POLITECNICO | s sy
DE LElRlA | TECNOLOGIA oo MAR

Pelvetia canaliculata como suplemento de racdo para
dourada (Sparus aurata): uma abordagem de

biorrefinaria para valorizacdo da biomassa de algas

Sara Nunes Forte

[2022]






POLITECNICO | sz sy
DE LElRIA TECNOLOGIA no MAR

Pelvetia canaliculata como suplemento de racao para
dourada (Sparus aurata): uma abordagem de

biorrefinaria para valorizacdo da biomassa de algas

Sara Nunes Forte

Dissertacao para obtencdo do Grau de Mestre em Aquacultura

Dissertacdo de Mestrado realizada sob a orientagdo da Especialista Teresa Baptista e

coorientacdo das Doutoras Carla Teceldo e Marta Neves

[2022]






Titulo: Pelvetia canaliculata como suplemento de racé@o para dourada (Sparus aurata):

uma abordagem de biorrefinaria para valorizagdo da biomassa de algas

Copyright © Sara Nunes Forte
Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar — Peniche
Instituto Politécnico de Leiria

2022

A Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar e o Politécnico de Leiria tém o direito,
perpétuo e sem limites geograficos, de arquivar e publicar esta dissertacdo através de
exemplares impressos reproduzidos em papel ou de forma digital, ou por qualquer outro
meio conhecido ou que venha a ser inventado, e de a divulgar através de repositorios
cientificos e de admitir a sua copia e distribuicdo com objetivos educacionais ou de

investigacdo, ndo comerciais, desde que seja dado crédito ao autor e editor.



P&gina deixada intencionalmente em branco



Abstract

The continuous development of the aquaculture sector has brought several concerns,
one of which is the environmental impacts it causes, as aquafeeds are made from
ingredients of marine origin, such as protein and fish oil. Seaweed has been the subject
of studies due to its bioactive compounds with various activities such as antioxidant, with
the purpose of making aquaculture sustainable and economically viable. This study
aimed to evaluate the effect of incorporating algae powder (1%, 5% and 10%) and algae
waste, obtained after sunflower oil supplementation (1% and 10%) in aquafeeds for
gilthead seabream (Sparus aurata), and the effects this incorporation had on growth
performance, hematological profile, immunological parameters, metabolic, oxidative

stress and muscle nutritional profile.

Supplementation improved growth parameters, especially in fish fed with Waste 1%, not
having greatly affected the hematological profile. Regarding oxidative stress, the sea
bream fed with the Pel 5% and 10% diets showed better results, especially in the
activities of the enzymes catalase and superoxide dismutase. In the analyses of lipid
peroxidation, glutathione-s-transferase and total glutathione there were no differences
caused by the various diets studied. Muscle samples from fish fed with 5% Pel diet
showed the lowest lipid content, higher amount of protein and higher percentage of
PUFA, characteristics particularly appreciated by consumers. The results obtained
indicate that the supplementation of diets with freeze-dried P. canaliculata, or its residue,
obtained after incorporation into sunflower ail, is suitable for the feeding of juvenile sea

bream in aquaculture.

Keywords: Aquaculture; Aquafeed; Circular economy; Oxidative stress; Immune

response; Pelvetia canaliculata.



Resumo

O continuo aumento do setor da aquacultura tem trazido varias preocupacdes, sendo
uma delas os impactos ambientais que provoca, visto que as ragdes sdo fabricadas a
base de ingredientes de origem marinha, tais como a proteina e o 6leo de peixe. As
algas marinhas tém sido alvo de estudos, devido aos seus compostos bioativos com
diversas atividades como antioxidante, com o proposito de tornar as aquaculturas
sustentaveis e economicamente viaveis. Este estudo teve como objetivo avaliar a
incorporacédo da alga P. canaliculata em p6 (1%, 5% e 10%) e residuo da mesma alga
(1% e 10%), obtidos apds a sua suplementacdo em 6leo de girassol, em racBes para
aguacultura de dourada (Sparus aurata), e os efeitos que esta incorporacdo teve no
desempenho de crescimento, perfil hematolégico, pardmetros imunolégicos,

metabdlicos, stress oxidativo e perfil nutricional do musculo.

A suplementacdo das racdes melhorou os parametros de crescimento, especialmente
nos peixes alimentados com a dieta Residuo 1%, ndo tendo afetado significativamente
o perfil hematoldgico. No que respeita ao stress oxidativo, as douradas alimentadas com
as dietas Pel 5% e 10% apresentaram melhores resultados, nomeadamente, nas
atividades das enzimas catalase e superoxido dismutase. Nas andlises da peroxidagéo
lipidica, glutationa-s-transferase e glutationa total ndo se registaram diferencas
provocadas pelas varias dietas estudadas. As amostras de musculo de peixes
alimentados com a racao Pel 5% apresentaram o menor teor de lipidos, quantidade
superior de proteina e maior percentagem de PUFA, caracteristicas particularmente
apreciadas pelos consumidores. Os resultados obtidos indiciam que a suplementacéo
de ragbes com P. canaliculata liofilizada ou com o seu residuo, obtido apds incorporagéo
em Oleo de girassol, € adequada para a alimentagdo de juvenis de douradas em

aguacultura.

Palavras-chave: Aquacultura; Rac¢do para aquacultura; Economia circular; Stress

oxidativo; Resposta imune; Pelvetia canaliculata.
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1. Introducao

1.1 O Setor da Aquacultura

Segundo o Regulamento (UE) n°. 1380/2013 do Parlamento Europeu e do Conselho, a
aquacultura é definida pela criagdo ou cultura de organismos aquaticos que utiliza
técnicas concebidas para aumentar, para além das capacidades naturais do meio, a
producdo desses organismos, pertencentes a uma pessoa singular ou coletiva durante

as fases de criacado, de cultura e de colheita.

O aumento da populagdo humana e, consequente, procura de alimento, provocaram a
intensificacao das praticas de aquacultura. O consumo global de alimentos provenientes
de atividades aquicolas aumentou a uma taxa média anual de 3%, de 1961 a 2019,
sendo que em 1961 o consumo per capita correspondeu a 9 kg e em 2019 a 20,5 kg
(FAO, 2022). No entanto, os dados disponiveis para 2020, indicam que houve um ligeiro
declinio (20,2 kg), tendo a aquacultura correspondido a 56% da produc¢é&o de alimentos
para consumo humano. O crescimento desta atividade ultrapassou todo o consumo de

carne (Kusumowardani & Tjahjono, 2020).

A producdo total da aquacultura, avaliada em mais de 419 mil milhdes de euros, integra
varios grupos de diferentes espécies de seres vivos (FAO, 2022). Em 2020, os peixes
representaram o maior grupo de producao de espécies (57,5 milhdes de toneladas ou
46,9% da producdo total), seguidos das algas (36 milhdes de toneladas ou 29,4% do
total), moluscos (17,7 milhdes de toneladas ou 29,4% do total) e crustaceos (11,2
milhdes de toneladas 9,2% total) (FAO, 2022).

De acordo com a FAO (2022), em 2020 a Asia foi responsavel por 70% da producéo
total da aquacultura, tendo a China representado um valor de 57,7%, seguida pela
América (12% total), pela Europa (10%), pela Africa (7%) e Oceania (1%), sendo que,
comparativamente a 2019, foi observada uma diminuicdo de 3% para 0s paises
africanos e de 5% para os paises da Oceénia, provavelmente como resultado da
COVID-19. Ainda em 2020, a China continuou a ser o maior produtor (35% do total da
producéo), seguida pela india (8%), Indonésia (7%), Viethame (5%) e Pert (3%) (FAO
2022).



De acordo com o INE (2022), a produgéo aquicola nacional foi de 16.999 toneladas, em
2020, representando um aumento de 18,6%, face a 2019, sendo que as vendas geraram
uma receita de 99,9 milhdes de euros (Figura 1). Porém, em 2019, a receita foi de 118,5
milhdes de euros, ou seja, 2020 apresentou um decréscimo de 15,6%, embora as
quantidades vendidas tenham registado um aumento de 6%.
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Figura 1: Comparacao da producao aquicola nacional, entre 2019 e 2020. INE (2022)

A aquacultura apresenta muitas vantagens/ beneficios, tais como a criacdo de emprego,
reducdo dos precos dos alimentos, a preservagdo da biodiversidade, através do
repovoamento e recuperacgdo de espécies protegidas, a diminui¢cdo da presséo exercida
nos recursos pesqueiros, a melhoria de habitats, o desenvolvimento da tecnologia e,

também, 0 aumento da consciéncia ambiental (Frankic & Hershner, 2003).

1.2 Producéo de Dourada (Sparus aurata) em Aquacultura

O peixe é um dos alimentos mais nutritivos (Erkan & Ozden, 2007). Contém proteinas
de alta qualidade, aminoacidos essenciais, altos niveis de vitaminas lipossollveis (A e
D) e macro e micro minerais essenciais (iodo, magnésio, fésforo e selénio) (Pateiro et
al., 2020), sendo que a composicao dos nutrientes depende da espécie, idade, sexo,
saude, estado nutricional e época do ano (Al Khawli et al., 2019). Apresenta um teor de
proteina entre 15% a 30%, até 25% de lipidos e 50% a 80% de teor de agua.
Dependendo da percentagem de gordura, existem peixes magros, como o bacalhau e
a pescada, com 20% de proteina, 80% de &gua e niveis de lipidos bastante baixos

(0,5%-3%); peixes gordos, como a cavala e o salmdo, com o mesmo teor de proteina



gue 0s peixes magros, mas apresentam um teor de gordura superior (10% —18%) e,
portanto, menor teor de agua (62% —70%), e a dourada, robalo e truta que séo

classificados como peixes semi-gordos (Pateiro et al., 2020).

A dourada, Sparus aurata, destaca-se pelo seu interesse comercial, importancia
econdémica e elevado consumo (do Carmo, 2021). Esta apresenta um corpo oval
comprimido, com uma cor cinza prateado, possuindo uma mancha preta no inicio da
linha lateral, que se prolonga na margem superior do opérculo, onde € contornada por
uma area avermelhada, na zona inferior (FAO, 2022). Relativamente a sua distribuicao
geografica, € comum em todo o Mediterraneo e no Atlantico Este, mais especificamente,
das llhas Britanicas a Cabo Verde e em torno das llhas Canarias (Seginer, 2016; FAO,
2022). Relativamente ao seu habitat, € um peixe bentopelagico, com um comportamento
demersal, que se encontra em pradarias marinhas, fundos rochosos e arenosos, bem
como na zona de rebentagdo, comumente em profundidades de cerca de 30 metros, se
bem que os adultos podem ocorrer a 150 metros de profundidade (Fountoulaki et al.,
2005; FAO, 2022), alimentando-se de moluscos, crustaceos e peixes. E um hermafrodita
protandrico, ou seja, inicialmente sdo do sexo masculino, convertendo-se depois para
fémeas. Os machos atingem a maturidade entre 1-2 anos, com 20-30 cm, e as fémeas

aos 2-3 anos, quando apresentam 33-40 cm (FAO, 2022).

A dourada apresenta outros aspetos apelativos, como o facto de viver em comunidade,
ser uma espécie eurihalina, tolerar elevadas densidades populacionais e ser uma das
espécies mais produzidas no Mediterraneo, que sdo favoraveis para a sua produgao
(Fountoulaki et al., 2005; Fazio et al., 2013; do Carmo, 2021).

Tradicionalmente a dourada era produzida extensivamente em lagoas costeiras ou em
tanques de agua salgada, sendo que, durante os anos 80 foram desenvolvidos os
sistemas de producdo intensiva e a producéo artificial de larvas foi realizada com
sucesso pela primeira vez, nos anos 1981 e 1982 (Pavlidis & Mylonas, 2011).

Atualmente, é cultivada em regimes extensivo, semi-intensivo e intensivo.

A producéo deste organismo tem sido alvo de um crescimento constante, sendo que em
2000 atingiu 87,3 milhares de toneladas e em 2020 alcancou 282,1 milhares de
toneladas (FAO, 2022). A sua producao ocorre maioritariamente no Mediterraneo, com

a Grécia (49 %) como maior produtor em 2012, seguida da Turquia (15%), da Espanha
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(14%) e da Italia (6 %) como principais produtores mediterranicos. Também na Croacia,
Egipto, Franga, Marrocos, Portugal e Tunisia h& produc¢des significativas (Pateiro et al.,
2020; FAO, 2022) e, para além do Mediterraneo, encontram-se aquaculturas no Mar
Vermelho, Golfo Pérsico e Mar Arabico. Aqui, 0 maior produtor € Israel (3%), sendo o

Kuwait e Oma produtores menores.

1.3 A Sustentabilidade da Aquacultura

O continuo aumento da populacdo acarreta desafios e riscos relacionados com a
pressdo ambiental. A maioria dos atuais sistemas de producéo, estdo associados a
gastos elevados e a uma utilizag&o irresponsavel dos recursos finitos, principalmente
dos combustiveis fésseis, ameacando a biodiversidade e contribuindo para a
intensificacao das mudancas climaticas (Kusumowardani & Tjahjono, 2020; Regueiro et
al., 2021). Assim, é fundamental priorizar os sistemas de producao de alimento de
menor impacto e, ao mesmo tempo, garantir a seguranga alimentar e um

desenvolvimento sustentavel (Zapelloni et al., 2019; Regueiro et al., 2021).

Na Uniéo Europeia (UE), 61% do pescado e marisco consumido € importado, sendo que
apenas 20% dos 6,6 milhdes de toneladas provenientes das atividades piscatorias
corresponde aos produtos provenientes de aquacultura. Segundo Regueiro et al. 2021,
com a estagnacao dos desembarques de pesca na UE, o aumento da producéo aquicola
aparenta ser a solugdo para reforcar a taxa de autossuficiéncia de produtos aquicolas e
reduzir a dependéncia das importacfes de paises terceiros que podem ndo cumprir 0s
requisitos restritos, relativamente a seguranca alimentar e/ ou prote¢cdo ambiental, que
a UE aplica. Uma vez que a protecdo do ambiente deve ser a base do desenvolvimento
da aquacultura, este setor tem de possuir a capacidade de intensificar,

simultaneamente, a sua produtividade e o seu desempenho ambiental.

As estratégias de economia circular (EC) auxiliam no melhor uso dos recursos e na
menor producdo de residuos (Figura 2). Esta tem como objetivos o aumento da
eficiéncia da matéria e do seu ciclo de vida, ao maximizar a sua conversao em
subprodutos e, desta forma, minimizar o desperdicio (Clark et al., 2016; Zapelloni et al.,
2019; Regueiro et al., 2021). Todos estes objetivos produzem grandes beneficios

socioecondmicos, ao contribuir para a inovagao, o crescimento e a criagdo de emprego.



Visto que a economia circular € um processo regenerativo, € necessario implementar
um design ecoldgico em todos os processos de uma aquacultura, tendo este inicio no
delineamento do projeto, onde se devera ter por escolha uma Aquacultura Multitrofica
Integrada (IMTA), Bioflocos ou Aquaponia (Ruiz-Salmén et al., 2020; Regueiro et al.,
2021).

O crescente aumento do setor da aquacultura, tem sido alvo de varias criticas, devido
aos impactos ambientais e sociais que provoca. Uma destas esta relacionada com o
fornecimento de racdes fabricadas a base de ingredientes de origem marinha, tal como
a proteina e o0 Oleo de peixe proveniente das pescas, e com a libertacdo de matéria
organica no meio ambiente (Kusumowardani & Tjahjono, 2020; Regueiro et al., 2021).
Estas questbes coincidem com os fracos mercados para os subprodutos da pesca e do
setor aquicola. O objetivo da indUstria € desenvolver alimentos aquéticos sustentaveis,
que ndo sO satisfacam as necessidades nutricionais de cada espécie, mas também
promovam o bem-estar e as funcionalidades ideais dos peixes, como por exemplo o
melhoramento do sistema imunolégico do individuo (Passos et al.,2021). A economia
circular em aquacultura é, de longe, a melhor base para a definicdo do cradle-to-cradle,
isto &, tornar residuos em recursos infinitos em que o desperdicio = alimento. Segundo
Kusumowardani & Tjahjono (2020), o termo EC no setor aquicola, particularmente no
fabrico de racdes, ainda é pouco explorado, sugerindo também que os elementos-chave
deste conceito sdo a resiliéncia de recursos, a eficiéncia de recursos e energia, 0s
recursos renovaveis, a gestao de residuos e o bem-estar social. Com efeito, a aplicacao
do conceito da EC podera auxiliar na resolugcédo de problemas de gestdo de residuos,
através da utilizacdo de recursos biol6gicos pouco explorados, em particular, de
macroalgas que possuem propriedades biolégicas muitos interessantes para

incorporacdo em racdes para aquacultura (Ruiz-Salmén et al., 2020).



APLICACAo
ﬂ_ p”'ﬂ___‘—ﬁ‘““\

pRODuTo

E‘i = F \

\(%\ /:

HH“Hﬁ_____ﬂ#”’

Figura 2: Economia circular.

https://wesea.es/pt/economia-circular-pt/

1.4 Utilizacdo Sustentavel de Macroalgas em Racdes para Aquacultura

As macroalgas sao um grupo diversificado de organismos marinhos com mais de 10.000
espécies diferentes (Miranda et al., 2017). Este grupo engloba algas macroscépicas,
multicelulares e com um estilo de vida béntico, podendo ser encontradas nas zonas
costeiras intertidais, subtidais e nos estuarios. Visto que a vivéncia neste tipo de habitats
pode ser um desafio, devido aos componentes fisicos e biologicos stressantes
(temperatura, luz, salinidade, acdo das ondas, predacdo, competicdo, parasitismo e
alelopatia) (Miranda et al., 2017; Wan et al., 2019), estas séo capazes de se adaptar as
condicbes ambientais ao produzir metabdlitos secundéarios exclusivos, incluindo
proteinas, polissacarideos, lipidos, pigmentos e minerais. Para além disto, as
macroalgas sdo também conhecidas pela grande variedade de propriedades biol6gicas,

em particular, antioxidantes, antibacterianas e anti tumorais.

Sédo classificadas em trés grupos principais, tendo por base a sua pigmentacéo:
Phaeophyta (castanhas), Rhodophyta (vermelhas) e Chlorophyta (verdes) (Maehre et
al., 2014).



As algas castanhas (Phaeophyceae) sdo importantes produtores primarios nos
ecossistemas marinhos, abrangendo entre 1.500 e 2.000 espécies. Além da sua
importancia ecologica, sdo também um recurso renovavel significativo e subexplorado
de diferentes biomoléculas com potencial industrial e farmacéutico (Chenais et al.,
2022). Tém, também, demonstrado eficacia no controlo de doencas de plantas (Peres
et al., 2012).

Pelvetia canaliculata (Linnaeus), € uma alga castanha amplamente presente na costa
atlantica da Europa, desde a Islandia a Portugal, incluindo a Noruega, Irlanda, Gra-
Bretanha, Holanda, Franca e Espanha (Girardi et al, 2014). Em Portugal,
especificamente, esta distribuida de forma constante por toda a costa (Sousa et al.,
2021). Esta alga € particularmente rica em compostos bioativos, principalmente em
compostos fendlicos, e em polissacarideos sulfatados que contém fucose (FCSPs) que
desempenham papéis importantes na manutengéo da integridade estrutural da parede
celular e na prevencéo da desidratacéo das algas (Sousa et al., 2021; Chenais et al.,
2022). Para além disso, ndo possui lignina, o que facilita a extragdo de biomoléculas, e,
de acordo com Bhatnagar et al. (2012) e Girardi et al. (2014), P. canaliculata mostrou
ter as melhores capacidades de bio absor¢cdo de metais pesados presentes na agua,
devido ao seu alto teor de alginato, quando comparada com Chlorophyta e Rhodophyta
(Hackbarth et al., 2014).

A utilizagdo de algas marinhas como matéria-prima na produgé@o de biopolimeros, em
cosmeética, na industria agroalimentar e em suplementos alimentares, oferece multiplos
beneficios para a saude (Balina et al., 2017). No entanto, este processamento origina
produtos residuais, que geralmente sdo descartados. Atualmente, tem havido bastante
foco numa bioeconomia sustentavel e em sistemas de produgdo, onde ndo exista
producdo de residuos, sendo a biorrefinaria uma das formas de diminuir o impacto

negativo no meio ambiente.

De acordo com Balina et al. (2017), biorrefianaria € definida por combinagbes de
processos e tecnologias para conversdo de biomassa em alimentos, racfes, energia e
outros produtos de valor agregado, com quantidade minima de residuos, que oferecem
também uma maneira de desenvolver uma economia industrial sustentavel e reduzir o

impacto nas mudancgas climaticas, ao diminuir a pressdo exercida nos ecossistemas.



As macroalgas marinhas apresentam um elevado potencial para serem integradas
numa biorrefinaria. Porém, ainda é necessario desenvolver um conceito de biorrefinaria
de algas que apresente uma estratégia de valorizagdo das mesmas, em que sejam
apresentadas como matéria-prima valiosa, em particular, na produgéo de racdes para
aguacultura (Balina et al., 2017). Até ao momento, existem varios estudos com foco na
incorporacdo de macroalgas na alimentacdo de peixes. No trabalho de Safavi et al.
(2019), foi estudado o efeito do extrato de Ulva intestinalis e de Gracilariopsis persica,
como suplemento dietético no desempenho do crescimento, perfil de acidos gordos,
resposta ao stress, atividade enzimatica antioxidante e respostas imunitarias néo
especificas na truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), tendo os resultados indicado um
aumento significativo do desempenho de crescimento dos peixes, um teor de proteina
superior e um menor teor de lipidos, enquanto a atividade lisozima foi significativamente
melhorada. Relativamente ao estudo de Gomes (2020), foi avaliado o efeito da adi¢cao
de Gracilaria gracilis a racdo de dourada, sendo que a dieta suplementada com 5% da
alga moida, promoveu o crescimento, protegeu contra a infecdo por Photobacterium
damselae subsp. piscicida e influenciou positivamente o perfil hematol6gico; no estudo
de Passos et al. (2021) também a racdo de douradas foi suplementada com G. gracilis,
sendo que ndo comprometeu os sistemas antioxidantes hepaticos, a salde e morfologia
intestinal, além disso, melhorou a concentragdo plasmatica de lisozima. Outro estudo
realizado foi o de Valente et al. (2021), tendo o seu objetivo sido avaliar a inclusdo de
trés algas marinhas (Gracilaria bursa-pastoris, Ulva rigida e Gracilaria cornea) na dieta
de D. labrax, e verificar o seu efeito no desempenho, na utilizacdo de nutrientes e
composi¢ao corporal. Os resultados obtidos indicaram que a suplementacdo com estas

trés macroalgas néo afetou negativamente os parametros mencionados anteriormente.

1.5 Enquadramento e Objetivos

Este estudo foi desenvolvido no @mbito do projeto “Ocean2Qils” que pretende valorizar
macroalgas da costa portuguesa, huma perspetiva de economia circular, com o intuito
de (i) reduzir o impacto ambiental dos residuos de 6leos comestiveis e aumentar a
gualidade/ estabilidade do 6leo, ao prolongar a sua utilizacédo, ao serem suplementados
com extratos naturais de algas marinhas, ricos em antioxidantes; (ii) acrescentar valor
aos produtos fritos, através da aplicagédo de revestimentos de polissacarideos de algas
marinhas e (iii) produzir suplementos para ra¢des de aquacultura, por meio da biomassa
residual das algas que continua a ter um bom valor nutricional e a ser uma fonte rica em

nutrientes, proteinas e fibras. Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da



incorporacdo da alga P. canaliculata liofilizada (1%, 5% e 10%) e do residuo da mesma
alga (1% e 10%), obtido apos a sua utilizagdo na suplementacéo de 6leo de girassol,
em racOes para aquacultura de dourada (Sparus aurata), e os efeitos que esta
incorporagdo teve no desempenho de crescimento, perfil hematol6gico, par@metros

imunoldégicos, metabdlicos, stress oxidativo e perfil nutricional do musculo do peixe.

2. Materiais e métodos

2.1 Declaracéo de ética

O presente estudo foi realizado sob a supervisdo de um especialista credenciado em
ciéncia de animais de laborat6rio, pela Autoridade Veterinaria Portuguesa (seguindo as
recomendacdes da categoria C da FELASA), de acordo com as diretrizes sobre
protecdo de animais utilizados para fins cientificos pela Diretiva Europeia 2010/63/UE e

ao abrigo de uma autorizacéo de projeto 0421/000/000/2019.

2.2 Recolha da alga e processamento

A alga Pelvetia canaliculata foi colhida nas rochas da praia Pedras do Corgo, Porto,
Portugal (41°14'565.52" N, 8°43'29.89" W), em abril de 2021, e transportada para as
instalac6es do Edificio CETEMARES (MARE - Politécnico de Leiria, Peniche, Portugal).
Procedeu-se a sua lavagem e limpeza com agua destilada, para remocao de impurezas,
nomeadamente, de algas, fragmentos rochosos e pequenos animais marinhos, sendo
depois escorrida num tabuleiro de rede, liofilizada e moida. A biomassa assim preparada
foi utilizada para a suplementacdo do Oleo de girassol, com vista a aumentar a
estabilidade oxidativa do 6leo alimentar. Para isso preparou-se uma mistura de alga e
6leo, numa proporcado de 12,5% (m/v), que foi mantida num banho de ultrasons (VWR
Ultrasonic Cleaner USC — TH, capacidade 5.4 L, frequéncia 45 KHz), durante 20
minutos, de forma a extrair os compostos bioativos da alga para o 6leo. Seguidamente,
a mistura foi filtrada a vacuo (filtro de papel, gramatura 160 g m, espessura 0,470 mm,
poro 60-68 um e cinzas < 0,15%), de maneira a ser possivel separar o 6leo
suplementado do residuo sélido da alga. Este residuo, ainda rico em nutrientes, foi,

posteriormente, utilizado como ingrediente da racéo de douradas.



2.3 Dietas experimentais

Uma empresa especializada (SPAROS, Portugal) formulou seis dietas (Tabela 1),

considerando trés concentracdes da alga Pelvetia canaliculata, liofilizada e moida, a 1%
(Pel 1%), a 5% (Pel 5%), e a 10% (Pel 10%), duas concentrac¢des do residuo da alga de
1% e 10% (Residuo 1% e 10%), e uma dieta controlo (CTRL).

Tabela 1: Composicao nutricional das dietas experimentais (média = DP).

Composicéao
(%)
Proteina
Lipidos
Cinzas
Teor de
agua
Hidratos de
Carbono

CTRL Pel 1% Pel 5% Pel 10% Residuo
1%

489+0,8 472+0,7 475+09 486+06 47,1+20

174+0,2 170x121 17,1+03 169+0,6 17,6+0,3

6,3+01 64+01 70+£00 82+00 6,601

7,1+0,2 91+0,1 7,7+0,1 8,0+0,1 6,1+0,0

199+06 199+14 20,2+0,7 178+0,3 22,1+2;3

Residuo
10%
479+14
16,8 £ 0,4
7,7+0,0
6,5+0,1

20611

Na tabela 2, esta descrito a composic¢ao nutricional da biomassa da alga liofilizada e do

residuo da alga, obtido apos a suplementacédo do 6leo de girassol.

Tabela2: Composicéo proximal da alga liofilizada e do residuo de P. canaliculata

(média £ DP).
Composicédo ) . _ Hidratos de
. Proteina (%) Lipidos (%) Cinza (%)
proximal Carbono (%)
Alga
o 7,7+0,1 51+04 21,4+0,0 65,7+0,4
liofilizada
Residuo 53+0,1 353+1,1 14,6 £ 0,0 44,86 £ 0,3
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2.4 Desenho experimental

Os juvenis de S. aurata foram adquiridos na Estacdo Piloto de Piscicultura de Olhdo
(EPPO) e transportados para o edificio CETEMARES (Peniche, Portugal).
Permaneceram num sistema de recirculacdo durante 15 dias para aclimatacdo, sendo
alimentados diariamente em condi¢cbes de qualidade da agua adequadas para a
espécie. Depois, procedeu-se a pesagem individual de 360 peixes, peso médio inicial
de 15,6 £ 3,8 g (média + DP), e a distribuicdo, aleatéria, em 18 aquarios de 60 L,
(divididos em 6 sistemas de recirculacao independentes (Figura 3)). Os individuos foram
anestesiados, com uma dose de 0,5 mL/L de 2-fenoxietanol (VWR Chemicals, Portugal),
para efetuar a pesagem de forma segura. A densidade inicial era 5,1 + 0,3 kg/ m3. Antes
da alimentacdo com as dietas em estudo, houve um periodo de uma semana para 0s
peixes se ambientarem as novas condi¢cdes. Depois, foi atribuida uma dieta
experimental a cada sistema (6 no total), cada um com 3 aquarios. Todos 0s peixes
foram alimentados a mao, até a aparente saciedade, trés vezes por dia (9h, 12h e 15h),

durante 44 dias.

A- CTRL C- Residuo 10% E- Residuo 1%

P N N A B N Y

L 3 L 3 & X & Y & 3 4 3 | & A L 3 L Y

B- Pel 1% D- Pel 10% F- Pel 5%

Figura 3: Esquema representativo dos tanques referentes a cada tratamento.

A temperatura (20,5 £ 1,2°C), o pH (8,1 + 0,2), a salinidade (32,6 + 2,0) e 0 oxigénio
dissolvido (90,3 + 0,3 %) foram monitorizados diariamente (Tabela 3). Para medir a
salinidade, foi utilizado o refratometro Seawater refractometer H196822 (Hanna
Instruments, Portugal) e para o0s restantes parametros foi usada a sonda

multiparamétrica Professional Plus (YSI, EUA).
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Tabela 3: Descri¢cao do peso dos individuos e dos diferentes parametros de qualidade

da agua, para cada tratamento (média = DP, n=9).

Tratamento CTRL Pel 1% Pel 5% Pel 10% Residuo 1% Residuo 10%
Peso
o 15,6 + 3,8 g 15,9+ 4,0 15,1+ 3,8 154+ 3,44 15,5+ 3,8 149+33¢g
g
T(°C) 20,3+ 1,0 203+10  204+11 20,6+ 1,1 20,6 + 1,0 20,7+1,1
pH 8,1+0,1 8,1+0,1 8,1+0,2 8,1+0,2 8,0+0,2 8,1+0,3
Salinidade 32,8+0,3 325+15 326+1,5 326+1,6 32,8+0,3 32,8+0,3
O
dissolvido 92,6+ 2,0 90,8+ 1,6 90,5+1,3 899+1,4 88,7+ 2,4 88,9+1,6
(%)

Concluido o ensaio de alimentacgdo, os peixes ficaram em jejum durante 24 horas, antes
de se fazer a amostragem final. Os peixes foram anestesiados, com uma dose de 0,5
ml/L de 2-fenoxietanol (VWR Chemicals, Portugal) e pesados, individualmente. Trés
exemplares de cada aquario foram sacrificados com uma overdose do anestésico (1mL/
L), para recolha de sangue e do figado, sendo que a dois desses trés individuos, foram
retirados dois filetes, com pele, para a posterior analise nutricional do musculo. Para
isso, os filetes foram congelados e liofilizados. Apoés liofilizagdo, foram triturados

individualmente e mantidos a -20°C, até posterior analise.

De forma a tracar o perfil hematologico, determinaram-se 0s seguintes parametros:
hematocrito (Ht), hemoglobina (Hb; referéncia: 10012305, Spinreact, Espanha),
contagem de eritrocitos (RBC) e leucécitos (WBC), sendo que o sangue foi recolhido
com seringas estéreis de 1 mL NORM-JECT (VWR Chemicals, Portugal) e agulhas
hipodérmicas (25G x 5/8” 0,5mm x 16 mm (Konvex, Lleida, Espanha), com 20 uL
de heparina (3000 unidades/mL) (BRAUN, Portugal). A colheita de plasma
foi também realizada, de forma a ser possivel determinar o pardmetro de resposta imune,
através da centrifugacao (Centrifuge 5804, Eppendorf, Alemanha) do sangue, 10.000
x g a 4°C, durante 10 minutos. As amostras foram conservadas a -80°C, até a

realizacdo das determinacdes analiticas.
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2.5 Performance do crescimento

O desempenho do crescimento foi determinado com base no ganho de peso, indice de
crescimento diario (DGI), taxa de conversdo alimentar (FCR), taxa de crescimento
especifico (SGR) e indice de consumo voluntario (VFI; peso corporal dial), sendo que
0 peso inicial e final de cada peixe, em cada aquario, foi utilizado para os seguintes

calculos de desempenho do crescimento:

WG (g) = Wf - Wi

onde WIf (g) e Wi (g) sao o peso final e peso inicial, respetivamente.

(1)
1
DGI (indice de crescimento diario) (%) = (%= Wﬂ) X 100
(2)
FCR (Taxa de conversdo alimentar) = <onsummo de rago
WG (g)
)
SGR (taxa de crescimento especifico) (peso corporal diat) = M X 100
onde t significa tempo, em dias.
(4)

_1) — (consumo de ra¢do/ABW) % 100,

VFI (Consumo Voluntério) (peso corporal dia -

onde t significa tempo, em dias, e ABW peso médio corporal.

peso visceral

VSI (indice visceral) (%) = 100 (5)

peso do individuo

(6)

B peso do figado
HSI (indice hepatossomatico) (%) =~ .. x 100

peso do individ o
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2.6 Parametros analiticos

2.6.1 Parametros hematoldgicos

Os paradmetros a ser analisados consistiram na determinacdo do hematécrito, da

hemoglobina e na contagem de eritrocitos e leucécitos.

Para determinar o hematécrito, foram utilizados tubos microheméticos (Brand,
Alemanha). Depois, foram centrifugados (Hematokrit 200, Hettich, Alemanha), a 10.000
x g, durante 10 minutos, e os resultados foram lidos através da colocacéo do leitor de

gréfico sobre o rotor.

De forma a avaliar a concentracdo de eritrocitos e leucocitos presentes no sangue,
foram efetuadas diluicbes das amostras de sangue de 1:200 e 1:20, respetivamente, em
PBS (tampéao fosfato-salino) (Sigma Aldrich, EUA) com heparina a (30 unidades/ mL)
(BRAUN, Portugal). A camara de Neubauer foi preenchida com a amostra, tendo sido
efetuadas as contagens em 5 quadrados.

Relativamente a determinacéo da concentracdo de hemoglobina, foi utilizado o método
colorimétrico de Drabkin (referéncia: 10012305, Spinreact, Espanha). Primeiro, a
amostra de sangue (1 uL) foi colocada em 500 L de reagente Drabkin, tendo a solucéo
sido mantida no escuro, até a colocacdo na microplaca de 96 pocos, para impedir a
reacdo prematura do reagente. Foram colocados 100 uL da amostra, em triplicado, na
microplaca e foi lida a absorvancia a 540 nm no leitor de microplacas (EPOCH 2
microplate reader, BioTek, EUA). Para os calculos, foi subtraida a média do branco a
média das absorvancias, tendo os restantes calculos sido realizados de acordo com as
instrucbes do fornecedor. Os resultados foram apresentados em g/ dL. O volume
corpuscular médio (MCV), a hemoglobina corpuscular média (MCH) e a concentracédo
da hemoglobina corpuscular média (MCHC) foram calculados de acordo com as

equacgdes 7, 8 e 9, respetivamente.
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_ Hematdcrito (%)
 Eritrécitos (x 104u~1)

MCV (7)

Hemoglobina (g dL_l)
Eritrécitos (x104u—1)

MCH (pg célula™) = x 10

(8)

[ -1
MCH (pg célula™) = Hemoglobina (gdL™) o 1

Hematocrito (%)

(9)

2.6.2 Parametro imunoldgico

Atividade da Peroxidase

A atividade da peroxidase (unidades/ mL de plasma) foi medida seguindo o
procedimento descrito por Quade & Roth (1997). Primeiramente, foi diluido 5 uL de
plasma em 145 de pL tampédo fosfato-salino (PBS) (Sigma Aldrich, EUA), numa
microplaca de 96 pocos, sendo que o branco era PBS. Posteriormente, foram
adicionados 50 pL de 33, 5’5 —tetramethylbenzidine hydrochloride (TMB; 10mM; Sigma
Aldrich, EUA) e 50 uL de peroxido de hidrogénio (H202; 5 mM; Sigma Aldrich, EUA), a
cada poco. Passados 2 minutos, a reacao foi interrompida através da adicao de 50 pL
de acido sulfarico (H2SOs; 2M; Fluka™) e a absorvancia foi medida no leitor de
microplacas (EPOCH 2 microplate reader, BioTek, EUA), a 450 nm.

2.6.3 Parametros de stress oxidativo

Preparacao de amostras
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Os parametros do stress oxidativo foram analisados, em amostras de figado extraido de

cada um dos peixes utilizados no ensaio de alimentacdo. Primeiramente, foram pesadas
entre 50 mg — 100 mg de figado para cada amostra, tendo sido sempre mantidas em
gelo (Figura 4). Em seguida, as amostras foram homogeneizadas, com o auxilio de um
homogeneizador Disposable Pellet Mixer (VWR Chemicals, Portugal) com 1mL de agua
ultrapura. Para as posteriores andlises as amostras foram divididas da seguinte forma:
para o LPO, foram transferidos 200 yuL de amostra para aliquotas que continham 4 pL
de 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT), a 4% em metanol (Sigma Aldrich, EUA); para
as restantes andlises de stress oxidativo, foram adicionados 800 pL de tampé&o fosfato
de potéssio (0,2 M, pH 7,4) (adicdo da solugcdo basica K:HPO4 com solucao acida
KH2POs 0,2M, pH = 7,4) (Sigma Aldrich, EUA) a certos volumes de tecido
homogeneizado, tendo posteriormente passado pelo voértex. Estas amostras foram
centrifugadas a 10000 x g a 4° C (Centrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburgo), durante
20 minutos. Apos a centrifugacéo, os sobrenadantes foram divididos em aliquotas para
as diferentes andlises e foram conservadas a -80°C até a realizacdo dos respetivos
testes.

Figuref 4: Recolha de amostras de
figado para andlise dos parametros

de stress oxidativo.

Peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica (LPO) foi determinada segundo o método descrito por Bird &

Draper (1984). Para esta analise, no total foram adicionados a cada microtubo 2 mL:
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200 pL de cada amostra de tecido homogeneizado, 100 pL de TCA (acido
tricloroacético; Sigma Aldrich, EUA) juntamente com 1 mL da mistura de reagentes de
TBA 0,73% (acido tiobarbiturico; 60 mM; Sigma Aldrich, EUA), Tris-HCI (Trizma
hydrochloride; Sigma Aldrich, EUA) e DTPA (acido dietilenotriaminopentacético; 0,1mM,
pH=7,4; Sigma Aldrich, EUA) (Figura 5). Depois de misturadas no voértex, as amostras
foram levadas a incubar a 100°C, durante 1 hora, e a centrifugar por 5 minutos, a 11500
x rpm (Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Alemanha). Ap6s a centrifugacdo, foram
pipetados, em triplicado, 200 pyL de sobrenadante para uma microplaca de 96 pogos e
foi lida a absorvancia a 535nm, no leitor de microplacas (EPOCH 2 microplate reader,
BioTek, EUA). Os valores de LPO foram calculados e expressos em TBARS
(Thiobarbituric acid reactive substances) (nmol/ g), usando o coeficiente de extingdo
molar (€) de 1,56 x 105 (M-*cmt) de MDA.

_._—‘
Figura 5: Adicdo de 1 mL de TBA a todas as

amostras.

Catalase

A atividade da enzima catalase, foi avaliada de acordo com Clairborne (1985). Foi
utilizada uma microplaca apropriada para uma leitura com luz ultravioleta. As amostras
foram diluidas com o mesmo tampéo que fora utilizado para a homogeneizacao, a fim
de obter um valor proteico de 0,7 mg/ mL (triplicado), para os 10 uyL de amostra, aos
quais foram adicionados 140 L de tampao fosfato-potassio (0,05 M, pH= 7; Applichem,
Alemanha) (preparado pela adicdo da solugéo basica K2HPO4 e solucao acida KH2PO4)
e 150 pL de solugcéo de perdxido de hidrogénio, a 30% (Sigma Aldrich, EUA). A
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absorvancia foi lida ao comprimento de onda de 240 nm, por 2 minutos (uma leitura a
cada 15 segundos), no leitor de microplacas (EPOCH 2 microplate reader, BioTek,
EUA). A atividade da enzima catalase foi expressa em U/ mg de proteina, tendo sido

utilizado o coeficiente de extingdo molar (€) de H202 de 40 M-icm.

Superdxido dismutase

A atividade da superoéxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo com Almeida et
al (2010). Primeiramente, foram preparadas solucdes padrédo para a elabora¢do de uma
reta padrdo, a partir de uma solu¢cdo mae de SOD (300 U/ mL de proteina), com diversas
concentragdes, 0, 1, 0,75, 0,5, 0,25, 0,125, 0,05, 0,025 U SOD (Sigma Aldrich, EUA).
As amostras foram diluidas de maneira a obter 0,3 mg/ mL de proteina. Numa
microplaca de 96 pocgos, procedeu-se a adicdo de 50 pL de amostra juntamente com
200 pL de solucéo de reacdo, sendo que esta consistiu em solu¢des de xantina (0,7mM,;
Sigma Aldrich, EUA), de citocromo C (0,03mM; Sigma Aldrich, EUA), tampéao fosfato-
potassio (50mM) com 1mM de Na-EDTA (pH = 7,8) (preparado através da adicdo de
Na:HPOs; Applichem, Alemanha), fosfato monossodico (Applichem, Alemanha) e Na-
EDTA (Applichem, Alemanha). Previamente a leitura, foram também adicionados 50 uL
de xantina oxidase (0,03 U/ mL; Sigma Aldrich, EUA). Foi lida a absorvancia no leitor de
microplacas (EPOCH 2 microplate reader, BioTek, EUA), ao comprimento de onda de
550 nm com repetidas leituras de 20 em 20 segundos, durante 3 minutos. A atividade
da SOD foi expressa em U/ mg de proteina, sendo que uma unidade de atividade
representa a quantidade de enzima necessaria para que seja produzida uma inibicéo de

50% da taxa de reducéo do citocromo C.

Glutationa - S — Transferase

A atividade da glutationa — S - transferase (GST) foi determinada seguindo o método de
Habig et al., (1974), tendo sido utilizada uma microplaca de 96 poc¢os. Tal como na
catalase, as amostras foram diluidas com tampéo fosfato-potassio (0,2M, pH=7,4)
(Sigma Aldrich, EUA), de forma a obter um valor proteico de 0,7 mg/ ml. Foram pipetados
50 uL de amostra, em triplicado, aos quais foram adicionados 250 uL de solugao de

reacdo, que consiste em tampéo fosfato - potassio (0,05 M, ph= 6,5) (Sigma Aldrich,
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EUA), L- glutationa reduzida (GSH; Sigma Aldrich, EUA) e 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB; Sigma Aldrich, EUA). A absorvancia foi lida no leitor de microplacas (EPOCH 2
microplate reader, BioTek, EUA), a um comprimento de onda de 340 nm, tendo sido

realizadas leituras consecutivas de 20 em 20 segundos, durante 5 minutos.

Glutationa total

A Glutationa total (TG) foi determinada de acordo com o0 procedimento descrito por
Baker et al. (1990) e Rodrigues et al. (2017). Foi realizada uma curva padrdo com L-
glutationa reduzida (Sigma Aldrich, EUA) e tampéao fosfato-potassio (0,05 M, pH=6,5)
(Sigma Aldrich, EUA). As amostras foram diluidas de forma a obter um valor proteico de
0,7 mg/ mL, para 50 pL de amostra. Para o branco, foram pipetados 50 uL de tampao
fosfato-potassio (0,2 M, pH=7,4) (Sigma Aldrich, EUA) e adicionados 250 yL de reagao
de solucéo, que consiste em tampao fosfato - potassio (0,2 M, pH=7,4) (Sigma Aldrich,
EUA), fosfato de dinucle6tido de nicotinamida e adenina (NADPH; Sigma Aldrich, EUA),
solucdo de acido 2-nitrobenzdico (DTNB) e solugéo de glutationa redutase (GR; Sigma
Aldrich, EUA), a todos os pocos. A absorvéancia foi lida no leitor de microplacas (EPOCH
2 microplate reader, BioTek, EUA), ao comprimento de onda de 412 nm, durante 3

minutos, com leituras consecutivas de 20 em 20 segundos.

2.6.4 Parametros metabodlicos

De forma realizar a medicdo dos metabdlitos plasmaticos, as amostras foram
descongeladas. Os parametros medidos foram o colesterol (referéncia: 1001090,
Spinreact), a glucose (referéncia: 1001190, Spinreact), os lipidos totais (referéncia:
1001270, Spinreact), os triglicéridos (referéncia: 1001311, Spinreact), a
alaninaminotransferase (ALT; referéncia: 41282, Spinreact) e, por fim, a aspartato
aminotransferase (AST; referéncia: 41272, Spinreact). Cada um destes parametros foi
avaliado através da utilizacao de kits comerciais da Spinreact (Girona, Espanha), de

acordo com as instrucdes do fabricante.
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2.6.5 Perfil nutricional do musculo

Lipidos totais

Para a determinacdo do teor de gordura nas amostras de musculo, fez-se a
quantificagdo dos lipidos totais pelo método de Folch (Folch et al.,1957), com algumas
modificacBes de Iverson et al. (2001). Primeiramente, pesou-se 1 g de amostra liofilizada
para tubos de Falcon de 50 mL, a qual se adicionou 1mL de 4gua destilada e 10 mL de
reagente de Folch (mistura de cloroférmio e metanol (Chemlab, Zedelgem, Bélgica e
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos da América, respetivamente)
na proporcao de 2:1 (v/v). As amostras foram homogeneizadas no vortex durante 5
minutos, e adicionou-se 1,2 mL de solucao de cloreto de sédio (NaCl; Fluka™) a 0,8%
e procedeu-se a homogeneizagdo por mais 2 minutos. A seguir as amostras foram
centrifugadas a 6000 x g (5810 R, Eppendorf, Alemanha), durante 10 minutos para a

separacao de fases.

Posteriormente, usando-se uma pipeta Pasteur, transferiu-se a fase de cloroférmio
(inferior) para balBes periformes, previamente tarados, fazendo-a passar através de
uma coluna de sulfato de sédio anidro (Na2SOs4; Labchem). Seguidamente, adicionou-
se mais 2 mL de cloroférmio (Chemlab, Zedelgem, Bélgica) ao restante contetdo dos
tubos de Falcon e repetiu-se o processo de homogeneizacgéo (2 minutos), centrifugacéo
e recolha da fase organica. A fase organica contida nos balbes periformes foi evaporada
num evaporador rotativo (Heidolph 4000, Alemanha) e os baldes com o residuo de
gordura foram levados a estufa (FD115, Binder, Alemanha), a 60°C overnight, e no dia

seguinte foram arrefecidos num exsicador e pesados.

A percentagem de lipidos totais foi determinada através da férmula:

(massa do balao com gordura — massa do baldo)

Lipidos totais (% PS) = 100 (10)

massa da amostra liofilizada
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Teor de cinza

De forma a determinar o teor de cinza, foi utilizado o protocolo de NP 2032 (1988).
Primeiro, foram selecionados 36 cadinhos e colocados na mufla (Nabertherm,
Alemanha) a 200°C, durante 2 horas. Foram arrefecidos no exsicador, pesados e
registada a massa de cada um. Posteriormente, foi pesada 1 g de amostra para cada
cadinho correspondente, sendo depois transferidos, novamente, para a mufla
(Nabertherm, Alemanha) a 500°C, durante 12 horas. Foram, mais uma vez, arrefecidos,

pesados e registada a massa. A percentagem de cinzas é dada pela seguinte férmula:

Cinza (% PS) = (m1 —m2) x 100 (11)
massa da amostra liofilizada

Sendo que,
m1= Massa do cadinho mais cinza (12h na mufla a 500°C)

m2= massa do cadinho (g)

Teor de 4gua

Para determinar o teor de agua, foi utilizado o protocolo descrito por Ganesan et al.
(2018), com algumas adaptacfes. As amostras de 1 g foram pesadas para cadinhos,
previamente secos e colocadas na estufa (FD115, Binder, Alemanha) durante 48 horas,
a 105°C. Depois, as amostras foram transferidas para o exsicador e pesadas
novamente, apos o arrefecimento. Foi utilizada a seguinte férmula, de maneira a obter

o teor de agua:

(m2 — m1)

12
massa da amostra fresca * 100 (12)

% Teor de agua =

21



Sendo que,
m1= Massa de amostra liofilizada(g)

m2= massa de amostra fresca (g)

Perfil de Acidos gordos

Para a caracterizacao do perfil de acidos gordos procedeu-se a transmetilagéo direta
em meio acido das amostras, de acordo com o protocolo de Fernandez et al. (2015). No
inicio, foram pesadas, para tubos de ensaio de rosca, 50 mg de amostra de masculo
liofilizado (Figura 6). Depois, adicionou-se 2 mL de solucdo de acido sulfarico (H2SOa,
Fluka™) a 2% em metanol (CHsOH; Sigma Aldrich, EUA), e colocaram-se os tubos
devidamente fechados num banho de agua (Selecta, Cham, Suica) a 80°C, durante 2
horas. Apds o arrefecimento, adicionou-se a cada tubo 1 mL de &gua ultra-pura (miliQ)
e 2 mL de hexano. A seguir, fez-se uma homogeneizag&o no vortex, durante 1 minuto,
e as amostras foram centrifugadas 5 minutos, a 1500 rpm (5810 R, Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha). Finalmente, recolheu-se a fase superior das amostras (hexano
contendo os esteres metilicos de acidos gordos (EMAG)) para o GC-vials e procedeu-
se a respetiva analise, por cromatografia gasosa. A analise dos acidos gordos no GC

foi realizada de acordo com a descri¢éo de Silva et al. (2017).

Figura 6: Amostra de musculo liofilizado.
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Para tal, utilizou-se um cromatégrafo (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados
Unidos da América), equipado com uma coluna capilar Thermo Tr-FAME (60 m x 0,25
mm ID, 0,25 pm de espessura de filme de fase estacionéaria), um injetor automatico
(Autosampler AS 3000, Thermo Electron Corporation) e um detetor de ionizagédo de
chama (FID).

O detetor e o injetor (a funcionar em modo splitless) foram programados para
temperaturas de 280°C e 250°C, respetivamente. A temperatura da coluna foi
programada para um valor inicial de 100 °C durante 1 minuto, aumentando a uma
velocidade de 9°C min! até aos 180°C, mantendo-se a essa temperatura durante 10
minutos. Depois procedeu-se a um novo aumento de 2°C min! até aos 235°C,
mantendo-se a essa temperatura durante 5 min. O hélio foi usado como gas de arraste,
com um fluxo de 1,2 mL minl. Para a chama do detetor utilizou-se ar sintético e
hidrogénio, com fluxo de 350 mL min? e 35 mL min?, respetivamente. Usou-se o
software Xcalibur para a aquisicao e andlise de dados. A identificag&o dos acidos gordos
foi feita por comparacéo dos tempos de retencdo dos EMAG com os tempos de retencao
dos componentes das misturas padréo de Supelco 37, PUFA No.1 e PUFA No.3 (Sigma-
Aldrich, EUA). Os resultados foram expressos em percentagem de area total (% Area
Total).

Os indices aterogénico (Al), trombogénico (IT) e da razdo de &cidos gordos
hipocolesterolémicos/ acidos gordos hipercolesterolémicos (h/H) foram calculados

através das seguintes equacoes:

(13)

h  (€C18:1n9 + C18:2n6 + C20:4n6 + C18:3n3 + C20:5n3 + C22:5n3 + C22:6n3)
H (C14:0 + C16:0)

(14)

; _ (€12:0 +4 X (C14:0) + €16:0)
B (EMUFA + n3 + Zn6)
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C14:0 + C16:0 + C18:0
TI = ( ) (15)

(0,5 X SMUFA + 3 X £n3 + 0,5 X £n6 + %)

Proteina total

Para a quantificacdo da proteina total no musculo do peixe, foi utilizado o método de
Kjeldahl (AOAC, 2016). Este ensaio consiste na mineralizagdo da matéria organica pelo
acido sulfarico (Fluka™), através da presenca do catalisador, constituido por pastilhas
KjelTabs (VWR CHEMICALS, Pensilvania, Estados Unidos da América), com a posterior
libertacdo de amoniaco, em meio alcalino, destilagéo, recolha do meio acido e, por fim,

titulacao com &cido cloridrico.

De forma a ser possivel realizar este ensaio, foram previamente preparadas as solug¢oes
necessérias, nomeadamente a solu¢cdo de hidroxido de sodio (40% (m/v); VWR
CHEMICALS, Pensilvania, Estados Unidos da América), a solucdo titulante de acido
cloridrico (0,1M; VWR CHEMICALS, Pensilvania, Estados Unidos da América), e a
solucéo recetora. Esta ultima consiste numa solugéo de 1L de &cido bérico (4% (m/v);
VWR CHEMICALS, Pensilvania, Estados Unidos da América) com 7 mL de vermelho
metilo (VWR CHEMICALS, Pensilvania, América) e 10 mL de verde de bromocresol
(Alfa Aesar, Massachusetts, Estados Unidos da América), tendo sido ajustada a um pH
de 4,8.

Foi pesada uma quantidade de amostra liofilizada de cerca de 0,15 g, sendo depois
transferida para os tubos Kjeldahl. Todo este processo teve lugar dentro da hotte.
Adicionou-se uma pastilha KjelTab (VWR CHEMICALS, Pensilvania, Estados Unidos da
América) e 25 mL de acido sulfarico (H2SO4 97%; Fluka™) a cada tubo, tendo sido
colocados no digestor Kjeldahl (Foss, Hillergd, Dinamarca), onde foram deixados

durante 30 minutos, apds atingir os 220°C. Quando passou este tempo, a temperatura
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foi programada para os 400°C e os tubos ficaram no digestor por mais 90 minutos

(Figura 7 a).

Apés o tempo de digestdo, as amostras foram arrefecidas e, posteriormente,
adicionados 70 mL de agua destilada, a cada uma. Findo a transferéncia do volume de
adgua destilada, passou-se para a etapa da destilacdo. Para isto, primeiro realizou-se
uma lavagem no destilador (Foss Kjeltec 2100; Figura 7 b), com um tubo Kjeldahl com
100 mL de agua destilada. Depois de realizada a lavagem, as amostras foram entao
destiladas, em condic¢des alcalinas, por adi¢cdo de 10 x 10mL de NaOH a 40% (Labkem),
sendo o destilado recolhido em 30 mL de acido bérico (4%; Fluka™), contendo verde de
bromocresol e vermelho de metilo a 1%. Finda a destilacdo, passou-se a etapa da

titulacdo (Figura 7 c).

A bureta de 20 mL foi preenchida com a solucao titulante, ou seja, uma solugédo padréo
de HCI (0,1 mol/L; Fluka™). A amostra destilada, que apresenta uma cor verde, foi

titulada até atingir o ponto de viragem, que apresenta uma cor acinzentada.

O teor de proteina foi expresso em % e foi calculado por aplicagédo da seguinte formula:

p . _ (HClamostra — HCl branco) X 6.25 x 0,014 x [HCI]
roteina =

%
massa da amostra(g)

x 100 (16)

Sendo que,
HCI amostra= Volume de HCI gasto na titulagdo da amostra (mL)
HCI branco= Média dos volumes de HCI gastos na titulagdo dos brancos (mL)

[HCI]= concentracao do acido cloridrico em mol/L
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Figura 7: Equipamentos e material utilizados para determinacéo da proteina: a) tubos

Kjeldahl, b) destilador Foss Kjeltec 2100 e c) material para titulacéo.

2.7 Andlise estatistica

Todos os dados foram representados como média = DP e testados para diferencas
significativas. Para testar a normalidade dos dados, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk.
Posteriormente, foi utilizada uma analise de variancia unidirecional (ANOVA), com cada
dieta como fator, sendo que, cada vez que este teste demonstrava significancia, utilizou-
se o teste de Tukey, para realizar comparag¢des multiplas. Se as premissas da ANOVA
fossem rejeitadas, efetuava-se um teste ndo - paramétrico (Kruskal-Wallis). A
significancia estatistica utilizada para todos os testes estatisticos foi de p < 0,05. Foi
utilizado o software SPSS (verséo 27, IBM, Armonk, Nova York, NY, EUA).

3. Resultados

3.1 Performance de crescimento

Os resultados da performance do crescimento das douradas estdo representados ha
Tabela 4. Quando suplementados com Residuo 1%, houve uma aparente tendéncia
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para terem ganho mais peso (WG), comparativamente com a dieta CTRL, tendo-se

observado 0 mesmo para o indice de crescimento diario (DGI), para a taxa de

crescimento sustentavel (SGR) e para a taxa de conversao alimentar (FCR). Nao houve

diferencas estatisticamente significativas entre dietas (p > 0,05).

Tabela 4: Parametros de crescimento das douradas alimentadas com diferentes dietas,

durante 44 dias (média + DP, n=9). Nao foram observadas diferencas estatisticamente

significativas identificadas (p > 0,05).

Dietas
Crescimento

WG (9)

DGI (%)

SGR (peso

corporal dia?)
FCR

VFI (% peso
corporal dia?)
indices

somaticos

VSI (%)

HSI (%)

CTRL

17,3+
1,4
15+
0,05
0,7+
0,01
0,54
0,01
2,26 +
0,16

8,5+
0,92
13+
0,14

Pel 1%

18,8 +
3,5
16 +
0,22
0,7+
0,08
0,6 =
0,05
2,05+
0,19

8,7
1,62
12+
0,21

Pel 5%

18,4 +
2,8
16+
0,24
0,7+
0,11
0,5+
0,06
2,09 +
0,08

9,4+
3,55
12+
0,51

Pel 10%

17,3+
1,0
15+
0,06
0,7+
0,02
0,6 +
0,01
2,17+
0,09

8,3%
1,38
09+
0,26

Residuo
1%

223+x2]1

1,8+0,14

0,8+ 0,05

0,6 +0,03

2,16 +
0,13

7,8 £0,54

1,2+0,36

Residuo 10%

17,7+ 1,7

1,5+0,14

0,7+ 0,06

0,6 +0,03

2,18 + 0,02

8,7+ 0,59

1,2+0,08

Nota. Peso ganho (WG, g), indice de crescimento diario (DGI, %), taxa de crescimento especifico

(SGR, peso corporal dia-1), taxa de conversao alimentar (FCR), indice de consumo voluntéario

(VFI, % peso corporal dia-1), indice visceral (VSI, %) e indice hepatossomatico (HSI, %). CTRL

— controlo de alimentacéo; Pel 1% - 1% po de algas; Pel 5% - 5% po de algas, Pel 10% - 10% po6

de algas; Residuo 1% - 1% alga residual; Residuo 10% - 10% alga residual.
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3.2 Parametros hematoldgicos

O perfil hematol6gico das douradas alimentadas com dietas experimentais, durante 44
dias, esta representado na Tabela 5. Para a contagem dos leucdcitos, foram observadas
diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre as dietas CTRL e Pel 1% e as
dietas Pel 10% e Residuo 1%, sendo que os valores mais elevados foram obtidos nas
dietas CTRL, Pel 1% e 5%. Para as restantes andalises ndo houve diferencas
estatisticamente significativas (p > 0,05). O valor dos eritrécitos foi significativamente
maior em peixes alimentados com Pel 1% e menor com Pel 5%. Relativamente ao
hematdcrito e a hemoglobina, estes apresentaram o valor mais baixo na dieta Pel 10%.
Os valores para MCH e MCHC foram superiores na dieta CTRL, apresentando os mais
inferiores nas dietas Pel 1% e Residuo 10%, respetivamente. Por ultimo, MVC

demonstrou um numero mais elevado em Residuo 1% e menor na Pel 1%.

Tabela 5: Resultados hematolégicos de douradas alimentadas com diferentes dietas,

durante 44 dias (média + DP, n=9). Diferencas estatisticamente significativas

identificadas com letras diferentes (p < 0,05).

Parametros CTRL Pel 1% Pel 5% Pel 10% Residuo 1%
WBC (x10* 95+
8,2+1,94a 9+1,62 6,8 +1,3° 6,9+ 1,8°
pL-t) 2,12
RBC (x10*
L) 26+04 2,7+0,7 22+04 22+0,6 24+0,5
uL-

Ht (%) 29,6 +5,2 26,0+ 3,9 27,1+49 255+6,1 33,2+6,7
Hb (g dL™?) 1,4+0,4 1,1+0,2 1,08 + 0,27 1,0+0,2 1,3+0,3
MCV (um3) 104,1 + 47 101+ 26 128 + 22 118+ 26 137+ 31

MCH (pg
56+23 42+14 51+15 48+1,2 51+0,8
cel?)
MCHC (g
4+0,9 41+0,8 3,9+0,6 42 +0,7 3,8+0,8
100 ml?)

Residuo
10%
7,5+
1’9ab

25+0,8

29,1+
3,5
10+04
121+ 24

43+18

35+1,0

Nota. WBC: glébulos brancos (x104 pL-1); RBC: glébulos vermelhos (X104 pL-1); Ht: hematdcrito

(%); Hb: hemoglobina (g dL-1); MCV: volume corpuscular médio (um3); MCH: hemoglobina

corpuscular média (pg cel-1), MCHC: concentracdo média de hemoglobina
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corpuscular (g 100 ml-1). CTRL — controlo de alimentagéo; Pel 1% - 1% po de algas; Pel 5% -
5% p6 de algas, Pel 10% - 10% po de algas; Residuo 1% - 1% alga residual; Residuo 10% - 10%

alga residual.

3.3 Parametro imunolégico

O Unico parametro imunolégico quantificado, nas douradas alimentadas com as
diferentes dietas, esta representado na figura 8. Nos resultados obtidos nao se
registaram diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05). Os valores registados
foram superiores nas dietas Pel 1%, Residuo 1% e Pel 5% (ordem decrescente).

1,2
1,0
0,8

§§§ﬁlaﬁﬁﬁ

CTRL Pel 1% Pel 5% Pel 10% Residuo  Residuo
1% 10%

U/ mL plasma

Tratamento

Figura 8: Atividade da peroxidase em douradas alimentadas com dietas diferentes por
44 dias (média = DP, n=9). CTRL - controlo de alimentacéo; Pel 1% - 1% po de algas;
Pel 5% - 5% po6 de algas, Pel 10% - 10% p6 de algas; Residuo 1% - 1% alga residual,
Residuo 10% - 10% alga residual. N&o foram observadas diferengas estatisticamente

significativas (p > 0,05).
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3.4 Parametros de stress oxidativo

Os resultados dos parametros de stress oxidativo das douradas alimentadas com as
diferentes dietas estdo representados na Figura 9. Os valores obtidos para a
peroxidacdo lipidica foram semelhantes em todas as dietas, sendo que o maior valor foi
observado nas douradas alimentadas com Pel 5%. Ambas as andlises para a catalase
e superdxido dismutase apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p <
0,05). Relativamente a CAT, esta apresentou um menor valor na dieta Pel 1%, seguida
do Residuo 1%, e superior ha dieta Pel 10%, sendo que as diferengas foram observadas
entre Pel 1% e Residuo 1% e Pel 10%, correspondendo aos valores mais alto e baixo,
respetivamente. Quanto ao teor da superdxido dismutase obteve-se uma menor
atividade nas dietas Pel 5%, 10% e Residuo 1%, sendo que o valor mais elevado foi
registado nas douradas alimentadas na dieta Pel 1%. Ainda para o SOD, as diferencas
registadas foram entre as dietas CTRL, Pel 1% e Residuo 10% e Pel 5 e 10% e Residuo
1%.

A atividade da glutationa (GST) apresentou valores semelhantes entre as dietas Pel 1%
e Residuo 10%, tendo apresentado o valor mais baixo nos individuos alimentados com
a dieta CTRL. Por ultimo, a glutationa total, a dieta Pel 1% apresentou o menor valor,
tendo as dietas Pel 10% e Residuo 1% obtido valores, ndo s6 semelhantes, como

também superiores.
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Figura 9: Parametros de stress oxidativo em douradas alimentadas com dietas
diferentes por 44 dias (média £ DP, n=9). A - SOD (superoxido dismutase); B — CAT
(catalase); C — LPO (- peroxidacao lipidica); D — GST (glutationa-S-transferase) e E — Tg
(glutationa total). CTRL — controlo de alimentacéo; Pel 1% - 1% p6 de algas; Pel 5% -
5% po6 de algas, Pel 10% - 10% p6 de algas; Residuo 1% - 1% alga residual; Residuo
10% - 10% alga residual. Diferengas estatisticamente significativas identificadas com
letras diferentes (p <0,05).
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3.5 Parametros metabodlicos

Os parametros metabolicos das douradas alimentadas com as diferentes dietas estao
representados na Tabela 6. De todas as andlises, s6 a glucose e a
alaninaminotransferase é que ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas (p > 0,05). O colesterol apresentou o0 maior valor nas douradas
alimentadas com Residuo 10%, seguida da dieta Pel 1%. Relativamente as diferencas
apresentadas nesta analise, estas demonstraram ser entre as dietas CTRL e Pel 5% e
Pel 1% e entre Residuo 10% e todas as restantes, a excecao da Pel 1%. Para a glucose,
todas as dietas apresentaram valores menores que CTRL. Contrariamente, para 0s
lipidos totais as dietas obtiveram valores superiores a CTRL, sendo que Pel 5% e 10%
e 0 Residuo 1% apresentaram valores semelhantes. Ainda nesta analise, observaram-
se diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre a dieta CTRL e as dietas
Residuo 1e 10%, tendo esta ultima apresentado diferencas entre 0s outros

tratamentos, a excecao de Residuo 1%.

Relativamente aos triglicéridos, as dietas Pel 5% e 10% e Residuo 1% demonstraram
resultados elevados, comparando com o controlo, sendo que a Pel 1% apresentou o
valor mais baixo. As dietas CTRL, Pel 1% e Residuo 10% apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05) entre as dietas Pel 5% e Residuo 10%,
enquanto Pel 10% apenas apresentou diferencas entre Pel 5%. Para a
alaninaminotransferase, os valores foram bastante variados, sendo o mais elevado

pertencente a dieta Pel 1% e o menor a Pel 10%.

Por ultimo, a aspartato aminotransferase apresentou o maior valor no Residuo 10%,
seguido do controlo. Foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p <
0,05) entre as dietas Pel 10% e Residuo 10%.

Tabela 6: Resultados metabdlicos de douradas alimentadas com diferentes dietas,
durante 44 dias (média + DP, n=9). Diferencas estatisticamente significativas

identificadas com letras diferentes (p <0,05)
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Residuo

Parametros CTRL Pel 1% Pel 5% Pel 10% 19 Residuo 10%
Colesterol 140 + 302 180 + 33b¢C 129 + 272 135+38% 150 +29 196 + 412
Glucose 78 £ 25 56+ 12 57+ 15 62+ 17 70 + 16 67 +15

Lipidos 846 + 1197 +
totais e 1045 + 1572b 1170 + 2773 1130 + 3652P AT 1374 + 219¢
Triglicéridos 74 £ 132 73+£192 218 + 77° 109 + 332b 143 + 23b 81 + 242
ALT 55+ 73 93 +134 27 +£51 48=+1,7 7,0+£4,8 48 + 45
AST 94 + 1092b 52 + 672 28 + 3430 7,6 + 8,60 23 + 202 117 £ 1162

Nota. ALT — alaninaminotransferase e AST - aspartato aminotransferase. CTRL — controlo de
alimentacéo; Pel 1% - 1% po de algas; Pel 5% -5% po6 de algas, Pel 10% - 10% po de algas;

Residuo 1% - 1% alga residual; Residuo 10% - 10% aloa residual.

3.6 Perfil nutricional do musculo

Na tabela 7 estéo representados os resultados da andlise nutricional, expressos em %
de peso fresco. Para o teor de agua e lipidos, os maiores valores foram observados na
dieta CTRL. Relativamente as cinzas, o valor superior foi observado para a dieta de Pel
5% e o menor para Residuo 10%. Contrariamente, para a proteina o resultado mais

elevado demonstrou ser na Pel 5%.

Foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) em todos os
parametros. No teor de agua, as diferencas apresentadas foram entre as dietas Pel 5%
e todas as outras e entre Pel 10% e Residuo 1%. Para as cinzas, mais uma vez a dieta
Pel 5% apresentou diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) com as restantes

dietas e, também, entre Pel 10% e Residuo 10% houve diferengas.

No que respeita a proteina, as diferencas observadas foram entre as dietas CTRL, Pel
1% e Residuo 10% e Pel 5% e 10%. Também entre CTRL e Residuo 1% se observaram
diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05). Por ultimo, os lipidos, houve
diferencas entre CTRL e Residuo 1% e 10% e Pel 5% e entre Residuo 1% e 10% e Pel
10%.
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Tabela 7: Resultados do perfil nutricional do masculo de douradas alimentadas com
diferentes dietas, durante 44 dias (média + DP, n=6). Diferencas estatisticamente

significativas identificadas com letras diferentes (p < 0,05).

Parametros CTRL Pel 1% Pel 5% Pel 10% Residuo
(%) 1%
Teor de 706 +1,12 71,4 £ 1,42 71,2+0,3b 73,3+1,7%2 71,4+1,2
agua ¢
Cinzas 53+0,22 5,3+0,42 58+0,2b 5,7+0,32a 54+0,3
ab

Proteina 18,4 + 0,72 18,8 + 0,62¢ 19,2 + 0,4 19,2 + 0,8P 19,9 +

0,5bc
Lipidos 79+132 79+16® 74+04° 74+ 132 73+x1,1¢

Residuo

10%

73,5+ 0,32

53+0,12

19 + 0,42

76+0,8¢

Nota. CTRL — controlo de alimentacdo; Pel 1% - 1% p6 de algas; Pel 5% - 5% po de algas, Pel

10% - 10% p6 de algas; Residuo 1% - 1% alga residual; Residuo 10% - 10% alga residual.

Na tabela 8 estdo apresentados os acidos gordos presentes nas douradas, alimentadas

com as diferentes dietas experimentais.

Os &cidos gordos (AG) C14:0, C18:1 n-7, C24:1 n-9 e C20:5 n-3 (EPA) apresentaram
valores superiores na dieta Pel 10%. O C15:0 obteve valores semelhantes para todas
as dietas. Em relagédo aos AG C16:0, C18:0 e C18:2 n-6, os valores mais elevados foram
obtidos na dieta Residuo 1% e para os C17:0, C21:0, C16:1 n-7, C18:3 n-6, C20:2 n-6,
C20:3 n-6, C20:4 n-6 e C22:6 n-3 (DHA) na dieta Pel 5%. Na dieta CTRL, os acidos
gordos que apresentaram valores superiores foram os C20:1 n-9 e C20:1 n-11,
enquanto na Pel 1% foram os trans C18:1 n-9, C18:3 n-3 (ALA) e C18:4 n-3. Por ultimo,
para a dieta Residuo 10% os valores mais altos obtidos foram para C18:1 n-9, C18:1 n-
11 e C22:5n-3.

No entanto o C15:0, C16:0, C21:0, trans C18:1 n-9 e C18:4 n-3 apresentaram valores
menores na dieta Pel 10%. Os acidos gordos C14:0, C16:1 n-7, C18:1 n-7, C20:1 n-9,
C20:1 n-11, C24:1 n-9, C18:4 n-3 e C22:6 n-3 (DHA) foram menos abundantes na dieta

Residuo 1%, enquanto o C18:1 n-11 na dieta Pel 5%. No que diz respeito aos trans

34



C18:1 n-9, C18:4 n-3, C20:3 n-6 e C20:5 n-3 (EPA), apresentaram menor quantidade
na dieta CTRL e os C18:1 n-9 e C22:5 n-3 na dieta Pel 1%. Por fim, na dieta Residuo
10% os &cidos gordos que apresentaram valores mais inferiores foram os C17:0, C18:0,
trans C18:1 n-9, C18:2 n-6, C18:3 n-6, C18:3 n-3 (ALA), C18:4 n-3, C20:2 n-6, C20:3 n-
6 e C20:4 n-6

Os AG C21.0, C16:1 n-7, trans C18:1 n-9, C18:1 n-9, C20:1 n-9, C20:1 n-11, C18:2 n-
6, C18:4 n-3, C20:5 n-3 (EPA), C22:5 n-3 e C22:6 n-3 (DHA) ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05). No entanto, no acido palmitico
(C16:0) foram observadas diferencas entre as dietas Residuo 10% e Pel 1% e Residuo
1%; no acido y-linolénico (C18:3 n-6) também se observaram diferencas entre Residuo
10% e Pel 1% e 5%. Relativamente ao acido a-linolénico (C18:3 n-3), a dieta Residuo
10% apresentou diferencas estatisticamente significativas (p> 0,05) com todas as
outras. Para o acido 11,14-eicosadiendico (C20:2 n-6), as diferencas apresentadas
foram entre as dietas Pel 5% e Residuo 10%, para o C20:3 n-6 entre CTRL e Residuo
10% e Pel 5% e 10% e, por ultimo, acido araquidénico (C20:4 n-6), as dietas Pel 5% e
10% apresentaram diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) com as restantes

outras.

Tabela 8: Acidos gordos presentes nas douradas alimentadas com diferentes dietas,
durante 44 dias (média + DP, n=6). Diferencas estatisticamente significativas

identificadas com letras diferentes (p < 0,05).

Parametros CTRL Pel 1% Pel 5% Pel 10% Residuo 1% Residuo 10%
C14:0 3,1+0,12 3,1+0,12 32+0,1° 3,2+0,12 3,0+£0,1° 3,1+0,02
C15:0 0,3+0,02 0,3+0,0° 0,3+0,0° 0,2+0,12 0,2+0,0° 0,3+0,02
C16:0 16,3+ 0,42 16,6+ 0,72 16,0+05% 16,0+0,6 % 16,7 £ 0,32 154+0,4°
C17:0 0,3+0,12 0,2+0,0° 0,4+0,0°" 0,2+0,02 0,2+0,12 0,2+0,02
C18:0 4,4+0,2% 4,4+0,23 43+0,12 43+0,1¢2 46+0,1° 3,9+0,1¢
C21:0 0,3+0,0 0,3+0,1 0,34 +0,1 0,3+0,1 0,3+0,0 0,4+0,1

C16:1 n-7 51+0,1 52+0,1 52+0,1 51+0,2 51+0,1 52+0,1
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trans C18:1
n-9
C18:1n-9
C18:1 n-7
C18:1n-11
C20:1 n-9
C20:1 n-11
C24:1n-9
C18:2 n-6
C18:3 n-6
C18:3n-3
(ALA)
C18:4 n-3
C20:2 n-6
C20:3 n-6
C20:4 n-6
C20:5n-3
(EPA)
C22:5n-3
C22:6 n-3
(DHA)

0,1+0,0

235+0,7
35+0,12
0,7+0,02
0,9+0,10
0,8+0,1
0,6+0,12
226+04
0,4+0,12
25+0,02

0,2+0,0
0,4+0,12
03+0,02
0,6+0,12

53+0,2

1,9+0,1
58+0,5

0,2+0,1

23,1+0,8
35+0,22
06+0,1¢2
0,8+0,1
08+0,1
0,6+0,12
23,0+0,7
04+0,1¢2
25+0,12

0,2+0,1
0,4+0,12
0,4+0,02
0,6+0,12

53+0,2

1,8+0,1
57+0,4

0,2+0,1

24,1+1,8
34+0,02
05+0,0°"
08+0,1
0,8+0,0
06+0,1¢2
23,3+0,9
0,5+0,1¢2
25+0,12

0,18 + 0,02
0,4+0,12
04+0,1°
08+0,1°
54+0,2

1,9+0,2
6,4+0,3

0,1+0,0

235122
3,7+0,12
0,6+0,12
0,8+0,0
0,8+0,0
0,6+0,12
23,3+0,7
0,4+0,12
25+0,12

0,2+0,1
0,4+0,02
0,4+0,0°"
0,7+0,1°

55+0,2

19+01
6,4+0,7

0,2+0,1

25,3+1,6
2,7+0,2°
05+0,1°
0,7+0,1
0,7+0,0
0,5+0,0°
23,7+ 0,7
0,5+0,12
25+0,12

0,2+0,0
0,4+0,02
0,4+0,02
0,6+0,12

54+0,1

1,9+0,1
55+0,1

0,1+0,0

354+0,3
na
0,7+0,02
0,9+0,0
0,8+0,1
0,5+0,12
16,7+ 0,3
0,3+0,0°
1,9+0,1°

0,2+0,0
0,3+0,0°
03+0,02
0,5+0,02

53%+0,1

1,9+0,0
57%0,2

Nota. CTRL — controlo de alimentacdo; Pel 1% - 1% p6 de algas; Pel 5% - 5% po de algas, Pel

10% - 10% po6 de algas; Residuo 1% - 1% alga residual; Residuo 10% - 10% alga residual.

Na tabela 9 estdo presentes os valores dos &cidos gordos saturados (SFA),

monoinsaturados (MUFA) e polinsaturados (PUFA), dos n-3, n-6 e a respetiva relacdo

entre estes (n-6/ n-3), do indice aterogénico (IA), do indice trombogénico (IT) e do indice

da razdo de acidos gordos hipocolesterolémicos/ acidos gordos hipercolesterolémicos

(h/H). Estes dois indices sdo usados regularmente para avaliar os efeitos de biomassa

algal em doencgas coronérias e o indice h/H mede os efeitos da composi¢éo de acidos

gordos no colesterol.

De todos os parametros, a excecdo dos 4cidos gordos monoinsaturados, 0s menores

valores foram registados para a dieta Residuo 10%. Relativamente aos mais elevados,

para os acidos gordos saturados e n-6/n-3, foram registados na dieta Residuo 1%, para

os acidos gordos monoinsaturados na dieta Residuo 10%, para os acidos gordos
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polinsaturados e n-3 nas dietas Pel 5% e 10% e para n-6 nas nas dietas Pel 5% e 10%
e Residuo 1%. Na relacéo entre n-6/ n-3, o valor superior foi registado na dieta Residuo
1% e o menor ha Residuo 10%. Os indices aterogénico e trombogénico apresentaram

valores semelhantes entre todas as dietas experimentais.

De todos os parametros, o indice trombogénico foi 0 Unico a ndo apresentar diferencas
estatisticamente significativas (p > 0,05). Em relacdo aos SFA, a dieta Residuo 10%
apresentou diferencas entre todas as outras, a excecao da Pel 10%. Nos acidos gordos
monoinsaturados, houve diferencas entre a dieta CTRL e a Pel 5% e Residuo 1% e 10%
e entre Residuo 10% e Pel 1%, 5% e 10% e Residuo 1%. Para os &cidos gordos
polinsaturados, n-6, n-6/ n-3 e o indice da razao de acidos gordos hipocolesterolémicos/
acidos gordos hipercolesterolémicos as diferencas estatisticamente significativas (p <
0,05) foram para as mesmas dietas, ou seja, entre a dieta Residuo 10% e as restantes.
Para o n-3 observaram-se diferencas entre Residuo 10% e Pel 5% e 10%. Por ultimo, o
indice aterogénico apresentou diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) entre
as dietas Residuo 10% e Pel 1% e Residuo 1%.

Tabela 9: Acidos gordos presentes nas douradas alimentadas com diferentes dietas,
durante 44 dias (média + DP, n=6). Diferencas estatisticamente significativas

identificadas com letras diferentes (p < 0,05).

Parametros  Controlo Pel 1% Pel 5% Pel 10% Residuo 1%
10%
SFA 24,7+ 0,52 248+ 0,82 245+ 0,62 24,2 +0,62 25,2 +0,32 23,3+0,4°
MUFA 35,3+0,62 34,8+ 0,6% 33,8+ 0,9° 34,1+0,8% 33,9+0,8° 43,3+0,3¢
PUFA 39,9+0,82 40,3+1,32 416 +0,92 41,7+1,32 40,9+1,02 33,4+0,6°
n-3 15,6 £ 0,72 15,6 £ 0,62 16,3+ 0,52 16,5+ 0,92 15,5+0,3% 15,1 +0,3°
n-6 24,3+0,42 24,7 £ 0,92 25,3+0,82 25,2+0,72 25,4 +0,82 18,3+ 0,4"
n-6/n-3 15+0,1° 16+0,12 1,5+0,12 1,5+0,12 16+0,0° 1,2+0,0°
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h/H 32+0,12 3,2+0,1¢2 33+0,1¢2 32+0,12 33+0,12 36+0,1°
Al 0,4+0,02 04+00¢2 0,4+0,02 0,4+0,0¢2° 04+0,02 0,4+00°"
Tl 0,3+0,0 0,3+0,0 0,3+0,0 0,3+0,0 0,3+0,0 0,3+0,0

Nota. SFA — acidos gordos saturados, MUFA — acidos gordos monoinsaturados, PUFA — &cidos
gordos polinsaturados, h/H - razdo de &cidos gordos hipocolesterolémicos/ acidos gordos
hipercolesterolémicos IA - indice aterogénico e IT - indice trombogénico. CTRL — controlo de
alimentacéo; Pel 1% - 1% po de algas; Pel 5% - 5% po6 de algas, Pel 10% - 10% po de algas;
Residuo 1% - 1% alga residual; Residuo 10% - 10% alga residual.

4. Discusséao

Muitas espécies de algas marinhas sdo normalmente utilizadas na forma néo
processada, principalmente na medicina, dietas humanas, ra¢des para animais e para
melhorias no solo agricola, como fertilizantes (MiSurcova et al., 2011; Hamed et al.,
2018; @verland et al., 2019; Ismail et al., 2020; Morais et al., 2020). Em geral, aceita-se
que as algas verdes e vermelhas possuem um maior valor nutricional do que as algas
castanhas, devido ao seu baixo teor de proteina e alto teor de minerais (Misurcova,
2011). No entanto, estas ultimas possuem um conteudo superior e mais diversificado de
moléculas bioativas com alto interesse comercial (Morais et al., 2020). Atualmente, sédo
diversos os estudos ja realizados sobre a utilizacdo de algas como suplementacdo na
alimentacdo animal, ou mesmo na substituicdo da farinha de peixe utilizada na
aguacultura (Guerreiro et al., 2019; Gomes, 2020; Passos et al., 2021; Pires et al., 2022).
O crescimento sustentavel da aquacultura depende, em grande parte, do uso de novas
fontes de nutrientes, de forma a substituir parcialmente a farinha de peixe, sem
comprometer o crescimento dos mesmos, a sua saude e o valor nutricional dos produtos
finais (Batista et al., 2020). Os Oleos vegetais sdo amplamente utilizados pelos
consumidores, nomeadamente na fritura, uma forma eficaz de cozedura, que consiste
na imersdo dos alimentos em gorduras ou 0leos alimentares (Aladedunye, 2014). Do
ponto de vista quimico, a fritura € um processo complexo, englobando inimeras
reacOes, tal como oxidacdo, hidrélise, polimerizacdo e isomerizacdo (Nayak et al.,
2016). Contudo, a vida util limitada dos 6leos alimentares, sob repetidos ciclos de fritura,
da origem a preocupacdes ambientais, uma vez que apenas uma pequena fracdo é

reciclada. Por outro lado, também a estabilidade oxidativa limitada destes € um dos
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principais problemas para a industria alimentar, porque leva a perda de valor nutricional,
diminuicdo da validade e desenvolvimento de sabores menos desejaveis (Sousa et al.,
2021), estando a resisténcia dos 6leos a oxidacdo associada a sua composicao de
acidos gordos, teor de antioxidantes e condi¢cdes de processamento, armazenamento e
manuseio (Sousa et al., 2021). Assim, o uso de antioxidantes que prolongam a validade
dos dleos trara efeitos positivos na salde e na economia (Aladedunye, 2014; Marquez-
Ruiz, 2014). No entanto, o uso de antioxidantes sintéticos, como 2,6-Di-tert-butyl-4-
methylphenol (BHT), 2,3-terc-butil-4-hidroxianisol (BHA) e Tert-butyl-hydroquinone
(TBHQ), apresenta efeitos limitados na fritura, devido a sua alta volatilidade e
instabilidade em temperaturas elevadas (Marquez-Ruiz, 2014). Por isso, a
suplementacdo dos 6leos com antioxidantes naturais, provenientes de algas marinhas

neste caso, tem sido cada vez mais popular.

O presente estudo mostra claramente que a biomassa de P. canaliculata, pode ser um
ingrediente valioso, utilizada de maneira a substituir certa parte das farinhas de peixe,
nas dietas de douradas, sem afetar o crescimento dos peixes. Neste estudo, as
douradas juvenis foram alimentadas durante 44 dias, com diferentes dietas
suplementadas com P. canaliculata liofilizada e com o residuo, resultante da sua
incorporacdo em 6leo de girassol. Apesar de em todas as dietas ter sido observado um
crescimento dos peixes, foi percetivel que com a dieta Residuo 1% foi obtido um maior
ganho de peso, o0 que pode ser explicado através da maior quantidade de hidratos de
carbono presentes nesta. Assim, estes resultados sugerem que as dietas
suplementadas com a alga ndo comprometem o aumento da taxa de crescimento.
Também de acordo com o estudo de Gomes (2020), a suplementacdo da dieta de S.
aurata com Gracilaria gracilis ndo apresentou efeitos negativos, pelo contrario, teve um
efeito benéficono crescimento das douradas, tal comoem Valenteetal. (2021)e
Passos et al. (2021). Para além disso, foi possivel verificar que a inclusdo de algas na
ragdo ndo afetou o desempenho de crescimento, utilizagdo de racdo e indices
somaticos, nem a palatibilidade, conforme verificado pelo VFI, o que significa que a
inclusdo de extratos nas dietas € bem aceite pelos peixes (Passos et al., 2021). Isto
também é demonstrado no estudo de Guerreiro et al. (2019), onde a racdo é

suplementada com as algas Chondrus crispus e Ulva lactuca.

Os estudos dos parametros hematolégicos ja remontam a 1943 (Field et al., 1943).
Estes sdo comumente utilizados como uma ferramenta valiosa para avaliar o estado de

saude, resposta fisiologica e alteracdes patoldgicas em peixes (Jain, 1993; Banaee et
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al., 2008; Sotoudeh & Jafari, 2017). Contudo, é dificil interpretar os parédmetros
sanguineos devido a variacBes causadas por fatores internos e externos, como o
género, tamanho, densidade de stock e efeitos ambientais (Fazio, 2019). Os parametros
hematoldgicos em peixes incluem contagem de leucécitos, eritrdcitos, determinagéo do
hematdcrito, concentracdo de hemoglobina, volume corpuscular médio (MCV),
hemoglobina corpuscular média (MCH) e concentracdo média de hemoglobina
corpuscular (MCHC). Segundo Fazio et al. (2015), os WBC, ou seja, as células de defesa
do organismo, sdo considerados um parametro importante para avaliar o estado de
saude dos peixes, sendo que a sua concentracdo no sangue tem implicacdes na
resposta imune e na capacidade do animal de combater a infecdo. Além disso, esta
concentracdo depende de varios fatores, como temperatura da agua, stress ambiental,
idade e sexo dos peixes. Neste estudo, os peixes dos tratamentos Pel 10% e Residuo
1% apresentaram os menores valores destas células, quando comparadas com as
outras dietas, sendo que ndo houve diferengas estatisticamente significativas (p > 0,05)
entre estas duas. Os niveis mais elevados de leucdcitos permitem que 0s peixes
consigam combater uma infecdo de forma mais eficaz que outros, sugerindo assim que,
para além do CTRL, a dieta Pel 5% proporcionara uma resposta imunolégica mais
eficiente. De acordo com Fazio et al. (2015), os parametros hematolégicos estao
intimamente ligados ao nivel metabolico, sendo que isto pode ser atribuido a maior
atividade metabdlica e alta demanda energética durante o crescimento. Assim, este
aumento da atividade metabdlica durante o desenvolvimento de S.aurata, pode justificar
o aumento do volume de eritrdcitos, levando a um consequente aumento do valor de
hematocrito (Fazio et al., 2015). Neste estudo, foi possivel confirmar esta afirmacao de
Fazio et al. (2015), pois a dieta Residuo 1% apresentou o valor mais elevado de volume
corpuscular médio (MVC), bem como o valor maior de hematécrito. A existéncia de uma
relag@o entre 0 aumento do tamanho dos peixes e o aumento dos valores de eritrocitos
(RBC), hematécrito e hemoglobina (Hb) (Jawad et al., 2004), justifica o valor superior do
Ht para a dieta Residuo 1%. Porém, neste estudo ndo houve nenhuma correlacao entre
o tamanho do peixe e RBC e Hb, visto que os valores mais elevados destes dois ultimos
parametros foram observados no CTRL. No estudo de Passos et al. (2021), foi verificado
isto mesmo, ou seja, que ha um padrao de influéncia hematoldgica, relacionada a

inclusédo de algas em po.
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A atividade da peroxidase, um dos biomarcadores plasméticos, é utilizada para avaliar
mecanismos de defesa imune inata e nao especifica, em peixes (Li et al., 2021). Esta é
uma enzima importante que atua como agente microbicida, ao eliminar o peroxido de
hidrogénio e manter o balan¢o redox das células e sistemas imunes (Guardiola et al.,
2018). De acordo com Alvarez-Pellitero (2008), a enzima é libertada dos granulos
citoplasmicos dos fagdécitos, participando na resposta oxidativa contra patdégenos. No
estudo de Valente et al. (2021), onde houve a suplementacéo da ragéo de D. labrax com
Gracilaria sp., este parametro nao foi afetado por esta inclusdo na dieta, tendo 0 mesmo
acontecido em Batista et al. (2020). Neste estudo, a atividade da peroxidase foi superior
ao CTRL, em todas as dietas, sendo que ndo houve diferencas estatisticamente
significativas (p > 0,05), o que pode ser explicado através do facto do provavel aumento
do numero de neutrdfilos, visto que noutros estudos realizados, 0s aumentos nos valores
da peroxidase foram associados ao aumento no numero de neutrdfilos (Costas et al.,
2011).

O stress oxidativo ocorre quando existe um desequilibrio entre os niveis de producéo de
espécies de oxigénio reativas (ROS) e de antioxidantes, sendo que as ROS deixam de
ser removidas adequadamente (Pascual et al., 2003). O comprometimento deste
equilibrio, tem sido relacionado a uma maior suscetibilidade a diferentes stresses
ambientais ou bibticos e ao desenvolvimento de diferentes tipos de patologia em
diferentes espécies (Blier, 2014). O aumento de ROS vai, consequentemente, provocar
a acumulacdo de peroxido de hidrogénio que, por sua vez, provoca a peroxidacao
lipidica (Londero et al., 2021), podendo danificar moléculas e o proprio sistema de
defesa antioxidante (Jia et al., 2016). As enzimas antioxidantes, como SOD e CAT, ou
moléculas ndo enzimaticas, tais como o acido ascorbico e a glutationa (Gerber et al.,
2020), sdo um mecanismo de defesa contra o desequilibrio do estado oxidativo e séo
amplamente utilizadas como indices imunes inespecificos em peixes (Passos et al.,
2021). No presente estudo, a atividade antioxidante apresentou diferentes respostas,
sendo que para CAT, houve uma maior atividade nas douradas alimentadas com a dieta
Pel 10%, quando comparada com CTRL. Este resultado indica-nos que esta dieta pode,
de facto, induzir uma protecao para as douradas contra ROS, através do aumento da
sua atividade enzimética (Magnoni et al., 2017). Relativamente a SOD, esta apresentou
melhores resultados quando a dieta foi suplementada com Residuo 1%, Pel 10% e Pel
5%, apOs a comparacdo com a dieta CTRL, sendo que estes resultados corroboram 0s
obtidos para a CAT, mais especificamente, tendo sido verificado que a suplementacdo

de P. canaliculata aumenta a atividade antioxidante.
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No estudo de Peixoto et al. (2019), também se verificou um aumento na atividade da

CAT, quando a dieta de Dicentrarchus labrax foi suplementada com 5% de Gracilaria
sp., apos a infegcdo com Photobacterium damselae subsp. piscicida. Contrariamente,
no estudo de Magnoni et al. (2017) e de Passos et al. (2021), a suplementacdo de
Gracilaria gracilis na dieta de S. aurata, inibiu a atividade destas duas enzimas, quando
0s peixes foram sujeitos a um fator stressante (hipoxia). O mesmo aconteceu no estudo
de Valente et al. (2021), com a mesma alga, mas para D. labrax. A peroxidacao lipidica
€ um efeito adverso provocado pelos radicais livres, sendo estas moléculas altamente
instaveis que clivam as ligacdes de carbono das moléculas lipidicas, extraem
hidrogénio e formam radicais peroxil e hidroperéxidos (Sharma et al., 2019; Passos et
al., 2021). Neste estudo, ndo foram verificadas diferencas para a LPO, entre os
tratamentos, sugerindo, assim, que as diferentes dietas ndo causaram desequilibrios
oxidativos (Pires et al., 2022), pelo contrario, induziram uma maior protecdo contra
possiveis futuros fatores stressantes. De acordo com Londero et al. (2021), a
peroxidacao lipidica é originada quando ocorre a formacédo de ROS, que por sua vez é
originada pela inibicdo de CAT e SOD. Esta afirmacao est4 de acordo com os resultados
obtidos neste estudo. A glutationa-s-transferase (GST), produzida no figado, esta
envolvida na desintoxicacdo dos produtos aldeidicos da peroxidacao lipidica, sendo que
0S converte em espécies ndo toxicas, por conjugagdo com a glutationa (Bagnyukova et
al., 2006). Neste parametro também néo foram verificadas diferencas, sendo que os
resultados das dietas néo diferiram muito dos do controlo, o que esta de acordo com 0s
resultados obtidos para o LPO, visto que se se tivessem obtido resultados superiores a
CTRL, significaria que estaria a ocorrer uma eliminagdo dos produtos toxicos,
provenientes da peroxidagéo lipidica. De acordo com Gerber et al. (2020), a glutationa
total (tGSH) permite verificar os danos, provenientes do stress oxidativo, efetuados ao
organismo. Como todos os valores para a tGSH, neste trabalho, foram menores ou
semelhantes ao controlo, pode-se admitir que a suplementacéo de P. canaliculata na

racdo de S. aurata ndo provoca danos aos organismos.

Os niveis de glucose no plasma podem ser utilizados como um indicador de stress (Laiz-
Carrion et al., 2005). Para além disso, € a principal fonte de energia do sistema nervoso
central (Jahan et al.,, 2019). No presente estudo, 0s niveis de glucose foram
semelhantes em todas as dietas, indicando-nos que as diferentes alimentagdes nao
provocaram stress aos individuos. Tal como em Vizcaino et al. (2016), foi verificada uma
relacdo inversa da concentracdo de glucose, ao aumentar o nivel de macroalgas na

dieta (Ulva e Gracilaria sp, 25%), podendo isto ser uma consequéncia indireta da
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reducdo dos hidratos de carbono digestiveis, & medida que o nivel de incorporacao de
algas foi aumentado. Também no estudo de Guerreiro et al. (2019) os valores de
glucose diminuiram com a suplementacdo de Chondrus crispus e Ulva lactuca. As dietas
Pel 1% e 5% apresentaram os menores valores, sendo que isto pode estar relacionado
com o facto desses peixes terem apresentado um maior crescimento, implicando um
maior gasto energético e a posterior utilizacdo das reservas de glucose. A diminui¢ao
deste monossacarideo pode também estar relacionada com o menor nivel de amido em
dietas que contém algas marinhas (Basto-Silva et al.,, 2021; Passos et al., 2021).
Relativamente ao colesterol, lipidos totais e triglicéridos, estes apresentaram diferencas
entre as diferentes dietas, sendo que, por isso, devem ser monitorizados, visto que s&o
marcadores importantes para a saude (Pires et al., 2022). Os valores superiores foram
apresentados nas dietas Residuo 1% e 10%, sugerindo que podem néao ser as melhores
para S. aurata. No entanto, estes resultados ndo estdo de acordo com o estudo de
Vizcaino et al. (2016), onde houve uma diminuicdo do teor de lipidos plasmaticos,
guando a dieta das douradas foi suplementada com Ulva e Gracilaria sp., em 25%. De
acordo com Martino et al. (2002), o aumento dos niveis de lipidos na dieta, geralmente,
esta associado a um aumento do depdsito destes nas visceras. Contudo, no presente
estudo, o VSI néo foi afetado pelo aumento dos niveis de lipidos na dieta, tal como
aconteceu em Du et al. (2005). Como mencionado anteriormente, no estudo de
Guerreiro et al. (2019), ndo so os valores de glucose diminuiram com a suplementacéo
de algas marinhas, mas também os do colesterol, sendo que o contrario aconteceu para
os triglicerideos. No trabalho de Basto-Silva et al. (2021), esta molécula apresentou
niveis mais baixos, em peixes alimentados com dietas com menor teor de proteina e
maior teor de hidratos de carbono, e niveis de colesterol e lipidos totais mais elevados
nas douradas alimentadas com farinha de peixe, do que com rac¢des suplementadas.
ALT e AST, enzimas especificas do figado, servem como medidas sensiveis de
hepatotoxicidade e alteracdes histopatoldgicas, respetivamente (Sheikhzadeh et al.,
2012). Visto que no presente estudo houve diferengas na atividade da aspartato
aminotransferase, entre as dietas Pel 10% e Residuo 10%, é proposto que esta Ultima
dosagem ja seja considerada toxica, causando o enfraquecimento ou dano da fungéo

hepatica normal neste grupo (Sheikhzadeh et al., 2012).

Segundo Rasyid et al. (2019), o teor de agua é um critério importante na determinacao
da validade de racdo de aquacultura, suplementada com algas marinhas, pois se tiver
um elevado teor, este pode acelerar o crescimento de microrganismos. NoO presente

estudo, foi verificado que as dietas com suplementacédo de P. canaliculata apresentaram
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todas um maior teor de agua, sendo que Pel 10% e Residuo 10% obtiveram os maiores
valores, o0 que esta de acordo com a quantidade superior de alga utilizada. O teor de
cinza é avaliado para obter uma quantificacdo de residuos inorganicos, ou minerais,
numa amostra (Freire, 2022), sendo que a elevada quantia de cinzas em algas
marinhas, é causada pela sua capacidade de absorver minerais do ambiente (Li et al.,
2018). Neste estudo, tal como para o teor de &gua, nas dietas suplementadas o
contetdo de cinzas foi superior ao controlo, devido ao elevado conteddo de minerais
presentes nas algas castanhas. No entanto, estes valores néo estdo de acordo com o
estudo de Praiboon et al. (2018), onde S. oligocystum obteve valores bastantes
superiores (21.9 £ 0.3). Estas diferencas podem ser influenciadas pelas condi¢cdes
ambientais, tal como localizacdo geografica, estacdo do ano, exposicdo as ondas,
temperatura, salinidade, nivel mineral e pH da agua do mar (MiScova et al. 2011).
Também no trabalho de Dantagnan et al. (2009), onde houve a adicdo da alga
Macrocystis pyrifera a dieta de O. mykiss, tendo-se verificado um aumento significativo
da quantidade total de minerais. A proteina, a partir de uma determinada idade, ou fase
de desenvolvimento, torna-se um parametro bastante fixo (Senso et al., 2007). Martinez
& Rico (2002), afirmaram que a acumulacdo de proteina est4 associada com o
desenvolvimento e maturacao de estruturas reprodutivas. Tal como para o teor de agua
e cinzas, todas as dietas que sofreram a suplementacdo, apresentaram valores
superiores a CTRL. O mesmo se verificou nos estudos de Guerreiro et al. (2019), com
C. crispus e Ulva lactuca, e de Dantagnan et al. (2009). De entre as importantes fungoes
biolégicas que os lipidos desempenham, destacam-se a reserva energética de elevado
valor calérico, o transporte de vitaminas lipossollveis, a formacdo de membranas
celulares e manutengcdo da sua integridade estrutural e funcional, sinalizacdo intra e
intercelular e isolamento térmico e elétrico (Alves, 2014). Os principais locais de
armazenamento de lipidos nos peixes sdo o figado, a gordura visceral e o muasculo,
sendo que destes apenas o musculo é realmente adequado para consumo humano
(Dantagnan et al., 2009). A composi¢do nutricional do musculo é um fator importante
para os consumidores, que preferem comprar e consumir peixes com menor teor de
lipidos e mais proteinas (Safavi et al., 2019). Neste estudo, apenas 0s peixes
alimentados com as dietas Residuo 1% e 10% apresentaram valores de lipidos maiores
gue o CTRL. Os peixes alimentados com a dieta Pel 5% apresentaram o maior teor de
proteina e o menor teor de lipidos, sendo isto, possivelmente, devido ao facto de os
lipidos terem sido a principal fonte de energia para o metabolismo (em vez dos
compostos proteicos), e a proteina ter sido utilizada para a producéo de tecido e para o
crescimento (Safavi et al., 2019). O mesmo foi verificado nos estudos de Valente et al.

(2006), para D. labrax com a alga G. arcuata, de Soler-Vila et al. (2009),
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para O. mykiss com a suplementacdo de Porphyra dioica, e de Xu et al. (2011),
para Siganus canaliculatus com G. lemaneiformis. Mohan et al. (2019) e Safavi et al.
(2019) sugeriram duas hipéteses para o facto de isto acontecer: a primeira é que a
suplementacéo das dietas melhorou as enzimas digestivas, incluindo a protease e
a lipase, e, como resultado, estas influenciaram a digestibilidade de proteinas e
gorduras; a segunda € que os polissacarideos sulfatados, devido as suas propriedades
antioxidantes, podem impedir a oxidacdo de moléculas biolégicas, em particular lipidos
e proteinas, e, assim, melhorar os processos de digestdo e absorcdo. Para além disso,
Guerreiro et al. (2019), sugeriu que a reducédo do teor de lipidos corporais, pode estar

relacionada com o menor peso corporal dos peixes, alimentados com essas dietas.

Os &cidos gordos séo a unidade estrutural das gorduras que formam e caracterizam os
triacilgliceréis (Assuncéo, 2007). Estes sdo compostos organicos simples, constituidos
por carbono (C), hidrogénio (H) e oxigénio (O), sendo que cada molécula tem, no
extremo da cadeia, um grupo carboxilico que Ihe confere caracter acido e, no extremo
oposto, apresenta um grupo metilo ndo funcional (Alves, 2014). S&o classificados de
acordo com o comprimento da cadeia de carbonos, niUmero, posicdo e configuracao das
duplas ligagcbes e a dimensdo da cadeia de atomos de carbono determina, em muitas
instancias, as propriedades quimicas, fisicas e metabdlicas do acido gordo (Alves, 2014;
Breda, 2003). Estes podem ser divididos em trés grupos: saturados (SFA),
monoinsaturados (MUFA) e polinsaturados (PUFA). A nivel estrutural, a grande
diferenca entre 4cidos gordos insaturados e saturados, € o facto de as moléculas destes
ultimos ndo possuirem nenhuma ligacao dupla, ao contrario das moléculas dos acidos
gordos monoinsaturados, que possuem uma, e dos polinsaturados, que possuem duas
ou mais ligagdes duplas (Alves, 2014; Assuncdo, 2007; Breda, 2003). De acordo com
Balboa et al. (2016), o grau de insaturacdo depende principalmente da temperatura da
agua, ou seja, as algas marinhas colhidas em regides frias ttm maiores teores de acidos
gordos polinsaturados e graus de insaturagdo, do que aquelas colhidas em aguas
tropicais. Os &acidos gordos sé@o nutrientes fundamentais a vida, sendo utilizados pelos
organismos como fonte energética (Assuncdo, 2007). Estdo envolvidos direta ou
indiretamente na regulacdo metabdlica e na modulacdo imunitaria, ao participar na
regulacdo homeoviscosa das membranas celulares (Spector & Yorek, 1985; Wabhle,
1983), ao servir de precursores na sintese de eicosandides (Mathias & Dupont, 1979),
ou como mensageiros quimicos intracelulares (Assuncgdo, 2007). O perfil de acidos
gordos no corpo dos peixes reflete o perfil destes na sua dieta (Turchini et al. 2009;
Matani Bour et al. 2018; Roohani et al. 2019; Safavi et al., 2019).
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Relativamente aos acidos gordos saturados, varios estudos (Kromhout et al., 1995; Hu
et al., 2000; Kromhout et al., 2001) demonstraram que a ingestdo de gorduras saturadas
esta associada com o aumento do risco de doencgas cardiovasculares. Em termos
fisiolégicos, os SFA podem ser divididos em acidos gordos de cadeia curta (< 4:0),
cadeiamédia (6:0+10:0) e de cadeialonga (=12:0) (Molkentin, 2000). O acido palmitico
(C16:0) é um dos SFA mais abundantes (Morais et al., 2020). No presente estudo, 0s
SFA detetados em maior percentagem foram o acido palmitico (C16:0), seguido do
acido estearico (C18:0), o que esta de acordo com a quantidade de AG presentes no
Oleo de girassol (Orsavova et al., 2015), visto que os valores superiores se encontram
na dieta Residuo 1%. Os mesmos valores foram registados no estudo de Freire (2022),
para S. scombrus, no de Praiboon et al. (2018), com S. oligocystum, no de Rasyid et al.
(2019), com G. gracilis, e no de Li et al. (2018), para S. fusiforme.

Para os PUFA, o &cido oleico (C18:1 n-9) € o mais abundante na Natureza (Assuncao,
2007; El Oudiani et al., 2019), representando cerca de 40% das gorduras alimentares,
sendo acompanhado nas gorduras vegetais, e sobretudo nas gorduras de animais
marinhos, de um homélogo do &cido palmitico, o &cido palmitoleico (C16:1 n-7)
(Assungdo, 2007). Segundo Molkentin (2000), o consumo elevado de &cido oleico
diminui o nivel do colesterol. No presente estudo, os MUFA detetados em maior
guantidade no musculo da dourada foram o C18:1 n-9, o &cido palmitoleico (C16:1 n-7)
e o0 acido vacénico (C18:1 n-7). O mesmo resultado foi relatado em Li et al. (2018), para
S. fusiforme, em Terasaki et al. (2009), Borquez et al. (2011), para O. mykiss, e Morais
et al. (2020). Estes acidos gordos monoinsaturados sdo também os mais abundantes no
6leo de girassol (Orsavova et al., 2015), que esta presente no residuo da P. canaliculata

usado nas ragoes.

Os acidos gordos polinsaturados desempenham papéis essenciais na resposta a
infecdo, sdo essenciais no crescimento e desenvolvimento do nosso organismo e na
producdo de metabolitos essenciais, que contribuem de modo decisivo para a
modelacdo da resposta cardiovascular (Alves, 2014). Para além disso, 0 organismo
humano n&do consegue sintetiza-los, ou ndo os sintetiza em quantidade suficiente, por
isso tém de ser fornecidos pelo regime alimentar (Assun¢éo, 2007). Neste grupo, 0s
PUFA mais importantes sé@o o acido linoleico (C18:2 n-6), acido a-linolénico (C18:3 n-3
(ALA)) e o &cido araquidonico (C20:4 n-6). O C18:2 n-6 é abundante em Oleos de
sementes, como de milho, girassol e soja, e noutros vegetais (Breda, 2003), sendo que

tem funcdes importantes na sintese de prostaglandinas (Assuncédo, 2007). O ALA,
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presente em grandes quantidades nos peixes gordos, é muito importante na formacéo
de estruturas celulares do sistema nervoso e na protecdo cardiovascular (Assuncao,
2007; Breda, 2003). O acido araquidénico também desempenha um papel importante
em sistemas bioldgicos, como nha resposta imune e funcéo cerebral (Li et al., 2018). O
acido eicosapentaendico (EPA) e o acido docosa-hexaendico (DHA) sédo os precursores
de varios metabdlitos, potentes mediadores lipidicos, considerados como benéficos na
prevencdo ou tratamento de diversas doencas (Swanson et al., 2012). Além de mais,
sdo também essenciais para o desenvolvimento fetal adequado e envelhecimento
saudavel (Dunstan et al., 2007). Segundo @verland et al. (2019), a proporgédo de EPA
pode ser bem superior a 50% dos acidos gordos totais, enquanto a de DHA é menor e
s6 é observada em algumas espécies. Neste estudo, os PUFAs detetados em maior
quantidade no musculo da dourada, foram o C18:2 n-6, DHA, EPA, ALA, C22:5 n-3 e
C20:4 n-6. De acordo com Dawczynski et al. (2007), as algas castanhas Undaria
pinnatifida, Laminaria sp. e Hizikia fusiforme contém, predominantemente, EPA e C20:4
n-6, tendo sido obtidos resultados semelhantes para P.canaliculata (Tabela 8). Para
além disso, Terasaki et al. (2009) e Li et al., (2018) referem que os principais PUFAs,
encontrados na alga S. fusiforme, foram os C20:4 n-6, EPA e ALA. No entanto, nos
estudos de Gomes et al. (1993), de Francesco et al. (2004) e Morris et al. (2005),
verificou-se que uma alta inclusdo de proteina vegetal em dietas para salmonideos,
resultou no aumento de C18:2 n-6 e na diminuicdo dos teores de ALA, EPA e DHA, o
gue pode causar alteragbes no valor nutritivo dos peixes e influenciar a fisiologia dos

destes (Borquez et al., 2011).

Os n-3 PUFA sao conhecidos por serem os acidos gordos mais importantes nas
espécies de peixes marinhos (Seong et al., 2020). De acordo com Moussa et al. (2014),
os principais efeitos dos acidos gordos n-3 na saude humana podem ser divididos em
trés categorias principais: a sua essencialidade em 6rgaos especificos, o seu papel
significativo na reducdo de lipidos no sangue e, por ultimo, a sua funcdo como
precursores na mediag&o de respostas bioquimicas e fisioldgicas, nomeadamente como
anti-inflamatérios (Lee et al., 2018). Neste trabalho, as dietas que conduziram a maiores
teores de 6mega-3 no musculo da dourada, foram a Pel 5% e a Pel 10%, enquanto 0os
peixes alimentados com a dieta Residuo 10% foram o0s que apresentaram 0s menores
teores. No estudo de Safavi et al. (2019), todas as dietas suplementadas com U.
intestinalis e G. persica, para O. mykiss, resultaram num valor de ¥n3 superiores ao
controlo, o que significa que, provavelmente, n-3 foi bem digerido e utilizado pelas trutas.

Neste estudo, aconteceu o mesmo com P.
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canaliculata, podendo isto significar que a acumulagdo de EPA e DHA no musculo da
dourada, esta associado a propriedades antioxidantes de polissacarideos derivados
de algas marinhas (Wang et al. 2016) que podem proteger os acidos gordos n-3 da
oxidacdo. Contrariamente, no estudo de Guerreiro et al. (2019), os valores de Zn3
diminuiram com a suplementagdo de C. crispus, na dieta de douradas. Os PUFA n-
6, contrariamente aos n-3, exercem efeitos pré-inflamatérios (Lee et al.,, 2018) e
estdo presentes na maioria das sementes, nomeadamente da semente de girassol,
Oleos vegetais e carne (Covington, 2004). Tal como para n-3, 0os maiores valores foram
registados no musculo dos peixes alimentados com as dietas Pel 5% e 10%. Conforme
relatado por Simopoulos (2002), recomenda-se que a proporcdo de n-6/ n-3 seja de 1:1
a 2:1. No presente estudo, esta relacdo variou de 1,22 a 1,64, indicando-nos assim que
a alga utilizada na suplementacgéo das racoes, € uma fonte alimentar saudavel de acidos
gordos (Li et al., 2018). Como ja referido anteriormente, IA e Tl sdo indices nutricionais,
propostos por Ulbricht & Southgate (1991), utilizados regularmente para avaliar os
efeitos de biomassa algal em doengas coronarias, sendo que o indice de
aterogenecidade relaciona os diferentes efeitos dos AG na satde humana e o indice de
trombogenicidade considera o efeito trombogénico, resultante da relagdo entre os
diferentes efeitos na satde humana dos varios AG. Conforme Assunc¢ao (2007), ndo h&a
valores recomendados para estes indices e, por isso, considera-se que valores mais
baixos exprimem uma relacdo de &cidos gordos mais favoravel em termos de saude.
Visto que, no presente estudo, todas as dietas conduziram a valores inferiores a 1 e
semelhantes ao CTRL, pode-se afirmar que a alga P. canaliculata, € uma escolha
saudavel para a suplementacdo da dieta de S. aurata. Em relacéo a razédo de &cidos
gordos hipocolesterolémicos/ acidos gordos hipercolesterolémicos (h/H), este parametro
mede os efeitos da composicao de acidos gordos no colesterol. No estudo de Carvalho
et al. (2020), onde houve a suplementagéo da dieta de alevins de dourada com um 6leo
a base de microalgas, os valores de h/H variaram entre 7.8 £ 0.4 e 8.9 = 2.0.
Comparativamente ao presente estudo, pode-se verificar que a adigdo de P. canaliculata
a dieta de S. aurata produz resultados bem mais saudaveis, variando de 3,2 + 0,1 a 3,6
+0,1.
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5. Concluséo e perspetivas futuras

Este estudo oferece uma ampla abordagem sobre os efeitos da utilizacdo da macroalga
castanha P. canaliculata como suplemento alimentar, no crescimento, desempenho
metabdlico e hematolégico e na saude, da dourada (Sparus aurata), uma espécie de
peixe com elevado valor comercial. Ao utilizar diferentes percentagens de alga e
diferentes maneiras de incorporagéo na ragéo, foi possivel entender melhor os seus
beneficios e mecanismos de acdo no metabolismo dos peixes, podendo também
perceber os possiveis efeitos negativos que esta suplementacdo traria ao seu
organismo. Nao foram observados efeitos prejudiciais da inclusdo, nas dietas de juvenis
de dourada, da alga liofilizada ou do seu residuo obtido apds a suplementagéo de 6leo
de girassol. Os parametros de stress oxidativo indicam que as dietas ndo causaram
desequilibrios oxidativos, parecendo induzir maior protecao contra fatores de stress, em
particular as dietas Pel 5% e 10%. Para além disso, o perfil nutricional do musculo é um
fator importante para os consumidores, que preferem comprar e consumir peixes com
menor teor de lipidos e mais proteinas. No presente estudo, verificou-se que 0s peixes
alimentados com as dietas Pel 5% e Pel 10% apresentaram maior teor de proteina e
menor teor de lipidos, significativamente diferentes (p < 0,05) dos valores registados
com a dieta controlo, mostrando que estas formula¢ées sdo as que mais se adequam a
suplementacédo de racdo de douradas. Assim, é possivel utilizar a alga P. canaliculata e
0 seu residuo obtido apo6s suplementacédo de 6leos alimentares, como complemento de

ragOes para douradas.

Como perspetivas futuras, de forma a avaliar mais especificamente os efeitos na salde
dos peixes, causados pela incluséo de algas nas racdes, deverdo ser efetuados estudos
a nivel histologico, de maneira a perceber se esta suplementacdo prejudica a estrutura
e microbiota intestinal da dourada, visto que é um peixe maioritariamente carnivoro.
Também devera ser aumentado o periodo de estudo, para que seja possivel entender
os efeitos a longo prazo, e incluir um patégeno (por exemplo Photobacterium damselae
subsp. piscicida), para avaliar se a resposta imune e as enzimas antioxidantes

apresentam maior atividade.
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