura 19- Observacado do estadio de oogénese nas fémeas de Holothuria forskali. Foto A e

Al- Ovario com o6citos em crescimento.

E possivel observar, na foto A a presenca de odcitos em crescimento (primarios e
secundarios), assim como 0s primeiros o4citos vitelogénicos (pov) e odcitos vitelogénicos
intermédios (ovi).

Relativamente a espermatogénese, ou seja, ao desenvolvimento dos espermatocitos

dos machos de H. forskali, na Figura 20 é possivel observar 2 dos estadios de

espermatogénese: crescimento (B), maturo (C).
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Figura 20- Observacédo dos estadios de espermatogénese nos machos de Holothuria forskali.

Foto B- Estadio em crescimento; C- Estadio maturo.

Na Figura B, no estadio de crescimento, é possivel observar espermatécitos (esp) em
crescimento tardio, através da acumulacdo de espermatozoa (e) nos tubulos. Na Figura
C, no estadio maturo, jA se observa a presenca de espermatozoa, através dos

espermatdcitos (esp) evidentes.
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9. Discusséo de resultados

9.1 Crescimento, taxa de crescimento especifico e sobrevivéncia

Nos ultimos anos, tém sido realizados esfor¢cos na aquisicao de conhecimentos sobre
o acondicionamento, potencial biotecnoldgico, andlises sensoriais e biologia reprodutiva
da espécie, Holothuria forskali, com a finalidade de implementar um sistema de producéo
desta espécie, eficaz e rentavel (Chen, 2004, Santos et al., 2015).

Existem muitos estudos nutricionais focados no crescimento de pepinos-do-mar
tropicais (Hamel e Mercier, 1996; Wang et al., 2008). No entanto, estudos nutricionais
realizados em espécies temperadas, ainda sdo escassos (Santos, 2017).

Até a data, ainda ndo tinha sido realizado nenhum ensaio de crescimento com a
espécie, Holothuria forskali, integrada num sistema IMTA, com a finalidade de
reaproveitar os produtos de um efluente sem qualquer tipo de custo associado, de forma
a verificar se este mesmo efluente promove eficazmente o crescimento saudavel destes
organismos. As taxas de sobrevivéncia sdo um indicador do estado de saude dos
individuos, assim como do desempenho no decorrer do ensaio. Os resultados deste
estudo evidenciam que as holotarias nos dois tratamentos, exibiram taxas de
sobrevivéncia de 52%, em ambos.

Costa (2010) referiu num estudo relacionado com a sobrevivéncia e o crescimento do
pepino-do-mar, Holothuria grisea, que obteve taxas de sobrevivéncia de 68% e 60%.
Giraspy e Ivy (2008) mencionaram que as taxas de mortalidade (mais de 50%) de juvenis
da espécie, Holothuria scabra var. versicolor, foram elevadas durante as primeiras trés
semanas em todos os tratamentos.

No entanto, os resultados obtidos neste estudo, ndo vdo ao encontro da maioria dos
resultados relatados em estudos anteriores semelhantes, com espécies diferentes.
Anisuzzaman et al., (2017), obteve taxas de sobrevivéncia de 100% para a espécie
Apostichopus japonicus, num estudo relacionado com o efeito de diferentes algas na
dieta sobre o crescimento, sobrevivéncia e interleucina-10. Hai-Bo et al., (2015) num
estudo relacionado com a alteracdo do perfil de &cidos gordos no pepino-do-mar,
Apostichopus japonicus, através da inclusdo de diferentes percentagens de plantas
terrestres em diferentes dietas, obteve uma taxa de sobrevivéncia média de 87,5%.

Face aos resultados obtidos, existem diversos fatores que podem justificar as
reduzidas taxas de sobrevivéncia apresentadas neste estudo. E de notar que os
parametros fisico-quimicos da &gua foram mantidos dentro dos limites considerados

adequados (com excecdo da temperatura) para a espécie (Santos, 2017) bem como, a
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alimentacdo fornecida e o substrato adicionado aos tanques experimentais. Varios
autores relataram que a temperatura teve efeitos significativos sobre as taxas de
sobrevivéncia obtidas (Battaglene et al., 1999a; Mercier et al., 1999). Quando a
temperatura se encontra abaixo ou acima da temperatura 6tima de producdo de uma
determinada espécie, pode resultar numa taxa metabdlica declinada ou acelerada,
afetando diretamente a taxa respiratoria, de alimentacdo e de assimilacdo (Landau,
1992), sendo que a temperatura Gtima para o crescimento, bem como as tolerancias
térmicas, ainda sdo desconhecidas para a espécie em estudo.

Um estudo realizado por Santos et al., (2017) demonstou que a espécie, Holothuria
forskali, obteve uma taxa de sobrevivéncia de 100% ao longo do acondicionamento (6
meses), com a temperatura a variar entre 0os 16 e 18 °C.

No presente estudo, a temperatura média foi, 14,67+0,83 °C, saindo um pouco do
intervalo de temperatura estabelecido no estudo anterior. Porém, o facto do ensaio de
crescimento, ter sido realizado num sistema outdoor, onde o0s pepinos-do-mar estao
suscetiveis a passar por flutuacdes diarias de temperatura, pode ter interferido com as
taxas de sobrevivéncia obtidas. Contudo, um estudo realizado por Dong et al., (2006)
demonstrou que a espécie, Apostichopus japonicus, obteve taxas de sobrevivéncia de
100% para holoturias sujeitas a flutuacbes de temperatura de 15 (x2) °C (obtendo valores
maximos de SGR para esta mesma temperatura).

No entanto, uma vez que se trata de uma espécie tropical com caracteristicas
especificas e condi¢cbes diferentes de acondicionamento, nomeadamente: regime
nutricional, localizacdo geogréfica, condicbes de cultivo e pesos dos individuos, nada se
pode concluir.

Por estas razfes, afigura-se pouco provavel que o problema resida na temperatura,
uma vez que os individuos aparentavam alimentar-se bem, revolvendo o fundo dos
tanques com 0s seus tentaculos em forma de &rvore, manifestando o0 seu tipico
comportamento alimentar, bem como era possivel observar aquando da sifonagem, a
presenca de areia nas fezes, o que se refletiu no ganho de peso ao longo do ensaio. Sob
0 mesmo ponto de vista, se este parametro estivesse relacionado com a mortalidade
observada, as holotldrias iriam manifestar episédios de stress continuos (chegando
mesmo & evisceracdo completa) e acabariam por gastar as suas reservas para combater
esta adversidade, em vez de crescerem.

O excesso de carga organica nos tanques, ou seja, a possibilidade da quantidade de
alimento administrado durante o ensaio ndo estar ajustado as necessidades nutricionais
das holoturias, pode ter comprometido a sobrevivéncia destas. O excesso de matéria

organica (alimento ndo consumido), aumenta a concentra¢do de nutrientes na dgua dos
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tanques, que por sua vez, aumenta a proliferacdo de microrganismos aerobios, que se
alimentam destes mesmos nutrientes em excesso. O aumento da populacdo destes
microrganismos, leva a um grande consumo de oxigénio dissolvido na agua, altera o pH,
a qualidade da agua e ainda toda a biota envolvente.

Costa (2010) mencionou que no inicio da experiéncia as elevadas mortalidades
obtidas coincidiram com o excesso de matéria organica nesse periodo. Porém, uma vez
gue os parametros da agua eram monitorizados diariamente, estando os valores sempre
dentro dos limites adequados para a espécie, a agua dos tanques era substituida
diariamente e a quantidade das dietas administradas foram calculadas de acordo com a
bibliografia, esta hipotese ndo parece constituir um argumento valido.

Por outro lado, a substituicdo da agua diariamente, de forma a ndo ocorrerem
misturas entre dietas, pode ter contribuido para as elevadas taxas de mortalidade,
podendo provocar stress nos organismos. Embora a renovacgao integral da agua dos
tanques tenha sido sempre realizada de forma a minimizar possiveis situacdes de stress
fisiolégico, foi possivel observar, por duas vezes, a eviscera¢do de algumas holoturias,
evidenciando sinais evidentes de stress.

Como foi mencionado anteriormente e como € possivel observar no grafico da
mortalidade diaria (Figura 16), de dia 20 de abril a 28 de abril da experiéncia, a
mortalidade aumentou substancialmente, tendo sido observadas ulceracdes na epiderme
das holoturias pouco depois do inicio deste. Foi possivel visualizar que sempre gque se
retirava um individuo morto dos tanques experimentais, a pele continha uma grande
guantidade de muco e emanava um odor fétido.

As informacdes relativas a doencas bacterianas em holoturdides ainda séo limitadas.
No entanto, € frequentemente relatado que as diferentes espécies de holoturias
cultivadas podem sofrer de uma doenga que afeta o tegumento (Morgan, 2000).

Morgan (2000), relata que existe apenas um Unico artigo que refere que um
reprodutor da espécie, Holothuria scabra, sofria de uma doenga bacteriana. A infe¢éo
envolveu a perda da pigmentacdo epidérmica associada a presenca de grande
guantidade de muco viscoso. Becker et al.,, (2004) menciona ainda que juvenis da
espécie, Holothuria scabra, manifestavam uma doenga, nomeadamente, a doenca da
ulceracdo da pele. Esta é uma doencga extremamente contagiosa e resulta de uma
infecdo bacteriana grave que causa a morte dos organismos dentro de 3 dias. O primeiro
sinal da infecdo é um ponto branco que aparece no tegumento dos individuos, perto da
abertura cloacal. A infecdo estende-se rapidamente para todo o tegumento, levando a

morte dos organismos.
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Os recentes "Avangos na Agquicultura e Manejo de Pepinos Marinhos" (ASCAM)
afirmam que a ulceracdo da pele ou doencas relacionadas com esta, ocorrem em
diferentes espécies, distribuidas pelo mundo todo. Esta doenca foi registada na espécie,
Apostichopus japonicus, na China, foi observada também na lIsostichopus fuscus no
Equador e na Holothuria scabra na Australia e na Nova Caleddnia. Sabe-se que a doenca
€ causada por uma infecéo bacteriana, mas o agente patogénico que inicia as ulceracdes
cutaneas ainda ndo foi identificado (Becker et al., 2004).

No presente estudo, estas evidéncias foram comprovadas, nomeadamente 0 muco
viscoso e a perda da pigmentacdo epidérmica dos individuos, sendo que estas
constatacbes revelam fortes indicios que a mortalidade esteja relacionada com a
contracdo de uma doenca bacteriana.

Relativamente ao ensaio de crescimento, os resultados demonstram que, os dois
tratamentos experimentais contribuiram eficazmente para o incremento da condicao fisica
das holoturias, através do ganho de peso ao longo do ensaio experimental.

As trés espécies de microalgas selecionadas, Isochrysis galbana, Tetraselmis sp. e
Phaeodactylum triconutum, ndo sO supriram as necessidades nutricionais dos
organismos, como tiveram um efeito positivo no ganho de peso dos mesmos. Muitos
autores consideram que a melhor forma de encontrar um equilibrio nutricional em
pepinos-do-mar na fase adulta, at¢é mesmo em reprodutores, € fornecer um mix de
microalgas (duas a trés espécies), de forma a suprir as exigéncias nutricionais dos
individuos (Chen, 2003; Ivy e Giraspy 2006).

No presente estudo, a utilizacdo de microalgas liofilizadas parece ser uma dieta viavel
para incrementar o crescimento da espécie, Holothuria forskali. O processo de liofilizacao
mantém as propriedades nutritivas dos alimentos, uma vez que nao rompe as
membranas celulares das proteinas e vitaminas. Contudo, implicam um enorme
investimento por parte dos produtores e, conseguentemente, um enorme prejuizo
econdémico para as empresas.

O Tratamento 2, obteve um ganho de peso praticamente o dobro relativamente ao
Tratamento 1, sendo o maior valor encontrado para a taxa de crescimento especifico
(SGR) no Tratamento 2 (0,65%/dia).

Este facto pode ser justificado pelo elevado valor proteico das microalgas
administradas (>40%) e vai de encontro a estudos mencionados por diversos autores.
Um estudo com base na Apostichopus japonicus (Zhu et al., 2005) demostrou que esta,
manifestava um melhor crescimento quando alimentada com dietas contendo 18,21-
24,18% de proteina (Zhu et al., 2005), sendo o maior SGR obtido com niveis de proteina

de 33% (Seo et al., 2011). Chu Yuan e Appadoo (2007) também comprovaram este facto,
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mencionando que o pepino-do-mar Bohadschia marmorata quando alimentado com um
suplemento de proteina apresentou um melhor crescimento.

Por outro lado, Gunay et al., (2014) num estudo relacionado com o efeito de varias
temperaturas no crescimento e na taxa de sobrevivéncia de pepinos-do-mar da espécie,
Holothuria tubulosa, alcancou um SGR de 0,288 + 0,02%/dia. Os individuos foram
alimentados com algas marrom secas e em po.

No que diz respeito ao Tratamento 1, o SGR obtido foi de 0,37 + 0,26%/dia, sendo
este valor semelhante aos valores encontrados em estudos idénticos. Lavitra et al.,
(2010) num estudo relacionado com o efeito da temperatura no crescimento da espécie,
Holothuria scabra, em lagoas de terra, sem alimentacéo artificial, obteve um valor para o
SGR de 0,25%/dia. Por outro lado, Zamora e Andrew (2012), obtiveram valores para o
SGR de 0,71 * 0,05%/dia, em holotirias da espécie, Australostichopus mollis,
alimentadas com residuos de mexilhao.

Estudos anteriores demonstram que o0 pepino-do-mar, Apostichopus japonicus,
cresceu gradualmente quando inserido na natureza com fezes frescas de bivalves,
obtendo valores para a taxa de crescimento de 0,17, 0,21 e 0,28 g/dia (Yuan, 2005).
Estes resultados vdo de encontro aos resultados obtidos neste ensaio para holoturias
com tamanhos de peso humido iniciais, semelhantes ao do estudo em questao.

Yuan et al., (2006b) realizou um estudo onde quantificou o crescimento da espécie ,
Apostichopus japonicus, em regime intensivo através da inclusdo de cinco dietas
diferentes. As cinco dietas utilizadas na experiéncia foram: dieta A- Fezes secas de
bivalves; dieta B- 75% de fezes e 25% de algas em pé; dieta C- 50% de fezes secas e
50% de algas em p0; dieta D- 25% fezes secas e 75% de algas em p0; dieta E- Algas em
po.

Os resultados obtidos demonstraram que a dieta A (fezes secas), promoveu um
crescimento negativo das holotarias, com valores de SGR de -0,66%/dia. Um dos motivos
gue pode justificar este resultado é o processo de secagem das fezes (65°C durante 36
horas), podendo ter removido todos os beneficios inerentes a dieta, inclusive bactérias,
vitaminas e acidos gordos. Como tal, esta dieta ndo foi adequada para pepinos-do-mar
em cultivo intensivo. Uma raz&o para o Tratamento 1 ter obtido um SGR positivo e ter
contribuido para os resultados obtidos, pode estar relacionado com a utilizagdo de fezes
frescas da espécie, Litopenaeus vannamei, ndo removendo todos os beneficios inerentes
a esta dieta, promovendo o seu crescimento.

Contudo, as dietas mistas contendo fezes e algas em pd demonstraram resultados
promissores para o cultivo da espécie Apostichopus japonicus. Sendo que, as holoturias

alimentadas apenas com algas em po (dieta E), obtiveram um SGR de 1,31%/dia. Por
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outro lado, as holotdrias alimentadas com dietas mistas (dieta B, C e D) obtiveram
valores superiores de SGR. A dieta B (75% de fezes e 25% de algas em p0) foi a dieta
gue obteve o maior valor de SGR, 2,13%/dia.

Os valores obtidos para o0 SGR neste estudo, foram significativamente superiores aos
alcancados no presente trabalho. O Tratamento 2 obteve um crescimento diario de 0,62 +
0,05%/dia, sendo este valor bastante inferior a dieta E, 1,31%/dia. Tendo em conta que a
duracdo do ensaio experimental para a espécie Apostichopus japonicus foi semelhante,
assim como o peso médio inicial das holotlrias e uma vez que a dieta E possui um nivel
proteico bastante inferior a mistura de microalgas utilizadas durante o ensaio
experimental, uma possivel justificacdo podera estar relacionada com algum parametro
abidtico desajustado ou até mesmo com a biologia das préprias espécies em questao.

A substituicdo da agua diariamente e do substrato a cada 14 dias, de forma a manter
continuamente a matéria organica presente no substrato, pode ter contribuido para o
incremento do peso das holotdrias. Um estudo realizado por Laxminarayana (2005) refere
gue, a substituicdo da agua diariamente e do substrato a cada quinze dias, ao longo de
todo o ensaio experimental, mantém a matéria organica presente no substrato e
proporciona uma melhor qualidade da agua.

Outra justificacdo plausivel para o incremento do peso nos dois tratamentos, podera
estar relacionada com a agua proveniente do tanque das douradas, uma vez que esta,
trazia consigo residuos alimentares (matéria organica) que podem ter contribuido para o
aumento deste.

Tendo em consideracao estes resultados, é possivel verificar que os valores obtidos
para o0 SGR no presente estudo foram bastante satisfatérios, sendo as discrepancias
encontradas possivelmente justificadas por diferencas entre caracteristicas das espécies

em estudo, pesos e tipos de dietas administradas ao longo dos ensaios.

9.2 Teor de gordura total e caracterizacdo do perfil de &cidos gordos

O masculo das holotarias analisadas nos dois tratamentos experimentais e nas
holotlrias selvagens, apresentaram valores muito baixos para a gordura total,
nomeadamente, 0,69 + 0,74% para os selvagens, 0,14 + 0,01% para o Tratamento 1 e
0,12 + 0,02% para o Tratamento 2, respetivamente. Sendo que, 0s selvagens
apresentam um valor tendencialmente superior de gordura total comparativamente aos
dois tratamentos experimentais.

Os resultados obtidos neste estudo séo discrepantes dos resultados alcangados por

Bilgin e izci (2015), os autores obtiveram para a espécie, Holothuria forskali, uma
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percentagem de gordura total inferior aos valores obtidos no presente estudo, 0.256 +
0.208%. Os exemplares neste estudo, foram capturados em Esmirna (Turquia), no mar
Egeu, localizado no interior da bacia do mar Mediterraneo.

Deste modo, as diferencas encontradas para este parametro, podem estar
relacionadas com alteracbes sazonais no comportamento alimentar e variagcdes
geograficas (Chang — Lee et al., 1989).

Por outro lado, em aquacultura, verifica-se que as espécies produzidas apresentam
um teor de gordura mais elevado do que as selvagens, decorrente das rac¢des fornecidas,
da atividade fisica reduzida que desenvolvem durante a producdo e da otimizacdo das
taxas de crescimento, o que leva a que a sua composi¢ao corporal tenda a ter um maior
teor lipidico que as espécies selvagens (Ribeiro, 2011). Porém, nao foi o que se observou
nos resultados obtidos na analise bioquimica.

Uma possivel justificacdo para os resultados obtidos pode estar relacionada com a
altura do ano em que as holotlrias selvagens foram capturadas. As holoturias foram
capturadas no més de marco, numa altura em que houve excecionalmente uma forte
agitacao maritima em Peniche, sendo que estas, no meio natural, quando submetidas a
condicbes maritimas adversas, tendem a refugiar-se debaixo das rochas, armazenando
grandes quantidades de gordura nos seus corpos, gordura esta necessaria as suas
funcdes basicas (Santos, 2015).

No entanto, Santos et al., 2015, comparou a gordura total de trés espécies distintas
de holotarias selvagens, das quais a espécie Holothuria forskali foi a que apresentou
maior teor de gordura (4,83%), comparativamente as outras duas espécies, Holothuria
mammata (1,00%) e Stichopus regalis (3,63%). As amostragens neste estudo, para esta
analise bioquimica, foram realizadas no periodo outono/inverno, altura de forte agitacédo
maritima. Visto que, no estudo de Santos et al., 2015 as holoturias foram capturas no
mesmo local, ndo havendo variacdes sazonais no comportamento alimentar, nem
variagbes geograficas, a diferenca obtida entre os niveis de gordura total (0,69% e
4,83%) podem ser justificadas pelas raz8es mencionadas anteriormente, podendo ter
sido recolhidos individuos para analise, mais expostos a forte agitagdo maritima do que
0S no presente trabalho.

De acordo com Ozer et al., (2004), os processos de manuseamento também sao
passiveis de afetar a composi¢do quimica das holoturias, podendo este facto também
estar relacionado com a diferenca encontrada na gordura total.

Chang — Lee et al., (1989) definiram um intervalo geral percentual para a gordura total
das holotlrias, de 0,1 a 0,9%. Desta forma, os resultados obtidos neste estudo,

encontram-se em concordancia com este mesmo intervalo.
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Analogamente aos resultados anteriores, foi possivel observar que as holoturias
selvagens em relagdo aos dois tratramentos, apresentam valores superiores de acidos
gordos, em praticamente todos 0s grupos, com excecao dos acidos gordos saturados
(SFA) e da razéo entre o w3/w6. O Tratamento 2 foi 0 que obteve uma maior raz&o entre
estes dois grupos de acidos gordos, 0,68 + 0,46%, seguindo-se os selvagens, 0,55 +
1,76% e o Tratamento 1, 0,48 + 6,29%, respetivamente.

Segundo Maulvault et al., (2009) o consumo excessivo de w6 resulta na diminuicao
da sintese de acidos gordos w3, tais como o EPA e o DHA. Alguns autores sugerem que
os acidos gordos w6 possuem caracteristicas pro-inflamatérias, devido ao efeito anti-
inflamatério que os w3 possuem face aos w6 (Ghosh et al., 2006). Portanto, torna-se de
elevada importancia, em termos nutricionais, conhecer a relacdo entre estes acidos
gordos presentes nos alimentos ingeridos diariamente.

Existem algumas divergéncias de opinides relativamente a relagdo ideal entre os
w3:w6. Alguns autores e entidades, como a WHO e a FAO, chegam a um consenso e
recomendam dietas cujas razdes w3/w6 estejam compreendidas entre 1:5 a 1:4 (Martin
et al., 2006). Porém, razdes entre 1:3 e 1:2 tém sido também sugeridas pois poderao
possibilitar uma maior conversao do acido ALA em DHA.

Neste estudo verifica-se uma maior quantidade w6 face a w3, o que se deve
fundamentalmente a presenca em maior quantidade dos acidos ARA e do &acido
docosadiendico (22:2 n6).

Os acidos gordos saturados séo considerados uma gordura “ma”, estando associados
ao aumento do risco de doencas circulatérias e cardiacas, aumento do colesterol
sanguineo, particularmente do colesterol LDL (“mau colesterol”), etc. Ja foi comprovado
gue substituir a gordura saturada pela gordura insaturada na alimentacdo pode ajudar a
reduzir o colesterol LDL, um dos fatores de risco no desenvolvimento de doencas
coronarias (Candeias, 2013).

Porém, é necessario um equilibrio entre o consumo dos diferentes tipos de acidos
gordos, recomendando-se uma ingestao reduzida de acidos gordos saturados e acidos
gordos "trans” e um maior consumo de &cidos monoinsaturados e polinsaturados
(Candeias, 2013).

Os acidos gordos saturados (SFA) mais comuns no pescado sdo: o miristico (14:0), o
palmitico (16:0) e o estearico (18:0). O acido palmitico, comparativamente aos restantes
SFA, encontra-se, geralmente, presente em percentagens muito elevadas sendo aquele
gue mais se destaca. No entanto,.apesar do acido palmitico se encontrar presente em
todos os tratamentos em quantidades relativamente elevadas, o &cido gordo saturado

gue mais se destacou, apresentando um teor mais elevado foi o 4cido esteérico. Santos
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et al., 2015 obtiveram resultados semelhantes para a espécie H. forskali selvagem, onde
obtiveram uma maior percentagem do acido estearico embora estes valores tenham sido
inferiores aos obtidos neste estudo. Esta discrepancia podera estar relacionada com a
altura do ano em que ocorreram as capturas.

No que diz respeito aos dois tratamentos, o Tratamento 1 (36,39 + 5,16%) apresentou
um maior teor do &cido estearico comparativamente ao Tratamento 2 (31,92 + 8,82%). O
acido estearico € um acido gordo existente na maior parte das gorduras animais e
gorduras vegetais, sendo mais abundante nas gorduras animais (aproximadamente 30%)
do que nas gorduras vegetais (menos de 5%) (Candeias, 2013), podendo este facto estar
relacionado com o teor mais elevado encontrado para este tratamento. Contudo, apesar
de ser um acido gordo saturado, o acido estearico parece nao apresentar os efeitos
negativos associados a este tipo de gordura.

Um estudo mencionado por Bilgin e Tanrikulu, (2018) relacionado com as
propriedades nutricionais da espécie, Holothuria tubulosa, apresentou valores do. acido
palmitico, 6,460 + 0,574% e do acido estearico, 7,205 + 1,017%, bastante inferiores aos
obtidos neste estudo, tanto para os selvagens, como para o Tratamento 1 e 2.

No que diz respeito aos acidos gordos monoinsaturados (MUFA), o acido oleico
(18:1w9) é o que mais se destaca no perfil de acidos gordos do pescado, bem como o
acido palmitoleico (16:1w7). No entanto, no presente estudo, apenas se verificou a
presenca do 4cido oleico na composicdo do musculo das holotdrias, nos selvagens e no
Tratamento 1. Porém, no estudo anterior mencionado para a espécie H.tubulosa, Bling et
al, (2018) obteve valores superiores para o acido oleico, 4,062 + 0,334%, assim como no
estudo de Santos et al., (2015), 2,61 + 0,42%, comparativamente ao teor obtido neste
estudo para os selvagens, 0,67 + 0,57%.

Um motivo para este acido gordo ndo se encontrar presente no Tratamento 2, pode
estar relacionado com a néo inclusdo deste acido no perfil do alimento que lhes foi
fornecido na alimentacéo.

Diversos estudos evidenciam a necessidade de se incluir nas dietas elevados niveis
de acidos gordos polinsaturados, especialmente EPA e DHA, para que se atinjam os
niveis 6timos de desenvolvimento e crescimento desejados (Yildiz, 2008). No que diz
respeito, ao teor em acidos gordos essenciais (EPA e DHA), os selvagens apresentaram
maior quantidade do acido eicosapentaendico (C 20:5 n3- EPA), 12,16 + 1,42%. Por
outro lado, o acido docosahexandico (C 22:6 n3- DHA), encontra-se em maior quantidade
no Tratamento 2 (4,26 + 1,82%), seguindo-se dos selvagens (1,31 + 0,25%) e por ultimo
no Tratamento 1 (0,76 + 0,98%).
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Para os acidos gordos polinsaturados w6, o acido que se apresenta em maior
guantidade € o &cido gordo araquidonico (C 20:4 n6- ARA) com 23,15 + 1,31% para 0s
selvagens, 15,72 + 3,98% para o Tratamento 2 e 14,32 + 0,68% para o Tratamento 1.

Neste mesmo grupo, o Tratamento 2 apresenta maior quantidade do &cido gordo
linoleico (C 18:2 n6), 0,35 + 0,16%, sendo que nos selvagens este acido gordo nao foi
identificado.

Santos et al., 2015, relativamente aos acidos gordos essenciais, obteve para a
espécie, Holothuria forskali, valores inferiores de EPA (10,49 * 0,21%), DHA (1,01 +
0,09%) e ARA (20,3 £ 0,14%), comparativamente aos valores encontrados para 0s
selvagens. Sendo que, os valores obtidos para estes mesmos acidos gordos no
Tratamento 2, foram muito préximos aos resultados mencionados, chegando mesmo a
serem ultrapassados no teor do acido gordo ARA. Por outro lado, Bligin e izci (2016),
obtiveram valores inferiores destes mesmos acidos para a espécie em estudo, com
excecao do DHA (3,69 + 0,45%).

Diversos estudos mencionam que uma ingestdo desequilibrada e elevada do acido
linoleico (LA) inibe a capacidade natural do organismo sintetizar o DHA (Martin et al.,
2006; Soccol et al., 2003).

Nos resultados obtidos, os valores obtidos para o DHA foram inferiores em
comparagado com os valores obtidos para os 4cidos gordos EPA e ARA. Uma justificacao
plausivel para estes resultados, podera estar relacionada com a inclusdo do LA nas
dietas, ter sido desequilibrada ou elevada, conduzindo a uma inibicdo natural por parte do
organismo das holoturias, na sintese deste 4cido gordo essencial.

Ainda é importante referir que as holotlrias selvagens obtiveram valores de &cidos
gordos polinsaturados, bastante superiores aos saturados, contrariamente as duas dietas
experimentais. Os sedimentos marinhos contém um elevado nivel de acidos gordos de
cadeia ramificada, que se acredita serem de origem bacteriana (Graeme et al., 1988).
Uma vez que a alimentacdo das holoturias passa pela ingestdo de grandes quantidades
de sedimentos presentes no fundo marinho, é de esperar que estes organismos
contenham elevados teores em 4cidos gordos (Yahyavi et al., 2012).

Comparando os dois tratamentos experimentais, o Tratamento 2 obteve valores
superiores para a maioria dos acidos, nomeadamente EPA, DHA e ARA. Este facto pode
estar relacionado, com o elevado valor nutricional das microalgas administradas,
essencialmente em &cidos gordos essenciais. No entanto, os valores associados ao
Tratamento 1, podem estar relacionados com a lixiviagdo da racdo ndo consumida
acabando por perder nutrientes. Quanto maior o nivel proteico das ra¢des, como é o0 caso

(62%) e quanto maior o tempo de exposi¢do da ragdo a agua, maior € a transferéncia de
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nutrientes para o ambiente, diminuindo os nutrientes das rac¢des. O facto de sé alimentar
as holoturias uma vez por dia e ao final do dia (17h) pode ter contribuido para estes
resultados. A quantidade de efluente administrada (5% da biomassa) podera também ter
sido insuficiente para satisfazer as necessidades nutricionais das holoturias.

Mediante o exposto, pode concluir-se que a dieta que contém os produtos derivados
do efluente dos camardes, ainda é deficitaria, comparativamente ao perfil de &cidos
gordos do Tratamento 2 e das holotlrias selvagens, que apresentam valores mais
elevados destes mesmos acidos gordos, mais importantes para a nutricdo e saude
humana.

No entanto, tendo em conta os resultados obtidos neste estudo e 0s encontrados na
bibliografia, esta dieta parece ser promissora para o cultivo da espécie, Holothuria

forskali.

9.3 Analise histolégica e avaliacdo do estado de maturacdo das gonadas dos

individuos da espécie Holothuria forskali

No final do ensaio, com o intuito de avaliar o estado reprodutivo dos individuos apds o
ensaio experimental, em cada um dos tratamentos experimentais e consequentemente
fazer uma comparacdo com estudos histoldégicos com holotlrias selvagens da mesma
espécie, Holothuria forskali, foram utilizadas técnicas histoldgicas.

E possivel, através da avaliacdo do indice Gonadossomatico (Gl), ainda que de
carater subjetivo, consequéncia do alto conteldo em agua que 0s exemplares possuem
no interior do corpo, avaliar o estado de maturacdo no final do ensaio (Ramofafia et al.,
2003).

De acordo com diversos autores, o intervalo de Gl tido como o valor correspondente a
gbénadas maturas encontra-se compreendido entre 5-12% (Santos, 2013). Contudo, isto
nao se verifica nos resultados obtidos no ensaio, uma vez que foi encontrado um macho
num estadio de maturagdo em crescimento, para valores de Gl compreendidos neste
intervalo. Visto que, o intervalo percentual estabelecido abrange todas as espécies
holoturianas, neste caso, podemos estar perante uma excecao e, consequentemente,
esta espécie nao se enquadrar neste mesmo intervalo.

Porém, é sabido que o indice Gonadossomatico é afetado por diversos fatores, ndo
sO pelo peso das gonadas, como também pelo tamanho e peso corporal dos individuos.
O macho encontrado neste estaddio em crescimento, apresentou um peso da gonada
superior as restantes amostras, com um valor de Gl consequentemente superior. Tendo

em conta, que a sazonalidade do desenvolvimento das gonadas estd associada ao
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armazenamento de reservas organicas e minerais nos tecidos somaticos, que sao
transferidas para as génadas durante a gametogénese (Lawrence, 1976), a discrepancia
dos resultados obtidos pode estar relacionada com uma maior mobilizagéo das reservas
energéticas (nutrientes) para a maturagcdo das gonadas, em vez de gametas,
apresentando deste modo, valores de Gl compreendidos para este intervalo.

Segundo Conand (1993), as fémeas possuem por norma indices Gonadossomaticos
superiores aos dos machos, estando este motivo associado ao facto de desovarem
durante um maior periodo de tempo em relacdo aos machos. Contudo, nao foi o que se
verificou nos resultados obtidos, porém néo existe uma representatividade da amostra
consideravel para retirar qualquer tipo de concluséao.

As coloracdes observadas para as gonadas no Tratamento 1 foram cor salméo e
branco transparente. Por outro lado, a coloracdo das génadas para o Tratamento 2 foi um
laranja claro. Os resultados obtidos vao de acordo, com os resultados de Santos et al.,
(2015), em que as fémeas num estadio de maturac@o de crescimento apresentavam uma
coloracao das gonadas laranja claro (com um peso da génada também correspondente
ao intervalo de 1,3-6,59) e os machos uma coloracdo esbranquicada transparente (com
um peso da gonada correspondente 1,1-5,9g). No entanto, para a holotldria do sexo
masculino ja matura, a coloracdo obtida foi uma cor salmdo, como nos resultados
obtidos.

De acordo com Pratas (2018), pode afirmar-se que, quanto mais intensa é a
coloracdo da génada, mais avancado é o seu estadio de maturacéo, o que se verifica no
presente estudo. Estudos precedentes verificam que a coloracdo das gdnadas, bem
como o didmetro dos tubulos constituintes, se modificam ao longo dos anos, evoluindo de
acordo com o estiddio de maturacdo em que se encontram (Ghobadyan et al., 2012;
Navarro et al., 2012).

Relativamente ao estado de maturagdo das gonadas, ndo foi possivel, visualizar
todos os estadios de maturagcdo, sendo que o numero de amostras foi muito reduzido,
para além do curto periodo de estudo comparativamente a outros estudos de grande
relevancia, com base na biologia reprodutiva de holotlrias. No entanto, Santos et al.,
(2015) analisou a maturagdo dos tubulos das gonadas de H. forskali em cada més para
machos e fémeas selvagens, onde em relacdo ao més de maio (més em que terminou o
ensaio experimental), s6 foram encontrados tdbulos das gbnadas parcialmente
desovados (estadio IV) e maturos (Ill) para as fémeas e parcialmente desovados para 0s
machos. Contrariamente, neste estudo, foram observadas génadas em diferentes

estados de maturacdo analogamente ao estudo anteriormente referido. Sendo que, foram
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encontradas génadas em estadios de crescimento (estadio Il) e maturas (estadio Ill) para
0S machos e em crescimento para uma fémea, neste mesmo més.

A maturacao das gonadas é controlada por fatores endoégenos, mas é profundamente
afetada por fatores exdgenos, particularmente a temperatura (Santos, 2013). Conand
(1993) menciona que os ciclos reprodutivos anuais sdo caracteristicos da maior parte das
espécies temperadas, cuja época de desova ocorre como consequéncia da conexao do
aumento da temperatura com a intensidade da luz, conduzindo, consequentemente, a
uma maior oferta de alimento para pepinos-do-mar.

Shiell e Uthicke (2006) afirmam que a maturacdo das gonadas em alguns
equinodermes é supostamente influenciada pela disponibilidade e qualidade dos
alimentos.

As dietas administradas ao longo do ensaio experimental, assim como as flutuacdes
diarias da temperatura da agua podem ter interferido no estado de maturacdo das
gonadas, levando a um atraso da gametogénese comparativamente ao estudo em

guestao.
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10. Consideragdes finais

Os resultados obtidos neste trabalho experimental, revelaram grandes
potencialidades da espécie Holothuria forskali, se integrar no cultivo da empresa
Riasearch. No entanto, o motivo para as baixas taxas de sobrevivéncia obtidas tera que
ser descoberto e ultrapassado.

Relativamente as dietas experimentais, os resultados alcancados sugerem que, a
inclusdo dos produtos derivados do efluente dos camarbes da espécie Litopenaeus
vannamei, como dieta, revelaram ser um candidato para substituir a dieta comumente
administrada as holoturias, as microalgas.

Porém, de acordo com os resultados obtidos e com a bibliografia, seria importante,
realizar uma andlise quimica aos produtos derivados do efluente utilizado no ensaio
experimental e reajustar a dieta de forma a proporcionar um melhor equilibrio nutricional,
eventualmente através da conjugacao de diferentes percentagens de microalgas e fezes
de crustaceos, de forma a potenciar um crescimento saudavel e a melhora-lo.

Outra questdo a ter em consideracdo, num estudo futuro, esta relacionada com o
sistema experimental e, consequentemente, com o desenho experimental. Seria
interessante reformular o sistema, de forma a conseguir testar diferentes dietas num
sistema fechado, nomeadamente num sistema RAS, em condi¢des indoor, onde todos os
parametros experimentais sejam passiveis de serem controlados e manipulados de
acordo com o estudo em questdo ou com os parametros considerados ideias para a
espécie. De igual forma, seria importante utilizar um maior nimero de exemplares, para
obter resultados mais fidedignos, possibilitando, deste modo, realizar uma analise
estatistica a todos 0os componentes em estudo.

O sucesso do cultivo de pepinos-do-mar, depende de diversos fatores,
nomeadamente de avangos no conhecimento da biologia reprodutiva de diversas
espécies comercialmente viaveis, como também, da otimizagdo dos conhecimentos
direcionados na alimentacdo e na nutricdo mais adequada a cada fase do ciclo de vida
das holoturias.

Na industria da aquacultura, um dos maiores desafios é o desenvolvimento de dietas
6timas do ponto de vista nutricional, com um menor custo associado e um menor dano
ambiental possivel. Neste estudo, concordantemente com os resultados anteriormente
obtidos, os produtos derivados do efluente dos camardes utilizados como dieta
experimental ndo acarretam qualquer tipo de investimento para a empresa,
transformando-o num produto adicional, de valor acrescentado, contrariamente as

microalgas liofilizadas que apresentam custos bastante elevados.
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Relativamente a analise histologica, futuramente seria interessante perceber qual dos
dois fatores (temperatura ou alimentacdo), teve um maior impacto no atraso da
gametogénese em comparacao com as holotdrias selvagens.

Em suma, conclui-se que a integracao da espécie H. forskali num sistema IMTA é
viavel, proporcionando o seu crescimento. Contudo, relativamente ao valor nutricional, a
dieta (fezes + alimento ndo consumido) pode ser melhorada, quando comparada com 0s
valores obtidos referentes ao perfil de acidos gordos das holoturias selvagens.

Os resultados obtidos neste trabalho experimental, podem ser Uteis no
desenvolvimento de dietas mais apropriadas, econémicas e sustentaveis. Sendo que, é
de extrema importancia realizar estudos mais aprofundados, de maneira a conhecer as
necessidades nutricionais ideais das holotlrias, nomeadamente desta espécie com

potencial para ser introduzida no mercado ocidental.
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VIl.  Anexos

Tabela 1- Primeira amostragem realizada para a Holothuria forskali, inicio do

acondicionamento.

Inicio do ensaio: 28 de Marco
Final do ensaio: 8 de Maio
Duragao: 42 dias
Tratamento 1 Tratamento 2
Tanque 1 2 3 4 5 6
Tratamento F F F M | M
Holoturia/Tanque 9 9 9 9 9 9
Parametro WWi(g) WWi(g WWi(g WWI(g WWi(g WWI(g)
Biomassa (g) 465,1 457,6 450,0 445,6 464,5 446,3
Média 51,7 50,8 50,0 49,5 51,6 51,6
22 de Margo Acondiconamento: (7 dias)

Pesos individuais (g)
Média (Mean) 51,68 50,84 50,00 49,51 51,61 49,59
Desvio-padrdo (SD) 12,82 14,56 13,28 14,05 12,15 15,03

Holoturia 1 41,4 57,0 51,6 44,0 65,5 24,8
Holoturia 2 48,6 33,5 44,5 63,2 51,0 68,5
Holoturia 3 35,8 60,1 36,4 58,9 49,6 36,1
Holoturia 4 61,8 66,3 61,3 22,5 40,5 63,2
Holotdria 5 54,7 46,1 68,0 57,3 30,4 39,3
Holoturia 6 44,6 23,2 50,2 37,2 46,3 62,7
Holoturia 7 39,9 53,6 24,6 67,3 50,4 51,6
Holoturia 8 73,4 66,3 54,8 45,7 65,2 59,7
Holotdria 9 64,9 51,5 58,6 49,5 65,6 40,4

Tabela 2- Segunda amostragem realizada, fim do acondicionamento e inicio do

ensaio de crescimento.

Tratamento 1 Tratamento 2
Tanque 1 2 3 4 5 6
Tratamento F F F M M M
Holoturia/Tanque 9 9 9 9 9 9
Parametro WW(g) WW(g) WW(g WW(g) WW(g) WW(g)
Biomassa (g) 4710  464,4 4558  453,1 4725 453,3
Média 52,3 51,6 50,6 50,3 52,5 50,4
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Dia: 28 de Mar¢o Fim do acondicionamento
Pesos individuais (g)
Média (Mean) 52,33 51,60 50,64 50,34 52,50 50,37
Desvio-padrao (SD) 12,68 14,44 13,16 14,04 12,19 14,86

Holoturia 1 73,7 24,3 55,5 44,6 31,3 63,8
Holoturia 2 65,6 66,8 50,5 60,0 51,6 52,5
Holoturia 3 49,2 34,3 25,5 68,1 47,1 37,2
Holoturia 4 45,5 67,0 37,3 38,0 66,3 40,9
Holoturia 5 36,7 46,8 52,3 23,4 41,6 25,9
Holoturia 6 62,3 52,3 59,4 50,4 51,3 69,0
Holoturia 7 40,5 60,9 68,5 46,6 65,7 63,4
Holoturia 8 42,1 57,7 61,7 58,1 50,3 60,4
Holoturia 9 55,4 54,3 45,1 63,9 67,3 40,2

Tabela 3- Terceira amostragem realizada para o ensaio de crescimento.

Tratamento 1 Tratamento 2

Tanque 1 2 3 4 5 6

Tratamento F F F M M M

Holoturia/Tanque 9 8 8 8 9 9

Parametro WW(g) WW(g) WW(g) WW(g) WW(g) WW(g)
Biomassa (g) 485,5 411,6 413,4 457,5 501,1 483,4
Média 53,9 51,5 51,7 57,2 55,7 53,7
Dia: 10 de Abril
Pesos individuais (g)

Média (Mean) 53,94 51,45 51,68 57,19 55,68 53,71

Desvio-padrao (SD) 12,25 14,19 13,88 10,10 12,12 14,64

Holotdria 1 42,7 68,5 63,1 63,1 55,0 55,9
Holoturia 2 64,4 56,1 27,6 71,3 34,6 30,0
Holotdria 3 47,4 48,8 38,3 67,1 50,0 43,5
Holoturia 4 38,6 59,3 70,3 48,5 68,8 40,4
Holotdria 5 75,5 54,2 60,9 61,2 53,7 63,5
Holoturia 6 64,2 62,8 54,0 42,1 44,6 72,4
Holotdria 7 51,0 25,9 52,2 49,8 69,4 44,4
Holoturia 8 57,5 36,0 47,0 54,4 54,8 67,0

Holoturia 9 44,2 70,2 66,3



Tabela 4- Quarta amostragem durante o ensaio de crescimento.

Tratamento 1 Tratamento 2

Tanque 1 2 3 4 5 6

Tratamento F F F M M M

Holoturia/Tanque 9 7 8 8 9 9

Parametro WWi(g) WWi(g WWi(g WWi(g WWi(g WWI(g)
Biomassa (g) 498,3 374,4 426,5 485,4 528,0 511,2
Média 55,4 53,5 53,3 60,7 58,7 56,8
Dia: 19 de Abril
Pesos individuais (g)

Média (Mean) 55,37 53,49 53,31 60,68 58,67 56,80

Desvio-padrdo (SD) 12,11 15,09 13,69 10,26 11,65 14,37

Holoturia 1 76,5 64,2 29,7 51,6 48,3 34,1
Holoturia 2 40,6 57,5 53,9 46,2 53,5 43,2
Holoturia 3 59,2 28,0 71,3 66,3 71,0 75,6
Holoturia 4 44,5 55,7 55,6 64,6 38,5 46,8
Holoturia 5 65,6 37,8 48,7 70,5 71,9 59,3
Holoturia 6 66,1 70,1 39,8 53,0 73,1 68,1
Holoturia 7 45,7 61,1 62,6 57,3 58,2 70,4
Holoturia 8 51,8 64,9 75,9 57,9 66,3
Holoturia 9 48,3 55,6 47,4

Tabela 5- Ultima amostragem, fim do ensaio de crescimento para a espécie

Holothuria forskali.

Tratamento 1 Tratamento 2

Tanque 1 2 3 4 5 6

Tratamento F F F M M M

Holoturia/Tanque 5 5 4 5 5 4

Parametro WW(g) WW(g) WW(g) WW(g) WW(g) WW(g)
Biomassa (g) 308,9 267,0 260,1 330,1 343,5 255,4
Média 61,8 53,4 65,0 66,0 68,7 63,9
Dia: 8 de Maio
Pesos individuais (g)

Média (Mean) 61,78 53,40 65,03 66,02 68,70 63,85
Desvio-padrao (SD) 11,31 18,24 6,55 9,19 10,13 13,71
S ovle 8% 3% 10% 4% 15%  21%
Holoturia 1 76,4 30,2 66,7 55,9 73,9 46,3
Holoturia 2 58,4 71,5 72,6 58,5 66,3 69,4
Holoturia 3 45,9 56,6 56,8 78,7 52,0 61,1
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Holoturia 4
Holoturia 5
Holoturia 6
Holoturia 7
Holoturia 8
Holoturia 9

67,5
60,7

69,4
39,3

64,0

66,8
70,2

76,6
74,7

78,6

Tabela 6- Folha de registo diario para a mortalidade diaria, em todos os tanques
experimentais.

04/abr | 05/abr | 13/abr | 20/abr | 21/abr | 23/abr | 24/abr | 26/abr | 27/abr | 28/abr | 04/mai | 08/mai | Total
Tanque 1 1 1 1 1 1 5
Tanque 2 1 1 1 1 ©
Tanque 3 1 1 1 1 4
Tanque 4 1 1 1 1 ©
Tanque 5 1 2 1 4
Tanque 6 1 1 1 1 1 5

10,00 —

Ganho de peso relativo (%)
S 3
b3 2

g

0,00

F
Tratamentos

Figura 1- Comparacdo do ganho de peso relativo (RWG) entre os tratamentos. Em

relacdo a este parametro, ndo foram verificadas diferencas estatisticamente significativas

(t-student, tw)= -1,748, p-value=0,155>0,05) quando comparados os dois tratamentos

experimentais.
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Figura 2- Comparacéo do ganho de peso médio (WG) entre os tratamentos. N&o foram

verificadas

diferencas

estatisticamente

significativas

(t-student,

t)=

value=0,155>0,05) quando comparados os dois tratamentos experimentais.
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Figura 3- Comparacdo das taxas de crescimento (GR) entre os tratamentos. Nao foram

verificadas

diferencas

estatisticamente

significativas

(t-student,

ta)=

value=0,157>0,05) quando comparados os dois tratamentos experimentais.
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