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Resumo

A corvina-legitima (Argyrosomus regius) € uma espécie que apresenta um elevado valor
comercial e que, sob condicbes de temperatura adequadas, apresenta caracteristicas
interessantes para a pratica de uma aquacultura mais sustentavel e diversificada na area

do mediterraneo.

Uma vez que € uma espécie carnivora com altos requisitos proteicos, e que nos ultimos
anos se destaca como candidata de exceléncia para a diversificagdo da aquacultura,
inimeros estudos tém sido efetuados para determinar quais realmente sao 0s seus niveis
ideais de proteina dietética e de que maneira os ingredientes sédo capazes de impulsionar
0 seu crescimento, de forma a tornar esta espécie cada vez mais apelativa para a industria,

de um ponto de vista econémico e ambiental.

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito combinado da temperatura da agua e da
fonte e teor proteicos da dieta no crescimento, por parte de juvenis de corvina-legitima.
Para tal, os peixes (peso corporal inicial: 30,17 + 5,589) foram sujeitos a quatro tratamentos
distintos (LT CP55, HTCP50, HTCP55 e HT CP55 ALT), realizados a duas temperaturas
(22 e 26 °C) e alimentados com trés dietas isolipidicas (16,2%), constituidas por 50% de
proteina bruta (CP) (dos quais 24,5% eram farinhas de peixe (FP)) e 25,5% eram proteinas
de origem vegetal (PV)) (CP50); 55% de CP (dos quais 28% eram FP e 27% eram PV)
(CP55); e a dieta alternativa também com 55% de CP (dos quais 7% eram FP, 21% PV e
27% farinhas de aves (FA)) (CP55 ALT), durante um periodo de 56 dias.

Quando comparados os tratamentos com diferentes temperaturas de agua (LT CP55 e HT
CP55), constatou-se que, os individuos sujeitos a 26 °C, obtiveram uma performance
notoriamente superior, demonstrando um peso final de 134,53 + 23,039 e valores de taxa
de crescimento especifico (TCE), taxa de conversdo alimentar (TCA), taxa de eficiéncia
proteica (TEP) e retengéo proteica (RP), significativamente superiores, com excec¢ao do
indice de consumo diario (ICD) e do indice hepatossomatico (IHS), que nao diferiram entre

individuos tratados a diferentes temperaturas.
Quando os juvenis foram alimentados com diferentes fontes e teores proteicos (HT CP50,

HT CP55 e HT CP55 ALT), apenas se verificaram diferencas nos valores TCA e IHS,

demonstrando que, apesar de os peixes alimentados com 55% de CP fazerem uma melhor
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utilizacdo dos alimentos a temperaturas de 26 °C, a fonte e teor proteicos nao influenciam
a sua performance de crescimento.

Os resultados deste trabalho demonstraram que a temperatura € um fator de extrema
importancia no cultivo de juvenis de corvina-legitima, e que os individuos desta espécie
podem ser alimentados com dietas que substituem em grande parte as farinhas de peixe
por farinhas de aves.

Palavras-chave: Argyrosomus regius, corvina-legitima, proteina, temperatura,

crescimento, farinhas de aves.
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Abstract

Meagre (Argyrosomus regius) is a species with high commercial value which, under
appropriate temperature conditions, presents interesting attributes for a more sustainable
and diversified aquaculture practice in the Mediterranean area.

Since it is a carnivorous species with high protein requirements, that in recent years stands
out as an excellent candidate for the diversification of aquaculture, numerous studies have
been carried out to determine what are its ideal dietary protein levels and how ingredients
can boost its growth, in order to turn this species increasingly appealing to the industry,

from an economic and environmental point of view.

This study aimed to evaluate the combined effect of water temperature and the diet protein
source and content on the growth of meagre juveniles. For that purpose, fish (initial body
weight: 30.17 £+ 5.58g) were subjected to four different treatments (LT CP55, HTCP50,
HTCP55, and HT CP55 ALT), performed at two temperatures (22 and 26 °C), and fed with
three isolypdic diets (16.2%), consisting of 50% crude protein (CP) (of which 24.5% were
fish meal (FP) and 25.5% were plant proteins (PV)) (CP50), 55% CP (of which 28% were
FP and 27% were PV) and the alternative diet also with 55% CP (of which CP (of which 7%
were FP, 21% PV and were 27% poultry meal (FA)) (CP55 ALT), during a period of 56 days.

When comparing treatments with different water temperatures (LT CP55 and HT CP55), it
was found that individuals under 26 °C obtained a notoriously superior performance,
demonstrating a final weight of 134.53 + 23.03g and values of specific growth ratio (TCE),
feed conversion ratio (TCA), protein efficiency ratio (TEP) and protein retention (RP)
significantly higher, except for the daily feed intake (ICD) and hepatosomatic index (IHS),

which did not differ between individuals treated at different temperatures.

When the juveniles were fed with different sources and protein contents (HT CP50, HT
CP55, and HT CP55 ALT), the only difference was in the TCA and IHS values,
demonstrating that, although fish fed 55% CP made better use of food, at temperatures of

26 °C, the source and protein contents did not influence their growth performance.



The results of this work demonstrated that temperature is an extremely important factor in
the cultivation of meagre juveniles and the juveniles of this species can be fed with diets
that largely replace fish meal with poultry meal.

Keywords: Argyrosomus regius, meagre, protein, temperature, growth, poultry meal.
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1. Introducgéao

Uma das caracteristicas mais notaveis das populacdes é a sua admiravel adaptabilidade.
Os organismos, sendo estes humanos ou ndo, respondem a caracteristicas estruturais e
funcionais do ambiente que os rodeia, podendo também responder a altera¢cdes no seu
ambiente por meio de alterag6es morfoldgicas e funcionais. A adaptabilidade humana, diz,
portanto, respeito ao éxito ecoldgico, avaliado por meio de critérios demograficos,

energéticos ou nutricionais (Morgan, 1994).

Desde muito cedo na histéria do Homo sapiens, 0s recursos provenientes do meio aquatico
eram vistos como um recurso acessivel, representando uma fonte nutritiva, rica em
proteina (Nash, 2011).

Estudos arqueoldgicos indicam que foi durante o periodo paleolitico, aquando a revolucao
cognitiva (70.000-50.000 anos atras), que comecgaram a haver os primeiros vestigios de
existéncia da pratica pesqueira, sendo esta, em conjuncdo com a caga € a recolecéo, uma
das principais funcbes humanas, para a obtencdo de alimento (Sainsbury, 1986; Harari,
2014). O inicio do periodo neolitico (12.000-10.000 anos atras) da-se com a revolucao
agricola e origem do sedentarismo. Nesta altura as populacées humanas tendem a
acomodar-se num territorio, sendo os territérios mais préximos de zonas litorais e fluviais,
tendencialmente mais populosos, devido a grande concentracdo de recursos proteicos
provenientes do meio aquatico (Morgan, 1994; Harari, 2014). A transicao para a agricultura
levou 0 Homem a domesticar espécies animais e vegetais, de modo a produzir o seu
préprio alimento, e é na China (ha cerca de 4.000 anos atras) que se comeca a produzir
organismos aquaticos. Sendo entdo a pratica da aquacultura originaria da China, com
recurso a “Roman Vivariae Piscines”, conhecidas mais tarde como viveiros (figura 1.1), e
desde ai, através de avangos técnicos e cientificos, a aquacultura chegou ao crescimento

expansivo e a globalizagdo dos dias de hoje (séc. XXI) (Nash, 2011; Jancsary, 2017).



Figura 1.1:Louis-Joseph Yperman: La péche au vivier, 1910, baseada numa obra original de 1343
- 1344. Camara do Cervo, Palacio dos Papas de Avinhdo. Crédito: © RMN-Grand Palais/Martine
Beck-Coppola. Fonte: https://www.photo.rmn.fr/archive/92-005160-2C6NUO

Ao longo dos anos tem havido varias definicbes para o termo aquacultura. Segundo a FAO
(1997; 2011), a aquacultura define-se como sendo o cultivo de organismos aquaticos
incluindo peixes, moluscos, crustaceos, plantas aquaticas, entre outros organismos
aqguaticos. Implicando esta pratica, intervencdes que visam um aumento e melhoria da
producdo, para além das suas capacidades naturais, como um repovoamento regular,

continua disponibilidade de alimento, protecdo contra predadores, etc.

1.1. O Crescimento da populagdo mundial, o aumento da
demanda global por alimentos e a procura de pescado como

fonte de proteina

No decorrer do ultimo século a populagdo mundial sofreu um crescimento bastante
significativo. Em 1915, existiam cerca de 1,8 bilides de habitantes em todo o globo. Hoje,
de acordo com o ultimo relatério World Population Prospects, publicado pela Organizacao
das Nagdes Unidas (ONU), em 2019, o numero de habitantes é de aproximadamente 7,7
bilides. Este facto levanta, nos dias de hoje, sérios desafios para o futuro no que diz
respeito ao fornecimento de alimentos de alta qualidade e alimentac&o rica em nutrientes,
altura em que serd necessério alimentar uma populacéo que, segundo os ultimos dados



das projecBes de variante média, podera chegar aos 8,5 bilides em 2030, 9,7 bilides em
2050 e, até ao final do decorrente século, 10,9 bilides de pessoas (figural.2).

Population by region, in billions
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Figura 1.2: Modelo de projecéo do cres’cimento’da populacao mundial, por regiées (América Latina
e Caraibas, América do Norte, Africa, Asia, Europa e Oceénia) até 2100. Fonte:
https://www.pewresearch.org.

Este crescimento, adjacente ao aumento da esperanca média de vida e crescente
tendéncia do aumento dos rendimentos em paises em desenvolvimento, provocam o
aumento da demanda global por alimentos, que se expecta aumentar entre 59 a 98% até

2050, e, por conseguinte, a crescente procura por nutrientes de qualidade (ONU, 2019).

Acompanhando esta tendéncia, o consumo global de pescado para alimentacdo humana
aumentou em média 3,1% por ano, desde 1961 até 2017, representando aproximadamente
0 dobro da taxa anual de crescimento populacional para 0 mesmo periodo de tempo. Este
ultrapassa, inclusivamente, o consumo de todas as outras fontes de proteina animal (carne,
lacticinios, leite, etc.), que contaram com um aumento médio anual de 2,1%. Este aumento
traduz-se num incremento no consumo per capita de pescado de 9,0 kg (equivalente a
peso vivo), em 1961, para 20,5 kg, em 2018, um crescimento aproximado de 1,5% ao ano.
Em 2017, o consumo de pescado representou 17% da ingestdo de proteina de origem
animal e 7% de todas as proteinas consumidas. Globalmente, o pescado é responsavel

por 20% da ingestao per capita de proteinas de origem animal (figura 1.3) (FAO, 2020).
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Figura 1.3: Contribuicdo do pescado como fonte de proteina animal para a populagdo mundial,
valores médios 2015 — 2017. Fonte: FAO - The State of World Fisheries and Aquaculture (2020).

Segundo estudos da Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO),
publicados em 2017, o consumo de pescado ir4 continuar a aumentar, fazendo face a
producdo de animais terrestres para consumo humano. E expectavel que, no inicio da
corrente década (2020), se atinjam os 25 kg per capita. Esta tendéncia deve-se a praticas
alimentares mais saudaveis e sustentaveis, nomeadamente, a compreensao por parte das
populacdes mais desenvolvidas e com maior poder de compra, de que a inclusdo do
pescado na dieta do dia-a-dia é saudavel e acarreta tanto beneficios para a saude, como
também esta associada a préaticas de produgdo mais sustentaveis face a producdo de

proteina proveniente de animais terrestres (Lund, 2013).

Com os stocks pesqueiros considerados biologicamente sustentaveis a sofrer uma
diminuicdo de 26,9%, desde 1974 até 2017, a exploracdo dos stocks biologicamente
insustentaveis a aumentar 34,2% até entdo (figura 1.4) e a populagdo em constante
crescimento para ser alimentada, torna-se cada vez mais importante a implementacéo de
regulamentos e medidas de conservacdo dos recursos da pesca (DGRM, 2020; FAO,

2020), havendo como solucéo a producéo destes recursos em aquacultura.
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Figura 1.4: Tendéncia dos stocks pesqueiros marinhos a nivel global desde o ano 1974 até 2017.
Fonte: FAO - The State of World Fisheries and Aquaculture (2020).

Com as capturas a variar entre 86 e 93 milhdes de toneladas por ano, desde o final da
década de 80 (devido a sua sobre-exploracéo), e a aquacultura a sofrer um crescimento
exponencial desde o inicio da mesma década, a aquacultura passou a ser vista como um
meio sustentavel de garantir o abastecimento de pescado e proteina animal a crescente
populacdo. A partir de 2014, comegou, inclusivamente, a contribuir mais para esse efeito,
do que a prépria pesca (FAO, 2020; Lem et al, 2014).

1.2. Panorama mundial da aquacultura

A aquacultura é o setor de produgdo alimentar com maior rapidez de crescimento no
mundo, estando a desenvolver-se, a expandir-se ou a intensificar-se em quase todas as
regides do planeta (FAO, 2018a; Subasinghe et al., 2009).

Na sua maioria, as produgdes originarias de paises em desenvolvimento sédo realizadas
em regime extensivo ou semi-intensivo, muitas vezes utilizando técnicas de policultura. Em
contraste estdo as producdes da maioria dos paises desenvolvidos, que se baseiam numa
producéo intensiva de organismos com maior valor de mercado (Eurostat, 2020; Hasan,
2001).



A producédo global de pescado proveniente de aquacultura cresceu exponencialmente
durante as ultimas décadas, chegando aos 46% (com a China a contribuir com 16,3% da
producdo) em 2018, face aos 25,7% (com a China a contribuir com 13% da producéo) no
inicio do novo milénio (FAO, 2020)

De acordo com a mais recente edicdo do The State of World Fisheries and Aquaculture,
publicado pela FAO em 2020, a producdo mundial em aquacultura atingiu, em 2018, o
recorde das 114,5 milhdes de toneladas (equivalente a peso vivo) (Figura 1.5), o
correspondente a 263,6 bilides de USD, sendo 82,1 milhdes de toneladas (250,1 bilides de
USD) referentes a animais aquaticos, 32,4 milhées de toneladas de algas (13,3 bilides de
USD) e 26 mil toneladas de matérias ornamentais, como conchas e pérolas (179 mil USD).
Nesse mesmo ano, 39 paises representantes de todas as regides do globo, com excecao

do conjunto que forma a Oceénia, produziram mais pescado do que capturaram.
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Figura 1.5: Evolucdo da producdo da pesca e da aquacultura desde 1950 até 2018. Fonte: FAO -
The State of World Fisheries and Aquaculture (2020).

A producdo mundial de animais aquéaticos é dominada pela Asia, com um contributo de
89% referente as duas Ultimas décadas. Estes niUmeros devem-se, maioritariamente, a
Republica Popular da China, que desde 1991 contribui com uma producdo superior ao
resto do mundo, tornando-se, desde entdo, o maior pais produtor em aquacultura.
Acompanhando o crescimento da producdo asidtica, também os continentes africano e

americano demonstraram um crescimento significativo para o mesmo periodo de tempo,



contrariamente a Europa (excluindo a Noruega) e Oceénia, que tenderam a baixar a sua

producéo.

E esperado que a procura por alimentos provenientes da aquacultura ndo pare de
aumentar (FAO, 2018a), impulsionando, desta forma, o crescimento da producdo mundial
de pescado para consumo humano. Estima-se que em 2030 a producéo de pescado possa
rondar os 190 milhées de toneladas (World Bank, 2013), com o continente asiatico em
constante expansao econdmica, e a consumir cerca de 70% da producao. Este valor sera
manifestamente insuficiente para fazer face as consequentes necessidades causadas pelo
aumento da procura, originando uma lacuna no fornecimento de pescado, sendo, desta
forma, imprescindivel criar estratégias econdmicas e politicas eficazes, que equilibrem a
oferta e a procura deste tipo de produtos. Algumas destas estratégias passam pela
expansao e diversificacdo das producdes, sendo previsivel que haja um acréscimo do seu

valor nos préximos anos (Cai & Leung, 2017).

1.3. Produgdo em aquacultura em Portugal

A histéria e a localizacdo geografica de Portugal, liga a sua populacdo ao mar e ao que
dele provém, tornando-o num pais com uma grande tradicdo no consumo de pescado.
Portugal é, de longe, o pais mais relevante da Unido Europeia (UE) no que diz respeito ao
consumo per capita de pescado. Segundo a mais recente edi¢cdo do The EU Fish Market,
em 2017, tinha um consumo aparente de 56,8kg per capita por ano, valor significativamente

superior ao do consumo médio na UE (24,3kg/capita/ano) (Figura 1.6).
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Figura 1.6: Consumo per capita aparente de produtos da pesca e da aquacultura por estado-
membro referentes aos ano 2017 e % de variacdo entre os anos 2016 e 2017. Fonte: EUMOFA -
The EU Fish Market (2019).

No entanto, Portugal, tal como a restante UE, importa grande parte do pescado que
consome (cerca de 75% do pescado consumido em Portugal é importado, perfazendo um
total de 421 934 toneladas de pescado importado em 2019), ndo sendo, portanto, a sua
producéo interna suficiente para satisfazer as necessidades existentes. As exportagcoes
(214 928 toneladas de pescado exportado em 2019), a procura interna por parte da
populacdo (aproximadamente 600 000 toneladas de pescado foi consumido pela
populacdo portuguesa em 2019) e o crescente preco (INE, 2020), justificam provavelmente

a diminuicéo de 0,2% no consumo per capita apresentado na figura 1.6.



Esta realidade torna a economia portuguesa do pescado instavel para a balanca comercial
do produto que, de acordo com os dados do Instituto Nacional de Estatistica (INE),
referentes a 2019, acumula um défice superior a 1100 milhdes de euros.

A agquacultura € uma atividade relativamente recente no pais, quando comparada com a

producdo de animais terrestres e com as pescas.

Antes da entrada de Portugal para a entdo designada Comunidade Econdmica Europeia
(CEE), a producdo aquéatica nacional era baseada em producgfes extensivas, com maior
incidéncia na producdo de bivalves. Apds a sua entrada na CEE e com a atribuicdo de
fundos para a incrementacao da producao, o setor, ndo s6 se tornou mais diversificado em
espécies produzidas, como também expandiu os métodos de producdo um pouco por todo
o territério, reaproveitando muitas vezes antigas salinas para producdes aquaticas em
regime semi-intensivo, o que levou a um aumento acentuado da producédo nacional. Este
aumento promoveu um recorde de producado de 14,5 mil toneladas em 1986 face as 203
toneladas registadas em 1974 (Eurostat, 2020). No entanto, o setor ndo evoluiu 0 que era
espectado, ndo ultrapassando uma producdo anual de 12 mil toneladas desde 1986, até
2017, sofrendo um aumento significativo de 11,5% apenas em 2018, que gerou uma receita
de 96,8 milhdes de euros, aumentando assim 18,7% face ao ano anterior. Estes valores
demonstram que, com as restricbes da pesca extrativa a aumentarem, o setor cada vez
mais é visto como uma atividade estratégica para a economia nacional, devido a sua
posicao de exceléncia no que diz respeito a sua localizacdo geogréfica (Eurostat, 2020),

sendo cada vez mais importante a implementacéo de medidas para a sua expansao.

Apesar da sua baixa producéo, Portugal, face aos restantes paises da UE, apresenta uma
aquacultura bastante diversificada, dispondo o consumidor final de um leque abrangente

de espécies que chegam ao seu prato (INE, 2020).

Ainda que seja um pais versatil no que diz respeito ao nimero de espécies produzidas, a
producéo portuguesa € liderada pela producéo de moluscos e crustaceos, que representou
67,2% da producéo aquatica total em 2018, seguindo-se a producdo de peixes em aguas
de transicdo e marinhas com apenas 27,6% da producéo total, dentro da qual 90% foi
constituida pela producéo de pregado (Scophthalmus maximus) e dourada (Sparus aurata),

deixando apenas 5,2% para outras espécies (INE, 2020).



Segundo as ultimas prospec¢des do INE para as vendas da aquacultura portuguesa nos o
mercados nacional e internacional, as espécies com maior valor econémico séo o linguado
(Solea senegalensis e Solea solea) e as améijoas (Ruditapes decussates, entre outras)
(12,80 e 12,84 €/kg respetivamente), seguindo-se a corvina-legitima (Argyrosomus regius)
(11,12 €/kg), o robalo (Dicentrarchus labrax) (8,80 €/kg), o pregado (Scophthalmus
maximus) (8,05 €/kg), e a dourada (Sparus aurata) (5,86 €/kg). No entanto, nem todas
estas espécies tém uma grande contribuicdo para a totalidade da producdo nacional,
estando, por exemplo, a corvina-legitima englobada nos 5,2% da maioria das espécies

produzidas, contando com um contributo de apenas 0,14% para a producao total.
1.4. Corvina-legitima, Argyrosomus regius (Asso, 1801)

1.4.1. A espécie

Euritérmico, anadromo, semi-pelagico e de tendéncia demersal, que habita o sublitoral dos
15 aos 200 metros em fundos arenosos ou rochosos, podendo por vezes ser encontrado
em pradarias marinhas de posidénia (Cardenas, 2010; Griffiths & Heemstra, 1995; Quero
& Vayne, 1987), a corvina-legitima (Argyrossomus regius (Asso, 1801)) (figura 1.7), é um
dos maiores teledsteos marinhos do mundo e umas das cinco espécies da familia
Sciaenidae que estdo presentes em aguas europeias (Gonzalez-Quirds et al., 2011;
Griffiths & Heemstra, 1995; Whitehead et al., 1986).

Figura 1.7: Corvina-legitima (Argyrosomus regius (Asso, 1801)). Fonte: FAO - Cultured aquatic
species fact sheets.

Atualmente este cienideo costeiro distribui-se por toda a costa oeste do oceano atlantico
norte, ocorrendo desde o Canal da Mancha até ao Senegal, incluindo a parte oriental do

mar mediterraneo e o mar negro (Figura 1.8) (Griffiths & Heemstra, 1995; Poli et al., 2003;
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Whitehead et al., 1986). Apesar de ser considerada uma espécie inserida na categoria de
risco mais baixa (pouco preocupante) da lista vermelha da International Union for
Conservation of Nature (IUCN) (Pollard & Bizsel, 2020), no passado, a sua distribuicdo

estendia-se mais a norte, abrangendo todo o mar do norte e, mais a ocidente do mar
mediterraneo (Quéméner, 2002; Wolff, 2000).
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Figura 1.8: Distribuicdo geografica de corvina-legitima com base no cenério de emissdes do IPCC
RCP 8.5. Fonte: https://www.aquamaps.org.

Durante a migragao no periodo reprodutivo, que ocorre em meados de abril durante a
primavera, os individuos ja maturos deslocam-se em pequenos grupos em direcdo as
zonas costeiras. No final do més de maio inicia-se a época de desova, que ocorre ja dentro
das zonas estuarinas, onde permanecem até ao final da mesma (Cardenas, 2010). Esta
transicdo sé é possivel gracas a elevada tolerancia por parte desta espécie no que diz
respeito a variancias de temperatura (2-38 °C) e salinidade (5-39) (Duncan, 2013). Apés a
desova a meados de junho, os individuos adultos abandonam os estuarios e permanecem
até ao fim de julho ao longo da costa para se alimentarem, permanecendo em aguas mais
baixas até ao inicio do outono (Abou Shabana et al., 2012). Durante o inverno os adultos

regressam a aguas mais profundas para a zona de alimentacdo (Quéméner et al., 2002).

Os novos juvenis, ao abandonarem as zonas de maternidade dos estuérios no final do
verao, migram para as zonas costeiras, onde permanecem durante o inverno, regressando
para as zonas de alimentagéo estuarinas em meados de maio, processo que realizam até
atingirem uma idade compreendida entre 0s 2 e 0s 3 anos, antes de migrarem para zonas
de alimentacao offshore (Stipa & Angelini, 2005).
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A temperatura da agua € o fator mais importante no que diz respeito a determinacéo das
migragdes troficas e da reproducdo desta espécie (Kir et al., 2017; Monfort, 2010). A
chegada dos individuos adultos e a partida dos juvenis dos estuarios dos rios ocorre em
maio e outubro, quando a temperatura estd compreendida entre os 13 e os 14 °C. O seu
crescimento 6timo em meio selvagem ocorre quando a temperatura da a4gua se encontra
entre os 17 e 23 °C, sendo que a desova também ocorre entre este leque de temperaturas
(Stipa & Angelini, 2005).

Em meio selvagem a maturacdo sexual acontece entre os 4 e os 5 anos, podendo uma
fémea com 120 cm colocar cerca de 800 000 ovos (Haffray et al., 2012; Monfort, 2010;
Prista et al., 2007). A vida pelagica das larvas é extremamente reduzida, uma vez que

juvenis com 3,7 cm ja sdo encontrados em fase bentédnica (Stipa & Angelini, 2005).

E uma espécie carnivora e de extrema voracidade (Jiménez et al., 2005). As larvas, apds
a abertura da boca, praticam uma alimentacédo a base de zooplancton e necessitam de
temperaturas acima dos 20 °C para se desenvolverem. Os juvenis alimentam-se de
pequenos peixes demersais e crustaceos e, quando atingem os 30-40 cm, comegcam a
praticar uma alimentacéo a base de organismos pelagicos, como peixes e cefalépodes, a

semelhanca dos individuos adultos (Stipa & Angelini, 2005).

De entre as cinco espécies de cienideos existentes na Europa e em Portugal, a corvina-
legitima é a que atinge maiores dimensfes, podendo atingir maximos de 230cm de
comprimento total e chegar aos 100kg (Quéméner, 2002). E uma espécie de crescimento
rapido e apresenta uma taxa de fecundidade alta. Estas caracteristicas, agregadas ao seu
valor comercial e a sua alta adaptabilidade a diferentes condi¢gdes e ecossistemas, tornam
a espécie particularmente valiosa para pescadores e cagadores recreativos em pequena
escala, tornando-a também uma O6tima candidata para produgdo em aquacultura
(Quéméner et al., 2002; Quéro et al., 1987; Prista et al., 2008).

1.4.2. Producédo em aquacultura

Devido a sua 6tima adaptabilidade a variacdes de temperatura e salinidade, rapida taxa de
crescimento, fecundidade e de conversao alimentar, alta qualidade do musculo no que diz
respeito a sua textura e sabor e elevado valor nutricional, agregados ao seu elevado valor
comercial (Cardenas, 2010; Chatzifotis et al., 2012; Duncan et al., 2013; Estévez et al.,
2011; Monfort, 2010; Parisi et al., 2014; Suquet et al., 2009), a corvina-legitima tem sido
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proposta como uma excelente candidata para a diversificagdo da aquacultura do
mediterraneo (Chatzifotis et al., 2012; Duncan et al., 2013; EI-Shebly et al., 2007; Monfort,
2010; Quémeéner et al., 2002; Saavedra et al., 2015; Soares et al., 2015).

A sua producdo em sistemas de aquacultura teve o seu ponto de partida na Europa, na
segunda metade da década de 90, ap6s um acordo entre produtores franceses e italianos,
tendo sido a Franca a dar inicio a primeira producdo comercial desta espécie (Monfort,
2010; Quéméner, 2002).

Nos dias de hoje, a producdo de corvina-legitima é levada a cabo por varios paises ao
longo de toda a area do mediterraneo, nomeadamente a Franca, Italia, Espanha, Portugal,
Grécia, Turquia, Egipto, Malta e Croacia (Ribeiro et al., 2013).

Esta espécie comecou a ser estudada e reproduzida na Estacao Piloto de Piscicultura de
Olhdo (EPPO) em 2006. E desde entdo tém sido realizados inUmeros trabalhos sobre
reproducédo, cultivo larvar, cultivo de juvenis em diferentes sistemas, nutricdo para as
diferentes fases de cultivo, patologia, bem-estar, processos bioquimicos e metabdlicos,
entre outros (Barata et al., 2016; Matias et al., 2020; Ribeiro et al., 2015; Soares et al.,
2015).

As unidades de reproducdo produzem ovos provenientes de stocks de reprodutores,
rigorosamente selecionados para o efeito, sob condicBes estritamente controladas, de
modo a garantir a qualidade da descendéncia. Uma fémea, pertencente a um stock de
reprodutores, com 1 metro de comprimento, pode produzir mais de 1 milhdo de ovos, com

um diametro inferior a 1mm, num ano.

A semelhanca dos procedimentos realizados na EPPO (Figura 1.9), nas unidades de
maternidade, onde os ovos séo postos a eclodir, faz-se um acompanhamento diario das
larvas que, durante o seu primeiro més de vida, ap0s a abertura da boca, se alimentam de
organismos vivos como rotiferos (Brachionus plicatilis) e artémia (Artemia sp.), até
iniciarem uma alimentacdo exclusivamente inerte, que é formulada a partir de matérias-

primas naturais, como 0leos e farinhas de peixe.

Quando atingem as 15g, os animais séo transferidos para unidades de engorda, onde
recebem alimentacdo vérias vezes por dia, de modo a prevenir o canibalismo entre

individuos. A frequéncia de alimentac¢des diminui & medida que os animais vao crescendo,
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chegando a uma Unica alimentacgéo por dia, que corresponde a 1-2% do seu peso corporal
(Cérdenas, 2010; Duncan et al., 2013).

Apesar de ser uma espécie que cresce substancialmente mais rapido, podendo atingir 1
kg em 12 meses, as técnicas de producao de corvina-legitima séo efetuadas a semelhanca
das técnicas utilizadas para a producdo de dourada (Sparus aurata) e robalo
(Dicentrarchus labrax), tanto em estabelecimentos terrestres, como em producdes
offshore, um pouco por falta de informacao especifica para esta espécie.
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Figura 1.9: Ciclo de producédo de corvina-legitima (A. regius), contemplando a dieta utilizada em
cada fase, na EPPO. 1 — Dieta composta por ragédo, pequenos pelagicos ou cefalépodes; 2-
Reservas vitelinas (sem necessidade de fornecimento de alimento); 3 — Dieta composta por
rotiferos; 4 — Dieta composta por rotiferos, artémia e microdieta; 5 — Dieta comporta por artémia e
microdieta; 6 — Dieta composta por microdieta; 7 — Dieta composta por ra¢édo. Fonte: IPMA/EPPO.
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Segundo o ultimo relatério da APROMAR, a producdo de corvina-legitima na area do
mediterraneo foi estimada em 41 295 toneladas em 2019, representando um crescimento
de 10,5%, comparativamente com 2018. Os paises que mais contribuiram para estes
valores foram o Egipto, com uma producdo de 32 000 toneladas, Espanha, com 3 650
toneladas, Turquia, com 2 600 toneladas e a Grécia, com 1 800 toneladas. E espectavel
gue em 2020 a produc¢édo de corvina-legitima ultrapasse as 42 000 toneladas, somando um
acréscimo de mais de 2,8% face a 2019.
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Nas regides onde é tradicionalmente consumida, esta espécie tem um alto valor comercial
e, por norma, é vendida inteira com 1 a 4 kg, sendo também uma 6tima candidata para a

industria de filetagem, devido as suas dimensdes (Monfort, 2010).

Tal como tantas outras espécies, a corvina-legitima também apresenta desvantagens na
sua producao. Para além do défice de estudos cientificos, comparativamente com espécies
como a dourada (Sparus aurata) e o robalo (Dicentrarchus labrax), esta espécie apresenta
taxas de crescimento muito variaveis (que resultam numa diminuicdo do rendimento da
producdo) (Duncan, 2013), todas as doencas que estdo associadas a sua producao
(Merella et al., 2009; Soares et al., 2018; Ternengo et al., 2010), a baixa variabilidade
genética por parte dos stocks de reprodutores selvagens (devido a limitacao dos locais de
desova em meio selvagem) (Haffray et al., 2012) e a expansao do mercado de produtos de
aquacultura derivado da diversificacao do setor nas ultimas décadas (Froehlich et al.,
2017).

1.5. Alimentacéao e nutricdo em aquacultura

A nutricdo desempenha um papel fundamental em aquacultura, uma vez que tem influéncia

no crescimento, saude e qualidade dos peixes (Lovell, 1998a).

Para que seja possivel a producao de pescado de qualidade, numa altura em que metade
da producdo mundial se baseia na administracdo de dietas artificiais, € crucial ter um
conhecimento aprofundado dos requisitos nutricionais de cada espécie, garantindo que 0s
animais tém acesso a nutrientes de qualidade e que melhor se adequam as suas
necessidades. Por isso, € de extrema importancia o crescente investimento que tem sido
aplicado nos ultimos anos em investigagdo na area da nutricdo em aquacultura, que &

considerada um pilar para o setor.

A producgéo em aquacultura pode ser classificada, quanto ao fornecimento de alimento aos
animais, como uma producao “nao-alimentada” ou “alimentada”. A producdo “nao-
alimentada” consiste naquela em que os organismos conseguem obter alimento no proprio
meio de producdo. Por norma, este método € utilizado em regime extensivo, desde que o

meio consiga suportar este tipo de producéo.

Ja a producéo “alimentada” é geralmente realizada nos regimes semi-intensivo e intensivo,

sendo, dentro do setor, a aquacultura intensiva a que atinge as melhores taxas de
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crescimento que, de um modo geral, envolve alimentar os animais com formulacdes de

dietas artificiais nutricionalmente completas e especializadas (Tacon & Metian, 2015).

As dietas em aquacultura tém, desde sempre, contado com concentracbes bastante
elevadas de 6leos e farinhas de peixe, que sao fontes eficientes na suplementacdo de
lipidos (especialmente rica em acidos gordos polinsaturados de cadeia longa do tipo
Omega-3) e proteina, respetivamente. No entanto, a obtencdo destas matérias-primas
depende muito da captura de pequenos peixes pelagicos, de onde sao extraidas (Hua et
al., 2019).

Como referido anteriormente, durante as Ultimas décadas, assistiu-se a um crescimento
exponencial do setor da aquacultura e, infortunadamente, a uma procura intensiva por este
tipo de produtos, que contribuiu bastante para a pressao dos stocks pesqueiros (Froehlich
et al., 2018), levantando cada vez mais questdes sobre a sustentabilidade deste setor e
preocupacdes futuras, no que diz respeito a preservacao das teias alimentares nos mares
e oceanos, uma vez que 10% das capturas tém como fim a producdo de dietas para
aquacultura (FAO, 2018b).

Face a este problema, a utilizacdo de farinhas e 6leos de peixe para a aquacultura tem
diminuido mesmo com o setor em grande expansao. No entanto, estes elementos ainda
sdo componentes indispensaveis para muitas espécies (Auchterlonie, 2018; Shepherd &
Jackson, 2013), e, num futuro préximo, ndo seréo capazes de acompanhar o crescimento
da industria. Por isso, é de extrema importancia encontrar alternativas que reduzam o
impacto ambiental, social e econémico, tornando a aquacultura numa industria cada vez
mais sustentavel (Cai & Leung, 2017; World Bank, 2013).

A nutricdo em aquacultura, nos dias de hoje, jA desempenha uma contribuigdo vital no
desenvolvimento sustentavel do setor. O principal objetivo da nutrigdo neste setor € garantir
que as dietas sdo compostas por porcdes de diferentes ingredientes, minimizando a
inclusdo dos Gleos e farinhas de peixes, até um limite considerado saudavel e que nao

reduza o crescimento dos animais.
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15.1. Proteinas

As proteinas estao no centro da maioria dos processos biolégicos (Senior et al., 2020). Séo
das moléculas organicas mais abundantes em sistemas vivos e, com a mais diversificada
forma estrutural e funcional dentro da classe das macromoléculas (Raven et al., 2011).
Detém, na sua composicao, C (50 - 55%), O (20 - 23%), N (15 - 18%), H (6 - 8%), S (O -
4%) e P (0 — 4%), e, apesar de serem muito similares na sua composi¢ado molecular, a
percentagem nestes atomos € bastante variavel, formando ligacGes diferentes entre si
(Jobling, 1994; Jobling, 2011).

Sao constituidas por 20 a-aminoacidos que se interligam entre si pela acdo de ligacbes
peptidicas, formando sequéncias de aminoacidos que se cruzam através de pontes
dissulfeto, pontes de hidrogénio e interacdes de Van der Waals, ditando a funcéo e
estrutura de cada proteina (NRC, 2012).

E a presenca e o teor dos diferentes aminoacidos, em especial dos que formam proteinas
alimentares, que determinam a qualidade da proteina (Becker, 2007). As proteinas que
compdem as farinhas de peixe apresentam um equilibrio de aminoacidos que melhor se
adaptam as necessidades dos peixes em cativeiro. No entanto, dependendo da sua
gualidade, conteudo, proporcdo, disponibilidade e origem, este equilibrio pode variar
consideravelmente (NRC, 1993).

Quanto a sua funcéao, as proteinas alimentares, podem ser catabolizadas como fonte de
energia, ou podem servir de substrato para a formacéao de tecidos, hidratos de carbono ou
lipidos. Estas também est&o envolvidas no processo de formacdo de hormonas, enzimas,
anticorpos, hemoglobina, entre outras substancias biologicamente importantes (Tacon,
1987).

Na sua grande maioria, 0s estudos efetuados para avaliar os requisitos proteicos de
espécies produzidas em aquacultura sao derivados de ensaios laboratoriais em pequena

escala, onde os animais sdo mantidos em ambientes altamente controlados (Tacon, 1987).

Segundo o National Research Council (NRC) (1993), os requisitos de proteina necessarios
para que se atinga o crescimento maximo em peixes, sdo representados pela quantidade
minima da mesma, de modo a satisfazer as necessidades em aminoacidos por parte do

organismo (Figura 1.10).
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Figura 1.10: Exemplo de curva dose-resposta para definir o requisito proteico de um determinado
organismo. Fonte: FAO - The Nutrition and Feeding of Farmed Fish and Shrimp

Normalmente, estes requisitos sdo obtidos através do fornecimento gradual de varios
niveis proteicos e a resposta € geralmente medida em termos de crescimento, medicdo de

tecidos ou acumulacéo do nutriente na compaosicao bioquimica do corpo (Jobling, 2016).

Um défice na inclusdo de proteina na dieta leva ao abrandamento do crescimento dos
peixes. Por outro lado, 0 seu excesso faz com que esta seja sintetizada como fonte de
energia (Watanabe, 2002), ndo sendo esse excesso utilizado para o crescimento. A
proteina também representa a fonte inicial de N e P, que em demasia se traduz numa maior

excrecao dos mesmos (Figura 1.11).

Crescimento
(Energia anabolizada

Ingestado de Alimento
(Entrada de energia)

Reprodugdo Locomogéo
Egestéo (Saida de energla)(sal'da de energia)
(Saida de energia)

Excregéo pelas branquias
(Saida de energia)

Figura 1.11: llustragdo do metabolismo energético de um peixe. Fonte:IPMA/EPPO.
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Por isso, considerando que a proteina é o elemento mais caro das formulagfes dietéticas
e que representa um dos principais custos de producao, é crucial estabelecer o equilibrio
entre os teores de proteina e energia. Este pode ser feito através da otimizacéo dos valores
de proteina bruta (CP) nas dietas (NRC, 2012), o que ira proporcionar um melhor
desenvolvimento dos animais e maximizar o lucro da produgédo, reduzindo gastos na
compra de ragdes e promovendo uma melhor qualidade de agua (Mohanta et al., 2007,
Thoman et al., 1999).

Em contexto de industria animal e segundo o regulamento (UE) 2017/1017 da comissao
europeia, a proteina é tratada como CP, e pode vir representada como a percentagem que
esta incluida na totalidade da formulacdo ou em g-kg, que corresponde as gramas em CP

para cada quilograma de racao.

1.5.2. A economia circular como alternativa as farinhas de peixe

Com o constante crescimento populacional, a aquacultura estabeleceu-se no mundo, para
além de uma forma eficiente de fornecimento para os mercados globais, como uma solucéo
para o fornecimento de alimento, desempenhando um papel cada vez mais importante nas
dietas das populacbes (WWF, 2012). Nas Ultimas décadas, os impactos ambientais
provocados por esta pratica tém sido alvo de grande discussdo, uma vez que o setor que
promete uma alternativa aos problemas impostos pela pesca, na realidade depende da

mesma.

A grande parte da industria de producdo aquatica estad totalmente dependente do
fornecimento de ragfes (Tacon & Metian, 2008). Estima-se que a producéo de peixes, no
final da proxima década seja de aproximadamente 190 milhGes de toneladas, um valor 25
vezes superior ao apresentado no inicio do corrente século. Com este aumento, aumenta
também a pressdo sobre as alternativas as farinhas de peixe (FP), uma vez que estes
ingredientes, para além de precos bastante altos, séo cada vez mais escassos (Tacon et
al., 2011)

A cultura de espécies carnivoras e omnivoras necessita de grandes quantidades de
derivados de peixe selvagem na sua alimentacdo (Naylor et al., 2000). No entanto,
perspetivas recentes apontam para uma reducao significativa do recurso a pesca por parte
do setor a longo prazo (Oliva-Teles et al., 2015; Tacon & Metian, 2008), tornando-se crucial

a continuidade da reducdo na dependéncia das FP para a producdo de ragoes,
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promovendo um desenvolvimento sustentavel das dietas para aquacultura (Oliva-Teles et

al., 2015) e abrindo portas a economia circular.

Segundo Homrich et al. (2018), a economia circular é vista como um ideal para fazer face
as crescentes limitagcbes dos recursos naturais do planeta, caminhando em direcéo a

producdo e consumo sustentaveis.

A classificacdo das caracteristicas da economia circular, segundo a Agéncia Ambiental

Europeia é categorizada em 5 pontos (Manninen et al., 2018):

Menor utilizacdo de recursos naturais;
Aumento da utilizac@o de recursos e energias renovaveis e reciclaveis;
Reducao de emissdes;

Menos perdas materiais;

A A

Valorizacdo dos produtos, componentes e materiais na economia.

Uma das formas de aplicar a economia circular em aquacultura é transformar os residuos
da producao animal, agricola e da pesca, em matérias-primas que podem ser aplicadas na
formulacéo de racdes (Couto et al., 2016; Moura et al., 2019; Ribeiro et al., 2015; Zaman,
2015).

15.2.1. Fontes alternativas

As potenciais fontes alternativas as farinhas de peixe incluem fontes de proteina vegetal,
proteinas unicelulares, proteinas de insetos ou proteinas derivadas de subprodutos de
animais terrestres (NRC, 2012).

1.5.2.1.1. Proteinas vegetais

Os ingredientes de origem vegetal sao as fontes de proteina alternativas mais utilizadas na
formulacéo de racdes para aquacultura (Couto et al., 2016; Estévez et al., 2011; Matias et
al., 2020; Ribeiro et al., 2015; Tacon et al., 2011).

Apesar de ser possivel uma substituicdo parcial das FP por estes ingredientes, a sua
completa substituicdo n&o tem demonstrado resultados positivos no crescimento dos

peixes, facto que se deve a caréncia de aminoacidos essenciais e excesso de fatores anti
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nutricionais por parte destas fontes. Assim, pode ser feita uma substituicdo parcial com
valores acima do 50%, agregada a uma suplementagcdo dietética em aminoacidos
essenciais, sem que isso prejudique o crescimento dos individuos de inUmeras espécies
(Ribeiro et al., 2015).

Como fontes de proteina vegetal podem ser encontradas, como por exemplo, as farinhas
de soja, que sdo consideradas as mais eficientes quanto ao fornecimento de proteina,
sendo constituidas por moléculas mais estaveis e resistentes, com um prego bastante
apelativo, comparativamente as FP (Hernandez et al., 2007); as farinhas de colza, que
fornecem quantidades consideraveis de proteina, aproximando-se bastante das obtidas
pelas FP (Gatlin et al., 2007); As ervilhas, que detém um 6timo perfil nutritivo, embora
pertencam a classe das leguminosas, o que acarreta um contetdo mais elevado de fatores
anti nutricionais (Gatlin et al., 2007); o trigo, cujo subproduto da sua moagem (gluten de
trigo) € comummente utilizado em dietas animais, apesar de apresentar um contetdo em
proteina aparentemente limitado, relativamente ao composto acima referido (Gatlin et al.,
2007), o que faz com que seja utilizado, por norma, como complemento adjacente a outras
fontes de proteina vegetais (Tusche et al., 2012); a farinha de glaten de milho, que contém
um elevado teor em proteina bruta e € extremamente digerivel, mas tem de ser
obrigatoriamente suplementada com lisina, uma vez que o seu conteldo neste aminoacido

€ praticamente inexistente (Gatlin et al., 2007).

1.5.2.1.2. Subprodutos da producéo animal

Para além do aproveitamento de subprodutos de pescado para fazer farinhas, outras fontes
como fontes de proteina derivadas de subprodutos de animais terrestres (exceto
ruminantes), em especial 0os subprodutos da avicultura, apresentam inmeras vantagens,
como o seu perfil em aminoacidos (semelhante ao das FP), alta disponibilidade (derivada
da grande prevaléncia desta industria no mundo) e custo relativamente baixo (uma vez que
se tratam de desperdicios da industria) (Fontinha et al., 2020; Nogueira et al., 2012; Wang
et al., 2006)

Existem dois tipos de formulag&o de subprodutos da avicultura englobadas nas farinhas de
aves (FA). Estas podem ser constituidas por carne limpa e pele, com ou sem a inclusdo de
0Ss0s, onde se exclui a cabeca, as penas, as patas e as visceras, ou pela incluséo de
desperdicios mais abrangentes, que englobam todos os restos das carcacas, excluindo

apenas os intestinos (Tacon et al., 2006).
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Estas farinhas, para além de néo incluirem fatores anti nutricionais (Nogueira et al., 2012),
detém na sua constituicdo um alto teor proteico. Contudo, carecem de certos aminoacidos
essenciais, como lisina, isoleucina e metionina (El-Sayed, 1998), sendo necessaria a sua
suplementacéo.

O aproveitamento das partes ndo comestiveis dos animais para a alimentacao de outros
animais de producdo é uma pratica que reverte do século XX. No entanto, em 2001, devido
a problemas associados a encefalopatia espongiforme bovina, foi proibida em toda a UE,
tendo sido reintroduzida em 2013, pelo regulamento n.° 56/2013 da comisséo europeia,
onde foram declaradas como sendo seguras para inclusdo em dietas destinadas a

aquacultura.

Desde entdo varios estudos que foram feitos quanto a sua eficacia na substituicdo das FP
obtiveram resultados positivos, quando efetuados a diversas espécies como dourada
(Sparus aurata) (Fontinha et al., 2020; Karapanagiotidis et al., 2019), ou serrano-estriado
(Centropristis striata) (Dawson et al., 2018). No entanto, alguns deles obtiveram
decréscimo no crescimento com niveis de FA elevados (Karapanagiotidis et al., 2019).

Assim sendo, a substituicdo em parte das farinhas de peixe por farinhas de aves é
apontada como uma das abordagens mais viaveis para reduzir a utilizacéo das farinhas de

peixe em aquacultura.

1.5.2.1.3. Outras alternativas proteicas

Existem inUmeras alternativas proteicas a serem estudadas para dar origem a formulacdes
dietéticas mais sustentaveis. As mais recentes abordagens testam o uso das algas e 0 uso

das farinhas de insetos

O uso de macro e microalgas marinhas em dietas para aquacultura tem vindo a ser
estudado nos ultimos anos, como forma de encontrar fontes de proteina alternativas, que

preencham os défices em aminoacidos deixados pelas proteinas vegetais terrestres.
Estas sdo compostas por aminoacidos essenciais, hidratos de carbono, lipidos (incluindo

acidos gordos polinsaturados essenciais que nédo sdo produzidos por outras fontes

vegetais), carotenoides, antioxidantes, imunoestimulantes e compostos antimicrobianos
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(Yarnold et al., 2019). Também presentam altos niveis proteicos, baixo teor lipidico e uma

riqueza consideravel em vitaminas e minerais (Silva et al., 2015).

Através de uma revisao bibliogréfica realizada por Wan et al. (2019), foram encontrados
mais de 50 estudos com diversas espécies de teledsteos em que o uso de algas, para além
de ter aumentado as tendéncias de crescimento, também melhorou a composicao

bioquimica, o sistema imunitério e a resisténcia ao stress.

Nos ultimos anos, também as farinhas a base de insetos comegaram a ser vistas como um
potencial substituto as farinhas de peixe, no que toca a alimentacdo de animais de

producédo aquaética.

Os insetos fazem parte da alimentacao de iniUmeras espécies de peixes em meio selvagem

e sao ricos em aminodcidos, lipidios, vitaminas e minerais (Henry et al., 2015).

No entanto, sO a partir de 2017 é que foi aprovado pela UE, através do regulamento
2017/893 da comissao europeia, a utilizacdo de insetos como ingrediente para alimentacao
em aquacultura, onde restringe as espécies a uso a mosca-soldado-negro (Hermetia
illucens), mosca-doméstica (Musca domestica), larva-da-farinha (Tenebrio molitor),
cascudinho (Alphitobius diaperinus), grilo-doméstico (Acheta domesticus), grilo-domeéstico-
tropical (Gryllodes sigillatus) e grilo-preto (Gryllus assimils). Contudo, os estudos tendem a

focar-se maioritariamente no uso de mosca-soldado-negro (Hermetia illucens).

Resultados obtidos recentemente em estudos com esta espécie indicam que uma
substituicdo de até 19% das FP por farinhas deste inseto podem ser feitas e que, uma vez
excedidas, provocam uma reducéo no crescimento dos individuos (Guerreiro et al., 2020;
Moutinho et al., 2020).

Porém, ainda muito poucas espécies de algas e insetos foram alvo de investigagéo, sendo

0s resultados obtidos, até agora, bastantes discrepantes, o que permite concluir que este

tema necessita de uma maior atencéo para o futuro.
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1.5.3. O Fator Temperatura

A temperatura é o fator ambiental que mais influencia os organismos aquaticos (Jobling,
1994).

Por serem organismos poiquilotérmicos, 0s peixes ndo sdo capazes de manter a sua
temperatura corporal, através de meios fisioldgicos. Por isso, sédo diretamente afetados
pela temperatura do ambiente que os rodeia (Brill et al.,1994), o que interfere diretamente
na sua atividade metabdlica, taxa de ingestao alimentar e taxa de crescimento (Debnath et
al., 2006; Sakamoto et al., 2010).

A resposta por parte dos peixes ao aumento da temperatura € o0 aumento da ingestao de
alimento até ao seu valor 6timo, havendo um decréscimo de ingestdo quando este é
ultrapassado (Halver & Hardy, 2003), o que promove um consequente decréscimo na taxa

de crescimento.

Por norma, o aumento da ingestdo é sempre associado a um aumento no crescimento dos
individuos. No entanto, Jobling (1994) reportou que a temperatura a qual os peixes tendem
a ingerir mais alimento € superior a temperatura que considerou 6tima para a conversao
alimentar, demonstrando que a temperatura, para além de ditar a taxa de ingestdo de

alimento, também delineia 0 momento em que 0s peixes o convertem melhor.

Como tal, o fator temperatura é de extrema importancia no setor da aquacultura, uma vez
gue compromete a eficacia das producbes (Kir et al.,, 2017). Tal como temperaturas
demasiado baixas, temperaturas demasiado elevadas poderao ter um efeito negativo no

desempenho das espécies.

Por norma, todas as espécies de peixes sdo caracterizadas quanto a sua gama 6tima de
temperatura, ou seja, quanto ao leque de temperaturas que toleram e a temperatura para
a qual demonstram o seu crescimento maximo (Brett & Groves, 1979; Person-Le Ruyet et
al., 2006).

Sabe-se que a corvina-legitima, devido a sua distribuicdo geogréfica é encontrada em

aguas cuja temperatura varia entre 0s 16 e os 25 °C (Duncan et al., 2013).
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No entanto, o conhecimento dos requisitos de temperatura para a cultura da espécie em
estudo (Argyrosomus regius), ainda sdo muito limitados. Na EPPO, como referéncia na
producéo de corvina-legitima, estudos levados a cabo nas suas instalacées apontam para
bons crescimentos da espécie entre os 22 e os 25 °C (Matias et al., 2020; Ribeiro et al.,
2015; Saavedra et al., 2018; Sousa, 2016), ja Kir et al. (2017), recentemente, apontou a
temperatura 6tima de crescimento desta espécie para os 26 °C.

Considerando as alteragdes climaticas pelas quais o planeta esta a passar, o conhecimento
dos requisitos térmicos por parte das espécies também é fundamental para uma melhor
gestdo dos sistemas de aquacultura no futuro (FAO, 2016; Lionello et al., 2014; Kir et al.,
2017).

1.6. Objetivos

Atualmente, esta espécie € alimentada com racdes comerciais desenvolvidas para dourada
(Sparus aurata) e robalo (Dicentrarchus labrax) que ndo sdo adequadas as suas
necessidades, tornando crucial o desenvolvimento de estudos cientificos que averiguem a

fundo as necessidades desta espécie.

Em dissertacBes anteriormente efetuadas na EPPO, Amoedo (2012) e Sousa (2016)
obtiveram bons resultados de crescimento para as temperaturas de 18, 20 e 24 °C. Assim,

para a presente dissertacdo, foram escolhidas as temperaturas de 22 e 26 °C.

A escolha da temperatura de 22 °C deve-se ao facto de ter sido uma temperatura que ja
tinha apresentado resultados bastante satisfatdrios, enquanto a escolha da temperatura de
26 °C teve o intuito de entender se esta poderia apresentar melhores resultados, do que

as utilizadas até entao.

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito combinado da temperatura da agua
e dafonte e teor proteicos da dieta no crescimento, por parte de juvenis de corvina-legitima.
Estabelecido o objetivo principal para o final do ensaio, e, sob as condi¢des impostas, foram

colocados os seguintes objetivos preliminares:

1. Verificar de que forma as duas temperaturas (22 e 26 °C) poderiam afetar o crescimento

de juvenis de corvina-legitima.
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2. Verificar de que forma a utilizacdo das dietas experimentais (dieta contendo 50%
proteina bruta (CP50); dieta contendo 55% proteina bruta (CP55); e dieta contendo
55% proteina bruta alternativa (CP55 ALT)), com diferentes fontes e teores proteicos,
em condi¢6es térmicas de 26 °C, poderia afetar no crescimento dos individuos.

3. Avaliar de que forma a substituicdo parcial de farinhas de peixe por farinhas de aves
poderia afetar o crescimento dos peixes, comparativamente a uma dieta com o0s

melhores requisitos de farinhas de peixe.

4. Estabelecer qual a primazia das trés variaveis em estudo (T2, % proteica e qualidade

da proteina), no sentido de avaliar a sua eficiéncia no crescimento dos peixes.

Ao avaliar os pontos propostos e a literatura analisada, sob opinido pessoal, constatou-se
gue ainda existe muita investigacdo que tem de ser feita por parte comunidade cientifica,
relativamente as necessidades nutricionais desta espécie, de modo a atingir uma

otimizacdo da sua producao.
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2. Materiais e métodos

2.1. Dietas experimentais

Para este estudo foram formuladas trés dietas isolipidicas (16,2% lipidos, em percentagem
de alimento) extrudidas, cujos ingredientes e composicdo proximal se encontram

representadas no quadro 2.1.

As dietas formuladas pela SPAROS, Lda. (Olhdo, Portugal) foram concebidas
especialmente para a espécie em estudo, com o intuito de fornecer diferentes fontes e

teores proteicos ao ensaio.

De acordo com a sua composicdo em CP, obtiveram diferentes denominac¢des (CP50,
CP55 e CP55 ALT), em que a dieta CP50 continha 50% de CP (dos quais 24,5% eram
farinhas de peixe (FP) e 25,5% eram proteinas de origem vegetal (PV)), a dieta CP55 que
continha 55% de CP (dos quais 28% eram FP e 27% eram PV) e a dieta alternativa CP55
ALT que também continha 50% de CP (dos quais 7% eram FP, 21% farinhas de aves (FA)
e 27% PV).

Para assegurar os teores pretendidos em proteina, o nivel de inclusdo do concentrado de

proteina de soja, gluten de trigo, farinha de trigo, 6leo de peixe e 6leo de colza foram

ajustados entre dietas.
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Quadro 2.1: Composicéo ponderal e proximal das dietas experimentais (CP50, CP55 e CP55
ALT).
Dietas

CP50 CP55 CPS5ALT

Ingredientes (%)

Farinha de peixe LT70 35,0 40,0 10,0
Farinha de aves (baixo teor em cinzas) 0,0 0,0 31,5
Concentrado de proteina de soja 18,0 20,0 20,0
Glaten de trigo 10,1 11,0 11,0
Glaten de milho 4,5 50 5,0
Farinha de feijdo-soja 48 4,5 5,0 5,0
Farinha de trigo 14,0 6,0 6,8
Oleo de peixe 4,0 3,7 5,3
Oleo de colza 8,3 8,2 4,3
Premix de vitaminas e minerais 1,0 1,0 1,0
Vitamina C 35% 0,1 0,1 0,1
Fosfato monocalcico 0,5 0,0 0,0

Composicado ponderal (em % de alimento)

Cinza 9,2 9,7 7,2
Proteina bruta 50,1 55,1 55,1
Lipidos totais 16,2 16,2 16,2
Fibra bruta 1,3 1,2 1,2
Fésforo total 1,2 1,2 1,2
Energia bruta (MJ-kg™?) 210 21,2 21,8

2.2. Desenho Experimental

O ensaio decorreu durante um periodo de 56 dias, entre o0 dia 16 de setembro de 2019 e 0
dia 11 de novembro de 2019, nas instalacbes da EPPO (37°01'59.9” N; 7°49°12.9” W),

pertencente ao Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA).

Para o inicio do ensaio foram triados 1 440 juvenis pertencentes ao mesmo lote, com um

peso médio inicial de 30,17 + 5,58¢, originarios da EPPO.

Foram testados quatro tipos de tratamento, HT CP50, LT CP55, HT CP55 e HT CP55 ALT
em que a denominagédo LT (baixa temperatura) corresponde a uma temperatura da agua
de 22 °C; e adenominacéo HT (alta temperatura) corresponde a uma temperatura da agua
de 26 °C; CP50 corresponde a dieta com 50% de CP; CP55 corresponde a dieta com 55%
de CP; e CP55ALT corresponde a dieta alternativa com 55% de CP.
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Cada um dos quatro tratamentos foi testado em triplicado. Para isso houve uma distribuicéo
aleatoria dos individuos, onde trés grupos homogéneos de juvenis de corvina-legitima,
foram distribuidos por trés tanques em fibra de vidro com um volume de 1500L, cuja
densidade ndo ultrapassou os 2,50 kg-m= (120 individuos por tanque) (figura 2.1).

O sistema utilizado foi do tipo aberto e a 4gua previamente filtrada era originaria da ria

formosa.

A temperatura da agua foi mantida a 22 e 26 °C através da utilizacao de duas linhas de
agua aquecidas com recurso a bombas de calor. A agua bombeada a partir do reservatorio
da EPPO, até ao sistema de bombas de calor, onde era aquecida, foi distribuida por duas
linhas de agua distintas para os respetivos tanques do sistema, consoante a temperatura

pretendida em cada um deles.

Durante o decorrer do ensaio, o fotoperiodo utilizado foi de 14/10, ou seja, 14 horas de luz
e 10 horas de escuriddo, a salinidade de 36 + 1 e 0 oxigénio dissolvido mantido entre 5 e
7 mg-L. De forma a assegurar os parametros hidricos pretendidos, foram utilizadas
sondas multiparamétricas que mediam, 24 horas por dia, a temperatura e niveis de O
dissolvido, de modo a existir uma automatizacao do controlo dos mesmas, através do envio
de alertas e da injecédo de O, quando os valores maximos e minimos fossem atingidos. Os
caudais das torneiras de aporte de dgua eram medidos diariamente, para garantir que a
renovacdo da agua dos tanques nunca ultrapassasse o limite minimo dos 50% por hora. A

limpeza dos tanques também era feita diariamente.

Para evitar mortalidade por parte de individuos que saltavam do tanque, todos os tanques

foram cobertos com rede.

Apb6s a distribuicdo dos peixes pelos respetivos tanques de tratamento, iniciou-se o

fornecimento das dietas experimentais.
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Figura 2.1 — Representagéo esquematica da distribuicdo dos diferentes tratamentos pelos tanques
da EPPO.

2.3. Amostragem

Durante o ensaio foram realizadas 3 amostragens, uma amostragem inicial (dia 0 -
16/09/2019), uma amostragem intermédia (dia 31 - 17/10/2019) e uma amostragem final
(dia 56 - 11/11/2019).

Nas amostragens inicial e final, todos os peixes foram individualmente pesados (g), com o

auxilio de uma balanca (Ken & Sohn Gmbh, modelo ITB 35K1IP), com sensibilidade de 1g.

Antes de se iniciar a primeira amostragem foram recolhidos aleatoriamente 10 peixes, que
foram colocados num banho de 2-fenoxietanol, a uma concentracéo de 700 mg-L* até
perda completa do equilibrio, seguindo-se o0 seu imediato sacrificio com um golpe na
cervical, utilizando o método apresentado por Barata et al. (2016). Por fim, procedeu-se a
sua congelacdo imediata, a - 20 °C, para posterior analise da composigéo bioquimica das

carcacas.

Na primeira amostragem, os peixes em jejum desde o dia anterior, foram retirados do

tanque de origem com o auxilio de xalavares e baldes de 20L e transportados para uma
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tina de 300L que continha 50 mg-L* de 2-fenoxietanol e, condicdes térmicas iguais as do
futuro tanque de tratamento. A medida que os peixes iam ficando sob o efeito do
anestésico, eram retirados da tina para serem pesados, sendo posteriormente transferidos
para o respetivo tanque, onde ia ser realizado o ensaio, novamente com o auxilio de baldes
de 20L.

Na amostragem intermédia, 20 peixes aleatoriamente retirados de cada tanque, foram
individualmente pesados, com o objetivo de averiguar se 0s peixes estavam a crescer nos

diferentes tratamentos.
A terceira e ultima amostragem foi efetuada a semelhanca da primeira.

Para a andlise final da composicdo bioquimica dos peixes foram recolhidos,

aleatoriamente, 6 peixes de cada tanque, seguindo o mesmo método acima descrito.

Todas as amostragens foram feitas conforme as recomendacfes de bem-estar animal
reguladas pela Direcdo Geral de Veterindria para a utilizacdo de animais para fins

cientificos, descritas na directiva 2010/63/UE do parlamento europeu.

2.4. Alimentacéao

O alimento foi distribuido manualmente e oferecido ad libitum cinco vezes ao dia (9, 11, 12,

14 e 16 horas), até a saciedade (dentro do que seria expectavel ser consumo).

A alimentacdo atribuida a cada tanque foi contabilizada diariamente, descontando ao
alimento fornecido o alimento rejeitado, corrigido pelo fator de hidratag&o (quadro 2.2), com

0 objetivo de se retirar o valor (em peso seco (PS)) do alimento que nao foi ingerido.

O alimento rejeitado foi contabilizado diariamente, durante o decorrer do ensaio. A recolha
deste alimento foi feita trés vezes por dia, sempre na hora das purgas, colocando um filtro
na saida de agua e abrindo a purga para que todos 0s restos presentes no tanque e nas
tubagens ficassem retidos no mesmo. O alimento sobrante foi pesado, de modo a ser

posteriormente feito o célculo real do alimento ingerido.
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O fator de hidratagao foi determinado individualmente para cada tratamento, utilizando 10g
das diferentes ra¢bes mergulhadas num gobelé de 5L com agua retirada de cada tanque.
Este procedimento foi efetuado com arejamento continuo, durante um periodo de 4 horas,

de modo a simular as condigdes do tanque.

Quadro 2.2: Fator de hidratacéo das diferentes dietas experimentais (CP50, CP55 e CP55 ALT).

Fator de Hidratac&do por Tratamento
HT CP50 LT CP55 HT CP55 HT CP55ALT
2,6 2,8 3,1 2,6

2.5. Procedimentos bioquimicos

2.5.1. Preparacdo das amostras para posterior analise bioquimica

A preparacdo das amostras foi realizada no final do ensaio, nas instalacdes da SPAROS,
Lda.

Para tal, os peixes inteiros, previamente congelados a -20 °C, foram partidos e moidos
numa picadora elétrica, de modo a obter-se uma mistura homogénea de todos os peixes

retirados por tratamento.

Apés a moagem de cada tratamento, foram preparadas duas amostras da mistura

correspondentes a cada um, para posterior analise, nas mesmas instalacoes.

2.5.2. Analise bioquimica

Todas as analises foram efetuadas em duplicado, seguindo a metodologia descrita na
AOAC (2006) e conforme 0 método apresentado por Matias et al. (2020).

O teor em matéria seca (MS) foi determinado apés secagem a 105 °C, por 24 horas, em
estufa de circulacdo, pela diferenca do peso das amostras antes e apos a liofilizagdo. O
teor em cinzas totais foi determinado por combustéo, a 550 °C, durante 6 horas, em mufla
(Nabertherm L9/11/B170, Alemanha). A proteina bruta, calculada segundo a férmula
N-6,25, foi determinada por flash combustion technique, seguida de uma separagéo

cromatografica a gas e condutividade termal com um Leco N Analyzer (Model FP-528, Leco
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Corporation, USA). O teor em lipidos totais (LipT) foi determinado pela extracéo de éter de
petroleo a 40-60 °C, a partir do método Soxhlet, utilizando um SoxtecTM 2055 Fat
Extraction System (Foss, Denmark), com uma prévia hidrélise acida com HCI 8,3 M. A
energia bruta (EB) foi determinada em bomba calorimétrica adiabatica (Werke C2000, IKA,
Alemanha).

2.6. Procedimentos histolégicos

2.6.1. Preparacdo das amostras para posterior analise histolégica

Para a andlise histolégica do figado, realizada no final do ensaio com base nos métodos
descritos por Martoja, R. & Martoja-Pierson (1970), seis amostras de cada réplica (n=18,
por tratamento), foram separadas em cassetes histolégicas e fixadas imediatamente apés

a remocdo, com uma solugéo de formol tamponado a 10% (pH 7,2), durante 48 horas.

Apoés a fixacdo, as amostras foram armazenadas em etanol a 70%, minimizando as

alteracBes que pudessem ocorrer nos tecidos, durante o periodo de armazenamento.

De modo a obter os blocos para a realizacdo dos cortes histologicos, os tecidos foram

processados conforme o protocolo apresentado em anexo |.
2.6.2. Observacdo, fotografia e medi¢cdo microscopica

Para cada bloco foram realizados 3 cortes histolégicos, somando um total de 18 cortes por

tangque e 54 por tratamento.

Durante a observagédo microscopica, cinco fotografias foram aleatoriamente tiradas a cada
preparacdo, com uma ampliagdo de 100x. Para cada fotografia foi delineada uma area de
analise com dimensdo de 0,45x0,45 mm, perfazendo um total de 90 analises por
tratamento. Foram contabilizados e medidos os diametros de cada hepatécito presente na

area selecionada, calculando posteriormente, uma média destes valores por tratamento.

A observagéo das preparagfes histologicas foi realizada em microscopio 6tico NIKON
Eclipse Ci e fotografadas com camara NIKON Ds Fi 2. As medicdes e processamento de
imagem foram feitas utilizando o software ImagedJ (U. S. National Institutes of Health,

Bethesda, Maryland, USA), adaptando o método descrito por (Catarino, 2017), as
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necessidades desta analise, com o auxilio do guia publicado por (Ferreira & Rasband,
2012).

2.7. Métodos analiticos

2.7.1. Férmulas utilizadas para calculo dos parametros relativos ao

crescimento e retencéo de nutrientes

Os valores de peso corporal inicial (PCI), peso corporal final (PCF) e racdo consumida
foram utilizados para calcular a taxa de crescimento especifico (TCE), o indice de consumo
diario (ICD), taxa de converséo alimentar (TCA), a taxa de eficiéncia proteica (TEP), o

indice hepatossomatico (IHS) e, a retencéo de proteina (RP).

e Peso corporal inicial (PCI):

biomassa inicial
Pl = (9)

n? inicial de peixes

e Peso corporal final (PCF):

bi inal
PCF = iomasa final (g)

n? final de peixes

e Taxa de crescimento especifico (TCE)

A taxa TCE é definida pela variacéo do logaritmo do peso pelo tempo e é dada pela féormula:

In(peso corporal final) — In(peso corporal inicial
TCE:( (p poral f N)Odiaip p )>><100

Uma vez que 0s peixes ndo apresentam um crescimento linear ao longo da vida, a taxa
TCE pode depender de diversos fatores como espécie, tamanho, idade, alimentacéo,
temperatura da agua, etc. O crescimento estima-se através de um modelo que permite

estimar a percentagem de crescimento num determinado momento no tempo.
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 Indice de consumo diario (ICD)

O indice ICD permite calcular a percentagem de alimento consumida com base no peso
corporal, por cada dia e é dada pela seguinte férmula:

total ragio consumida (g)

biomassa final (g) + biomassa inicial (g))

ICD =
tempo (dias) % ( >

x 100

e Taxa de converséo alimentar (TCA)

A taxa TCA é calculada tendo por base a quantidade de racao (g ou kg) que foram utilizados

para produzir um kg de peixe e é dada pela seguinte féormula:

total racdo consumida (g)
TCA = X 100
peso ganho (g)

O principio basico de nutricdo em aquacultura € que os organismos devem ser alimentados
apenas até ao seu ponto de saciedade, uma vez que saciados, 0s niveis de stress
fisiologico serdo bastante reduzidos, permitindo um produto final de maior qualidade. Ao
otimizar os regimes de alimentacdo em cada situacao, a indistria também sera capaz de

reduzir os seus custos na alimentacéo.

Em termos industriais esta pode ser referida como TCA econdmica. Desta forma é
contabilizada a alimentacdo na sua totalidade, incluindo, por exemplo, todas a perdas de
ragdo e mortalidade ao longo do tempo, traduzindo-se 0s excessos de alimentacdo numa

TCA mais elevada.

¢ Taxa de eficiéncia proteica (TEP)

A taxa TEP baseia-se no ganho de peso dividido pela ingestdo de proteina bruta presente

no alimento e é dada sob a formula:

eso ganho
TEP = p g 9) X 100

ingestio proteina bruta (g)
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O célculo desta taxa dita o0 desempenho da proteina bruta presente nas dietas quanto a
necessidade de aminoécidos por parte dos organismos.

e Indice hepatossomatico (IHS)

O indice IHS permite estimar a percentagem de peso corporal ocupado pelo figado e é
dado pela seguinte formula:

_ peso humido figado(g)

IHS =
peso corporal final (g)

100

Valores de IHS elevados podem indicar excesso de deposicao lipidica no figado tal como

diversas patologias associadas a este 6rgao.
e Retencdao de proteina (RP)

A retencdo de proteina foi calculada a partir da seguinte formula:

—(biomassa inicial (g) X %MS i. peixes X %MS i. proteina peixes)

/biomassa final (g) X %MS f. peixes X %MS f. proteina peixes) —
RP = < . - 7 .
\(total racgdo consumida (g) X %MS da dieta X %MS proteina dieta

X 100

Esta indica-nos a percentagem de proteina que foi retida pelos peixes em funcéo do seu

crescimento, ndo tendo sido desperdicada, nem armazenada como fonte de energia.
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2.8. Analise estatistica

Toda a andlise estatistica efetuada para esta dissertacao foi realizada através do software
IBM SPSS Statistics 21.0 para o Windows (Armonk, NY: IBM Corp.), seguindo os métodos
delineados por (Zar, 1999). Todos os resultados foram expressos como média + desvio
padréo.

Os dados referentes aos diferentes tratamentos foram submetidos a uma andlise de
variancia unidirecional (one-way ANOVA), de forma a testar: a existéncia de diferengas
significativas entre as varias dietas experimentais, testadas a mesma temperatura,
considerando os diferentes niveis de proteina como variavel dependente; e a existéncia de
diferencas significativas entre tratamentos testados com o mesmo nivel de proteina, a

diferentes temperaturas, considerando a temperatura como variavel dependente.

Os pressupostos para a realizacdo deste tipo de analise foram avaliados através do teste
de Shapiro-Wilk, para testar a normalidade dos dados e, através do teste de Levene’s, para
testar a homogeneidade dos mesmos. Quando os resultados mostraram significAncia, as

médias entre tratamentos foram comparadas, utilizando o teste post hoc de Tukey.

O efeito das diferentes dietas e temperaturas na estrutura do figado dos juvenis foi
analisado estatisticamente através da analise de variancia de Kruskal-Wallis (ANOVA on
ranks), uma vez que os dados ndo atendiam aos presupostos de distribuicdo normal
(Shapiro-Wilk), nem de homogeneidade (Levene’s), mesmo apds uma normalizacao por

transformacéo logaritmica e raiz quadrada.

A significancia estatistica foi testada com um nivel de confianca de 95%.
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3. Resultados

3.1. Composigado bioquimica das dietas experimentais

O quadro 3.1 expbe a composicao bioquimica das diferentes dietas experimentais. A
composicao proximal das dietas difere ligeiramente da composicdo ponderal que foi feita,
aquando da formulacdo das dietas. No entanto, estas diferencas ndo contradizem os

resultados, uma vez que ndo mostraram ser relevantes.

Assim sendo, o teor de CP para a dieta CP50 foi de 51,52%, 57,99% para a dieta CP55 e
56,59% para dieta CP55 ALT. Os restantes parametros analisados, contrariamente ao teor
em CP, obtiveram valores similares entre dietas, tendo sido obtida uma média de 16,23 +
0,18%, para o teor em lipidos totais (LipT) e uma média de 21,21 + 0,21 kJ-g* para o teor
em EB.

Quadro 3.1: Composicéo bioguimica das dietas experimentais CP50, CP55 e CP55 ALT (MS:
matéria seca; CP: proteina bruta; LipT: lipidos totais; EB: energia bruta).

Dieta MS Cinza CP LipT EB
(e_m % de (e_m % de (kJ-gh)
alimento) alimento)

CP50 93,30 8,75 51,52 16,03 20,98

CP55 94,80 8,39 57,99 16,38 21,39

CP55 ALT 94,40 9,65 56,59 16,26 21,26

Os valores sdo apresentados por média de duas réplicas (n = 2).

3.2. Performance de crescimento e eficiéncia na utilizagdao das

dietas

No inicio do ensaio, todos 0s grupos experimentais seguiram o mesmo padrdo de peso
corporal (LT CP55 - 30,21 + 5,52; HT CP50 - 30,64 + 5,37; HT CP55 - 29,81 + 5,83, HT
CP55ALT - 30,02 £ 5,56), ndo tendo havido diferencgas estatisticamente significativas entre
tratamentos (F (3,8) = 0,442; p = 0,729), demonstrando assim a homogeneidade do lote

utilizado (quadros 3.2 e 3.3).

Durante o periodo experimental, todas as dietas foram bem aceites pelos individuos e

nenhuma alteragcdo na saude dos animais foi observada. A mortalidade reportada ao longo
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do ensaio aconteceu devido a eventuais fugas dos tanques, ndo tendo sido considerada
significativa (F (3,8) = 0,228; p = 0,874), uma vez que a taxa de sobrevivéncia variou entre
0s 97,5 e 99%, entre tratamentos (quados 3.2 e 3.3).

As performances dos distintos tratamentos testados com diferentes temperaturas estéao

representadas no quadro 3.2.

O crescimento dos juvenis de corvina-legitima expresso pelo peso corporal final (PCF) e
pela taxa de crescimento especifico (TCE), foi afetado de forma significativa pelo aumento
da temperatura, tal como indicado pelos valores de PCF (F (1,4) = 93,864; p = 0,001) dos
peixes sujeitos ao tratamento HT CP55 (134,53g %= 23,03), que apresentava uma
temperatura da agua mais elevada (26 °C) e, pelos valores de TCE (2,69 + 0,06), que
demonstraram uma relacdo significativa (F (1,4) = 73,096; p = 0,001) para a mesma
temperatura, quando comparados com o tratamento LT CP55, testado a uma temperatura
de 4gua mais baixa (22 °C) (109,16 + 20,48 e 2,29 + 0,06, respetivamente), demonstrando

assim a influéncia da temperatura da agua no crescimento final e especifico dos individuos.

Quanto a utilizacdo dos nutrientes por parte dos individuos, observou-se, tendo em conta
os dados da taxa de conversao alimentar (TCA), que os peixes fizeram uma melhor
utilizacao de alimento, quando sujeitos a temperaturas de agua mais elevadas (0,80 £ 0,01)
(F (1,4) =49,000; p = 0,002). Observou-se também, a partir dos valores obtidos pelo célculo
do indice de consumo diario (ICD), que, com o aumento da temperatura, 0s animais
tendiam a ingerir mais alimento diariamente, ainda que ndo de uma forma considerada
significativa (1,82 + 0,06) (F (1,4) = 7,615; p =0,051), o que pode sugerir que o crescimento
dos juvenis de corvina-legitima pode nao estar relacionado com a quantidade de alimento

que consomem.

Resultados significativos foram obtidos para a taxa de eficiéncia proteica (TEP) (2,23 +
0,07) (F (1,4) = 48,893; p = 0,002), qguando os peixes foram submetidos a temperaturas de
26 °C. O mesmo aconteceu quanto a retencdo de proteina (RP) (40,19 £ 0,99) (F (1,4) =
21,589; p = 0,010), quando comparados com as réplicas submetidas a temperatura mais

baixa.

O IHS n&o mostrou ser afetado pela temperatura, uma vez que néo apresentou diferencas
significativas (F (1,4) = 2,585; p = 0,183) entre os tratamentos HT CP55 e LT CP55.
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Quadro 3.2: Performance de crescimento e utilizagdo das dietas dos juvenis de corvina-legitima
tratados com o mesmo teor em proteina (CP55) a diferentes temperaturas (22 e 26 °C) (PCI: peso
corporal inicial; PCF: peso corporal final; TCE: taxa de crescimento especifico; ICD: indice de
consumo diario; TCA: taxa de conversdo alimentar; TEP: taxa de eficiéncia proteica; IHS: indice
hepatossomatico; RP: reten¢do de proteina).

Tratamentos ANOVA 1
(p-value)
LT CP55 HT CP55 T2

Crescimento

Sobrevivéncia (%) 98,61 + 0,962 97,78 £ 2,102 0,564
PCI (g) 30,21 + 5,522 29,81 + 5,832 0,702
PCF (9) 109,16 + 20,482 134,53 + 23,03 0,001
TCE (%-dia™) 2,29 + 0,062 2,69 +0,06° 0,001
ICD (%-dia%) 1,71 £ 0,042 1,82 £ 0,062 0,051
TCA (%) 0,85 + 0,002 0,80 +0,01° 0,002
TEP (%) 2,03 £0,012 2,23 +0,07° 0,002
HIS (%) 1,90 £ 0,162 1,74 £ 0,042 0,183
RP (% ingest&o) 36,57 + 0,912 40,19 + 0,99° 0,010

Os valores séo apresentados por média + SD de trés réplicas (n = 3). Médias na mesma linha com
diferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas (one-way ANOVA, p < 0,05).
valores de p-value para diferencas entre as diferentes temperaturas.

Os tratamentos testados a uma temperatura de 26 °C, submetidos a diferentes teores e
fontes de proteina (quadro 3.3), demonstraram que, apesar de ter sido observado um
crescimento relevante para todos os tratamentos no final dos 56 dias de ensaio, a esta
temperatura, o nivel proteico ndo teve influéncia no peso dos individuos (PCF: 138,83 +
25,10 - HT CP50; 134,53 + 23,03 - HT CP55; 142,81 + 23,37 - HT CP55 ALT) (F (2,6) =
3,464; p =0,100), assim como no seu crescimento especifico (TCE: 2,70 £ 0,03 — HT CP50;
2,69 +£ 0,06 — HT CP55; 2,78 + 0,05 — HT CP55 ALT) (F (2,6) = 3,316; p = 0,089). Embora
sem significancia, o valor de PCF do tratamento HT CP55 ALT foi o que apresentou
maiores resultados, comparativamente aos demais, seguindo-se, surpreendentemente,
pelo tratamento HT CP50, que continha o menor teor em CP, ficando o tratamento HT

CP55 com o menor valor de PCF.

No que diz respeito a utilizag&o dos nutrientes, tendo em conta os dados de TCA, observou-
se que os peixes alimentados com dietas que continham 55% de proteina (CP55 e CP55
ALT) fizeram uma melhor utilizagdo das mesmas (TCA: 0,80 = 0,01 e 0,79 £ 0,02,
respetivamente), diferindo significativamente (F (2,6) = 7,184; p = 0,026) dos peixes que
foram alimentados com a dieta CP50, que continha apenas 50%. Relativamente a ingestéo
de alimento, ndo se observou qualquer diferenca significativa (F (2,6) = 3,960; p = 0,080),

guando feita uma comparacéo entre todas as dietas.
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Nenhuma relacéo considerada significativa foi observada entre os valores de TEP (F (2.6)
=3,361; p=0,105) e os valores de RP (F (2,6) = 4,715; p = 0,059), para os diferentes niveis
de proteina, sugerindo que o teor e fonte proteicos ndo parecem influenciar o crescimento

e utilizacdo das dietas pelos peixes.

O IHS mostrou ter sido afetado pelos diferentes niveis de proteina, tendo apresentado
diferencas estatisticamente significativas (F (2,6) = 8,981; p = 0,016) entre aqueles que
foram alimentados por CP50 e CP55, néo se tendo verificado diferengas entre as dietas
CP50 e CP55ALT e entre as dietas CP55 e CP55ALT.

Quadro 3.3: Performance de crescimento e utilizacdo das dietas dos juvenis de corvina-legitima
tratados com diferentes teores e fontes de proteina (CP50, CP55 e CP55 ALT) a mesma
temperatura (26 °C) (PCI. peso corporal inicial; PCF: peso corporal final; TCE: taxa de crescimento
especifico; ICD: indice de consumo diario; TCA: taxa de converséo alimentar; TEP: taxa de
eficiéncia proteica; IHS: indice hepatossomatico; RP: retencao de proteina).

Tratamentos ANOVAl
(p-value)
HT CP50 HT CP55 HT CP55 ALT P

Crescimento

Sobrevivéncia (%) 97,50 + 3,00? 97,78 + 2,102 98,61 + 1,732 0,836
PCI (g) 30,64+537% 2981+583% 30,02 + 5,562 0,630
PCF (g) 138,83 +25,10° 134,53 + 23,032 142,81 + 23,372 0,100
TCE (%-dia™) 2,70 + 0,032 2,69 + 0,062 2,78 + 0,052 0,089
ICD (%-dia®) 1,94 + 0,072 1,82 + 0,062 1,85 + 0,042 0,080
TCA (%) 0,85 + 0,022 0,80 +0,01° 0,79 +0,02° 0,026
TEP (%) 2,27 + 0,062 2,15 + 0,032 2,23 +0,072 0,105
HIS (%) 1,97 + 0,092 1,74 +0,04° 1,87 +0,05% 0,016
RP (% ingestdo) 4416+0,24*>  40,19+0,992 43,07 + 2,642 0,059

Os valores sao apresentados por média + SD de trés réplicas (n = 3). Médias na mesma linha com
diferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas (one-way ANOVA, p < 0,05).
lvalores de p-value para diferencas entre os diferentes niveis de proteina.
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3.3. Composicao bioquimica dos juvenis de corvina-legitima

3.3.1. Tratamentos alimentados com o mesmo teor de proteina
(CP55) a diferentes temperaturas (22 e 26 °C)

No quadro 3.4 estdo representadas as composi¢des corporais, relativas ao 56° dia de

ensaio, para os tratamentos testados com diferentes temperaturas.

Como tal, é possivel observar-se que o teor MS foi claramente superior quando os peixes
alimentados com CP55 (28,79 + 0,46) foram submetidos a temperaturas de agua mais
elevadas (F (1,4) = 24,185; p = 0,008), demonstrando que a temperatura teve influéncia no
desenvolvimento dos individuos. Contrariamente ao teor em MS, os teores em proteina
bruta (CP) (F (1,4) = 2,172; p = 0,215), lipidos totais (LipT) (F (1,4) = 0,504; p = 0,517) e
energia bruta (EB) (F (1,4) = 1,051; p = 0,363) ndo diferiram de forma significativa entre as

diferentes temperaturas.

Quadro 3.4: Composicao bioguimica dos juvenis de corvina-legitima (56° dia) tratados com o
mesmo teor de proteina (CP55) a diferentes temperaturas (22 e 26 °C) (MS: matéria seca; CP:
proteina bruta; LipT: lipidos totais; EB: energia bruta).

Tratamentos ANOVA 1
(p-value)
LT CP55 HT CP55 T2

Composicao corporal (%)

MS 27,00 £ 0,322 28,79 + 0,46 0,008
Cinza 11,92 £ 0,582 12,40 £ 1,12 0,553
CP 64,33 + 1,362 62,76 + 1,242 0,215
LipT 24,25 + 2,362 25,29 + 0,942 0,517
EB (kJ-g?) 22,41 + 0,132 22,31 +0,61? 0,363

Os valores séo apresentados por média + SD de trés réplicas (n = 3). Médias na mesma linha com
diferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas (one-way ANOVA, p < 0,05).
valores de p-value para diferencas entre as diferentes temperaturas.

3.3.2. Tratamentos alimentados com diferentes dietas
experimentais (CP50, CP55 e CP55 ALT)

O contetildo em CP nas carcagas dos individuos amostrados ndo mostrou ter sido afetado
pelas diferentes dietas (F (2,6) = 3,036; p = 0,123), tal como demonstrado pelo quadro 3.5.

Contudo, verificou-se uma ligeira diminuigdo do contetdo proteico nos peixes submetidos
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ao tratamento HT CP55 ALT (61,12 + 2,10), alimentados com fontes proteicas alternativas,

face aos restantes tratamentos.

A andlise estatistica efetuada (one-way ANOVA) mostrou que todos o0s restantes
parametros relativos a composicdo bioquimica das carcagas ndo diferiram de forma
significativa entre si, quando os peixes foram submetidos a diferentes teores e fontes de
proteina (MS (F (2,6) = 0,151; p = 0,863), cinza (F (2,6) = 480,881; p = 0,462), LipT (F (2,6)
=0,708; p =0,529) e EB (F (2,6) = 1,224; p = 0,358) (quadro 3.5).

Quadro 3.5: Composicao bioquimica dos juvenis de corvina-legitima (56° dia) tratados com
diferentes teores e fontes de proteina (CP50, CP55 e CP55 ALT) a mesma temperatura (26 °C)
(MS: matéria seca; CP: proteina bruta; LipT: lipidos totais; EB: energia bruta).

ANOVA
Tratamentos 1
(p-value)
HT CP50 HT CP55 HT CP55ALT P
Composicao
corporal (%)
MS 29,04 +2,20° 28,79+0,46* 28,91 +0,39% 0,863
Cinza 12,37 £ 0,312 12,40+ 1,132 11,92 + 0,582 0,462
CP 64,21 +1,07* 62,76 +1,24* 61,12+2,10% 0,123
LipT 25,42 +0,632 25,29+0,94* 26,28 +1,53% 0,529
EB (kJ-g?) 22,66 +0,23* 22,31 +£0,61* 22,71+0,13% 0,358

Os valores séo apresentados por média + SD de trés réplicas (n = 3). Médias na mesma linha com
diferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas (one-way ANOVA, p < 0,05).
lvalores de p-value para diferencas entre os diferentes niveis de proteina.

3.4.Analise do figado dos juvenis de corvina-legitima

Com base nas observacdes efetuadas através de microscopio 6tico dos cortes histolégicos
de figado corados com Hematoxilina Eosina (HE), verificou-se que os juvenis de corvina-
legitima, alimentados com CP55, a diferentes temperaturas (22 e 26°C), demonstraram
alteracdes a normal estrutura histoldgica do figado (figura 3.1), nomeadamente, distenséo
celular e citoplasma completamente vacuolizado, apresentando esteatose celular.
Contudo, estas alteragfes ndo demonstraram diferencas significativas entre si, tanto ao
nivel de esteatose, como de diametro médio dos hepatdcitos (X? (1) = 4,560; p = 0,102)
(figura 3.2).
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Figura 3.1 - Microfotografias de luz, obtidas a partir de microscopio otico, de preparacdes
histolégicas definitivas de figado de juvenis de corvina-legitima (Argyrosomus regius) alimentadas
com a mesma dieta (CP55) a diferentes temperaturas (22 e 26 °C). Cortes histolégicos corados com
HE. A seta branca indica nlcleo deslocado lateralmente; p - pancreas; s — sinusoides; a barra branca
corresponde a uma escala de 50 ym. (A) imagem correspondente ao tratamento LT CP55,
ampliagcdo 100x%; (B) imagem correspondente ao tratamento HT CP55, ampliacdo 100x; (C) imagem
correspondente ao tratamento LT CP55, ampliacdo 400x; (D) imagem correspondente ao
tratamento HT CP55, ampliacio 400x
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Também em individuos alimentados com as dietas CP50, CP55 e CP55 ALT, a 26° C
(figura 3.3), ndo foram encontradas diferencas com significado estatistico (X? (2) = 4,500;

p = 0,340). no diametro médio dos hepatdcitos (figura 3.2).
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Figura 3.3 - Microfotografias de luz, obtidas a partir de microscopio 6tico, de preparacdes
histolégicas definitivas de figado de juvenis de corvina-legitima (Argyrosomus regius) alimentadas
com diferentes fontes e teores de proteina (CP50, CP55 e CP55 ALT) a uma temperatura de 26 °C,
com claros sinais de esteatose celular. Cortes histologicos corados com HE. A seta branca indica
nucleo deslocado lateralmente; p - pancreas; s — sinusoides; a barra branca corresponde a uma
escala de 50 ym. (A) imagem correspondente ao tratamento HT CP50, ampliagdo 100x; (B) imagem
correspondente ao tratamento HT CP55, ampliagdo 100x; (C) imagem correspondente ao
tratamento HT CP55 ALT, ampliacdo 100x%; (D) imagem correspondente ao tratamento HT CP50,
ampliagdo 400x; (E) imagem correspondente ao tratamento HT CP55, ampliacdo 400x; (F) imagem
correspondente ao tratamento HT CP55 ALT, ampliagéo 400x.
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Todos os cortes histoldgicos analisados mostraram que as células hepéticas exibiam uma
estrutura poligonal, disposta ao longo dos canais sinusoides, preenchidas por vacuolo e
nucleo deslocado para a parede celular (figuras 3.1 e 3.3).

Com a observacdo das preparacdes histoldgicas foram ainda observados vestigios de

tecido pancreético rodeado por células hepaticas, o que indica que esta espécie contém
hepatopancreas (figuras 3.1 Ae 3.3 Ae C).
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4. Discussao

O presente estudo demonstra a importancia da temperatura da agua de cultivo, do teor
proteico e da fonte da proteina das dietas experimentais no crescimento de juvenis de

corvina-legitima.

Foi demonstrado que, num curto periodo de tempo (56 dias), o crescimento dos juvenis
alimentados com a mesma dieta diferiu significativamente, quando sujeitos a diferentes
temperaturas. Por outro lado, juvenis tratados com a mesma temperatura e alimentados
com diferentes teores proteicos, ndo apresentaram diferengcas no seu crescimento. Apos
uma extensa pesquisa bibliogréafica, apenas um estudo oficial, efetuado por Sousa (2016),
avalia o efeito da interacdo entre a temperatura da agua e o teor de proteina da dieta, no

crescimento por parte de juvenis de corvina-legitima.

A corvina-legitima tem recebido, nos Gltimos anos, uma atengdo especial no que diz
respeito aos seus requisitos nutricionais, devido a necessidade de otimizacdo desta
espécie e diversificacdo da aquacultura na area do mediterraneo (Angelini, 2002; Duncan,
et al.,, 2013; Monfort, 2010; Parisi et al., 2014; Ribeiro et al., 2013). No entanto, o

conhecimento existente acerca desses requisitos, ainda € muito limitado.

Segundo Lovell, (1998b), a proteina, para além de ser o principal macronutriente que
constitui as dietas dos peixes que afeta diretamente o seu crescimento e a sua taxa de
conversao alimentar, € um dos principais custos associados a formulacdo das racfes. Um
défice na incorporacéo de proteina nas dietas prejudica diretamente o crescimento desta
espécie, e, por outro lado, 0 excesso deste macronutriente presente nas dietas, para além
de as tornar mais caras, torna menos eficiente a utilizagdo de N. Esta utilizacéo deficiente
tem como consequéncia um aumento da deposi¢éo de compostos azotados na agua, uma
vez que os aminoacidos séo utilizados como fonte de energia (Cowey, 1995; NRC, 2012),
comprometendo a qualidade da agua do cultivo e promovendo efluentes com maior carga

organica.
Por isso, nos ultimos anos, varios estudos tém sido realizados, de modo a avaliar quais,

efetivamente, serdo os requisitos alimentares e as alternativas sustentaveis mais viaveis

para esta espécie, com o sentido de otimizar a sua producao (Monfort, 2010; NRC, 2012).
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Estudos anteriores ja demonstraram que até 60% de substituicéo de farinhas de peixe (FP)
por proteinas de origem vegetal (PV), ndo compromete a performance de crescimento em
juvenis de corvina-legitima, apresentando crescimentos similares a individuos alimentados
com concentragdes idénticas em FP (Estévez et al., 2011; Ribeiro et al., 2015; Velazco-
Vargas, 2013). Os valores de PV utilizados nestes estudos foram superiores aos presentes
nas dietas CP50 e CP55 (quadro 2.1), utilizadas neste ensaio, onde a substituicdo rondou
os 50%, podendo afirmar-se que a incorporacdo de PV nas dietas experimentais nao
prejudicou o crescimento dos individuos e ndo se aproximou de possiveis limites

percentuais maximos em que a espécie comeca a retardar o seu crescimento.

Embora nenhum estudo oficial tenha sido realizado com o objetivo de avaliar o efeito das
farinhas de aves (FA) na performance de crescimento de juvenis de corvina-legitima,
inmeros autores tém estudado o seu potencial como possivel substituto parcial as FP,
com valores superiores a 30% de FA, em inUmeras espécies como robalo-japonés
(Lateolabrax japonicus) (Wang et al., 2015), dourada-do-Japao (Pagrus major) (Takagi et
al., 2000), truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Parés-Sierra et al., 2014; Steffens, 1994),
fogueteiro-galego (Rachycentron canadum) (Watson et al.,, 2014), sereia-da-florida
(Trachinotus carolinus) (Riche, 2015), corvindo-de-pintas (Sciaenops ocellatus) (Kureshy
et al., 2000), ou dourada (Sparus aurata) (Fontinha et al., 2020). Neste ensaio a dieta CP55
ALT obteve uma incorporacédo de 31,5% de FA (quadro 2.1), substituindo em 75% as FP,

face a dieta CP55, que continha a mesma percentagem de proteina.

Tal como pretendido, as dietas experimentais apresentaram um carater isolipidico, em que
o teor de lipidos foi idéntico entre tratamentos (16,2 de lipidos, em % de alimento). Este
nivel lipidico aproximou-se bastante dos parametros considerados 6timos para o
crescimento de juvenis desta espécie, apresentados por Chatzifotis et al. (2010; 2012),
gue, nos seus estudos, demonstrou um crescimento maximo fazendo utilizagdo de uma
dieta composta por 17% de lipidos e 43% de proteina (CP) (em % de alimento) e outra de

17,5% de conteudo lipidico com 50% de CP (em % de alimento).

No entanto, o teor em CP mostrou-se ligeiramente dispar do que foi apresentado pelas
matrizes de formulagéo das dietas (CP50: 50 vs. 51,52; CP55: 55 vs. 57,99; CP55 ALT: 55
vs. 56,59, em % de alimento), sugerindo que os valores de CP das matrizes de formulagdo
de alguns dos ingredientes, ainda que de uma forma pouco significativa, fossem
apresentados por defeito. Uma vez que as diferengas apresentadas foram minimas, todos

os valores estavam contemplados no intervalo de valores (45-60, em % de alimento),
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atualmente considerado aceite por inidmeros autores para a maximiza¢ao do crescimento
de juvenis desta espécie (Amoedo, 2012; Chatzifotis et al., 2012; El-Dahhar et al., 2016;
Fountoulaki et al., 2017; Martinez-Llorens et al., 2011; Saavedra et al., 2018; Sousa, 2016).

A temperatura determinada para os diferentes tratamentos (LT CP55: 22 vs. 22,03 + 0,90
°C; HT CP55: 26 vs. 25,62 + 0,64 °C; HT CP50: 26 vs. 25,82 + 0,70 °C; HT CP55 ALT: 26
vs. 25,65 + 0,64 °C) manteve-se dentro dos parametros pretendidos para este ensaio
(figura 4.1). E sabido que o aumento da temperatura desempenha um papel importante no
crescimento de juvenis de diversas espécies de producdo aquatica, através dos seus
efeitos na alimentacdo e metabolismo dos individuos, existindo para cada espécie um
intervalo de temperaturas consideradas Gtimas para o efeito (Brett & Groves, 1979; Fry,
1971; Gadomski & Caddell, 1991; Jobling, 1995; Mccauley & Huggins, 1979). Muitos
autores encontraram esta tendéncia quando estudaram o seu efeito em robalo
(Dicentrarchus labrax) (Besson et al., 2016; Moreira et al., 2008; Person-Le Ruyet et al.,
2004), salméao-do-atlantico (Salmo salar) (Handeland et al., 2008; Jonsson et al., 2001),
peixe-gato americano (Ictalurus punctatus) (Suja et al., 2009), halibute-atlantico
(Hippoglossus hippoglossus) (Gadomski & Caddell, 1991), pregado (Scophthalmus
maximus) (Imsland et al., 2001; 1996), truta-marisca (Salmo trutta) (Elliott, 1975), achiga
(Micropterus salmoides) (Diaz et al., 2007) ou corvina-legitima (Argyrosomus regius)
(Cardenas, 2009; Kir et al., 2017; Ribeiro et al., 2013; Saavedra et al., 2018). No entanto,
para a espécie em estudo na presente dissertacdo, muito pouco se sabe sobre a sua

temperatura étima de crescimento (Kir et al., 2017).

O efeito da temperatura no crescimento foi notério logo ao 31° dia, sendo bastante mais
evidente no final do ensaio (56° dia) (figura 4.1). No estudo levado a cabo por Kir et al.,
(2017), que pretendeu determinar qual a tolerancia e preferéncia térmica por juvenis de
corvina-legitima, utilizando temperaturas de 18, 22, 26 e 30 °C, os peixes alimentados ad
libitum com uma dieta comercial que continha 45% de CP, durante 30 dias, obtiveram o
seu crescimento maximo a uma temperatura de 26 °C. Estes valores corroboram o0s
resultados obtidos no presente estudo, onde se verificou que o aumento da temperatura
de 22 para 26 °C, influenciou significativamente o crescimento dos individuos (PCF e TCE),
guando os peixes de ambos os tratamentos foram alimentados com CP55. Considerando
0s 26 °C o valor 6timo para o crescimento de juvenis de corvina-legitima, constatou-se que
0 mesmo esté acima dos valores considerados favoraveis (22 — 25 °C) utilizados em varios
ensaios na EPPO ou em parceria com esta (Guardiola et al., 2018; Matias et al., 2020;
Ribeiro et al., 2015; Saavedra et al., 2018; Sousa, 2016).
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Figura 4.1: Evolucgdo do peso dos peixes e da temperatura de cultivo nos diferentes tratamentos,
ao longo dos 56 dias de ensaio.

E sabido que, por norma, o crescimento e a ingestdo de alimento nos peixes, aumenta com
0 aumento da temperatura até ao valor étimo de cada espécie (Meeuwig et al., 2004),
sendo a temperatura um fator limitante tanto na ingestdo de alimento, como na taxa
metabdlica dos organismos (Peres & Oliva-Teles, 1999).

No presente estudo, enquanto que a temperatura mais alta em estudo influenciou
positivamente a taxa de conversao alimentar (TCA), o indice de consumo diario (ICD) entre
os tratamentos com diferentes temperaturas, apesar de ter mostrado uma tendéncia por
parte dos peixes sujeitos a condi¢des térmicas mais baixas em consumir menos alimento
(quadro 3.2) ndo apresentou uma relagdo considerada significativa, podendo sugerir que o
crescimento dos peixes possa hao estar relacionado com altas taxas de consumo, mas sim
com uma melhor utilizagéo das dietas (Matias et al., 2020). Outro estudo, desenvolvido por
Moreira et al. (2008), demonstrou que robalos tratados a diferentes temperaturas (18 e 25
°C) e alimentados com diferentes niveis proteicos, apresentaram a mesma tendéncia

guanto a ingestao de alimento.

52



A eficiéncia e retencdo (em % de ingestdo) proteicas (TEP e RP) foram superiores em
peixes tratados a uma temperatura mais elevada, indicando que temperaturas proximas
dos 26 °C promovem uma melhor utilizacdo da proteina presente na dieta, por parte dos
juvenis de corvina-legitima. Tais resultados também podem ser observados para juvenis
desta espécie no estudo feito para a dissertacdo de Sousa (2016), quando peixes
alimentados com uma dieta que continha 57% de CP foram testados a diferentes
temperaturas (20 e 24 °C). Moreira et al. (2008) também descreveu esta tendéncia, quanto

a eficiéncia proteica, em robalo (Dicentrarchus labrax).

Quando testados diferentes fontes e teores proteicos em HT, o presente estudo
demonstrou que os peixes alimentados ad libitum ndo apresentaram diferengcas quanto ao
seu crescimento (PCF e TCE), nem quanto ao ICD. Saavedra et al. (2018), com condi¢bes
térmicas de cultivo médias de aproximadamente 25 °C, corrobora os resultados obtidos
neste estudo, uma vez que também nao verificou diferencas no crescimento e ingestao de
alimento por parte dos juvenis desta espécie, quando alimentados com teores proteicos de
50 e 60%.

No entanto, a maioria dos autores contradizem os resultados obtidos no presente estudo,
guando obtiveram diferencas significativas no crescimento de juvenis de corvina-legitima,
em ensaios de nutricdo realizados para avaliar o efeito do aumento do teor de CP nas
dietas, quando os peixes foram cultivados a temperaturas médias inferiores a 25 °C
(Chatzifotis et al., 2012; El-Dahhar et al., 2016; Giroy et al., 2017; Martinez-Llorens et al.,
2011; Velazco-Vargas et al., 2014), indicando que a temperatura tem um papel de

predominancia no crescimento desta espécie.

Os valores de crescimento especificos (TCE) entre tratamentos que utilizaram diferentes
teores de CP, vincularam, mais uma vez, a prevaléncia da temperatura sobre os niveis de
proteina, uma vez que apresentaram valores superiores aos comummente encontrados na
literatura (Amoedo, 2012; Chatzifotis et al., 2012; 2010; Fernandes, 2013; Martinez-Llorens
et al., 2011), quando os autores efetuaram os seus ensaios a temperaturas inferiores a 22
°C. Valores que vao de encontro aos valores obtidos no presente estudo foram encontrados
por El-Dahhar et al. (2016), quando alimentou juvenis de corvina-legitima com 50 e 55%

de CP, a uma temperatura constante de aproximadamente 24,5 °C.

Os valores TCE obtidos neste estudo também mostraram ser superiores aos valores

apresentados por juvenis de outras espécies marinhas, tal como a roncadeira-preta
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(Sciaena umbra), que apresentou valores de TCE maximos de 0,95% no estudo de
Chatzifotis et al. (2006), ou robalo (Dicentrarchus labrax) que, segundo Person-Le Ruyet
et al. (2004), obteve valores de TCE de 1,21%, quando cultivados sob condi¢bes parecidas
com as deste ensaio, demonstrando, assim, as 6timas taxas de crescimento por parte da

espécie em estudo.

A temperatura de 26 °C, os juvenis de corvina-legitima tendem a ingerir mais alimento,
independentemente do seu contetido proteico, como indicam os valores de ICD. Neste
estudo, contrariamente a estes valores, o aumento do nivel CP mostrou diferir
significativamente quanto a TCA, sugerindo, mais uma vez, que o crescimento dos peixes
podera ser mais influenciado pela utilizacdo do alimento, do que pela taxa de ingestao do
mesmo. Denota-se que os peixes que se alimentaram de CP50 consumiram mais alimento,
do que os peixes alimentados com as restantes racfes que continham 55% de CP. No
entanto, esta diferenca ndo mostrou ser significativa, o que pode indicar que o incremento
de CP de 50 para 55% a temperatura de 26 °C, em conjunto com a falta de diferencas no
peso corporal final (PCF) dos diferentes tratamentos, ndo se justifica, uma vez que é
utilizada uma temperatura 6tima para o crescimento dos animais. Valores idénticos de TCA
foram obtidos por Matias et al. (2020) e Ribeiro et al. (2015) em ensaios efetuados com

juvenis da mesma espécie.

Altos valores de TEP estdo normalmente associados a boas taxas de converséo alimentar
e a altas taxas de crescimento (Thoman et al., 1999). Tal como demonstrado pela figura
4.1, o crescimento dos individuos foi gradual ao longo do ensaio, tendo os trés tratamentos
HT quase quintuplicado de peso médio ao 56° dia (quadro 3.3). No corrente estudo, 0s
valores de TEP ndo mostraram diferencas entre os diferentes niveis de proteina, tendo
compreendido valores entre 2,15 (CP55) e 2,27 (CP50). Estes valores vao de encontro aos
valores obtidos nos estudos de Couto et al. (2016) e Matias et al. (2020). No entanto, sdo
superiores & maioria dos autores que realizaram estudos de nutricdo com juvenis de
corvina-legitima (Amoedo, 2012; Chatzifotis et al., 2012, 2010; Giiroy et al., 2017; Ribeiro
et al., 2015; Saavedra et al., 2018; Sousa, 2016).

Os resultados obtidos para RP seguiram o mesmo padrao dos anteriormente mencionados
onde, apesar de ndo existirem diferencas significativas entre tratamentos, se verificou que
0s peixes alimentados com a dieta que continha 50% de CP retiveram mais proteina que

0s demais tratamentos em HT.
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Estes valores sugerem que ragdes para juvenis de corvina-legitima, com niveis de CP de
50% agregados a teores em lipidos otimizados, tornam-se mais vantajosas para a
producdo desta espécie, uma vez que um teor lipidico ideal ira compensar 0 excesso de
proteina ndo sintetizada para o crescimento dos individuos que se iria depositar como
reserva de energia ou excretada sob forma de N para o ambiente (NRC, 1993). Tal como
demonstrado por Chatzifotis et al. (2012), quando estudou a interagcéo dos niveis de lipidos
e proteina em juvenis da mesma espécie. Estes resultados também foram verificados para
outras espécies como salmédo-do-atlantico (Salmo salar) (Hillestad & Johnsen, 1994) ou
halibute-atlantico (Hippoglossus hippoglossus) (Hatlen, Grisdale-Helland, & Helland, 2005;
Helland & Grisdale-Helland, 1998).

A falta de diferencas significativas entre os crescimentos dos diferentes tratamentos sugere
gue, no caso dos juvenis desta espécie, a temperatura da agua podera ter uma maior

influéncia quanto ao seu crescimento.

N&o existem muitos dados disponiveis quanto ao efeito da temperatura na composicao
bioquimica de corvina-legitima. Estudos com robalo (Dicentrarchus labrax), efeituados por
Moreira et al., (2008) e Oliva-Teles (2000), embora com resultados discrepantes entre si,
demonstraram que a temperatura influenciava significativamente a composicéo bioquimica
dos peixes. Médale et al. (1999), no seu estudo com carpa-comum (Cyprinus carpio),
demonstrou que o contetdo em lipidos das carcacas foi superior nos peixes cultivados a
18 °C, enquanto que a energia foi mais elevada naqueles que foram sujeitos a uma
temperatura de 25 °C. No entanto, a retencdo proteica ndo mostrou ter sido influenciada
pela temperatura. Neste estudo, contrariamente aos anteriormente mencionados, nenhum
efeito da temperatura da agua foi apresentado na composi¢do bioquimica das carcacas
dos individuos, a excec¢éo do teor em MS, que foi claramente superior em peixes tratados

a 26 °C, comprovando assim a influéncia da temperatura no crescimento dos individuos.

Quanto aos tratamentos testados a temperatura mais elevada, a composi¢cao bioquimica
das carcagas ndo mostrou ser afetada nem pelo incremento de proteina, nem pela fonte.
Chatzifotis et al. (2012) também n&o verificou diferengas entre o conteado em proteina e
cinza na composicao corporal de juvenis desta espécie, quando estes foram alimentados
com diferentes teores de proteina (40, 45, 50 e 53 de CP, em % de alimento). Quanto ao
teor em lipidos, era esperado que este diminuisse com o aumento da proteina na dieta, no
entanto, tal ndo foi verificado. Chatzifotis et al. (2012) verificou no seu estudo que juvenis

de corvina-legitima alimentados com CP a 50%, obtiveram maior conteudo em lipidos,
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verificando que este grupo de peixes era 0 que apresentava maiores valores em TCE e
PCF, coincidindo com o sucedido nos estudos de Lanari et al. (1999) e Vergara et al.
(1996), com robalo (Dicentrarchus labrax) e dourada (Sparus aurata), respetivamente. Uma
vez que neste estudo todos os tratamentos em HT obtiveram PCF e TCE similares, néo se

verificaram oscilagBes no conteudo lipidico das carcagas entre tratamentos.

Sousa, (2016), demonstrou que o teor em energia presente nas carcacas de juvenis de
corvina-legitima aumenta com o aumento da temperatura. O facto de os grupos de peixes
em questdo terem sido sujeitos a uma temperatura de 26 °C, considerada 6tima para o

crescimento da espécie, podera ter influenciado a falta de diferencas entre tratamentos.

Peres & Oliva-Teles (1999), no seu estudo com robalo (Dicentrarchus labrax), também néo
foram observadas diferencas na composicdo bioquimica dos juvenis, quando 0s peixes
tratados a 25 °C foram alimentados com 36, 42, 48 e 56% de CP.

A dieta CP55 ALT, que continha uma incorporacao de 31,5% de farinhas de aves (FA), em
alternativa a teores mais elevados de farinhas de peixe (FP), ao ser testada no presente
estudo em juvenis de corvina-legitima, mostrou que a inclusdo de FA em quantidades
superiores a FP, ndo afetou negativamente o desenvolvimento dos animais cultivados a 26
°C, uma vez que ndo foram apresentadas quaisquer diferencas consideradas significativas,
comparativamente com a dieta CP55 que continha 0 mesmo teor (quadro 3.3). Apesar de
nao existirem diferencas, verificou-se uma ligeira tendéncia nos peixes alimentados com
esta dieta alternativa para crescerem mais que 0s demais, apresentando valores de PCF

e TCE superiores aos restantes tratamentos em HT.

Através da observagdo do quadro 3.3, também se pode verificar que valores obtidos para
TEP e RP, fazendo utilizacdo da dieta CP55 ALT, se aproximaram dos valores

considerados mais apelativos, obtidos para a dieta CP50.

A composicao bioquimica dos animais também ndo mostrou diferencas significativas entre
individuos que comeram 50 e 55% em CP com maior incorporacédo de FP, relativamente
aos que se alimentaram com 55% em CP, mas com uma substituicdo das FP, por FA de
75%.

Corroborando os resultados obtidos neste estudo, quando o teor em FP foi substituido em

75% por FA, Dawson et al. (2018) indicou que a FP presente nas racdes de juvenis de
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serrano-estriado (Centropristis striata) pode ser substituida por FA até uma percentagem
de 81,8 sem afetar a sobrevivéncia, crescimento, utilizagdo de alimentos e composi¢éo
bioguimica dos peixes, quando fez utilizacdo de dietas que continham 44 e 15% em teor
de CP e lipidos, respetivamente. Também Fontinha et al. (2020) e Karapanagiotidis et al.
(2019), recentemente, publicaram estudos que indicam que juvenis de dourada (Sparus
aurata) suportam valores de substituicio de FP por FA de 83% e mais de 50%,
respetivamente, sem que os seus valores de sobrevivéncia, crescimento, utilizacdo de
alimentos e composicao bioquimica sejam comprometidos. No entanto, segundo o estudo
de Karapanagiotidis et al. (2019), ainda para dourada (Sparus aurata), dietas com valores
acima de 50% devem ser suplementadas com lisina e metionina, apontando o valor 6timo

de 50% para dietas nao suplementadas com estes aminoacidos essenciais.

O figado é um 6rgéo fundamental na morfologia dos peixes, uma vez que representa a
principal reserva de lipidos e glicogénio do organismo (Bruslé & Anadon, 1996; McGoogan
& Gatlin, 1999). O volume que este 6rgdo ocupa no corpo dos peixes € dado pelo IHS e,

pode servir como indicador de excesso de gordura no figado.

Os resultados apresentados neste estudo mostraram que a temperatura ndo afetou as
reservas energéticas dos peixes em estudo, uma vez que os valores de IHS com o0 aumento

da temperatura ndo revelaram diferencas significativas.

Por outro lado, o IHS mostrou ser afetado pelas dietas experimentais formuladas com maior
percentagem de FP, sendo que um menor teor em CP, se traduziu num aumento em IHS.
Indicando que menos disponibilidade de proteina para processos catabodlicos de
armazenamento de energia no figado, dao lugar ao catabolismo de outras moléculas como
polissacarideos ou lipidos, para 0 mesmo efeito, originando valores de IHS mais elevados
(Debnath et al., 2007). A dieta que continha substituicdo de FP por FA (CP55 ALT), apesar
de demonstrar valores mais proximos da dieta CP50, ndo mostrou diferir das demais

guando ao IHS.

Esta tendéncia foi demonstrada por Fountoulaki et al. (2017), quando testou diferentes
contetdos em proteina (43 e 47, em % de alimento) e em lipidos (15 e 20, em % de
alimento), para juvenis da espécie em estudo e por Yan et al. (2015), quando avaliou a
influéncia da deposicéo lipidica no figado em juvenis de roncadeira-amarela (Larimichthys

crocea).
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Através da observacédo histologica do figado, verificou-se que todos os tratamentos (LT
CP55, HT CP50, HT CP55 e HT CP55 ALT) apresentaram acumulagao lipidica no figado

sob a forma de esteatose macro vesicular.

Nos peixes, tal como nos mamiferos, a esteatose hepética apresenta-se como um distarbio
associado a deposicdo excessiva de lipidos no figado, que a longo prazo pode levar a uma
disfuncdo metabdlica por parte deste 6rgao e a libertacao de radicais livres que resultam
num processo inflamatoério do organismo (Nassir et al., 2015).

Este tipo de alteracao morfolégica do 6rgéo hepéatico € comummente encontrado em peixes
de aquacultura. Uma vez que a utilizacdo de dietas artificiais promove a ingestao de lipidos
e energia que por sua vez excedem a capacidade de oxidacado de acidos gordos por parte
dos hepatdcitos. O excesso de proteina nas dietas, tal como mencionado anteriormente,
também pode comprometer a sintese proteica, resultando de uma deposicao excessiva de

triglicéridos nos vacuolos das células hepaticas (Couto et al., 2016).

Esteatose do figado também foi apresentada em estudos efetuados com dietas que
continham diferentes niveis de substituicdo das FP por compostos vegetais (Ribeiro et al.,
2015). No entanto, o facto de se observarem figados gordos em peixes produzidos em
aquacultura, ndo quer dizer que estes venham a desenvolver doencas hepaticas mais
graves (Benedito-Palos et al., 2010; Ribeiro et al., 2015).

De entre os tratamentos testados, ndo foram verificadas diferencas, quanto ao diametro
médio dos hepatocitos (figura 4.2). Demonstrando que nem os diferentes niveis de
proteina, nem as diferentes temperaturas tiveram efeito nos tecidos. Resultados idénticos
foram obtidos por Guroy et al. (2017) e Ribeiro et al. (2015) em juvenis da mesma espécie,
guando alimentados com diferentes niveis proteicos e diferentes percentagens de PV,
respetivamente. No entanto, resultados discrepantes foram encontrados em outras
espécies como o robalo (Dicentrarchus labrax) e o achigd (Micropterus salmoides), quando
os autores Dias et al. (2005) e Li et al. (2020), ndo verificaram a mesma tendéncia
relativamente a deposigéo de lipidos no figado, descrevendo que o teor e fonte proteicos

podem afetar a deposic¢ao lipidica no figado dos peixes.

58



5. Conclusao

Tendo por base os objetivos colocados no inicio deste estudo, é possivel concluir-se que
a temperatura influencia claramente o crescimento de juvenis de corvina-legitima, uma vez
gue todos os parametros avaliados foram bastante favoraveis quando se utilizou uma
temperatura de 26 °C, mostrando ser significativamente superiores, quando comparados

com os resultados a uma temperatura de 22 °C.

Verificou-se também que a conjugacéo de uma temperatura da agua ideal com uma dieta
gue contenha 50% de proteina (constituida maioritariamente por farinhas de peixe),
maximiza o crescimento dos juvenis desta espécie, ndo sendo necessario sobrecarregar a

industria com gastos extra, em dietas com concentracfes mais elevadas de proteina.

Quanto a dieta alternativa, verificou-se que fazendo utilizacdo de temperaturas ideais, 0
crescimento de juvenis de corvina-legitima pode ser sustentado ou até melhorado, com a
utilizacao de formulacdes dietéticas que contenham uma substituicdo de 75% de farinhas

de peixe por farinhas de aves.

Assim, e transpondo todas as diferencas significativas e ndo significativas a uma escala
industrial, pode afirmar-se que quanto a primazia das trés variaveis estudadas que é
preferivel fazer uma producéo desta espécie a 26 °C, e utilizar uma dieta com 75% de
substituicdo das farinhas de peixe, por farinhas de aves. Estas dietas, para além de serem
mais sustentaveis e estarem englobadas huma economia circular, representam custos
significativamente mais baixos para as industrias, uma vez que a proteina de aves utilizada
neste estudo tem um prego médio a rondar os 660 € por tonelada, face aos 2100 € que

custam as farinhas de peixe de alta qualidade também utilizadas neste estudo.

Futuramente, seria interessante fazer uma avaliagdo dos custos associados a formulagao
total das dietas utilizadas e dos custos energéticos que o aquecimento da agua pode
implicar em diferentes métodos de cultivo. Assim, seria possivel avaliar se a redugéo da
proteina, ou a utilizagdo de dietas alternativas com o aumento da temperatura, seria

realmente uma estratégia economicamente mais vantajosa para a producao desta espécie.

Estudos mais aprofundados para avaliar os impactos das dietas com altas inclusdes de
farinhas de aves, outros subprodutos, componentes nutricionais e micronutrientes para

alimentacdo de corvina-legitima, também merecem uma investigagdo mais aprofundada
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no futuro, uma vez que é de extremo interesse a minimizagao da utilizacdo das farinhas de

peixe em aquacultura.
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7. Anexos

7.1. Anexo I: Protocolo de Histologia

e Desidratacdo e impregnacao em parafina

De modo a obter os blocos para a realizacdo dos cortes histoldgicos, os tecidos foram
processados, utilizando um processador automatico de tecidos Leica© TP 1020 (Leyca,
Vienna, Austria), passando pelo processo de desidratacio em vérias concentracdes de
etanol (70%, 90%, 96%, 99% | e 99% Il), mantendo desta forma a integridade dos tecidos.
Seguidamente, pelo processo de diafanizacao utilizando xilol (xilol | e xilol II), que permite
gue o alcool presente nos tecidos seja substituido por este solvente que facilita o processo
de impregnacao. Por fim, passa-se ao processo de impregnacéo, por parafina liquida (56-

58°C), tendo cada banho uma duracao de cerca de 60 minutos.

ApOs o seu processamento e, de modo a conferir suporte aos tecidos, estes foram incluidos
em parafina, com auxilio de um aparelho de inclusdo Leica© EG 1140 H (Leyca, Vienna,
Austria), para a obtencdo de blocos facilmente manejaveis, possibilitando uma boa

microtomia dos blocos.

e Microtomia dos blocos

Os cortes histolégicos foram efetuados num micrétomo Leica© RM-2155 (Leyca, Vienna,
Austria), em seccdes de 5um. Para a selegdo do melhor corte e remocéo de pregas, estes
foram colocados em banho-maria (35°C e marca do equipamento), e aderidos as
respetivas laminas de vidro, que foram organizadas e colocadas em estufa, (marca) a 36°C,

durante 24 horas, de modo a ficarem secas para posterior coloracao.

e Coloracdo dos tecidos

As preparacdes histologicas, antes da sua montagem, foram coradas manualmente
utilizando a técnica HE. Esta técnica de coloracdo é uma das mais utilizadas, pois mostra
uma ampla gama de componentes celulares e tecidos. A hematoxilina apresenta uma
coloracdo purpura que cora os &cidos nucleicos, a eosina tem uma cor rosada e cora
proteinas na sua generalidade. Com esta técnica o citoplasma e a matriz celular

apresentam um espectro de tonalidades em rosa e os nucleos celulares coloragao azul.



Para dar inicio ao processo de coloracgao foi feita uma desparafinagdo em xilol (xilol I — 10
minutos e xilol Il — 5 minutos), uma hidrata¢cdo com varias concentragdes de etanol (100%,
95%, 70%) e agua corrente, tendo cada banho 5 minutos de duracdo. Para a coloragdo
fez-se um banho de 2 minutos de hematoxilina de Mayer, lavagem de 5 minutos de agua
corrente, mergulho rapido em solucao diferenciadora (HCl a 0,5% em etanol 80%), nova
lavagem em agua corrente durante 5 minutos, banho em eosina a 1%, durante 1 minuto e,
por fim, passagem rapida em agua corrente para que nao perdesse a coloracao. No final
voltou-se a desidratar as preparacdes, passando as laminas trés vezes em etanol a 100%

(1, Il e 1ll) e a diafanizar duas vezes em xilol (I e II).

Apbs a coloracdo, as laminas foram montadas, de modo a obter-se preparacdes
histolégicas definitivas. Para tal, foi colocada uma gota de meio de montagem Distreno
Plastificante Xileno (DPX) sobre o corte, tendo sido finalizado com uma lamela. A secagem

das preparacdes foi feita durante 72h.



