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RESUMO

O sucesso de uma aquicultura depende de um ambiente controlado para um rapido
crescimento dos organismos, com o minimo de custo possivel. O crescimento e bem estar dos
organismos em uma cultura sdo afetados por parametros fisicos, bioldgicos e quimicos. Entre
esses fatores pode-se destacar como criticos: densidade, pH, salinidade, temperatura, oxigénio
dissolvido (OD) e nutrientes (nitrogénio, fosforo e etc). A relacdo entre a densidade de peixes e
nivel de oxigénio 6timos sao ferramentas essenciais para desenhar a performance de cada
espécie. Além disto é necessario obter mais conhecimento no aspecto de estresse e as
respostas fisioldgicas. Este trabalho foi realizado através de 2 ensaios, sendo o primeiro com
diferentes densidades de dourada (5kg/m3, 10kg/m3 e 20kg/m3), durante 60 dias (326,2g
10,85). E o0 segundo com diferentes niveis de oxigénio (40-60%, 60-80% e 80-100%), durante 30
dias (316,3g +1,73). Foram analisados parametros de crescimento e fisiologia, além da
verificacdo da qualidade da dgua em ambos experimentos. Nos resultados obtidos para o
primeiro experimento destaca-se uma melhor tendéncia nas taxas de crescimento para o
tratamento 10kg/m>. Para o segundo ensaio existem relacdes significativas entre a taxa de
crescimento especifico, taxa de conversdao alimentar com o oxigénio dissolvido. Também
verificou-se significativamente adaptacdes em relacdo ao hematdcrito, aumentando com a

diminui¢ao dos niveis de oxigénio.

Palavras chave: Sparus aurata. performance e stress.
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ABSTRACT

Aquaculture’s success highly depends on a controlled rapid growth of organisms with
minimal costs associated. Growth and welfare of reared organisms are affected by physical,
chemical and biological parameters. Following factors can be highlighted as crucial: density, pH,
salinity, temperature, dissolved oxygen (DO) and nutrients (nitrogen, phosphorus, etc.)
Relationship between fish density and oxygen’s optimum levels is essential for designing the
performance of each species. Furthermore it is also necessary to study fish stress factors and
physiological responses. Two rearing experiments with gilt-head sea bream (Sparus aurata)
were performed, in order to test different densities (5kg/m3, 10kg/m3 and 20kg/m3) for 60
days (326.2 + 0.85 g) and to test different levels of oxygen (40-60%, 60-80% and 80-100%) for
30 days (316.3 + 1.73 g). In both experiments, physiology and growth parameters were
analyzed, as well as water quality. Data of the first experiment suggests a better result for
growth rates obtained by the 10kg/m3 treatment while for the second experiment there seems
to be significant values considering the specific growth rate and the feed conversion ratio with
dissolved oxygen. There were also significant adjustments in the hematocrit, which increased

when dissolved oxygen levels dropped.

Keywords: Sparus aurata, performance and stress.
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1. INTRODUCAO

Aquicultura é o cultivo de organismos aquaticos, incluindo peixes, répteis, batraquios,
equinodermos, moluscos, crustaceos e plantas aquaticas. Existem varias vertentes deste tipo de
cultivo: producdo de alimentos, iscas para pesca, pesca esportiva e aquarofilia. A conservacao
também é uma importante abordagem da aquicultura, através do repovoamento de espécies
em estado critico e cultivos de subsisténcia com sustentabilidade de pequenas comunidades

(FAO, 2007).

Por muito tempo no Mediterraneo, a criacdo de peixes marinhos foi exclusivamente
para consumo local, baseado na captura de juvenis selvagens do mar, aproveitando a migracao
tréfica natural para lagoas costeiras a procura de refugio e alimento. Com o aperfeicoamento
dos alimentos artificiais (estabilidade na dgua e composicdo nutricional) e o melhoramento das
técnicas de arejamento artificial, a aquicultura desenvolveu-se mundialmente (Moretti et al.,

1999; Landau, 1992; White et al., 2004).

A producdo atual da aquicultura marinha (18,3 milhdes de toneladas) é composta de
moluscos (75,5%, 13,9 milhGes de toneladas), peixes (18,7%, 3,4 milhdoes de toneladas),
crustaceos (3,8%) e outros animais aquaticos (2,1 %) como: pepinos e ouricos do mar (FAO,
2011). Nos ultimos anos foi destacada a importancia dos nutrientes essenciais e proteinas

presentes nos peixes e derivados.

Em 2009, os peixes representaram 16,6% do consumo da populagdo mundial de
proteina animal e 6,5% de todas proteinas. O consumo de peixes esta em crescimento com o
decorrer dos anos, sendo em 2010, 128,2 milhdes de toneladas e em 2011, 131,2 milhdes de
toneladas e o estimado para 2012, 136,2 milhdes de toneladas (FAO, 2014) (Tabela 1). E preciso
uma producado de peixes que consiga suprir a necessidade do consumo. Segundo estimativas da
FAO, em 2018 a producdo em aquicultura de peixes para consumo humano ird superar a

producdo por captura (FAO, 2013).



Tabela 1. Producao e utilizagdo mundial de pesca e aquicultura (Adaptado: FAO, 2014).

2007 2008 2009 2010 2011 2012
MilhGes de toneladas

PRODUCAO
Captura
Lagos 10.1 10.3 10.5 11.3 11.1 11.6
Mar 80.7 79.9 79.6 77.8 82.6 79.7
Total de captura 90.8 90.1 90.1 89.1 93.7 91.3
Aquicultura
Lagos 29.9 324 34.3 36.8 38.7 41.9
Mar 20.0 20.5 21.4 22.3 23.3 24.7
Total aquicultura 49.9 52.9 55.7 59.0 62.0 66.6
Total de pesca no 1431 1458 1481  155.7 158.0
mundo
UTILIZAGAO
Consumo humano 117.3 120.9 123.7 128.2 131.2 136.2
N3o alimentar 23.4 22.2 22.1 19.9 24.5 21.7
Populagao (Bilides) 6.7 6.8 6.8 6.9 7.0 7.1
Fornecimento  de /¢ 17.9 181 185 187 19.2

peixe per capta (kg)

As espécies de peixes marinhos em destaque na aquicultura na Europa do sul sdo:
Dicentrarchus labrax (robalo) e Sparus aurata (dourada), com producdao mundial de 265 100
toneladas (FAO, 2012). A dourada teve uma producdo estimada em 172.830 toneladas para
2012, de acordo com estatisticas da FAO. Este valor é 13,9% maior do que em 2011 (151.746
toneladas). A producgdo atual de douradas ocorre em 19 paises, sendo os principais: Grécia, com
cerca de 68 mil toneladas (representando 39,3% da produgdo total); Turquia com 40.000
toneladas (23,1%) e Espanha, com 19.430 toneladas (11,2%). O cultivo também acontece em
menor escala na Italia, Egito, Franga, Chipre, Portugal, Crodcia, Malta, Tunisia e Marrocos

(Eurofish Magazine, 2013).

O sucesso de uma aquicultura depende de um ambiente controlado para um rapido
crescimento dos organismos, com o minimo de custo possivel. O crescimento e bem estar dos

organismos em uma cultura sdo afetados por parametros fisicos, biolégicos e quimicos sendo



de destacar como criticos o pH, a salinidade, a temperatura, o oxigénio dissolvido e os

nutrientes (nitrogénio, fosforo e etc.) (Mallya, 2007).

O objetivo deste estudo foi compreender a influéncia da densidade e niveis de oxigénio
no cultivo de douradas em tanques de terra, com a finalidade de obter uma producdo mais

rentdvel, assegurando bons niveis de bem estar animal.

O conhecimento sobre o estresse causado pela densidade dos peixes e niveis de
oxigénio é essencial para relacionar com as taxas de crescimento e bem estar animal (Ashley,
2006). Compreender os niveis de estresse e suas respostas fisioldgicas sdo informagdes que

contribuem para tracar um modelo de cultivo ideal a custo mais reduzido.

Os habitats da dourada sao os fundos arenosos e rochosos com algas, préximos da costa
com profundidade entre 15-30m podendo os adultos chegarem até 150m. Geralmente
possuem um comportamento sedentdrio, podendo ser solitdrio ou frequentar pequenos
grupos. A temperatura é toleravel entre 5-32°C, a salinidade entre 15-40%. e os valores
minimos de oxigénio dissolvido de 2 mg O,/L, sendo estes parametros ideais para o cultivo

desta espécie (FAO, 2007; Santinha, 1998).

A dourada é carnivora e muito raramente herbivora, destaca-se como alimento os
moluscos bivalves, crustdceos e peixes. A dieta é varidvel ao longo da idade do peixe: os juvenis
alimentam-se de poliquetas e crustdceos e os adultos principalmente de moluscos

(lamelibranquios e gastrépodes), crustdceos, equinodermas e ascidaceos (Garcia, 2008).

Como caracteristicas morfoldgicas principais estdo o corpo oval, profundo e
comprimido, perfil da cabeca regularmente curvo com olhos pequenos e boca terminal e
ligeiramente obliqua com ldbios pouco protrateis e grossos (Figura 1). Possuem quatro a seis
caninos anteriores em cada maxila e 2 a 4 fiadas molares. A barbatana dorsal é formada por 11
raios duros e 13 a 14 moles, a anal com 3 raios duros e 11 ou 12 moles. Parte da cabeca é
escamosa, mas o pré-opérculo ndo possui escamas. As escamas estdo presentes ao longo da
linha lateral 73-85. A cor predominante é cinza prateada, existindo uma mancha negra na

origem da linha lateral que se estende na margem superior do opérculo. Entre os olhos existe



uma faixa dourada frontal, uma faixa escura na barbatana dorsal e barbatana caudal com cor

preta predominantemente (FAO, 2007).

Figura 1 - Morfologia do Sparus aurata. (Adaptado: FAO- Database)

1.1 Estresse e respostas fisioldgicas

Altas densidades em aquicultura podem ser responsaveis por causar estresse cronico
(Ashley, 2006). As respostas fisiologicas aos estresses ambientais se dividem em trés niveis:
primdria, secundaria e terciaria (Stickney, 2000; Barton et al, 2008) (Figura 2). A resposta
primaria (neuroenddcrina) estd relacionada com um significativo aumento dos hormonios
corticosteroides (cortisol) e catecolaminas (adrenalina e noradrenalina). A resposta secundaria
é iniciada pela estimulagdo dos horménios, realizando a hidrolise das reservas de glicogénio no
figado, aumentando a glucose no sangue e diminuicdo da proteina muscular. As respostas
tercidrias estdo relacionadas a saude (crescimento, reproducdo e imunidade) e alteracbes

comportamentais.
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Figura 2 — Percepcdo do estresse e respostas primaria, secundaria e terciaria. (Adaptado: Barton, 2008)

A resposta dos parametros bioquimicos ao estresse crénico em peixes é variavel de
acordo com o tempo (Figura 3). Apds o estresse inicial, existe uma regulacdo dos processos
bioquimicos afim de restaurar a homeostase através de reservas energéticas (Glucose). Em
alguns experimentos de estresse cronico, o cortisol teve um aumento pouco expressivo (Barton
et al.2008, Fast et al. 2008), provavelmente por apresentar um sistema enddcrino
sobrecarregado por uma longa atividade (Hontela et al. 2006) ou por uma adaptacdo para as
condicOes de estresse. Uma destas adaptacbes, apds um tempo longo de estresse seria a
diminuicdo do cortisol por perda da sensibilidade do tecido interrenal a acdo do ACTH ou
hormonios pituitdrios (Vijanyan e Mommsen et al. 1999). Para manter o cortisol é necessario

uma grande producdo de glucose através da glicogénese e glicogendlises.

=== Ex. Mudangas metabdlicas (aumentos de glucose e
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Figura 3 — Respostas fisioldgicas ao estresse durante o tempo. (Adaptado: Porchas, 2009)

1.2 Oxigénio Dissolvido (OD)

A qualidade da 4gua é um fator essencial na produc¢do em aquicultura, seus efeitos sao
determinantes para a saude e condi¢des de crescimento dos peixes. O DO é um parametro

critico determinante que deve ser controlado e monitorado diariamente (Timmons et al. 2001).

O Oxigénio é dissolvido na agua por difusdo a partir da atmosfera e por meio de plantas
aquaticas que liberam esse subproduto da fotossintese. A atmosfera contém cerca de 20% de
oxigénio, porém a fracdo na dgua é muito pequena (ex: 202C, 35 salinidade corresponde
7,4ppm ou seja cerca de 0,0074%, Timmons & Ebeling 2010). A difusdo do oxigénio da
atmosfera para agua aumenta quando ocorrem turbuléncias. Desta forma, em tempos com
mais ventos a area da superficie da dgua é maior que quando em tempos calmos (Stickney,

2000; Landau, 1992).

Em sistemas com algas e fitoplanctons, esses organismos podem produzir seu préprio
oxigénio, se tiver alta disponibilidade de luz ao longo do dia e CO, para realizar fotossintese.
Mesmo durante o dia as algas podem fornecer e utilizar oxigénio, na noite elas utilizam o
oxigénio na respiragdo (Landau, 1992). Desta forma, na aquicultura, os niveis de oxigénio pela

manha sempre sdo mais baixo que no final do dia (Figura 4). A remocdo de oxigénio da agua



deve-se por reagles inorganicas quimicas e decomposicdio de matéria organica por

microrganismos.
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Figura 4 - Variacdo do oxigénio em aquicultura com influéncia de sistema aberto. (Adaptado: Stickney,

2009)

O nivel de DO esta diretamente relacionado com a temperatura, salinidade, pressao
atmosférica, quantidade de matéria organica e presenca de vegetais na dgua. Quando a agua é
aquecida ocorre uma reducdo na capacidade de armazenar oxigénio e a salinidade aumenta
(Figura 5). A capacidade de utilizacdo de oxigénio é afetada pelo pH, quanto menor o pH,
menor é a utilizacdo do oxigénio. O consumo de O, é varidavel de acordo com a biologia do
organismo incluindo a espécie, tamanho, idade, peso, consumo energético, alimentacao,

temperatura e etc (Morales, 1983).
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Figura 5 - Variacdo da solubilidade do oxigénio em agua em relacao a temperatura e salinidade.
(Adaptado: Morales, 1983)

1.2.1 Efeitos da variagdo do oxigénio dissolvido

Em sistemas de aquicultura o crescimento depende de um conhecimento das
peculiaridades de cada espécie. Para conseguir se aproximar do crescimento 6timo algumas
varidveis devem ser controladas como: temperatura, regimes de luz, qualidade da agua e os

tipos de nutrientes contidos nas ragdes (Weatherley & Gill, 1989).

A procura por alimento e assimilagao de nutrientes estd diretamente ligada com a
disponibilidade de oxigénio canalizada para o metabolismo. Com concentra¢des baixas de
oxigénio dissolvido, o resultado é a reducdo na taxa de crescimento e a possibilidade de
aumento de doencgas (Figura 6) (Tom, 1998). Estudos defendem que quando se mantem os
niveis baixos de DO ocorre um grande efeito no crescimento do peixe e aumento de estresse
(variacoes de cortisol e glucose), diminuicdo de atividades natatdrias e reducdo do sistema

imunitario.

Randolph e Clemens (1976) estudaram a variacdo de temperatura e oxigénio em peixes
gatos. Quando o oxigénio diminuia abaixo de 59% os peixes comegavam a perder o apetite.
Para Jobling (1995) a espécie Oncorhynchus mykiss reduz seu apetite abaixo de 60%. Outros
estudos mostram resultados semelhantes como: Dicentrarchus labrax (Thetmeyer et al. 1999),
Oreochromis aureus (Papoutsoglou e Tziha, 1996), Ictalurus punctatus (Buentello et al. 2000),

Cyprinus carpio. (Pichavant et al. 2001).
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Figura 6 - Efeito do nivel de oxigénio no crescimento, taxa de conversdo e mortalidade. (Adaptado:
Mallaya, 2007)

1.2.1.1 Baixos niveis de oxigénio (Hipoxia)

Um déficit na concentracdo de oxigénio reduz a atividade metabdlica para niveis basicos
de sobrevivéncia (Figura 7). Pequenas reducdes no DO, abaixo do minimo limite para a espécie,
pode diminuir a eficiéncia da conversdo alimentar e a taxa de crescimento (Morales, 1983;
Stickney, 2000). Quando ocorre uma reducdo da concentracdo do oxigénio dissolvido a ponto

de afetar as fun¢des de osmorregulacdo denomina-se hipdxia.
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Figura 7 - Dependéncia da atividade animal em relagdo com a concentragdo de oxigénio. (A) Nivel de
atividade restringida. (B) Nivel de completa atividade. (C) Nivel de minima atividade. (D) Nivel de

saturacdo a partir dele é possivel acontecer doengas das bolhas. (Adaptado: Morales, 1983).

Existem varias formas do peixe responder a uma diminuicdo significativa do nivel de
oxigénio. O fluxo de sangue pode ser aumentado através da abertura adicional das lamelas
secunddrias para aumentar a area respiratéria efetiva. Assim pode ocorrer o aumento da
concentracdo de glébulos vermelhos e uma maior capacidade de transporte de oxigénio do
sangue. Outra forma é através da reducdo do tamanho do plasma (Ex. Aumento do fluxo de
urina) em curto prazo, e em longo prazo é liberado glébulos adicionais do baco (Svobodova et
al. 1993). Enquanto isso ocorre, o peixe aumenta a taxa de ventilacdo a fim de trazer mais dgua
em contato com as guelras. Contudo uma ventilacdo aumentada ocorrerd em um aumento das
substancias téxicas na agua e consequentemente nas branquias, onde podem ser absorvidas
(Boyd e Tucker, 1998). Estudos ainda mostram que a hipoxia prolongada pode induzir a reducdo
de energia e a demanda de oxigénio. Isto deve-se a alteragdes morfoldgicas nas branquias,

nomeadamente a hiperplasia.
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Referente ao comportamento dos peixes, ocorre uma redu¢dao na alimentagao, ficam
concentrados na superficie da agua ou préximo dos aeradores, podem saltar para fora da dgua,
ficam sem reagdo a estimulos. Com a diminui¢do da alimentagdo ocorre um comprometimento
do crescimento, desta forma a reproducdo é inibida. Para a reducao de energia, o peixe procura

areas com temperatura mais baixa, reduzindo o metabolismo.

1.2.1.2 Altos niveis de oxigénio (Hiperoxia)

Altos niveis de oxigénio também podem ser observados em sistemas de aquicultura,
este fendmeno da-se quando a saturacdo do oxigénio dissolvido é muito alto, acima de 80%.
Este tipo de aumento pode ser promovido por uma biomassa significativa de plantas (algas e
macrofitas) deixando os niveis maiores que os da atmosfera. Outra forma de acontecer a
hiperdxia seria por injecdo de oxigénio em sistemas intensivos, com altas densidades (Stickney,

2000).

Uma resposta comum a grande disponibilidade de oxigénio é a hipercapnia, um estresse
comum em tanques com altas densidades. Com a respiracdo acelerada dos peixes ocorre uma
excrecdo de CO;, esse € hidratado resultando em acido carbdnico que em parte se dissocia para
H* e HCO™ diminuindo o pH da agua. Em longo prazo ocorrem implicagdes fisioldgicas entre a
regulacdo das concentracdes idnicas e os acidos bases associados com a hipercapnia (Mallaya,

2007).

Os peixes que sdo expostos a baixas pressdes atmosféricas, o sangue equilibra-se com o
excesso de pressdo na agua. Bolhas sdo formadas no sangue, podendo bloquear a circulagdo

em capilares e nadadeiras dorsal e caudal (Mallya, 2007).
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Desenho experimental
Ensaio 1: Cultivo de dourada em diferentes densidades (5kg/m>, 10kg/m’ e 20kg/m’>)

O ensaio foi realizado com o cultivo de dourada em trés densidades: 5 kg/m"”, 10 kg/m'3
e 20 kg/m'3, durante 60 dias. Os peixes foram distribuidos, de acordo com as densidades, em
tanques de fibra de vidro circulares de 1,5 m® (Figura 8). Cada tratamento foi realizado em
duplicado (n = 2), num sistema aberto de circulagdo com agua captada da Ria Formosa e filtrada

por um filtro de areia.

Figura 8 — Tanque de fibra de vidro com 1,5m®em sistema aberto de circulagio de agua.

Os peixes foram alimentados trés vezes por dia com a dieta Sorgal ® (Aquasoja Balance
5mm). Para ter certeza de que a alimentacdo ndo foi um fator limitante, os peixes foram

alimentados em 1,1 a 1,4% do peso corporal, seguindo a tabela de alimentagao do fabricante,
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além de um acréscimo de até 50% (por exemplo: de acordo com tabela de 100 g, portanto 100g

+50g=150g).

O oxigénio e temperatura foram registrados automaticamente a cada hora, através do
sistema Synergia® (Figura 9). Este sistema é composto por sondas de temperatura e oxigénio,
eletrovdlvulas, caudalimetros, quadro com os dados atuais e um programa de computador.
Através do programa, no computador pode-se definir limites de injecdo e pausa de oxigénio,
transferir os dados para o Excel e visualizar graficos entre outras fungdes. O sistema foi
programado para injetar oxigénio puro quando o limite atingia os 35 % e parava ao chegar nos
50%, de modo a evitar a mortalidade dos peixes. Foram recolhidas amostras de agua 2 semanas
apos o inicio do ensaio, posteriormente foram coletadas todas as semanas para controlar as
concentracdes de amdnia, nitritos e nitratos. A salinidade permaneceu em torno de 36. Os
peixes foram mantidos em fotoperiodo de 14 horas luz: 10 horas escuro durante todo o periodo

do

I
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experimento.

Figura 9 — Sistema de Synergia ®: (A) Sondas de temperature e oxigénio, (B) quadro com

medicGes em tempo real e controle de injecdo de oxigénio, (C) programa de registro dos dados.

Procedeu-se amostragens inicial, intermediaria e final para acompanhar as taxas de
crescimento, saude e mortalidade. Também foram coletadas amostras de sangue dos peixes
para fins hematoldgicos (hematdcrito e esfregaco) e determinagbes plasmaticas (glicose,
cortisol, proteina e lactato). Na amostragem final, o segundo arco branquial foi coletado para

analises histoldgicas.

2.2 Desenho experimental

Ensaio 2: Cultivo de douradas em diferentes niveis de oxigénio (40-60%, 60-80% e 80-100%)
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Trés niveis de oxigénio dissolvido foram testados (em duplicado n = 2): 40-60 %, 60-80 %
e 80-100 % em tanques de fibra de vidro de 1,5 m? com peixes em densidade de 10 kg/m’ 3
durante 30 dias. Foi utilizado o sistema de circulagdo aberta de dgua no tanques. Os niveis de
oxigénio foram mantidos através da combinag¢do da renovagdo da dgua, aeragdo (com pedras
de ar) e, eventualmente, a injecdo de oxigénio puro para manter condi¢des de criacdo idénticas

entre os tratamentos. Os peixes foram alimentados trés vezes por dia, com uma dieta, Alpis® (5

mm), de 1,1 a 1,4% de peso corporal de acordo com a tabela de alimentacdo do fabricante.

O oxigénio e temperatura foram registrados automaticamente a cada hora através do
sistema Synergia®, utilizado também para injetar oxigénio puro quando o tratamento
encontrava-se no limite de oxigénio dissolvido. Foram recolhidas amostras de dgua 2 semanas
apos o inicio do ensaio, posteriormente foram coletadas todas as semanas para controlar as
concentragdes de amonia, nitritos e nitratos. A salinidade permaneceu em torno de 36%o. Os
peixes foram mantidos em fotoperiodo de 14 horas luz: 10 horas escuro durante todo o periodo

do experimento.

Procedeu-se amostragens inicial e final para verificar as taxas de crescimento, saude e
mortalidade. Também foram coletadas amostras de sangue dos peixes para fins hematoldgicos
(hematdcrito, esfregaco e hemoglobina) e determinacdes plasmaticas (glicose, cortisol,
proteina e lactato). Na amostragem final, o segundo arco branquial foi coletado para analises

histoldgicas.

2.3 Componente analitica
2.3.1 Pardmetros zootécnicos

O crescimento da dourada foi avaliado pela determinacdo da taxa de crescimento
especifico (TCE), o indice de crescimento diario (ICD), crescimento com unidade térmica (CUT) e

taxa de conversdao alimentar (TCA), com base nas seguintes férmulas:
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Lnwf= Logaritimo do peso final

Lnwi= Logaritimo do peso inicial

Wf= Peso final

Wi= Peso inicial

Tf= Temperatura final

Ti= Temperatura inicial

JTD= Somatdrio das temperaturas didrias

2.3.2 Qualidade da dgua

A temperatura da agua e pH foram registrados quando as amostras de agua foram
coletadas. O nutrientes (amodnia, nitritos e nitratos) foram analisados por reacdes
colorimétricas baseadas no método desenvolvido por Grasshoff (1976), usando um SKALAR

Autoanalyser 6250.
2.3.3 Coleta de sangue

Os peixes foram profundamente anestesiados com fenoxietanol (300 ppm), o sangue foi
coletado por puncdo na veia caudal com agulha e seringa heparinizada. A coleta de sangue foi
realizada em dez individuos por tratamento no ensaio de densidades dos peixes e doze

individuos por tratamento no ensaio dos niveis de oxigénio.

2.3.4 Andlises hematologicas
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Uma gota de sangue foi utilizada para o esfregaco, que foi posteriormente fixada com
alcool metilico e corada com Giemsa para uma identificacdo qualitativa das células sanguineas
(vermelha e branca), sob um microscépio binocular de 400x seco ao ar. Cinco areas aleatodrias
do esfregaco foram analisadas para cada peixe sob um microscopio para determinar a
proporgdo de glébulos vermelhos e brancos para cada individuo. Valores foram apresentados
como percentagem do numero total de células contadas. Valor hematécrito também foi
determinado por carregar amostra de sangue em tubos de micro-hematécrito (tubos capilares
lisas, 75 mm, Super Rior, W. - Alemanha), que foram centrifugados (5 000 g, 5 min) com

centrifuga (EBA 21 Hettich, Alemanha).

2.3.5 ParGmetros plasmaticos

O sangue restante foi centrifugado para se obter o plasma a 2500 g durante 10 minutos
e posteriormente congelado a -20 2 C até a analise. Foi feito um “pool” do plasma de 2 (1°
ensaio) e 3 (2° ensaio) peixes para aumentar o volume do plasma e permitir a determinagdo dos

diferentes pardmetros plasmaticos.

O cortisol foi determinado com o teste VIDAS, um ensaio de enzima fluorescente
desenhada para o sistema miniVIDAS. A glicose e hemoglobina foram determinados com kits de
QCA. O lactato foi determinado com um kit de SPINREACT. A proteina total foi determinada
pelo kit BCA do método Bio-Rad. Todos os parametros plasmaticos foram determinados com
triplicados analiticos, através de leituras de reacdes colorimétricas em um leitor de microplacas

(Thermo Scientific) no comprimento de onda especifico, exceto o cortisol.

2.3.6 Histologia da brénquia

As branquias foram fixadas em formol tamponado a 4% por 24 horas. Apods este periodo
os tecidos foram lavados 3 x 15 min com tampao fosfato salina, 4gua e armazenadas em etanol

a 70% até a incorporacao da parafina. Quando necessario, os tecidos foram descalcificados com
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uma solugdo de acido de HCl 8 % e acido férmico a 8 % (1:1). Cortes de 6-7um foram corados

com hematoxilina-eosina.

2.3.7 Andlise estatistica

Os dados das taxas de crescimento e parametros sanguineos foram expressos em trés
replicados * desvio padrdo, enquanto os dados hematoldgicos sdo baseados em seis
determinacdes. Dados associados a ao crescimento, hematologia e parametros sanguineos
foram analisados por ANOVA (one-way), com densidade de peixes como variavel. Parametros
expressos em porcentagem foram submetidos a transformacado do arco seno da raiz quadrada.
A significancia estatistica foi testada em 0,05 de probabilidade. Todos os testes estatisticos

foram realizados utilizando o software SPSS (v21, IBM , EUA).

3. RESULTADOS

3.1 Ensaio: Cultivo de dourada em diferentes densidades (5kg/m>, 10kg/m> e 20kg/m’)

Tabela 2 — Distribuicdo das densidades e os cédigos dos tanques.

Tratamento 5kg/m® 10kg/m® 20kg/m’

Cdédigo/Tanque L5 L6 L4 L8 L7 L9

3.1.1 Oxigénio dissolvido e temperatura da dgua
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A amplitude térmica da agua foi de 8 °C, variando de 17 °C (30 de abril) a 25 °C (14 de
junho), de forma similar em todos os tratamentos (Figura 10). O valor da média da temperatura
em todos os tratamentos foi 21,6 + 2.0 °C, com uma variacdo maior nos vinte primeiros dias de
experimento.

Existe influéncia da temperatura da dgua no oxigénio dissolvido, visivel em todos os
tratamentos. H4 um padrdo na variacdo de oxigénio, porém com diferencas entre as
densidades de peixe. Os tratamentos com 5kg/m3 e 10kg/m3 possuem valores de oxigénio
similares quando comparados ao de 20kg/m*. A maior diferenca na variagio de oxigénio
ocorreu entre os tratamentos de 5kg/m3 e 20kg/m3, respectivamente com 60% a 78% e 50% a
70%. A diferenga entre estes tratamentos se manteve em 10%, excedendo os 10% em junho,

devido ao aumento da temperatura e biomassa.

100
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=fr=—5kg/m3 == 10kg/m3 =0==20kg/m3 == Temperatura

Figura 10 — Variacdo do oxigénio dissolvido e temperatura durante 60 dias de ensaio, em diferentes
densidades de dourada (5, 10 e 20 Kg.m->).

Os dias de menor (17 °C) e maior temperatura da agua (25 °C) foram escolhidos para a

analise da variacdo de oxigénio e temperatura (Figura 11).

O valor mais baixo de temperatura da agua (17 °C) ocorreu duas semanas apos o inicio

do experimento. O padrdo de variacdo, durante o dia, foi idéntico em todos os tratamentos,
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com uma diminuicao de oxigénio até cerca de metade do dia, seguido de um aumento até as 20
horas quando se estabiliza. Os valores de oxigénio do tratamento 20kg/m> so 10% menores
gque os tratamentos de 5kg/m3 e 10kg/m3. As médias de oxigénio sdo respectivamente 79.2 +

2.2%, 77.3 £ 0.6%, 67.1 + 0.6%, para 5, 10 e 20 kg/m™.
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Figura 11 — Variagdo de oxigénio e temperatura durante 24 horas no dia mais frio (A) (30 de abril - 17
°C) e mais quente (B) (14 de junho - 25 °C) do experimento com diferentes densidades de douradas (5,
10 e 20 Kg/m?>).

No registro mais alto da temperatura da dgua, o oxigénio variou de acordo com a
densidade dos peixes. O tratamento de maior densidade (20 kg/m™), manteve seus niveis de

oxigénio de forma estavel, durante o ciclo de 24 horas. Nos demais tratamentos (5 e 10 kg/m'3)
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existe uma diminui¢dao do oxigénio dissolvido nas primeiras 12 horas, seguido por um aumento.

As médias dos tratamentos sdo respectivamente 74.7 + 1.53%, 62.3 + 0.17%, 52.1 + 1.53% para

baixa, média e alta densidades.
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Figura 12— Frequéncia da concentragdo do oxigénio dissolvido nos tanques de diferentes densidades
de dourada (5, 10 e 20 Kg/m3), num periodo de 60 dias.

A concentracdo do oxigénio dissolvido é muito baixa durante as duas ultimas semanas
de (junho), com ponto mais critico no tratamento 20kg/m?® (Tanques L7 e L9). Neste periodo

62% dos registros estdo na classe 30-40% de oxigénio dissolvido (Figura 12).

Para manter os niveis de segurancga (acima de 35%), foram utilizadas garrafas 4 garrafas
de 180 L de oxigénio puro. Nao houve nenhuma utilizacdo deste recurso no tratamento de
baixa densidade, cerca de 90% do oxigénio puro, foi consumido pelo tratamento de maior

densidade (Figura 13).

47,44

42,31 mL9

5,13 mL7 | 20ke/m’
mL8

=L ]’ 1Okg/m3
mL6

} ;
mis~ /M

0 10 20 30 40 50
Numero de injecdo de oxigénio (%)

Figura 13 — Percentagem de ativacdo do sistema de inje¢do de oxigénio, acionado quando os niveis de
oxigénio dissolvido encontravam-se no limite (35%).
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A variagao do oxigénio dissolvido acompanha a densidade dos tratamentos, porém com
uma pequena excecio entre as densidades 20kg/m? (tanque L7) e 10kg/m? (tanque L4) apds a
limpeza dos filtros. Em geral os niveis de oxigénio dissolvido reduzem apds a alimentacdo e a
pausa de agua para limpeza dos filtros. No tratamento de maior densidade, a diminui¢dao de

oxigénio apds estes eventos acontece de forma mais abrupta (Figura 14).
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Figura 14 — Variacdo do oxigénio dissolvido e temperatura, durante os procedimentos cotidianos

(alimentagdo e limpeza dos filtros), nas diferentes densidades de douradas (5, 10 e 20 Kg/m?>).

3.1.2 Pardmetros Zootécnicos

Durante o periodo de experimento apenas 2 peixes do tratamento de maior densidade
morreram. Estes valores foram subtraidos da biomassa inicial para obter o TCA e ganho mais

reais. No inicio do experimento, as médias de peso entre os tratamentos foram entre 325 e
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327g (tabela 3), com uma variagao de 4% por tanque. O ganho final foi respectivamente de 41,

44% e 40% para baixa, média e alta densidade. A dispersdo dos pesos aumentou 7% de forma

semelhante em todos os tratamentos.

Tabela 3 — Perfil do crescimento de douradas cultivadas em diferentes densidades (5, 10 e 20 Kg/m®),

apos 60 dias de experimento.

Parametro 5 kg/m™ 10 kg/m™ 20 kg/m™
Peso inicial (g) 325.4+7.3 327.4+0.2 326.9+ 0.6
Peso final (g) 459.3+17.0 470.8 +5.0 458.9+3.3
n de peixe 23 93
Ganho (kg) 3.1+0.2 6.6+ 0.2 11.8+0.4
TCE (%.dia™) 0.57 + 0.02 0.61 % 0.02 0.57 +0.01
ICD 0.74 £0.05 0.80+0.03 0.73+£0.01
CuUT 6.4+0.5 6.8+0.3 6.2+0.1
TCA 2.5+£0.2 23+0.1 2.5+£0.0
Densidade - 5 kg/m3
500
450
400
350 B Tanquel5
s 300
‘;‘ 250 m Tanquel6
& 200
150
100
50

Inicio

Fim

TCE: 0.595 - 0.619 %/day
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Figura 15 — Média da taxa de crescimento de douradas cultivadas em diferentes densidades (5, 10 e

20 Kg/m?®), num periodo de 60 dias.

3.1.3 Qualidade da dgua

A amonia total possui um padrao similar para todos os tratamentos durante todo
experimento, porém os valores estdo diretamente relacionados com a densidade dos peixes

por tanque (Figura 16).
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Figura 16 — Variacdo da amonia total nos tanques de diferentes densidades de dourada (5, 10 e 20
Kg/m?), num periodo de 60 dias.

A temperatura da agua e o pH afetam a forma predominante da amoénia, ionizada
(NH4") ou n3o ionizada (NH3), forma mais toxica. Para determinar a aménia n3o ionizada
(Figura 17), além da coleta de agua, foi medido o pH (variou entre 7,7 e 8,2) e a temperatura

(variou entre 19-23 °C).
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Figura 17 — Variagdo da amonia ndo ionizada, nos tanques de diferentes densidades de dourada (5, 10
e 20 Kg/m3), num periodo de 60 dias.
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Os valores de NH3 tiveram um padrdo semelhante ao NH4", com valores altos em
relacdo ao aumento da densidade. Os valores obtidos sdao considerados aceitaveis (maximo

0,016 mg/l'l), abaixo de 0,05 mg/l'l, valor considerado téxico que podem danificar as branquias.

Tabela 4 - Relagdo entre oxigénio dissolvido e a amonia nos tanques de diferentes densidades.

Tratamento Equacao

Baixa densidade y =-0.0745x + 0.5858; R’=0.6597
Média densidade y =-0.1509x +1.102; R’=0.629
Alta densidade y =-0.118x + 1.0106; R*= 0.5279

3.1.4 Andlises sanguineas

600 . Hematocrito

50,0 -

40,0 A - 5kg/m3

® 10 kg/m3
20 kg/m3

30,0 -

mg/dl

20,0 -

10,0 -

Amostragem final

Figura 18 — Valores de hematdcrito em sangue de douradas, cultivadas em diferentes densidades (5,
10 e 20 Kg/m?), apds 60 dias.
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Apesar de ndo existir nenhuma diferenca significativa, existe uma tendéncia do quanto

maior a densidade, maior quantidade de hematécrito.

Tabela 5 — Percentagem de células vermelhas e brancas no sangue de douradas, cultivadas em
diferentes densidades (5, 10 e 20 Kg/ms), apos 60 dias.

Células 5 Kg/m™ 10 Kg/m™ 20 Kg/m™
sanguineas

Vermelho (%) 94.2+2.7 91.6+3.1 939+24
Branco (%) 58+2.7 8.4+3.1 6.1+24

Percentagens muito semelhantes de células vermelhas e brancas foram observadas nas
diferentes densidades (Tabela 5). Um alto nimero de células brancas estdo relacionadas com o

sistema de defesa dos peixes.

3.1.5 ParGmetros plasmdticos

Apds um més de experimento os niveis de cortisol em todos os tratamentos

aumentaram, porém sem diferencas significativas entre as deferentes densidades e com alta

variabilidade. Na amostragem final verifica-se um padrdo em que os niveis de cortisol tendem a

diminuir, sugerindo uma adaptacao ao stress (Figura 19).
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Figura 19 — Valores de cortisol no plasma de douradas cultivadas em diferentes densidades (5, 10 e 20
Kg/m3), amostragem inicial, intermedidria e final.

Glucose
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Figura 20 - Valores de glucose no plasma de douradas cultivadas em diferentes densidades (5, 10 e 20
Kg/m?), amostragem inicial, intermediria e final.

A amostragem apdés um més de experimento indica uma relagdo inversamente
proporcional entre a glucose e a densidade dos peixes. Apds dois meses de experimento, os
valores de glucose dos tratamentos de densidade 5 e 20 kg/m3 se mantiveram e o tratamento

de densidade intermedidria aumentou (Figura 20).
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0 1 2
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Figura 21 — Valores de lactato no plasma de douradas cultivadas em diferentes densidades (5, 10 e 20

Kg/ms), amostragem inicial, intermedidria e final.

A concentracdo de lactato é semelhante nos diferentes tratamentos, aumentando no
primeiro més de experimento e se tornando constante para o segundo més (Figura 21).
As douradas de diferentes tratamentos exibem valores similares de proteina plasmatica,

em todas as amostragens realizadas durante o experimento (Figura 22).

Proteina

m 5 kg/m3
® 10kg/m’
= 20 kg/m3

o 1 2
Tempo (més)
Figura 22 — Valores de proteina do plasma de douradas cultivadas em diferentes densidades (5, 10 e

20 Kg/m?), amostragem inicial, intermediaria e final.
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3.1.6 Histologia: Brénquia

A andlise histoldgica das branquias dos peixes em tratamento de densidade baixa
mostram lamelas primarias e secundarias saudaveis (Figura 23, 1 e 2). Danos graduais sdo
notdveis a partir dos peixes de tratamento intermedidrio (23, 3 e 4). E possivel notar danos no
epitélio da lamela secundaria (leve congestdo e hemorragia). Os peixes de alta densidade

exibem lesGes mais severas na lamela secundaria (Figura 23, 5 e 6).

Figura 23 — Histologia (H&E) das branquias de dourada em diferentes tratamentos de densidade.
Tratamento: 5kg/m®(1 - 2), 10kg/m* (3 — 4) e 20kg/m> (5 — 6). Aumento: (10x - Barra = 90.2 um) 1, 3
e 5; (40x - Barra = 16.7 um)2, 4 e 6. LP = Lamela primaria, LS = Lamela secundaria, VSA = Vaso
sanguineo aferente, CLP = Cartilagem da lamela primaria, O = Eritrécito, = Congestdo da lamela
secunddria, A =Lamela secundaria hemorragica.
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3.2 Ensaio: Cultivo de douradas em diferentes niveis de oxigénio (40-60%, 60-80% e 80-100%)

Tabela 6 — Distribuicdo das concentracGes de oxigénio e os cddigos dos tanques.

Tratamento

40-60%

60-80%

80-100%

Codigo/Tanque L4

L7

L5

L8

L6

L9

3.2.1 Oxigénio dissolvido e temperatura da dgua

A média da temperatura da d4gua se manteve em 26 + 0.8 °C durante todo experimento,

para todos os tratamentos (Figura 24). Os niveis de oxigénio sdo estaveis durante ao longo do

ensaio, sendo o tratamento 60-80% com um pouco mais de variagao.

100,0
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80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

Oxigénio (%0)
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OO OO s OO OO~ e > 330
- 32,0
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ey ; 29,0
28,0

7 - 26,0
- 25,0
T T T T T T 24,0
0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (dia)
efy=40-60% ==60-80% ==0==80-100% === Temperatura

Temperatura (°C)

Figura 24 — Variacdo do oxigénio dissolvido e temperatura durante 30 dias de ensaio, em diferentes

concentragdes de oxigénio (40-60%, 60-80%, 80-100%).
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3.2.2 Pardmetros zootécnicos

O peso inicial das douradas foi entre 313 e 319 g (Tabela 7) com variagao entre 7 e 8%

entre todos os tratamentos. A amostragem final mostrou um ganho de 36, 38 e 40% de peso,

respectivamente para os tratamentos 40-60%, 60-80% e 80-100%. A dispersdo final é

semelhante a encontrada na amostragem inicial.

Tabela 7 — Perfil da dourada em diferentes niveis de oxigénio apds 30 dias de experimento.

Parametro 40-60% 60-80% 80-100%
Peso inicial (g) 317.1£ 2.5 317.9+7.0 313.9+0.4
Peso final (g) 432.7+1.3 445.1+3.7 440.2+5.5
n de peixe 48 48 48
Ganho (kg) 55+0.1 5.7+0.3 6.1+0.2
TCE (%.dia™) 1.0 £0.0 1.1+0.0 1.1+0.0
ICD 1.3+0.0 1.4+0.1 1.4+0.1
CuT 45+0.1 49+0.1 49+0.2
TCA 1.52+0.0 1.49+0.1 1.40+0.1

Os parametros de crescimento aumentam com maior disponibilidade de oxigénio

dissolvido. Existe uma correlacdo de significancia entre o oxigénio dissolvido e o TCE (y =

0.0235x + 1.0127; R? = 0.6785) (Figura 24).
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Figura 25 — (A) Relagdo da taxa de crescimento com o oxigénio dissolvido. (B) Relagdo do TCA com o
oxigénio dissolvido. Experimento com douradas em diferentes niveis de oxigénio (40-60%, 60-80%,

80-100%), durante 30 dias.



Tabela 8 — TCA baseado na média das concentracdes de oxigénio dissolvido, por tanque de diferentes
tratamentos.

Tratamento N. do tanque Oxigénio TCA com OD
dissolvido (média) (média)

40-60% 4 44% 1.54

7 44% 1.55
60-80% 5 63% 1.45

8 66% 1.46
80-100% 6 84% 1.44

9 84% 1.36

3.2.3 Qualidade da dgua

Existe um padrao semelhante de NH4 (Amonia total) para todos os tratamentos durante
a realizacdo do experimento (Figura 26). O valores mais baixos de NH4 foram registrados para o
tratamento 80-100% de oxigénio dissolvido. Os valores mais altos de NH4 foram obtidos do
tratamento 40-60% de oxigénio dissolvido, nas duas ultimas amostragens. Na primeira
amostragem o tratamento 60-80% exibiu maior valor de NH4. Todos os valores de NH4 estao

dentro do permitido para a espécie.

1

0,8

0,6

0,4

NH4 (mg/1)

0,2

10-Jul  15-Jul  20-Jul  25-Jul  30-Jul 4- Ago

0 1 =

——40-60% ——60-80% 80-100%

Figura 26 — Variagdo da amonia total nos tanques de diferentes concentrages de oxigénio (40-60%,
60-80%, 80-100%), num periodo de 30 dias.
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Os valores mais baixos de NH3 foram do tratamento 80-100%, os mais altos ocorreram
no tratamento intermedidrio (60-80%), com exce¢do da ultima amostragem em que o
tratamento 40-60% obteve mais NH3 (Figura 27). O pH da agua variou entre 7,5 e 7,8 (26 °C)

entretanto o NH3 foi mantido em niveis seguros para dourada (< 0,05 mg/L™).

0,025

0,020
0,015 /?\
0,010 l/ -
i
0,005 & ‘

1
0,000 I . . . . .
10-Jul  15-Jul  20-Jul  25-Jul  30-Jul 4- Ago

NH; (mg/1)

=0—40-60% =—#—60-80% 80-100%

Figura 27 — Variagao da amodnia ndo ionizada nos tanques de diferentes concentragdes de oxigénio
(40-60%, 60-80%, 80-100%), num periodo de 30 dias.

Tabela 9 — Relagdo entre oxigénio dissolvido e amdnia total nos diferentes tratamentos.

Tratamento Equacao

40-60% y = -0.5597x +1.9012; R*= 0.8166
60-80% y =-0.2762x +1.5108; R’= 0.8885
80-100% y =0.2255x - 1.1119; R’=0.0183

3.2.4 Andlises sanguineas

Foram observados valores significativamente elevados de hematécrito com o
decréscimo da concentracdo de oxigénio. Isto indica uma adaptacao da fisiologia da dourada

em relacdo a diminuicdo dos niveis de oxigénio (Figura 28).
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Figura 28 — Valores de hematdcrito em sangue de douradas cultivadas em diferentes concentragdes

de oxigénio (40-60%, 60-80%, 80-100%), com amostragem inicial e apds 30 dias.

Existe uma leve variacdo das células brancas dos peixes no tratamento 40-60% de
oxigénio dissolvido (Tabela 10). Embora ndo tenham sido observadas diferencas significativas
entre os tratamentos, este resultado sugere que alguns individuos estavam enfrentando uma
infeccdo leve.

Tabela 10 — Percentagem de células vermelhas e brancas no sangue de douradas cultivadas em
diferentes concentrag¢des de oxigénio, apds 30 dias.

40-60% 60-80% 80-100%
96.8+2.1 99.3+0.7 99.5+0.3
3.2+21 0.7+ 0.7 0.5+0.3

37



Embora os valores da hemoglobina nao apresentem diferencas significativas, existe uma
tendéncia de aumento de hemoglobina com a diminuicdo da disponibilidade de oxigénio

(Figura 29).

Hemoglobina
10 -
- |
— 6 .
% ® 40-60%
E 4 - m 60-80%
2 - 80-100%
0 ]

Oxigénio dissolvido

Figura 29 — Valores de hemoglobina em sangue de douradas cultivadas em diferentes concentragées
de oxigénio (40-60%, 60-80%, 80-100%), apds 30 dias.

3.2.5 ParGmetros plasmdticos

As douradas submetidas aos diferentes niveis de oxigénio, exibem valores similares de
cortisol no fim do experimento. Isto indica uma adaptacdo aos diferentes tratamentos, fazendo

com que os niveis de cortisol diminuam em relagdo ao nivel inicial (Figura 30).
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Figura 30 — Valores de hemoglobina em sangue de douradas cultivadas em diferentes concentragées
de oxigénio (40-60%, 60-80%, 80-100%), com amostragem inicial e apds 30 dias.
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A glucose plasmatica manteve-se constante nos diferentes niveis de oxigénio, durante o

periodo do experimento (Figura 31).

Glucose

m 40-60%
m 60-80%
m  80-100%

mg/dl

Tempo (més)

Figura 31 — Valores de glucose em sangue de douradas cultivadas em diferentes concentragdes de
oxigénio (40-60%, 60-80%, 80-100%), com amostragem inicial e apds 30 dias.

Nenhuma diferenca significativa foi observada no lactato das douradas em seus
respectivos tratamentos. Pode-se notar uma diminui¢dao, em torno de 50% de lactato, nos

diferentes niveis de oxigénio (Figura 32).

Lactato
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Figura 32 — Valores de lactato em sangue de douradas cultivadas em diferentes concentracGes de
oxigénio (40-60%, 60-80%, 80-100%), com amostragem inicial e apds 30 dias.
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Os valores de proteina do plasma nao apresentaram diferencgas significativas entre os

tratamentos, o mesmo acontece em relagdo as amostragens (Figura 33).
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Figura 33 — Valores de proteina do plasma em douradas cultivadas em diferentes concentragdes de
oxigénio (40-60%, 60-80%, 80-100%), com amostragem inicial e apds 30 dias.
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3.2.6 Histologia: Brénquia

As douradas em condig¢des de hipdxia exibiram hiperplasia (Figura 34 - 1 e 2), diminui¢do
da lamela secundaria e congestdo da extremidade da mesma (Figura 34 - 1). Nota-se uma maior
concentracdo de eritrdcitos no tratamento de menor nivel de oxigénio dissolvido. As branquias
do tratamento intermediario exibiram congestdo da extremidade da lamela secundaria (Figura
34 - 3) e hemorragia leve (Figura 34 - 4). As douradas do tratamento 80-100% de oxigénio

dissolvido, mostraram branquias com morfologia normal e aspecto sauddvel.

Figura 34 — Histologia (H&E) das branquias de douradas em diferentes tratamentos. Tratamentos: (1 —

2) 40-60%, (3 —4) 60-80% e (5 — 6) 80-100%. Aumentos: 1, 3 e 5 (10x - Barra =90.2 um); 2, 4 e 6 (40x -
Barra = 16.7 um). LP = Lamela primaria, LS = Ldmela secundaria, VSA = Vaso sanguineo aferente, CLP =
Cartilagem da lamela primaria, E = Eritrocito, [0 = Congestdo da lamela secundaria, A = Lamela

secundaria hemorragica e * = Hiperplasia.
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4. DISCUSSAO

4.1 Ensaio: Cultivo de dourada em diferentes densidades (5kg/m>, 10kg/m’ e 20kg/m>)

4.1.1 Taxas de crescimento

A produtividade de uma aquicultura estd relacionada com a capacidade do cultivo em
altas densidades em sistemas adequados, ndo afetando as taxas de crescimento nem a saude
dos peixes. No entanto a alta densidade pode induzir a diminuicdo do crescimento por
diferentes fatores: diminuicdo do consumo de alimento, interacao social (Wedemeyer, 1997) e

decréscimo da qualidade da dgua (Pickering e Stewart, 1984).

As diferentes respostas a altas densidades de peixes também estd ligada a natureza de
cada espécie. O crescimento foi afetado em robalo (Saillant et al., 2003), truta arco-iris (Holm et
al., 1990; Ellis et al., 2002) e o bacalhau do atlantico (Lambert e Dutil, 2001). O oposto foi visto
com robalo-peva (Correa e Cerqueira, 2007), salmdo do atlantico (Kjartansson et al., 1988) e
salvelino- drtico (Brown et al.,, 1992) apresentaram uma melhor tolerancia para altas
densidades. Estes estudos avaliam a densidade adequada (alta densidade em menor custo),

para as diferentes espécies.

Além das diferencas mencionadas em relacdo a biologia da espécie, alguns autores
estudam algumas varidveis que a densidade causa na performance do peixe. O oxigénio
dissolvido, temperatura, pH e salinidade sdo alguns fatores fisicos que podem influenciar as
taxas de crescimento (Huntingford et al., 2006), dificultando a analise do efeito da densidade

no crescimento do peixe.

No presente estudo a densidade intermediaria (10kg/m3), apresentou melhores
resultados nas taxas de crescimento, quando comparado aos tratamentos de densidades baixa
(5kg/m?) e alta (10kg/m3), apesar de n3o serem diferencas significativas. Os indices de
crescimento sdo considerados normais para esta espécie considerando as diferentes idades
especificas (Canario et al.,, 1998; Montero et al.,, 1999; Gémez-Requeni et al., 2004; Sangiao-

Alvarellos et al., 2005).
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As taxas de conversdo alimentar (TCA) foram altas quando comparado com 1,04
(Chatzifotis et al.,2009) para esta espécie. Para evitar uma limitacdo do crescimento foi
decidido aumentar a quantidade de alimento indicado em até 50% de acordo com o apetite do
peixe. Isto pode ter afetado o TCA, pois o peixe pode ter canalizado a energia obtida da racao

para outras atividades além do crescimento.

No presente estudo, houve uma diferenga nos niveis de oxigénio do tratamento de
maior densidade (10-15%) em comparagao aos demais. Por ser uma diferenca pequena,

durante pouco tempo de experimento (60 dias), ndo houve uma influéncia significativa.

4.1.2 ParGmetros sanguineos

As diferentes densidades ndao foram significativamente afetadas nos parametros
hematoldgicos e plasmaticos apds 60 dias. Os valores do hematécrito mostram uma tendéncia,
crescendo de acordo com o aumento da densidade, uma adaptacdo fisioldgica para maior
transporte de oxigénio. Alta percentagem de gldbulos brancos é uma resposta nao especifica

do sistema imunitario, sendo presente em todos os tratamentos.

Estudos com altas densidades descreveram producdo de estresse crénico e mobilizacao
de fontes de energia, resultando em niveis mais altos de cortisol, glucose e proteina (Montero
et al., 1999; Sangiao-Alvarellos et al., 2005). Um padrdo oposto foi observado neste estudo, em
gue os valores plasmaticos de cortisol e glucose tendem a ser menores em altas densidades.
Este padrdo é observado do meio para o final do experimento, sendo a amostragem

intermediaria com valores mais altos que a amostragem final.

A resposta ao stress sao ajustes metabdlicos, afim de restaurar a homeostase dos peixes
através de mudancas no plasma, como altera¢des na glucose e lactato. Normalmente, um
aumento no cortisol favorece a mobilizacdo da glucose, desta forma, valores mais elevados de
glucose eram esperados a valores mais altos de cortisol. Neste estudo, os peixes em tratamento
de alta densidade foram mantidos num estresse cronico. Existe um gasto energético do peixe

em stress, ao tentar restabelecer sua homeostase. Consequentemente, a energia disponivel
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para o crescimento e saude do peixe sera menor. Outros autores observaram que os peixes
submetidos ao estresse crénico apresentaram um pequeno aumento de cortisol,
provavelmente por uma adaptacdo a condi¢Oes de estresse (Barton et al, 2008; Fast et al,
2008). Provavelmente, longos periodos de esforco resultam numa perda de sensibilidade dos
tecidos a agdo interna de ACTH ou pituitaria (Vijanyan Mommsen et al, 1999). Ainda assim, a

alta variabilidade foi observada para estes parametros.

4.1.3 Histologia das brdnquias

A branquias sdo 6rgaos que envolvem uma grande variedade de func¢des basicas, dentre
elas: captar oxigénio, liberar CO2, osmorregulacdo, regulacdo de pH entre outros (Evans et al.,
2005). No presente estudo, as branquias foram afetadas progressivamente de acordo com o
aumento da densidades nos tratamentos. Possivelmente estes danos estao relacionados com a
amonia consoante as densidades. Apesar da amonia se encontrar em niveis seguros, segundo

Francis-Floyd (0,052mg.L'1), durante o periodo de 60 dias pode ter sido o fator destes danos.

4.2 Ensaio: Cultivo de douradas em diferentes niveis de oxigénio (40-60%, 60-80% e 80-100%)
4.2.1 Taxas de crescimento

O oxigénio tem um papel essencial no metabolismo do peixe, desde producdo
energética celular a atividades de rotina e crescimento. O alcance metabdlico dos peixes
dependem da biologia, temperatura e oxigénio dissolvido (Claireaux et al., 2000; Domecini et
al., 2013). Portanto, em algumas situacdes com capacidade metabdlica restrita por pouca
demanda de energia podem ocorrer conflitos (Claireaux et al., 2000), e os peixes tem que

escolher qual a atividade que ird alocar energia.

Neste ensaio, foi observada uma relacdo linear entre os indices de crescimento e de
oxigénio dissolvido, assim como um menor TCA, em niveis mais elevados de oxigénio. No

bacalhau, um padrao similar foi observado, em que a taxa de crescimento estd diretamente
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relacionada a disponibilidade de oxigénio. Em 97% da redugdo do crescimento do bacalhau foi
atribuido a reduzido consumo de alimento (Chabot e Dutil, 1999). A ingestdo de alimento e a
assimilacdo dos nutrientes estdao completamente dependentes da disponibilidade de oxigénio
dissolvido. Claireaux et al. (2000) apresentou em seus resultados uma interrupc¢do da digestado
por regurgitacdo, quando o oxigénio estava a cerca de 45%. Utilizando desta forma, uma
estratégia de se adaptar a restricdo da capacidade metabdlica. Além disto, quando o Gadus
morhua é exposto a um estresse cronico por hipdxia (40-45% por 6 semanas em 10 °C) mostra
efeitos negativos causando o declinio do volume de eje¢dao sanguinea em repouso e durante
exercicios (Petersen e Gamperl, 2010). Outros autores observaram que 0s baixos niveis de
concentracdo de oxigénio dissolvido reduzem a taxa de crescimento e capacidade imune (Tom,

1998).

4.2.2 ParGmetros sanguineos

O déficit de oxigénio induz altos niveis de hematécrito (volume de células vermelhas),
como foi visto no presente estudo em que obteve-se diferencas significativas. O aumento das
células vermelhas é responsavel pelo transporte de oxigénio no sangue, uma estratégia do
organismo de manter o mesmo nivel de oxigénio dentro das células. O aumento na natagao e
hiperventilacdo sdo estratégias iniciais em condi¢cdes de hipdxia. As douradas possuem uma
habilidade de adaptacdo fisiologica para baixos niveis de oxigénio, reduzindo o seu
metabolismo. Outra adaptacdo a hipdxia cronica seria a producdo de células vermelhas pelo

baco, afetando os custos metabdlicos.

Embora ndo significativa, o conteddo de hemoglobina aumentou em condi¢bes de
hipdxia, confirmando a estratégia da dourada em manter o transporte de oxigénio semelhante
nos tecidos. Além disso, as douradas do tratamento 40-60% OD exibiram um aumento do

nuimero de glébulos brancos, o que indica uma resposta do mecanismo imunoldgico.

Apesar das alteragdes dos parametros hematoldgicos, ndo houve relagdo significativa

entre os diferentes niveis de saturacdo de oxigénio e parametros de estresse como o cortisol,
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glucose e outros parametros metabdlicos até o final do experimento. Além disso, foram
observados valores semelhantes para as amostragens inicial e final, com excecdo do lactato,
gue exibiu uma diminui¢do como resultado do metabolismo anaerdbio. Possivelmente devido a
uma consequéncia da natacdo dos peixes ao invés de ser causada por diferencas nas

concentragdes de oxigénio.

4.2.3 Histologia das brdnquias

Em condi¢cGes de hipdxia prolongada, alteragdes morfoldgicas foram descritas para as
branquias, como: hiperplasia da lamela primaria, encurtamento e arredondamento da lamela
secunddria (Cengiz, 2009). Alteracdo semelhante foi descrito por Gonzalez e McDonald, (1992)
como uma estratégia de peixe para se adaptar a hipdxia em baixa temperatura. Em ambos os
estudos, verificou-se uma redugdo na superficie lamelar e hiperplasia afim de reduzir o contato
da branquia com poluentes da dgua. O arredondamento da extremidade da lamela secundaria
provavelmente potencializa a quantidade de trocas gasosas, existindo uma vasoconstricao no

sentido extremidade para a base.

As células pilares controlam o fluxo sanguineo através da regulacdo do diametro das
lacunas localizadas entre as células pilares. As paredes lamelares sdo muito finas e permitem
gue o sangue dentro das lacunas facam as trocas com o meio externo (Hughes, 1984; Wilson &
Laurent, 2002). No presente estudo, nota-se um maior numero de células sanguineas dentro
das lacunas, de acordo com o déficit de oxigénio. Isto indica uma regulacao das células pilares,

afim de efetuar mais trocas gasosas com o meio, em funcdo do déficit de oxigénio.
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5. CONCLUSAO

O primeiro ensaio (Cultivo de dourada em diferentes densidades: 5kg/m3, 10kg/m3 e
20kg/m3), apresentou melhores tendéncias nos resultados de crescimento do tratamento
intermediario (10kg/m’). Apesar disto, os parametros de estresse n3o foram expressivos,
tornando a melhor op¢ao de cultivo a densidade 20kg/m3, uma vez que produtivamente é mais
rentavel. Porém é necessario realizar amostragens ao longo do cultivo, para verificar a saude,

taxas de crescimento e estresse dos peixes, corrigindo a densidade quando necessario.

No segundo ensaio (Cultivo de douradas em diferentes niveis de oxigénio: 40-60%, 60-
80% e 80-100%) existem relagdes significativas entre a taxa de crescimento especifico, taxa de
conversdao alimentar com o oxigénio dissolvido. Estas relacbes e as taxas de crescimento
mostram melhores resultados para o tratamento 80-100%. As adaptagdes fisioldgicas sdo
significativas, sendo o aumento do hematdcrito a estratégia utilizada para aumentar as trocas
gasosas em niveis mais criticos de oxigénio. Apesar do tratamento 80-100% apresentar
melhores resultados, este nivel ndo seria aconselhado para uma aquicultura no sul de Portugal,
onde no verdo a temperatura da agua é elevada e os gastos para manter estes niveis
comprometeriam o lucro da producdo. O nivel de oxigénio dissolvido indicado para cultivo de
densidade 10kg/m3, seria de 60-80%, porém com as mesmas condi¢des de verificagdo de saude,
taxas de crescimento e estresse dos peixes, corrigindo os niveis sempre que necessario. O nivel
40-60%, é desaconselhado por ser um limite muito critico, podendo alguns eventos diminuir o
oxigénio abaixo destes limites (alimentacdo, falha de bombas, limpeza dos filtros de areia,

falhas nas difusoras, altas temperaturas, consumo de oxigénio por microalgas e etc).
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1. INTRODUCAO

Aquicultura é o cultivo de organismos aquaticos, incluindo peixes, répteis, batraquios,
equinodermos, moluscos, crustaceos e plantas aquaticas. Existem varias vertentes deste tipo de
cultivo: producdo de alimentos, iscas para pesca, pesca esportiva e aquarofilia. A conservacao
também é uma importante abordagem da aquicultura, através do repovoamento de espécies
em estado critico e cultivos de subsisténcia com sustentabilidade de pequenas comunidades

(FAO, 2007).

Por muito tempo no Mediterraneo, a criacdo de peixes marinhos foi exclusivamente
para consumo local, baseado na captura de juvenis selvagens do mar, aproveitando a migracao
tréfica natural para lagoas costeiras a procura de refugio e alimento. Com o aperfeicoamento
dos alimentos artificiais (estabilidade na dgua e composicdo nutricional) e o melhoramento das
técnicas de arejamento artificial, a aquicultura desenvolveu-se mundialmente (Moretti et al.,

1999; Landau, 1992; White et al., 2004).

A producdo atual da aquicultura marinha (18,3 milhdes de toneladas) é composta de
moluscos (75,5%, 13,9 milhGes de toneladas), peixes (18,7%, 3,4 milhdoes de toneladas),
crustaceos (3,8%) e outros animais aquaticos (2,1 %) como: pepinos e ouricos do mar (FAO,
2011). Nos ultimos anos foi destacada a importancia dos nutrientes essenciais e proteinas

presentes nos peixes e derivados.

Em 2009, os peixes representaram 16,6% do consumo da populagdo mundial de
proteina animal e 6,5% de todas proteinas. O consumo de peixes esta em crescimento com o
decorrer dos anos, sendo em 2010, 128,2 milhdes de toneladas e em 2011, 131,2 milhdes de
toneladas e o estimado para 2012, 136,2 milhdes de toneladas (FAO, 2014) (Tabela 1). E preciso
uma producado de peixes que consiga suprir a necessidade do consumo. Segundo estimativas da
FAO, em 2018 a producdo em aquicultura de peixes para consumo humano ird superar a

producdo por captura (FAO, 2013).



Tabela 1. Producao e utilizagdo mundial de pesca e aquicultura (Adaptado: FAO, 2014).

2007 2008 2009 2010 2011 2012
MilhGes de toneladas

PRODUCAO
Captura
Lagos 10.1 10.3 10.5 11.3 11.1 11.6
Mar 80.7 79.9 79.6 77.8 82.6 79.7
Total de captura 90.8 90.1 90.1 89.1 93.7 91.3
Aquicultura
Lagos 29.9 324 34.3 36.8 38.7 41.9
Mar 20.0 20.5 21.4 22.3 23.3 24.7
Total aquicultura 49.9 52.9 55.7 59.0 62.0 66.6
Total de pesca no 1431 1458 1481  155.7 158.0
mundo
UTILIZAGAO
Consumo humano 117.3 120.9 123.7 128.2 131.2 136.2
N3o alimentar 23.4 22.2 22.1 19.9 24.5 21.7
Populagao (Bilides) 6.7 6.8 6.8 6.9 7.0 7.1
Fornecimento  de /¢ 17.9 181 185 187 19.2

peixe per capta (kg)

As espécies de peixes marinhos em destaque na aquicultura na Europa do sul sdo:
Dicentrarchus labrax (robalo) e Sparus aurata (dourada), com producdao mundial de 265 100
toneladas (FAO, 2012). A dourada teve uma producdo estimada em 172.830 toneladas para
2012, de acordo com estatisticas da FAO. Este valor é 13,9% maior do que em 2011 (151.746
toneladas). A producgdo atual de douradas ocorre em 19 paises, sendo os principais: Grécia, com
cerca de 68 mil toneladas (representando 39,3% da produgdo total); Turquia com 40.000
toneladas (23,1%) e Espanha, com 19.430 toneladas (11,2%). O cultivo também acontece em
menor escala na Italia, Egito, Franga, Chipre, Portugal, Crodcia, Malta, Tunisia e Marrocos

(Eurofish Magazine, 2013).

O sucesso de uma aquicultura depende de um ambiente controlado para um rapido
crescimento dos organismos, com o minimo de custo possivel. O crescimento e bem estar dos

organismos em uma cultura sdo afetados por parametros fisicos, biolégicos e quimicos sendo



de destacar como criticos o pH, a salinidade, a temperatura, o oxigénio dissolvido e os

nutrientes (nitrogénio, fosforo e etc.) (Mallya, 2007).

O objetivo deste estudo foi compreender a influéncia da densidade e niveis de oxigénio
no cultivo de douradas em tanques de terra, com a finalidade de obter uma producdo mais

rentdvel, assegurando bons niveis de bem estar animal.

O conhecimento sobre o estresse causado pela densidade dos peixes e niveis de
oxigénio é essencial para relacionar com as taxas de crescimento e bem estar animal (Ashley,
2006). Compreender os niveis de estresse e suas respostas fisioldgicas sdo informagdes que

contribuem para tracar um modelo de cultivo ideal a custo mais reduzido.

Os habitats da dourada sao os fundos arenosos e rochosos com algas, préximos da costa
com profundidade entre 15-30m podendo os adultos chegarem até 150m. Geralmente
possuem um comportamento sedentdrio, podendo ser solitdrio ou frequentar pequenos
grupos. A temperatura é toleravel entre 5-32°C, a salinidade entre 15-40%. e os valores
minimos de oxigénio dissolvido de 2 mg O,/L, sendo estes parametros ideais para o cultivo

desta espécie (FAO, 2007; Santinha, 1998).

A dourada é carnivora e muito raramente herbivora, destaca-se como alimento os
moluscos bivalves, crustdceos e peixes. A dieta é varidvel ao longo da idade do peixe: os juvenis
alimentam-se de poliquetas e crustdceos e os adultos principalmente de moluscos

(lamelibranquios e gastrépodes), crustdceos, equinodermas e ascidaceos (Garcia, 2008).

Como caracteristicas morfoldgicas principais estdo o corpo oval, profundo e
comprimido, perfil da cabeca regularmente curvo com olhos pequenos e boca terminal e
ligeiramente obliqua com ldbios pouco protrateis e grossos (Figura 1). Possuem quatro a seis
caninos anteriores em cada maxila e 2 a 4 fiadas molares. A barbatana dorsal é formada por 11
raios duros e 13 a 14 moles, a anal com 3 raios duros e 11 ou 12 moles. Parte da cabeca é
escamosa, mas o pré-opérculo ndo possui escamas. As escamas estdo presentes ao longo da
linha lateral 73-85. A cor predominante é cinza prateada, existindo uma mancha negra na

origem da linha lateral que se estende na margem superior do opérculo. Entre os olhos existe



uma faixa dourada frontal, uma faixa escura na barbatana dorsal e barbatana caudal com cor

preta predominantemente (FAO, 2007).

Figura 1 - Morfologia do Sparus aurata. (Adaptado: FAO- Database)

1.1 Estresse e respostas fisioldgicas

Altas densidades em aquicultura podem ser responsaveis por causar estresse cronico
(Ashley, 2006). As respostas fisiologicas aos estresses ambientais se dividem em trés niveis:
primdria, secundaria e terciaria (Stickney, 2000; Barton et al, 2008) (Figura 2). A resposta
primaria (neuroenddcrina) estd relacionada com um significativo aumento dos hormonios
corticosteroides (cortisol) e catecolaminas (adrenalina e noradrenalina). A resposta secundaria
é iniciada pela estimulagdo dos horménios, realizando a hidrolise das reservas de glicogénio no
figado, aumentando a glucose no sangue e diminuicdo da proteina muscular. As respostas
tercidrias estdo relacionadas a saude (crescimento, reproducdo e imunidade) e alteracbes

comportamentais.
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Figura 2 — Percepcdo do estresse e respostas primaria, secundaria e terciaria. (Adaptado: Barton, 2008)

A resposta dos parametros bioquimicos ao estresse crénico em peixes é variavel de
acordo com o tempo (Figura 3). Apds o estresse inicial, existe uma regulacdo dos processos
bioquimicos afim de restaurar a homeostase através de reservas energéticas (Glucose). Em
alguns experimentos de estresse cronico, o cortisol teve um aumento pouco expressivo (Barton
et al.2008, Fast et al. 2008), provavelmente por apresentar um sistema enddcrino
sobrecarregado por uma longa atividade (Hontela et al. 2006) ou por uma adaptacdo para as
condicOes de estresse. Uma destas adaptacbes, apds um tempo longo de estresse seria a
diminuicdo do cortisol por perda da sensibilidade do tecido interrenal a acdo do ACTH ou
hormonios pituitdrios (Vijanyan e Mommsen et al. 1999). Para manter o cortisol é necessario

uma grande producdo de glucose através da glicogénese e glicogendlises.

=== Ex. Mudangas metabdlicas (aumentos de glucose e
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Figura 3 — Respostas fisioldgicas ao estresse durante o tempo. (Adaptado: Porchas, 2009)

1.2 Oxigénio Dissolvido (OD)

A qualidade da 4gua é um fator essencial na produc¢do em aquicultura, seus efeitos sao
determinantes para a saude e condi¢des de crescimento dos peixes. O DO é um parametro

critico determinante que deve ser controlado e monitorado diariamente (Timmons et al. 2001).

O Oxigénio é dissolvido na agua por difusdo a partir da atmosfera e por meio de plantas
aquaticas que liberam esse subproduto da fotossintese. A atmosfera contém cerca de 20% de
oxigénio, porém a fracdo na dgua é muito pequena (ex: 202C, 35 salinidade corresponde
7,4ppm ou seja cerca de 0,0074%, Timmons & Ebeling 2010). A difusdo do oxigénio da
atmosfera para agua aumenta quando ocorrem turbuléncias. Desta forma, em tempos com
mais ventos a area da superficie da dgua é maior que quando em tempos calmos (Stickney,

2000; Landau, 1992).

Em sistemas com algas e fitoplanctons, esses organismos podem produzir seu préprio
oxigénio, se tiver alta disponibilidade de luz ao longo do dia e CO, para realizar fotossintese.
Mesmo durante o dia as algas podem fornecer e utilizar oxigénio, na noite elas utilizam o
oxigénio na respiragdo (Landau, 1992). Desta forma, na aquicultura, os niveis de oxigénio pela

manha sempre sdo mais baixo que no final do dia (Figura 4). A remocdo de oxigénio da agua



deve-se por reagles inorganicas quimicas e decomposicdio de matéria organica por

microrganismos.
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24:00 08:00 12:00 16:00 24:00 08:00 16:00
Tempo

Figura 4 - Variacdo do oxigénio em aquicultura com influéncia de sistema aberto. (Adaptado: Stickney,

2009)

O nivel de DO esta diretamente relacionado com a temperatura, salinidade, pressao
atmosférica, quantidade de matéria organica e presenca de vegetais na dgua. Quando a agua é
aquecida ocorre uma reducdo na capacidade de armazenar oxigénio e a salinidade aumenta
(Figura 5). A capacidade de utilizacdo de oxigénio é afetada pelo pH, quanto menor o pH,
menor é a utilizacdo do oxigénio. O consumo de O, é varidavel de acordo com a biologia do
organismo incluindo a espécie, tamanho, idade, peso, consumo energético, alimentacao,

temperatura e etc (Morales, 1983).
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Figura 5 - Variacdo da solubilidade do oxigénio em agua em relacao a temperatura e salinidade.
(Adaptado: Morales, 1983)

1.2.1 Efeitos da variagdo do oxigénio dissolvido

Em sistemas de aquicultura o crescimento depende de um conhecimento das
peculiaridades de cada espécie. Para conseguir se aproximar do crescimento 6timo algumas
varidveis devem ser controladas como: temperatura, regimes de luz, qualidade da agua e os

tipos de nutrientes contidos nas ragdes (Weatherley & Gill, 1989).

A procura por alimento e assimilagao de nutrientes estd diretamente ligada com a
disponibilidade de oxigénio canalizada para o metabolismo. Com concentra¢des baixas de
oxigénio dissolvido, o resultado é a reducdo na taxa de crescimento e a possibilidade de
aumento de doencgas (Figura 6) (Tom, 1998). Estudos defendem que quando se mantem os
niveis baixos de DO ocorre um grande efeito no crescimento do peixe e aumento de estresse
(variacoes de cortisol e glucose), diminuicdo de atividades natatdrias e reducdo do sistema

imunitario.

Randolph e Clemens (1976) estudaram a variacdo de temperatura e oxigénio em peixes
gatos. Quando o oxigénio diminuia abaixo de 59% os peixes comegavam a perder o apetite.
Para Jobling (1995) a espécie Oncorhynchus mykiss reduz seu apetite abaixo de 60%. Outros
estudos mostram resultados semelhantes como: Dicentrarchus labrax (Thetmeyer et al. 1999),
Oreochromis aureus (Papoutsoglou e Tziha, 1996), Ictalurus punctatus (Buentello et al. 2000),

Cyprinus carpio. (Pichavant et al. 2001).
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Figura 6 - Efeito do nivel de oxigénio no crescimento, taxa de conversdo e mortalidade. (Adaptado:
Mallaya, 2007)

1.2.1.1 Baixos niveis de oxigénio (Hipoxia)

Um déficit na concentracdo de oxigénio reduz a atividade metabdlica para niveis basicos
de sobrevivéncia (Figura 7). Pequenas reducdes no DO, abaixo do minimo limite para a espécie,
pode diminuir a eficiéncia da conversdo alimentar e a taxa de crescimento (Morales, 1983;
Stickney, 2000). Quando ocorre uma reducdo da concentracdo do oxigénio dissolvido a ponto

de afetar as fun¢des de osmorregulacdo denomina-se hipdxia.
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Figura 7 - Dependéncia da atividade animal em relagdo com a concentragdo de oxigénio. (A) Nivel de
atividade restringida. (B) Nivel de completa atividade. (C) Nivel de minima atividade. (D) Nivel de

saturacdo a partir dele é possivel acontecer doengas das bolhas. (Adaptado: Morales, 1983).

Existem varias formas do peixe responder a uma diminuicdo significativa do nivel de
oxigénio. O fluxo de sangue pode ser aumentado através da abertura adicional das lamelas
secunddrias para aumentar a area respiratéria efetiva. Assim pode ocorrer o aumento da
concentracdo de glébulos vermelhos e uma maior capacidade de transporte de oxigénio do
sangue. Outra forma é através da reducdo do tamanho do plasma (Ex. Aumento do fluxo de
urina) em curto prazo, e em longo prazo é liberado glébulos adicionais do baco (Svobodova et
al. 1993). Enquanto isso ocorre, o peixe aumenta a taxa de ventilacdo a fim de trazer mais dgua
em contato com as guelras. Contudo uma ventilacdo aumentada ocorrerd em um aumento das
substancias téxicas na agua e consequentemente nas branquias, onde podem ser absorvidas
(Boyd e Tucker, 1998). Estudos ainda mostram que a hipoxia prolongada pode induzir a reducdo
de energia e a demanda de oxigénio. Isto deve-se a alteragdes morfoldgicas nas branquias,

nomeadamente a hiperplasia.

10



Referente ao comportamento dos peixes, ocorre uma redu¢dao na alimentagao, ficam
concentrados na superficie da agua ou préximo dos aeradores, podem saltar para fora da dgua,
ficam sem reagdo a estimulos. Com a diminui¢do da alimentagdo ocorre um comprometimento
do crescimento, desta forma a reproducdo é inibida. Para a reducao de energia, o peixe procura

areas com temperatura mais baixa, reduzindo o metabolismo.

1.2.1.2 Altos niveis de oxigénio (Hiperoxia)

Altos niveis de oxigénio também podem ser observados em sistemas de aquicultura,
este fendmeno da-se quando a saturacdo do oxigénio dissolvido é muito alto, acima de 80%.
Este tipo de aumento pode ser promovido por uma biomassa significativa de plantas (algas e
macrofitas) deixando os niveis maiores que os da atmosfera. Outra forma de acontecer a
hiperdxia seria por injecdo de oxigénio em sistemas intensivos, com altas densidades (Stickney,

2000).

Uma resposta comum a grande disponibilidade de oxigénio é a hipercapnia, um estresse
comum em tanques com altas densidades. Com a respiracdo acelerada dos peixes ocorre uma
excrecdo de CO;, esse € hidratado resultando em acido carbdnico que em parte se dissocia para
H* e HCO™ diminuindo o pH da agua. Em longo prazo ocorrem implicagdes fisioldgicas entre a
regulacdo das concentracdes idnicas e os acidos bases associados com a hipercapnia (Mallaya,

2007).

Os peixes que sdo expostos a baixas pressdes atmosféricas, o sangue equilibra-se com o
excesso de pressdo na agua. Bolhas sdo formadas no sangue, podendo bloquear a circulagdo

em capilares e nadadeiras dorsal e caudal (Mallya, 2007).
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Desenho experimental
Ensaio 1: Cultivo de dourada em diferentes densidades (5kg/m>, 10kg/m’ e 20kg/m’>)

O ensaio foi realizado com o cultivo de dourada em trés densidades: 5 kg/m"”, 10 kg/m'3
e 20 kg/m'3, durante 60 dias. Os peixes foram distribuidos, de acordo com as densidades, em
tanques de fibra de vidro circulares de 1,5 m® (Figura 8). Cada tratamento foi realizado em
duplicado (n = 2), num sistema aberto de circulagdo com agua captada da Ria Formosa e filtrada

por um filtro de areia.

Figura 8 — Tanque de fibra de vidro com 1,5m®em sistema aberto de circulagio de agua.

Os peixes foram alimentados trés vezes por dia com a dieta Sorgal ® (Aquasoja Balance
5mm). Para ter certeza de que a alimentacdo ndo foi um fator limitante, os peixes foram

alimentados em 1,1 a 1,4% do peso corporal, seguindo a tabela de alimentagao do fabricante,
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além de um acréscimo de até 50% (por exemplo: de acordo com tabela de 100 g, portanto 100g

+50g=150g).

O oxigénio e temperatura foram registrados automaticamente a cada hora, através do
sistema Synergia® (Figura 9). Este sistema é composto por sondas de temperatura e oxigénio,
eletrovdlvulas, caudalimetros, quadro com os dados atuais e um programa de computador.
Através do programa, no computador pode-se definir limites de injecdo e pausa de oxigénio,
transferir os dados para o Excel e visualizar graficos entre outras fungdes. O sistema foi
programado para injetar oxigénio puro quando o limite atingia os 35 % e parava ao chegar nos
50%, de modo a evitar a mortalidade dos peixes. Foram recolhidas amostras de agua 2 semanas
apos o inicio do ensaio, posteriormente foram coletadas todas as semanas para controlar as
concentracdes de amdnia, nitritos e nitratos. A salinidade permaneceu em torno de 36. Os
peixes foram mantidos em fotoperiodo de 14 horas luz: 10 horas escuro durante todo o periodo

do

I
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experimento.

Figura 9 — Sistema de Synergia ®: (A) Sondas de temperature e oxigénio, (B) quadro com

medicGes em tempo real e controle de injecdo de oxigénio, (C) programa de registro dos dados.

Procedeu-se amostragens inicial, intermediaria e final para acompanhar as taxas de
crescimento, saude e mortalidade. Também foram coletadas amostras de sangue dos peixes
para fins hematoldgicos (hematdcrito e esfregaco) e determinagbes plasmaticas (glicose,
cortisol, proteina e lactato). Na amostragem final, o segundo arco branquial foi coletado para

analises histoldgicas.

2.2 Desenho experimental

Ensaio 2: Cultivo de douradas em diferentes niveis de oxigénio (40-60%, 60-80% e 80-100%)
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Trés niveis de oxigénio dissolvido foram testados (em duplicado n = 2): 40-60 %, 60-80 %
e 80-100 % em tanques de fibra de vidro de 1,5 m? com peixes em densidade de 10 kg/m’ 3
durante 30 dias. Foi utilizado o sistema de circulagdo aberta de dgua no tanques. Os niveis de
oxigénio foram mantidos através da combinag¢do da renovagdo da dgua, aeragdo (com pedras
de ar) e, eventualmente, a injecdo de oxigénio puro para manter condi¢des de criacdo idénticas

entre os tratamentos. Os peixes foram alimentados trés vezes por dia, com uma dieta, Alpis® (5

mm), de 1,1 a 1,4% de peso corporal de acordo com a tabela de alimentacdo do fabricante.

O oxigénio e temperatura foram registrados automaticamente a cada hora através do
sistema Synergia®, utilizado também para injetar oxigénio puro quando o tratamento
encontrava-se no limite de oxigénio dissolvido. Foram recolhidas amostras de dgua 2 semanas
apos o inicio do ensaio, posteriormente foram coletadas todas as semanas para controlar as
concentragdes de amonia, nitritos e nitratos. A salinidade permaneceu em torno de 36%o. Os
peixes foram mantidos em fotoperiodo de 14 horas luz: 10 horas escuro durante todo o periodo

do experimento.

Procedeu-se amostragens inicial e final para verificar as taxas de crescimento, saude e
mortalidade. Também foram coletadas amostras de sangue dos peixes para fins hematoldgicos
(hematdcrito, esfregaco e hemoglobina) e determinacdes plasmaticas (glicose, cortisol,
proteina e lactato). Na amostragem final, o segundo arco branquial foi coletado para analises

histoldgicas.

2.3 Componente analitica
2.3.1 Pardmetros zootécnicos

O crescimento da dourada foi avaliado pela determinacdo da taxa de crescimento
especifico (TCE), o indice de crescimento diario (ICD), crescimento com unidade térmica (CUT) e

taxa de conversdao alimentar (TCA), com base nas seguintes férmulas:
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Lnwf= Logaritimo do peso final

Lnwi= Logaritimo do peso inicial

Wf= Peso final

Wi= Peso inicial

Tf= Temperatura final

Ti= Temperatura inicial

JTD= Somatdrio das temperaturas didrias

2.3.2 Qualidade da dgua

A temperatura da agua e pH foram registrados quando as amostras de agua foram
coletadas. O nutrientes (amodnia, nitritos e nitratos) foram analisados por reacdes
colorimétricas baseadas no método desenvolvido por Grasshoff (1976), usando um SKALAR

Autoanalyser 6250.
2.3.3 Coleta de sangue

Os peixes foram profundamente anestesiados com fenoxietanol (300 ppm), o sangue foi
coletado por puncdo na veia caudal com agulha e seringa heparinizada. A coleta de sangue foi
realizada em dez individuos por tratamento no ensaio de densidades dos peixes e doze

individuos por tratamento no ensaio dos niveis de oxigénio.

2.3.4 Andlises hematologicas
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Uma gota de sangue foi utilizada para o esfregaco, que foi posteriormente fixada com
alcool metilico e corada com Giemsa para uma identificacdo qualitativa das células sanguineas
(vermelha e branca), sob um microscépio binocular de 400x seco ao ar. Cinco areas aleatodrias
do esfregaco foram analisadas para cada peixe sob um microscopio para determinar a
proporgdo de glébulos vermelhos e brancos para cada individuo. Valores foram apresentados
como percentagem do numero total de células contadas. Valor hematécrito também foi
determinado por carregar amostra de sangue em tubos de micro-hematécrito (tubos capilares
lisas, 75 mm, Super Rior, W. - Alemanha), que foram centrifugados (5 000 g, 5 min) com

centrifuga (EBA 21 Hettich, Alemanha).

2.3.5 ParGmetros plasmaticos

O sangue restante foi centrifugado para se obter o plasma a 2500 g durante 10 minutos
e posteriormente congelado a -20 2 C até a analise. Foi feito um “pool” do plasma de 2 (1°
ensaio) e 3 (2° ensaio) peixes para aumentar o volume do plasma e permitir a determinagdo dos

diferentes pardmetros plasmaticos.

O cortisol foi determinado com o teste VIDAS, um ensaio de enzima fluorescente
desenhada para o sistema miniVIDAS. A glicose e hemoglobina foram determinados com kits de
QCA. O lactato foi determinado com um kit de SPINREACT. A proteina total foi determinada
pelo kit BCA do método Bio-Rad. Todos os parametros plasmaticos foram determinados com
triplicados analiticos, através de leituras de reacdes colorimétricas em um leitor de microplacas

(Thermo Scientific) no comprimento de onda especifico, exceto o cortisol.

2.3.6 Histologia da brénquia

As branquias foram fixadas em formol tamponado a 4% por 24 horas. Apods este periodo
os tecidos foram lavados 3 x 15 min com tampao fosfato salina, 4gua e armazenadas em etanol

a 70% até a incorporacao da parafina. Quando necessario, os tecidos foram descalcificados com
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uma solugdo de acido de HCl 8 % e acido férmico a 8 % (1:1). Cortes de 6-7um foram corados

com hematoxilina-eosina.

2.3.7 Andlise estatistica

Os dados das taxas de crescimento e parametros sanguineos foram expressos em trés
replicados * desvio padrdo, enquanto os dados hematoldgicos sdo baseados em seis
determinacdes. Dados associados a ao crescimento, hematologia e parametros sanguineos
foram analisados por ANOVA (one-way), com densidade de peixes como variavel. Parametros
expressos em porcentagem foram submetidos a transformacado do arco seno da raiz quadrada.
A significancia estatistica foi testada em 0,05 de probabilidade. Todos os testes estatisticos

foram realizados utilizando o software SPSS (v21, IBM , EUA).

3. RESULTADOS

3.1 Ensaio: Cultivo de dourada em diferentes densidades (5kg/m>, 10kg/m> e 20kg/m’)

Tabela 2 — Distribuicdo das densidades e os cédigos dos tanques.

Tratamento 5kg/m® 10kg/m® 20kg/m’

Cdédigo/Tanque L5 L6 L4 L8 L7 L9

3.1.1 Oxigénio dissolvido e temperatura da dgua
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A amplitude térmica da agua foi de 8 °C, variando de 17 °C (30 de abril) a 25 °C (14 de
junho), de forma similar em todos os tratamentos (Figura 10). O valor da média da temperatura
em todos os tratamentos foi 21,6 + 2.0 °C, com uma variacdo maior nos vinte primeiros dias de
experimento.

Existe influéncia da temperatura da dgua no oxigénio dissolvido, visivel em todos os
tratamentos. H4 um padrdo na variacdo de oxigénio, porém com diferencas entre as
densidades de peixe. Os tratamentos com 5kg/m3 e 10kg/m3 possuem valores de oxigénio
similares quando comparados ao de 20kg/m*. A maior diferenca na variagio de oxigénio
ocorreu entre os tratamentos de 5kg/m3 e 20kg/m3, respectivamente com 60% a 78% e 50% a
70%. A diferenga entre estes tratamentos se manteve em 10%, excedendo os 10% em junho,

devido ao aumento da temperatura e biomassa.

100

Oxigénio (%)
Temperatura °C

O T T T T T 16
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (Dia)
=fr=—5kg/m3 == 10kg/m3 =0==20kg/m3 == Temperatura

Figura 10 — Variacdo do oxigénio dissolvido e temperatura durante 60 dias de ensaio, em diferentes
densidades de dourada (5, 10 e 20 Kg.m->).

Os dias de menor (17 °C) e maior temperatura da agua (25 °C) foram escolhidos para a

analise da variacdo de oxigénio e temperatura (Figura 11).

O valor mais baixo de temperatura da agua (17 °C) ocorreu duas semanas apos o inicio

do experimento. O padrdo de variacdo, durante o dia, foi idéntico em todos os tratamentos,
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com uma diminuicao de oxigénio até cerca de metade do dia, seguido de um aumento até as 20
horas quando se estabiliza. Os valores de oxigénio do tratamento 20kg/m> so 10% menores
gque os tratamentos de 5kg/m3 e 10kg/m3. As médias de oxigénio sdo respectivamente 79.2 +

2.2%, 77.3 £ 0.6%, 67.1 + 0.6%, para 5, 10 e 20 kg/m™.

100 22
90
80 - 21 .
O
2 60 e 5
c 50 19 ®
® 40 ID—D—FQD_[ o
- 1
3 30 g - 18 g'
20 - - 2
- 17
10
0 T T T T T 16
0 4 8 12 16 20 24
Tempo (hora)
A e 5kg/M3  e=ll=10kg/m3 ==0==20kg/m3 == Temperatura
100 31
= o
s z
2 <
£ 8
20 g
& g
()]
[t
Tempo (hora)
B ==fe="5kg/m3 == 10kg/m3 =0==20kg/m3 == Temperatura

Figura 11 — Variagdo de oxigénio e temperatura durante 24 horas no dia mais frio (A) (30 de abril - 17
°C) e mais quente (B) (14 de junho - 25 °C) do experimento com diferentes densidades de douradas (5,
10 e 20 Kg/m?>).

No registro mais alto da temperatura da dgua, o oxigénio variou de acordo com a
densidade dos peixes. O tratamento de maior densidade (20 kg/m™), manteve seus niveis de

oxigénio de forma estavel, durante o ciclo de 24 horas. Nos demais tratamentos (5 e 10 kg/m'3)
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existe uma diminui¢dao do oxigénio dissolvido nas primeiras 12 horas, seguido por um aumento.

As médias dos tratamentos sdo respectivamente 74.7 + 1.53%, 62.3 + 0.17%, 52.1 + 1.53% para

baixa, média e alta densidades.
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Tanque L7 - 20 kg/m3 Tanque L9 - 20 kg/m3
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Figura 12— Frequéncia da concentragdo do oxigénio dissolvido nos tanques de diferentes densidades
de dourada (5, 10 e 20 Kg/m3), num periodo de 60 dias.

A concentracdo do oxigénio dissolvido é muito baixa durante as duas ultimas semanas
de (junho), com ponto mais critico no tratamento 20kg/m?® (Tanques L7 e L9). Neste periodo

62% dos registros estdo na classe 30-40% de oxigénio dissolvido (Figura 12).

Para manter os niveis de segurancga (acima de 35%), foram utilizadas garrafas 4 garrafas
de 180 L de oxigénio puro. Nao houve nenhuma utilizacdo deste recurso no tratamento de
baixa densidade, cerca de 90% do oxigénio puro, foi consumido pelo tratamento de maior

densidade (Figura 13).

47,44

42,31 mL9

5,13 mL7 | 20ke/m’
mL8

=L ]’ 1Okg/m3
mL6

} ;
mis~ /M

0 10 20 30 40 50
Numero de injecdo de oxigénio (%)

Figura 13 — Percentagem de ativacdo do sistema de inje¢do de oxigénio, acionado quando os niveis de
oxigénio dissolvido encontravam-se no limite (35%).
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A variagao do oxigénio dissolvido acompanha a densidade dos tratamentos, porém com
uma pequena excecio entre as densidades 20kg/m? (tanque L7) e 10kg/m? (tanque L4) apds a
limpeza dos filtros. Em geral os niveis de oxigénio dissolvido reduzem apds a alimentacdo e a
pausa de agua para limpeza dos filtros. No tratamento de maior densidade, a diminui¢dao de

oxigénio apds estes eventos acontece de forma mais abrupta (Figura 14).
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70,0 N N /
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65,0 N\
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50’0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
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Figura 14 — Variacdo do oxigénio dissolvido e temperatura, durante os procedimentos cotidianos

(alimentagdo e limpeza dos filtros), nas diferentes densidades de douradas (5, 10 e 20 Kg/m?>).

3.1.2 Pardmetros Zootécnicos

Durante o periodo de experimento apenas 2 peixes do tratamento de maior densidade
morreram. Estes valores foram subtraidos da biomassa inicial para obter o TCA e ganho mais

reais. No inicio do experimento, as médias de peso entre os tratamentos foram entre 325 e

23



327g (tabela 3), com uma variagao de 4% por tanque. O ganho final foi respectivamente de 41,

44% e 40% para baixa, média e alta densidade. A dispersdo dos pesos aumentou 7% de forma

semelhante em todos os tratamentos.

Tabela 3 — Perfil do crescimento de douradas cultivadas em diferentes densidades (5, 10 e 20 Kg/m®),

apos 60 dias de experimento.

Parametro 5 kg/m™ 10 kg/m™ 20 kg/m™
Peso inicial (g) 325.4+7.3 327.4+0.2 326.9+ 0.6
Peso final (g) 459.3+17.0 470.8 +5.0 458.9+3.3
n de peixe 23 93
Ganho (kg) 3.1+0.2 6.6+ 0.2 11.8+0.4
TCE (%.dia™) 0.57 + 0.02 0.61 % 0.02 0.57 +0.01
ICD 0.74 £0.05 0.80+0.03 0.73+£0.01
CuUT 6.4+0.5 6.8+0.3 6.2+0.1
TCA 2.5+£0.2 23+0.1 2.5+£0.0
Densidade - 5 kg/m3
500
450
400
350 B Tanquel5
s 300
‘;‘ 250 m Tanquel6
& 200
150
100
50

Inicio

Fim

TCE: 0.595 - 0.619 %/day
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Densidade - 10 kg/m3
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Densidade - 20 kg/m?3

500
450
400
350
300 +
250 -~
200 ~
150 -
100 -
50 -

B Tanquel7

m Tanquel9

Peso (g)

TCE: 0.559 — 0.572 %/day
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Figura 15 — Média da taxa de crescimento de douradas cultivadas em diferentes densidades (5, 10 e

20 Kg/m?®), num periodo de 60 dias.

3.1.3 Qualidade da dgua

A amonia total possui um padrao similar para todos os tratamentos durante todo
experimento, porém os valores estdo diretamente relacionados com a densidade dos peixes

por tanque (Figura 16).
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Figura 16 — Variacdo da amonia total nos tanques de diferentes densidades de dourada (5, 10 e 20
Kg/m?), num periodo de 60 dias.

A temperatura da agua e o pH afetam a forma predominante da amoénia, ionizada
(NH4") ou n3o ionizada (NH3), forma mais toxica. Para determinar a aménia n3o ionizada
(Figura 17), além da coleta de agua, foi medido o pH (variou entre 7,7 e 8,2) e a temperatura

(variou entre 19-23 °C).
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Figura 17 — Variagdo da amonia ndo ionizada, nos tanques de diferentes densidades de dourada (5, 10
e 20 Kg/m3), num periodo de 60 dias.
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Os valores de NH3 tiveram um padrdo semelhante ao NH4", com valores altos em
relacdo ao aumento da densidade. Os valores obtidos sdao considerados aceitaveis (maximo

0,016 mg/l'l), abaixo de 0,05 mg/l'l, valor considerado téxico que podem danificar as branquias.

Tabela 4 - Relagdo entre oxigénio dissolvido e a amonia nos tanques de diferentes densidades.

Tratamento Equacao

Baixa densidade y =-0.0745x + 0.5858; R’=0.6597
Média densidade y =-0.1509x +1.102; R’=0.629
Alta densidade y =-0.118x + 1.0106; R*= 0.5279

3.1.4 Andlises sanguineas

600 . Hematocrito

50,0 -

40,0 A - 5kg/m3

® 10 kg/m3
20 kg/m3

30,0 -

mg/dl

20,0 -

10,0 -

Amostragem final

Figura 18 — Valores de hematdcrito em sangue de douradas, cultivadas em diferentes densidades (5,
10 e 20 Kg/m?), apds 60 dias.
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Apesar de ndo existir nenhuma diferenca significativa, existe uma tendéncia do quanto

maior a densidade, maior quantidade de hematécrito.

Tabela 5 — Percentagem de células vermelhas e brancas no sangue de douradas, cultivadas em
diferentes densidades (5, 10 e 20 Kg/ms), apos 60 dias.

Células 5 Kg/m™ 10 Kg/m™ 20 Kg/m™
sanguineas

Vermelho (%) 94.2+2.7 91.6+3.1 939+24
Branco (%) 58+2.7 8.4+3.1 6.1+24

Percentagens muito semelhantes de células vermelhas e brancas foram observadas nas
diferentes densidades (Tabela 5). Um alto nimero de células brancas estdo relacionadas com o

sistema de defesa dos peixes.

3.1.5 ParGmetros plasmdticos

Apds um més de experimento os niveis de cortisol em todos os tratamentos

aumentaram, porém sem diferencas significativas entre as deferentes densidades e com alta

variabilidade. Na amostragem final verifica-se um padrdo em que os niveis de cortisol tendem a

diminuir, sugerindo uma adaptacao ao stress (Figura 19).
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Figura 19 — Valores de cortisol no plasma de douradas cultivadas em diferentes densidades (5, 10 e 20
Kg/m3), amostragem inicial, intermedidria e final.
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Figura 20 - Valores de glucose no plasma de douradas cultivadas em diferentes densidades (5, 10 e 20
Kg/m?), amostragem inicial, intermediria e final.

A amostragem apdés um més de experimento indica uma relagdo inversamente
proporcional entre a glucose e a densidade dos peixes. Apds dois meses de experimento, os
valores de glucose dos tratamentos de densidade 5 e 20 kg/m3 se mantiveram e o tratamento

de densidade intermedidria aumentou (Figura 20).
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Figura 21 — Valores de lactato no plasma de douradas cultivadas em diferentes densidades (5, 10 e 20

Kg/ms), amostragem inicial, intermedidria e final.

A concentracdo de lactato é semelhante nos diferentes tratamentos, aumentando no
primeiro més de experimento e se tornando constante para o segundo més (Figura 21).
As douradas de diferentes tratamentos exibem valores similares de proteina plasmatica,

em todas as amostragens realizadas durante o experimento (Figura 22).

Proteina

m 5 kg/m3
® 10kg/m’
= 20 kg/m3

o 1 2
Tempo (més)
Figura 22 — Valores de proteina do plasma de douradas cultivadas em diferentes densidades (5, 10 e

20 Kg/m?), amostragem inicial, intermediaria e final.
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3.1.6 Histologia: Brénquia

A andlise histoldgica das branquias dos peixes em tratamento de densidade baixa
mostram lamelas primarias e secundarias saudaveis (Figura 23, 1 e 2). Danos graduais sdo
notdveis a partir dos peixes de tratamento intermedidrio (23, 3 e 4). E possivel notar danos no
epitélio da lamela secundaria (leve congestdo e hemorragia). Os peixes de alta densidade

exibem lesGes mais severas na lamela secundaria (Figura 23, 5 e 6).

Figura 23 — Histologia (H&E) das branquias de dourada em diferentes tratamentos de densidade.
Tratamento: 5kg/m®(1 - 2), 10kg/m* (3 — 4) e 20kg/m> (5 — 6). Aumento: (10x - Barra = 90.2 um) 1, 3
e 5; (40x - Barra = 16.7 um)2, 4 e 6. LP = Lamela primaria, LS = Lamela secundaria, VSA = Vaso
sanguineo aferente, CLP = Cartilagem da lamela primaria, O = Eritrécito, = Congestdo da lamela
secunddria, A =Lamela secundaria hemorragica.
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3.2 Ensaio: Cultivo de douradas em diferentes niveis de oxigénio (40-60%, 60-80% e 80-100%)

Tabela 6 — Distribuicdo das concentracGes de oxigénio e os cddigos dos tanques.

Tratamento

40-60%

60-80%

80-100%

Codigo/Tanque L4

L7

L5

L8

L6

L9

3.2.1 Oxigénio dissolvido e temperatura da dgua

A média da temperatura da d4gua se manteve em 26 + 0.8 °C durante todo experimento,

para todos os tratamentos (Figura 24). Os niveis de oxigénio sdo estaveis durante ao longo do

ensaio, sendo o tratamento 60-80% com um pouco mais de variagao.

100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

Oxigénio (%0)
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Tempo (dia)
efy=40-60% ==60-80% ==0==80-100% === Temperatura

Temperatura (°C)

Figura 24 — Variacdo do oxigénio dissolvido e temperatura durante 30 dias de ensaio, em diferentes

concentragdes de oxigénio (40-60%, 60-80%, 80-100%).
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3.2.2 Pardmetros zootécnicos

O peso inicial das douradas foi entre 313 e 319 g (Tabela 7) com variagao entre 7 e 8%

entre todos os tratamentos. A amostragem final mostrou um ganho de 36, 38 e 40% de peso,

respectivamente para os tratamentos 40-60%, 60-80% e 80-100%. A dispersdo final é

semelhante a encontrada na amostragem inicial.

Tabela 7 — Perfil da dourada em diferentes niveis de oxigénio apds 30 dias de experimento.

Parametro 40-60% 60-80% 80-100%
Peso inicial (g) 317.1£ 2.5 317.9+7.0 313.9+0.4
Peso final (g) 432.7+1.3 445.1+3.7 440.2+5.5
n de peixe 48 48 48
Ganho (kg) 55+0.1 5.7+0.3 6.1+0.2
TCE (%.dia™) 1.0 £0.0 1.1+0.0 1.1+0.0
ICD 1.3+0.0 1.4+0.1 1.4+0.1
CuT 45+0.1 49+0.1 49+0.2
TCA 1.52+0.0 1.49+0.1 1.40+0.1

Os parametros de crescimento aumentam com maior disponibilidade de oxigénio

dissolvido. Existe uma correlacdo de significancia entre o oxigénio dissolvido e o TCE (y =

0.0235x + 1.0127; R? = 0.6785) (Figura 24).
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Figura 25 — (A) Relagdo da taxa de crescimento com o oxigénio dissolvido. (B) Relagdo do TCA com o
oxigénio dissolvido. Experimento com douradas em diferentes niveis de oxigénio (40-60%, 60-80%,

80-100%), durante 30 dias.



Tabela 8 — TCA baseado na média das concentracdes de oxigénio dissolvido, por tanque de diferentes
tratamentos.

Tratamento N. do tanque Oxigénio TCA com OD
dissolvido (média) (média)

40-60% 4 44% 1.54

7 44% 1.55
60-80% 5 63% 1.45

8 66% 1.46
80-100% 6 84% 1.44

9 84% 1.36

3.2.3 Qualidade da dgua

Existe um padrao semelhante de NH4 (Amonia total) para todos os tratamentos durante
a realizacdo do experimento (Figura 26). O valores mais baixos de NH4 foram registrados para o
tratamento 80-100% de oxigénio dissolvido. Os valores mais altos de NH4 foram obtidos do
tratamento 40-60% de oxigénio dissolvido, nas duas ultimas amostragens. Na primeira
amostragem o tratamento 60-80% exibiu maior valor de NH4. Todos os valores de NH4 estao

dentro do permitido para a espécie.

1

0,8

0,6

0,4

NH4 (mg/1)

0,2

10-Jul  15-Jul  20-Jul  25-Jul  30-Jul 4- Ago

0 1 =

——40-60% ——60-80% 80-100%

Figura 26 — Variagdo da amonia total nos tanques de diferentes concentrages de oxigénio (40-60%,
60-80%, 80-100%), num periodo de 30 dias.
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Os valores mais baixos de NH3 foram do tratamento 80-100%, os mais altos ocorreram
no tratamento intermedidrio (60-80%), com exce¢do da ultima amostragem em que o
tratamento 40-60% obteve mais NH3 (Figura 27). O pH da agua variou entre 7,5 e 7,8 (26 °C)

entretanto o NH3 foi mantido em niveis seguros para dourada (< 0,05 mg/L™).
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NH; (mg/1)
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Figura 27 — Variagao da amodnia ndo ionizada nos tanques de diferentes concentragdes de oxigénio
(40-60%, 60-80%, 80-100%), num periodo de 30 dias.

Tabela 9 — Relagdo entre oxigénio dissolvido e amdnia total nos diferentes tratamentos.

Tratamento Equacao

40-60% y = -0.5597x +1.9012; R*= 0.8166
60-80% y =-0.2762x +1.5108; R’= 0.8885
80-100% y =0.2255x - 1.1119; R’=0.0183

3.2.4 Andlises sanguineas

Foram observados valores significativamente elevados de hematécrito com o
decréscimo da concentracdo de oxigénio. Isto indica uma adaptacao da fisiologia da dourada

em relacdo a diminuicdo dos niveis de oxigénio (Figura 28).
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Figura 28 — Valores de hematdcrito em sangue de douradas cultivadas em diferentes concentragdes

de oxigénio (40-60%, 60-80%, 80-100%), com amostragem inicial e apds 30 dias.

Existe uma leve variacdo das células brancas dos peixes no tratamento 40-60% de
oxigénio dissolvido (Tabela 10). Embora ndo tenham sido observadas diferencas significativas
entre os tratamentos, este resultado sugere que alguns individuos estavam enfrentando uma
infeccdo leve.

Tabela 10 — Percentagem de células vermelhas e brancas no sangue de douradas cultivadas em
diferentes concentrag¢des de oxigénio, apds 30 dias.

40-60% 60-80% 80-100%
96.8+2.1 99.3+0.7 99.5+0.3
3.2+21 0.7+ 0.7 0.5+0.3
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Embora os valores da hemoglobina nao apresentem diferencas significativas, existe uma
tendéncia de aumento de hemoglobina com a diminuicdo da disponibilidade de oxigénio

(Figura 29).

Hemoglobina
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Figura 29 — Valores de hemoglobina em sangue de douradas cultivadas em diferentes concentragées
de oxigénio (40-60%, 60-80%, 80-100%), apds 30 dias.

3.2.5 ParGmetros plasmdticos

As douradas submetidas aos diferentes niveis de oxigénio, exibem valores similares de
cortisol no fim do experimento. Isto indica uma adaptacdo aos diferentes tratamentos, fazendo

com que os niveis de cortisol diminuam em relagdo ao nivel inicial (Figura 30).
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Figura 30 — Valores de hemoglobina em sangue de douradas cultivadas em diferentes concentragées
de oxigénio (40-60%, 60-80%, 80-100%), com amostragem inicial e apds 30 dias.
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A glucose plasmatica manteve-se constante nos diferentes niveis de oxigénio, durante o

periodo do experimento (Figura 31).

Glucose
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Figura 31 — Valores de glucose em sangue de douradas cultivadas em diferentes concentragdes de
oxigénio (40-60%, 60-80%, 80-100%), com amostragem inicial e apds 30 dias.

Nenhuma diferenca significativa foi observada no lactato das douradas em seus
respectivos tratamentos. Pode-se notar uma diminui¢dao, em torno de 50% de lactato, nos

diferentes niveis de oxigénio (Figura 32).
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Figura 32 — Valores de lactato em sangue de douradas cultivadas em diferentes concentracGes de
oxigénio (40-60%, 60-80%, 80-100%), com amostragem inicial e apds 30 dias.
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Os valores de proteina do plasma nao apresentaram diferencgas significativas entre os

tratamentos, o mesmo acontece em relagdo as amostragens (Figura 33).
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Figura 33 — Valores de proteina do plasma em douradas cultivadas em diferentes concentragdes de
oxigénio (40-60%, 60-80%, 80-100%), com amostragem inicial e apds 30 dias.
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3.2.6 Histologia: Brénquia

As douradas em condig¢des de hipdxia exibiram hiperplasia (Figura 34 - 1 e 2), diminui¢do
da lamela secundaria e congestdo da extremidade da mesma (Figura 34 - 1). Nota-se uma maior
concentracdo de eritrdcitos no tratamento de menor nivel de oxigénio dissolvido. As branquias
do tratamento intermediario exibiram congestdo da extremidade da lamela secundaria (Figura
34 - 3) e hemorragia leve (Figura 34 - 4). As douradas do tratamento 80-100% de oxigénio

dissolvido, mostraram branquias com morfologia normal e aspecto sauddvel.

Figura 34 — Histologia (H&E) das branquias de douradas em diferentes tratamentos. Tratamentos: (1 —

2) 40-60%, (3 —4) 60-80% e (5 — 6) 80-100%. Aumentos: 1, 3 e 5 (10x - Barra =90.2 um); 2, 4 e 6 (40x -
Barra = 16.7 um). LP = Lamela primaria, LS = Ldmela secundaria, VSA = Vaso sanguineo aferente, CLP =
Cartilagem da lamela primaria, E = Eritrocito, [0 = Congestdo da lamela secundaria, A = Lamela

secundaria hemorragica e * = Hiperplasia.
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4. DISCUSSAO

4.1 Ensaio: Cultivo de dourada em diferentes densidades (5kg/m>, 10kg/m’ e 20kg/m>)

4.1.1 Taxas de crescimento

A produtividade de uma aquicultura estd relacionada com a capacidade do cultivo em
altas densidades em sistemas adequados, ndo afetando as taxas de crescimento nem a saude
dos peixes. No entanto a alta densidade pode induzir a diminuicdo do crescimento por
diferentes fatores: diminuicdo do consumo de alimento, interacao social (Wedemeyer, 1997) e

decréscimo da qualidade da dgua (Pickering e Stewart, 1984).

As diferentes respostas a altas densidades de peixes também estd ligada a natureza de
cada espécie. O crescimento foi afetado em robalo (Saillant et al., 2003), truta arco-iris (Holm et
al., 1990; Ellis et al., 2002) e o bacalhau do atlantico (Lambert e Dutil, 2001). O oposto foi visto
com robalo-peva (Correa e Cerqueira, 2007), salmdo do atlantico (Kjartansson et al., 1988) e
salvelino- drtico (Brown et al.,, 1992) apresentaram uma melhor tolerancia para altas
densidades. Estes estudos avaliam a densidade adequada (alta densidade em menor custo),

para as diferentes espécies.

Além das diferencas mencionadas em relacdo a biologia da espécie, alguns autores
estudam algumas varidveis que a densidade causa na performance do peixe. O oxigénio
dissolvido, temperatura, pH e salinidade sdo alguns fatores fisicos que podem influenciar as
taxas de crescimento (Huntingford et al., 2006), dificultando a analise do efeito da densidade

no crescimento do peixe.

No presente estudo a densidade intermediaria (10kg/m3), apresentou melhores
resultados nas taxas de crescimento, quando comparado aos tratamentos de densidades baixa
(5kg/m?) e alta (10kg/m3), apesar de n3o serem diferencas significativas. Os indices de
crescimento sdo considerados normais para esta espécie considerando as diferentes idades
especificas (Canario et al.,, 1998; Montero et al.,, 1999; Gémez-Requeni et al., 2004; Sangiao-

Alvarellos et al., 2005).
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As taxas de conversdo alimentar (TCA) foram altas quando comparado com 1,04
(Chatzifotis et al.,2009) para esta espécie. Para evitar uma limitacdo do crescimento foi
decidido aumentar a quantidade de alimento indicado em até 50% de acordo com o apetite do
peixe. Isto pode ter afetado o TCA, pois o peixe pode ter canalizado a energia obtida da racao

para outras atividades além do crescimento.

No presente estudo, houve uma diferenga nos niveis de oxigénio do tratamento de
maior densidade (10-15%) em comparagao aos demais. Por ser uma diferenca pequena,

durante pouco tempo de experimento (60 dias), ndo houve uma influéncia significativa.

4.1.2 ParGmetros sanguineos

As diferentes densidades ndao foram significativamente afetadas nos parametros
hematoldgicos e plasmaticos apds 60 dias. Os valores do hematécrito mostram uma tendéncia,
crescendo de acordo com o aumento da densidade, uma adaptacdo fisioldgica para maior
transporte de oxigénio. Alta percentagem de gldbulos brancos é uma resposta nao especifica

do sistema imunitario, sendo presente em todos os tratamentos.

Estudos com altas densidades descreveram producdo de estresse crénico e mobilizacao
de fontes de energia, resultando em niveis mais altos de cortisol, glucose e proteina (Montero
et al., 1999; Sangiao-Alvarellos et al., 2005). Um padrdo oposto foi observado neste estudo, em
gue os valores plasmaticos de cortisol e glucose tendem a ser menores em altas densidades.
Este padrdo é observado do meio para o final do experimento, sendo a amostragem

intermediaria com valores mais altos que a amostragem final.

A resposta ao stress sao ajustes metabdlicos, afim de restaurar a homeostase dos peixes
através de mudancas no plasma, como altera¢des na glucose e lactato. Normalmente, um
aumento no cortisol favorece a mobilizacdo da glucose, desta forma, valores mais elevados de
glucose eram esperados a valores mais altos de cortisol. Neste estudo, os peixes em tratamento
de alta densidade foram mantidos num estresse cronico. Existe um gasto energético do peixe

em stress, ao tentar restabelecer sua homeostase. Consequentemente, a energia disponivel

43



para o crescimento e saude do peixe sera menor. Outros autores observaram que os peixes
submetidos ao estresse crénico apresentaram um pequeno aumento de cortisol,
provavelmente por uma adaptacdo a condi¢Oes de estresse (Barton et al, 2008; Fast et al,
2008). Provavelmente, longos periodos de esforco resultam numa perda de sensibilidade dos
tecidos a agdo interna de ACTH ou pituitaria (Vijanyan Mommsen et al, 1999). Ainda assim, a

alta variabilidade foi observada para estes parametros.

4.1.3 Histologia das brdnquias

A branquias sdo 6rgaos que envolvem uma grande variedade de func¢des basicas, dentre
elas: captar oxigénio, liberar CO2, osmorregulacdo, regulacdo de pH entre outros (Evans et al.,
2005). No presente estudo, as branquias foram afetadas progressivamente de acordo com o
aumento da densidades nos tratamentos. Possivelmente estes danos estao relacionados com a
amonia consoante as densidades. Apesar da amonia se encontrar em niveis seguros, segundo

Francis-Floyd (0,052mg.L'1), durante o periodo de 60 dias pode ter sido o fator destes danos.

4.2 Ensaio: Cultivo de douradas em diferentes niveis de oxigénio (40-60%, 60-80% e 80-100%)
4.2.1 Taxas de crescimento

O oxigénio tem um papel essencial no metabolismo do peixe, desde producdo
energética celular a atividades de rotina e crescimento. O alcance metabdlico dos peixes
dependem da biologia, temperatura e oxigénio dissolvido (Claireaux et al., 2000; Domecini et
al., 2013). Portanto, em algumas situacdes com capacidade metabdlica restrita por pouca
demanda de energia podem ocorrer conflitos (Claireaux et al., 2000), e os peixes tem que

escolher qual a atividade que ird alocar energia.

Neste ensaio, foi observada uma relacdo linear entre os indices de crescimento e de
oxigénio dissolvido, assim como um menor TCA, em niveis mais elevados de oxigénio. No

bacalhau, um padrao similar foi observado, em que a taxa de crescimento estd diretamente
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relacionada a disponibilidade de oxigénio. Em 97% da redugdo do crescimento do bacalhau foi
atribuido a reduzido consumo de alimento (Chabot e Dutil, 1999). A ingestdo de alimento e a
assimilacdo dos nutrientes estdao completamente dependentes da disponibilidade de oxigénio
dissolvido. Claireaux et al. (2000) apresentou em seus resultados uma interrupc¢do da digestado
por regurgitacdo, quando o oxigénio estava a cerca de 45%. Utilizando desta forma, uma
estratégia de se adaptar a restricdo da capacidade metabdlica. Além disto, quando o Gadus
morhua é exposto a um estresse cronico por hipdxia (40-45% por 6 semanas em 10 °C) mostra
efeitos negativos causando o declinio do volume de eje¢dao sanguinea em repouso e durante
exercicios (Petersen e Gamperl, 2010). Outros autores observaram que 0s baixos niveis de
concentracdo de oxigénio dissolvido reduzem a taxa de crescimento e capacidade imune (Tom,

1998).

4.2.2 ParGmetros sanguineos

O déficit de oxigénio induz altos niveis de hematécrito (volume de células vermelhas),
como foi visto no presente estudo em que obteve-se diferencas significativas. O aumento das
células vermelhas é responsavel pelo transporte de oxigénio no sangue, uma estratégia do
organismo de manter o mesmo nivel de oxigénio dentro das células. O aumento na natagao e
hiperventilacdo sdo estratégias iniciais em condi¢cdes de hipdxia. As douradas possuem uma
habilidade de adaptacdo fisiologica para baixos niveis de oxigénio, reduzindo o seu
metabolismo. Outra adaptacdo a hipdxia cronica seria a producdo de células vermelhas pelo

baco, afetando os custos metabdlicos.

Embora ndo significativa, o conteddo de hemoglobina aumentou em condi¢bes de
hipdxia, confirmando a estratégia da dourada em manter o transporte de oxigénio semelhante
nos tecidos. Além disso, as douradas do tratamento 40-60% OD exibiram um aumento do

nuimero de glébulos brancos, o que indica uma resposta do mecanismo imunoldgico.

Apesar das alteragdes dos parametros hematoldgicos, ndo houve relagdo significativa

entre os diferentes niveis de saturacdo de oxigénio e parametros de estresse como o cortisol,
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glucose e outros parametros metabdlicos até o final do experimento. Além disso, foram
observados valores semelhantes para as amostragens inicial e final, com excecdo do lactato,
gue exibiu uma diminui¢do como resultado do metabolismo anaerdbio. Possivelmente devido a
uma consequéncia da natacdo dos peixes ao invés de ser causada por diferencas nas

concentragdes de oxigénio.

4.2.3 Histologia das brdnquias

Em condi¢cGes de hipdxia prolongada, alteragdes morfoldgicas foram descritas para as
branquias, como: hiperplasia da lamela primaria, encurtamento e arredondamento da lamela
secunddria (Cengiz, 2009). Alteracdo semelhante foi descrito por Gonzalez e McDonald, (1992)
como uma estratégia de peixe para se adaptar a hipdxia em baixa temperatura. Em ambos os
estudos, verificou-se uma redugdo na superficie lamelar e hiperplasia afim de reduzir o contato
da branquia com poluentes da dgua. O arredondamento da extremidade da lamela secundaria
provavelmente potencializa a quantidade de trocas gasosas, existindo uma vasoconstricao no

sentido extremidade para a base.

As células pilares controlam o fluxo sanguineo através da regulacdo do diametro das
lacunas localizadas entre as células pilares. As paredes lamelares sdo muito finas e permitem
gue o sangue dentro das lacunas facam as trocas com o meio externo (Hughes, 1984; Wilson &
Laurent, 2002). No presente estudo, nota-se um maior numero de células sanguineas dentro
das lacunas, de acordo com o déficit de oxigénio. Isto indica uma regulacao das células pilares,

afim de efetuar mais trocas gasosas com o meio, em funcdo do déficit de oxigénio.
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5. CONCLUSAO

O primeiro ensaio (Cultivo de dourada em diferentes densidades: 5kg/m3, 10kg/m3 e
20kg/m3), apresentou melhores tendéncias nos resultados de crescimento do tratamento
intermediario (10kg/m’). Apesar disto, os parametros de estresse n3o foram expressivos,
tornando a melhor op¢ao de cultivo a densidade 20kg/m3, uma vez que produtivamente é mais
rentavel. Porém é necessario realizar amostragens ao longo do cultivo, para verificar a saude,

taxas de crescimento e estresse dos peixes, corrigindo a densidade quando necessario.

No segundo ensaio (Cultivo de douradas em diferentes niveis de oxigénio: 40-60%, 60-
80% e 80-100%) existem relagdes significativas entre a taxa de crescimento especifico, taxa de
conversdao alimentar com o oxigénio dissolvido. Estas relacbes e as taxas de crescimento
mostram melhores resultados para o tratamento 80-100%. As adaptagdes fisioldgicas sdo
significativas, sendo o aumento do hematdcrito a estratégia utilizada para aumentar as trocas
gasosas em niveis mais criticos de oxigénio. Apesar do tratamento 80-100% apresentar
melhores resultados, este nivel ndo seria aconselhado para uma aquicultura no sul de Portugal,
onde no verdo a temperatura da agua é elevada e os gastos para manter estes niveis
comprometeriam o lucro da producdo. O nivel de oxigénio dissolvido indicado para cultivo de
densidade 10kg/m3, seria de 60-80%, porém com as mesmas condi¢des de verificagdo de saude,
taxas de crescimento e estresse dos peixes, corrigindo os niveis sempre que necessario. O nivel
40-60%, é desaconselhado por ser um limite muito critico, podendo alguns eventos diminuir o
oxigénio abaixo destes limites (alimentacdo, falha de bombas, limpeza dos filtros de areia,

falhas nas difusoras, altas temperaturas, consumo de oxigénio por microalgas e etc).
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