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Resumo

Sabe-se que as algas, no seu geral, sdo consumidas pelos seres humanos h& milhares
de anos. A procura deste alimento funcional, rico em compostos bioativos, continua a ser
claramente superior nos paises asiaticos (sendo parte da cultura culinéria asiatica), no entanto
nos paises ocidentais ja se nota um crescimento na sua popularidade. A aquacultura de
macroalgas podera ser a solucdo para aumentar disponibilidade de biomassa algal e reduzir
0 seu custo drasticamente. A macroalga vermelha Chondrus crispus (conhecida comummente
por Musgo Irlandés) € ja reconhecida ha séculos pelo seu uso alimentar e pelo seu teor em
compostos de interesse para 0 Ser Humano. Com a visivel diminuicdo deste recurso na nossa
costa (homeadamente devido a colheita excessiva para exploragdo e venda) e o seu elevado
interesse biotecnolégico, devido a compostos tais como as carragenanas, este estudo foca-
se no desenvolvimento de técnicas de aquacultura desta espécie, de forma a mitigar os efeitos
da sua colheita e verificar o teor em carragenanas. Foram comparadas quatro metodologias:
Free Floating, Tentativa de fixagdo a Rocha, Gaiolas (cages) e linhas fixas semelhantes a
Long Line. Visivelmente, o melhor método em termos de crescimento foi o Bercgario 0, de
tipologia Free Floating, em que ao 24° dia de cultivo obtivemos uma taxa especifica de
crescimento (SGR) de 2,08%/dia + 0,47. O pior método em termos de crescimento foi o
Bercario 2 (com tentativa falhada de fixacdo da alga a rocha), onde a SGR a 28 dias foi de
0,33%/dia + 0,69. J& na extracao de carragenanas da macroalga, toda a biomassa derivada
dos métodos de aquacultura testados (Bercario 1- Free Floating; Bercario 2- Tentativa de
fixacdo a rocha; e cages) demonstrou um menor teor de carragenanas quando comparada
com a biomassa selvagem obtida por colheita (50,95%/dia £ 4,10). No entanto, o método Free
Floating do Bercgario 1 apresentou um teor de carragenanas aceitavel de 31,43% + 7,00. ApOs
andlise de valores de SGR semanais e reducao de nutrientes na agua dos bercarios, foi visivel
uma correlacdo positiva. Devemos entdo investir na aquacultura desta espécie de forma a

impedir a redugdo da mesma nas nossas costas de forma irreversivel.

Palavras-Chave: Macroalga; Aquacultura; Chondrus crispus; Ecossustentabilidade;

Carragenanas.



Abstract

It is known that algae in general have been consumed by humans for thousands of
years. The demand for this functional food rich in bioactive compounds is still clearly higher in
Asian countries (being embedded in Asian culinary culture), but its popularity is growing in
Western countries. The aquaculture of macroalgae may be the key to increase the availability
of algal biomass and reduce its cost drastically. The red macroalgae Chondrus crispus
(commonly known as Irish Moss) has been recognized for centuries for its use as food and for
its content of compounds of interest to humans. With the visible decline of this resource on our
coast (notably due to over-harvesting for exploitation and sale) and its deepened interest due
to compounds such as carrageenan, this study focuses on aquaculture of the species in order
to mitigate the effects of its harvest and verify its carrageenan content. Four methods were
compared: Free Floating, Attempted Rock Fixation, Cages and Long Line. The best method in
terms of growth was Nursery 0, Free Floating, where at day 24 we obtained a Specific Growth
Rate (SGR) of 2.08%/day * 0.47. The worst method in terms of growth was Nursery 2 (with
failed attempt to attach the alga to the rock), where the SGR at 28 days was 0.33%/day + 0.69.
As for the extraction of carrageenan from the macroalgae, all biomass derived from the
aguaculture methods tested (Nursery 1- Free Floating; Nursery 2- Attempted Attachment to
Rock; and Cages) showed a lower carrageenan content when compared to the wild biomass
obtained by harvesting (50.95%/day + 4.10). However, the Free Floating method in Nursery 1
showed an acceptable Carrageenan content of 31.43% * 7.00. After analysing weekly SGR
values and nutrient reduction in the nursery water, a positive correlation was apparent.
Therefore, we must invest in the aquaculture of this species in order to prevent its irreversible

reduction on our shores.

Keywords: Macroalgae; Aquaculture; Chondrus crispus; Ecosustainability;

Carrageenans.
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1. Introducéao

1.1. Lusalgae
A Lusalgae (Figura 1.1.) é uma empresa estabelecida na Figueira da Foz cuja
principal atividade € a aquacultura de macroalgas e comercializacdo das mesmas para

varios setores.

Iusalgae

Figura 1.1. Logotipo da empresa Lusalgae.

A empresa efetua exploracdo duma antiga aquacultura de robalo e dourada situada
na llha da Morraceira. Foi fundada em 2016 por Tiago Morais e Jodao Cotas com o auxilio
da Incubadora do Mar & Industria da Figueira da Foz e do MARE (maioritariamente do
Laboratério de Algas Marinhas). Apds diversos estudos e publicagbes no ambito de
biotecnologia e aquacultura de macroalgas, a empresa adquiriu instalagfes na Ilha da
Morraceira, em 2021. Estas instalagfes sdo compostas por um adeiro (Adeiro 2) de 18
tanques de aquacultura, um tanque central (C) e um laboratério (Figura 1.2.). Associado
as suas instalacdes, a Lusalgae tem acesso direto ao canal de entrada acessorio, o Adeiro

1 — denominado Tordos (T).

Laboratdrio

10
11 2
12
13 0 € £
14

15

16
17 8

18 9
O19°
Figura 1.2. Representacdo da disposicdo de tanques nas instalac6es da Lusalgae, na ilha da
Morraceira.



O meu estagio foi realizado, na sua maioria, nesta empresa, em tarefas associadas
a producéo de macroalgas. Entre as tarefas realizadas, destaca-se a montagem de gaiolas
semirrigidas, a recolha e translocacdo de biomassa nos tanques de aquacultura, a recolha
de biomassa de praias da Figueira da Foz e a montagem dos sistemas de linhas. Outras
tarefas efetuadas no ambito do mesmo foram relacionadas com a reabilitacdo dos espacos
da empresa, tal como a recolha de lixo dos tanques e terreno, arrumacao dos antigos
espacos para renovacao e montagem de material de laboratério, para além de todas as

tarefas associadas aos ensaios realizados e cujos resultados sdo aqui apresentados.

1.2.  Algas marinhas: Macroalgas e Microalgas

As algas marinhas fazem parte da dieta humana no hemisfério ocidental h&
bastante tempo. Foram até descobertas algas parcialmente consumidas no sul do Chile,
cuja idade foi estimada em cerca de 14.000 anos (Dillehay et al., 2008). Apesar disto, uma
grande parte da populagdo mundial ainda ndo tem conhecimento dos beneficios
associados ao consumo das algas marinhas e existe uma variedade de mal-entendidos
sobre as mesmas. As algas marinhas sdo uma das fontes alimentares mais completa em
nutrientes do planeta, servindo tanto de alimento como de habitat a uma grande variedade

de formas de vida marinha (Nehal, 2014).

Estdo divididas em dois grandes grupos, sendo eles as Microalgas e as

Macroalgas:

As Microalgas sdo um grupo diverso de microrganismos que pode ser encontrado
na agua, no ar (Sahu & Tangutur, 2015), no solo (Subashchandrabose et al., 2011), em
micro-habitats em cascas de arvores (Wicker & Bhatnagar, 2020) e, nalguns casos, até em
animais (Pauli et al., 2014). As microalgas séo classificadas como microrganismos
eucarioticos contendo clorofila a, e podem ser observadas tanto em pequenas colbnias,

como em células individuais (Phwan et al., 2018).

Ja as Macroalgas sédo organismos multicelulares, macroscoépicos, eucariéticos e
autotroficos. Apresentam-se como organismos simples divididos em trés grandes grupos
taxonémicos através das suas caracteristicas, tal como a composicao quimica da sua
parede celular. Porém, a caracteristica mais utilizada na agregacdo de grupos e
classificacdo dos mesmos é a presenca de pigmentos especificos que identificam

claramente as macroalgas (Pereira, 2021). A presenca de diferentes fitopigmentos é



diretamente relacionada com os diferentes habitats das espécies, visto que nem todas as
macroalgas precisam da mesma intensidade de luz para realizar fotossintese (Lordan et
al., 2011). Indo ao encontro desta classificacdo, podemos observar uma divisdo tricolor em
macroalgas castanhas (Ochrophyta - Phaeophyceae), macroalgas vermelhas

(Rhodophyta) e macroalgas verdes (Chlorophyta) (Pereira, 2021).

1.3. O interesse na aquacultura de algas

As macroalgas marinhas sdo consideradas como o alimento de origem vegetal do
futuro, tendo merecido até o estatuto de “superalimento” — um termo do mercado alimentar
em reconhecimento dos seus beneficios na saude resultado de um perfil nutricional

superior e da abundéncia em compostos bioativos (Circunciséo et al., 2018).

Apesar de existir ja todo um mercado e consequente exploragdo por parte da
industria alimentar asidtica, o0 mesmo néo se verifica nos paises ocidentais. Aqui as
macroalgas séo exploradas fundamentalmente como fonte de polissacarideos funcionais
(carragenanas, agar e alginatos) utilizados como aditivos bioldgicos para conferir textura e
estabilizar os alimentos, por exemplo (Harnedy & Fitzgerald, 2011; Roohinejad et al., 2017).

A aquacultura de macroalgas € um método eficiente de obteng&o de biomassa algal
necessaria para uma grande variedade de produtos, de forma sustentavel. Estes produtos
podem enquadrar-se em varias inddstrias tais como a alimentar (Holdt & Kraan, 2011),
cosmética (Alvarez-Vifias et al., 2022), farmacéutica (Torres et al., 2021), biocombustiveis

(Fasahati et al., 2015) e biopolimeros para uso em painéis solares (Bella et al., 2015).

1.4. Rhodophyta

O Filo Rhodophyta (macroalgas vermelhas) tem potencial para, futuramente, ser
um dos principais cultivos para obtencdo de compostos naturais, como ficocoloides,
polimeros algais como substitutos da gelatina de natureza animal e até pigmentos naturais

para a industria téxtil (Cotas et al., 2020; Yoon et al., 2017).

Os polissacarideos existentes no grupo Rhodophyta, agar e carragenanas, sao

dos biocompostos algais mais estudados e comercialmente aplicados, e cujos métodos de



extracdo e purificacdo estdo mais avancados em termos de custo/eficacia e viabilidade
econdmica, devido a uma elevada pressdo comercial. O agar e as carragenanas sao
aplicados, por exemplo, nas industrias alimentar e farmacéutica como ingredientes
multifuncionais, tais como estabilizantes, emulsionantes e homogeneizadores, tendo estas
aplicacBes promovido o crescimento da aquacultura de algas marinhas (Genicot et al.,
2018; Mostafavi & Zaeim, 2020).

1.5. Chondrus crispus

Dentro deste filo de algas marinhas podemos observar a espécie Chondrus
crispus, também conhecida como “Musgo Irlandés”. Esta macroalga vermelha cresce
abundantemente nas costas rochosas do norte e centro do Oceano Atlantico (Sangha et
al., 2013). E ja muito usada para extragéo de carragenanas para uso alimentar (Collén et
al., 2014) e exploracdo de propriedades bioativas (Holdt & Kraan, 2011). C. crispus
também se destaca como uma das algas marinhas com maior concentragdo de fibras

soluveis (15-22%) (Abreu et al., 2014).

Apesar da grande maioria da biomassa de C. crispus ser obtida por recolha, no
seu habitat natural, ja existe um esforco de producdo no sudoeste asiatico (ainda que
insuficiente para satisfazer o mercado ocidental) desta macroalga vermelha em sistemas
de aquacultura, com objetivo de insercdo em mercados de elevado valor, nomeadamente

0 mercado alimentar com consumo direto da alga (Pereira, 2011).

1.6.  Contexto histdrico: O porqué da aquacultura de C. crispus fora da Asia

Os componentes mucilaginosos do musgo irlandés e a sua comercializacdo tém
uma histéria longa e amplamente documentada (Collén et al., 2014; Genicot et al., 2018;
Humm, 1951; Lewis et al., 1986; McHugh, 1987; Nussinovitch, 1997; Stortz, 2005; Witt,
1985).



1.6.1. Anos 1800-1900

A utilidade do musgo irlandés estava bem estabelecida na Europa no inicio do
século XIX. Dawson Turner, um banqueiro britdnico que se tornou botéanico, registou
observacdes sobre certas algas marinhas vermelhas e a sua composicao, salientando que
“Fucus crispus” seria uma planta extremamente mutavel quanto ao seu estado fisico, sendo
que apos cozida fixava-se numa gelatina forte, e voltando a ser exposta ao calor retornava
ao estado liquido. Turner também afirmou que a alga ja era consumida tanto pelo Homem

escocés como pelo irlandés (Turner, 1819).

s

O F. crispus de Turner é atualmente reconhecido como o Chondrus crispus
Stackhouse, ou musgo irlandés. Esta alga vermelha, no entanto, ndo é um musgo, nem
tem como zona exclusiva a Irlanda. E usada héa séculos por irlandeses e outros europeus

sob uma ampla variedade de nomes populares (Mitchell & Guiry, 1983).

A possibilidade de aprofundamento na utilizagdo comercial adicional de musgo

irlandés foi reconhecida ainda em meados do século XIX (Stanford, 1861).

Determinados aspetos da histéria de C. crispus e das suas utilizagbes foram
analisados (Taylor & Chen, 1994) e a espécie tornou-se um organismo modelo para a

investigacdo molecular e genética em algas vermelhas (Genicot et al., 2018).

O interesse pelo musgo irlandés na América do Norte parece ter crescido com as
vérias vagas de imigrantes irlandeses para a area de Boston nos séculos XVIII e inicio do
XIX. A necessidade desta alga justificava um custo consideravel através de importacdes
da Irlanda (Humm, 1951; Smith, 1905).

Em 1835 j4 se reconhecia um crescimento abundante da alga na costa de
Massachusetts e a sua primeira producéo americana iniciou-se, nessa mesma costa, entre
1845 e 1848. Um extrato de agua quente da alga marinha era tipicamente utilizado como
gelatina vegetal em preparacdes alimentares como o manjar branco, e pelos seus

beneficios medicinais e sanitarios percetiveis (William, 1864).

Embora a gelatina de origem animal fosse conhecida desde o final da Idade Média,
era utilizada principalmente por aristocratas para ocasifes especiais, uma vez que a sua
producdo era lenta e trabalhosa. A introducdo da gelatina granulada pela Knox em 1894
afetou drasticamente o prec¢o recebido pelo musgo irlandés seco, e a colheita comercial

das algas marinhas tornou-se relativamente pouco econémica nas primeiras décadas do



século XX. As fontes baratas de mucilagens hidrocoldides de algas marinhas foram

prontamente obtidas na Asia nessa altura (Craigie et al., 2019).

1.6.2. Anos 1901-1950

A reduzida procura de musgo irlandés persistiu até a Segunda Guerra Mundial,
quando o agar japonés se tornou indisponivel em 1941. Devido a importancia critica dos
ficocolbides na bacteriologia, e como aditivos alimentares, foram urgentemente procuradas
fontes alternativas tanto na Europa como na América do Norte. O governo britanico iniciou
um grande estudo sobre algas marinhas que poderiam produzir quantidades comerciais de
uma mucilagem com as propriedades fisicas e quimicas necessérias (Marshall & Newton,
1949).

O extrato (carragenanas) de Musgo irlandés (C. crispus) junto com o falso musgo
irlandés, Mastocarpus stellatus (Stackhouse), anteriormente conhecido como Gigartina
stellata ou G. mammilosa, foi considerado um substituto satisfatério do agar, e,
consequentemente, foi comercializado como "agar britanico” (Bixler & Porse, 2011; Chopin,
1986; Collén et al., 2014; Ffrench, 1971; Genicot et al., 2018; Humm, 1951; MacFarlane,
1966; Pringle, 1989; Stoloff, 1949).

Ainda devido a Segunda Guerra Mundial a investigacdo sobre algas marinhas
sofreu desenvolvimentos significativos no Canadéd, na Escécia e na Noruega (Indergaard,
2017).

O Japao tinha entrado em guerra, impedindo os fornecimentos de ficocolbides

provenientes da Asia para usos alimentares e biotecnoldgicos (Craigie et al., 2019).

Apesar de o musgo irlandés ser branqueado e seco para exportacdo, a partir de
meados da década de 1920 na Nova EscoOcia, as exportacdes significativas de musgo
irlandés do Canada comecaram em 1940 e cresceram rapidamente, aumentando a oferta
limitada disponivel da Nova Inglaterra (Chopin, 2014; Humm, 1951; MacFarlane, 1966;
Pringle, 1989; Snaith et al., 1969; Stoloff, 1949; Tseng, 1947)



1.6.3. 1951-1980

Ao longo da década de 1960 e inicio da década de 1970, a colheita de musgo
irrandés aumentou drasticamente para satisfazer a crescente procura industrial de

carragenanas (Chopin, 2014).

Estava a tornar-se evidente que a colheita de musgo irlandés seria insustentavel a
longo prazo se a procura de carragenanas continuasse a aumentar. Do mesmo modo, a
oferta global de carragendfitas foi considerada insuficiente para apoiar a industria em
expansao (Doty, 1972). A procura global de carragenanas e a oferta limitada de
carragendfitas também tinham interessado o Professor Dr. Maxwell S. Doty da
Universidade do Hawaii (Doty, 1986). “Poderia a populagdo em declinio de algas (para
extraccdo hidrocol6ide de carragenanas) ser aumentada pela agricultura marinha ou

agronomia marinha?”

A partir deste momento existiu um maior interesse na aquacultura de C. crispus e
outras carragendfitas. No entanto, a informacao sobre o cultivo de C. crispus Stackhouse
€ relativamente escassa, uma vez que o0s principais detalhes foram mantidos como
propriedade das empresas que desenvolvem os seus métodos de crescimento (Pereira et
al., 2013).

1.7. Objetivo

O foco deste estudo é a producdo sustentavel de C. crispus por meio de
aquacultura da mesma. Nesse seguimento foram testados e comparados varios métodos.
Estes métodos foram descritos de forma a existir possibilidade de serem replicados. Outro
objetivo foi a quantificacdo de carragenanas nos individuos crescidos por diferentes
métodos, quando comparados entre si e comparados com individuos selvagens. O estudo
de nutrientes na agua de aquacultura e seus efeitos no crescimento da macroalga foi

também um foco.



2. Metodologia

2.1. Bercario 0 (NO) — Teste de método Free Floating (Laboratorio)

Este bercario foi realizado a fim de testar o crescimento de C. crispus através do
método de crescimento Free Floating em baldo. Para tal, a biomassa da espécie foi
recolhida a 6 de dezembro de 2021, na Praia da Tamargueira, Figueira da Foz, Portugal
(Figura 2.1.). Os espécimes foram escolhidos pelo seu tamanho pequeno e aparéncia
saudavel (Figura 2.2.).
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Figura 2.1. Localizacdo da Praia da Tamargueira (Figueira da Foz) - Zona de colheita de Biomassa

Para cada baldo inicial, foram pesadas cerca de 4 g de biomassa (peso fresco), a
fim de se obter uma propor¢cédo aproximada de 2 g para cada litro de agua salobra. A 4gua
utilizada no bercario foi recolhida do tanque 1 (devido a sua cristalinidade) e filtrada com o

auxilio de meia de vidro e filtro de café.



Os baldes, contendo 2L de &gua salobra e 4 g de biomasssa cada um, foram
colocados de modo a obter uma luminosidade entre 4000 e 4500 lux, com arejamento fraco
(Figura 2.3.). Ambos os sistemas de luz e arejamento foram ligados a uma ficha de
cronometragem de modo a estarem ligados das 18 h de um dia, até as 10 h do dia seguinte
(16 h de luz:8 h de escuridao). Todos os bercarios laboratoriais foram efetuados de acordo
com o estudo de Souza Araujo et al., 2020, com a espécie Calliblepharis jubata, outra alga

comestivel vermelha produtora de carragenanas.

Figura 2.3. Berc¢éario 0 em laboratério, um método Free Floating.

Foram feitas, semanalmente, trocas de agua parciais (30% da agua sendo
substituida com agua salobra do tanque 1 filtrada) e pesagens (as quartas-feiras) a fim de

registar os dados de variacdo da biomassa.

Uma vez que se tratava apenas de um bercario de ensaio, ndo foram efetuadas
medicdes dos parametros da agua, e, por conseguinte, 0os Unicos resultados obtidos

estavam relacionados com o peso da biomassa.



2.2. Bercério 1 (N1) — Free Floating (Laboratorio)

Para o Bercario 1, foram recolhidas algas na Praia da Tamargueira, Figueira da
Foz, Portugal, a 19 de janeiro de 2022. Os individuos foram separados por tamanho e
distribuidos de forma que os baldes A, B e C apresentem os individuos mais pequenos

(juvenis) e os balbes D, E e F os individuos maiores (adultos).

Figura 2.4. Berc¢éario 1 em laboratério, um método Free Floating.

Foram colocados aproximadamente 4 g de biomassa em cada baldo, de modo a
obter uma proporcéo de cerca de 2 g de biomassa por litro de agua salobra (Figura 2.4.).
Assim, cada baldo continha 2 L de agua salobra. A partir deste bercério, toda a agua
utilizada nos restantes métodos em laboratério foi recolhida do tanque tordos e filtrada
apenas com meia de vidro. Esta escolha foi feita com base no aspeto limpo da 4gua e na
seguranga nos seus parametros fisico-quimicos (nomeadamente pH, TDS e PSU). Os
bales foram colocados de modo a obter uma luminosidade entre 4000 e 4500 lux, com
arejamento fraco. Ambos os sistemas de luz e arejamento foram ligados a uma ficha de
cronometragem de modo a estarem ligados das 18 h de um dia, até as 10 h do dia seguinte
(16 h de luz:8 h de escuridao).

Ao longo deste ensaio as pesagens eram feitas todas as semanas (as quartas-
feiras) e as mudancas de 4gua foram feitas 3 vezes por semana (as segundas, quartas e
sextas-feiras). Nestas mudancas de 4gua, a proporcao final seria de 70% de agua velha
para 30% de agua nova. As aguas (novas e velhas) seriam armazenadas para analise de
nutrientes (nitratos, nitritos, fosfatos e aménia) com a ajuda de um fotometro (HANNA
Muliparameter Photometer HI83300) e mini checker (HANNA Marine Nitrate Checker
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HI781). Todos os dias (possiveis) medicbes de parametros fisico-quimicos foram feitas
com a ajuda de Sonda Multiparamétrica (HANNA Multiparameter WP pH/EC/OPDo/ORP
H198494).

No final do ensaio no bercério (16 de fevereiro de 2022), os individuos foram
retirados, foi feita uma pesagem final, e estes foram embalados e congelados a vacuo para

posterior analise do conteido em carragenanas.

2.3. Bercério 2 (N2) - Tentativa de fixar em Rocha (Laborat6rio)

Para o inicio do bercério 2, foram recolhidos espécimes de C. crispus na praia de
Tamargueira a 16 de fevereiro de 2022. Estes espécimes foram pesados de modo a obter
cerca de 6 g de biomassa para cada réplica. Cada réplica foi ligada a uma rocha calcéaria
pesando entre 620 e 750 g, num esfor¢o para se observar fixagdo da alga a rocha (Figura
2.5.). Apés este procedimento, 3 réplicas (rocha e algas) foram distribuidas em cada tanque
juntamente com 35 L de agua salobra (de Tordos, filtrados através de uma meia de vidro).
Os tanques foram colocados de modo a obter uma luminosidade entre 4000 e 4500 lux,
com arejamento fraco. Ambos os sistemas de luz e arejamento foram ligados a uma ficha
de cronometragem de modo a estarem ligados das 18 h de um dia, até as 10 h do dia

seguinte (16 h de luz:8 h de escuridao).

Figura 2.5. Um dos tanques usados para o método do bergario 2, com tentativa de fixagcao da alga
arocha.
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A troca de agua foi parcial (troca de 10,5 L, 30% da quantidade total de a4gua no

tanque) realizada as segundas, quartas e sextas-feiras.

Todos os dias foram medidos os parametros fisicos (com a ajuda da sonda
multiparamétrica Multiparameter WP pH/EC/OPDo/ORP HI98494) e nos dias de mudanca
de agua eram feitas as medi¢cdes de amonia, fosfatos, nitritos e nitratos (com a ajuda do
Fotémetro Multiparameter HI83300 e do Mini Checker de Nitratos Marinhos HI781).

Apenas os valores referentes a pesagem inicial e final do bergério sdo apresentados
devido as fortes variagcdes causadas pelo peso da rocha. Assim, apenas os valores sem

rocha foram considerados fiaveis.

No final do ensaio no bercario (16 de marco de 2022), os individuos foram retirados,
foi feita uma pesagem final, e estes foram embalados a vacuo e congelados de forma a

posteriormente ser feita uma extracéo e quantificacdo de carragenanas nesta biomasssa.

2.4. Bercario 3 (N3) — Linha Fixa (Laboratério)

Para o bercario 3, a biomassa de C. crispus foi recolhida a 8 de mar¢o de 2022.
Seis espécimes foram pesados com o seu 6rgao de fixacao fixado no seu substrato natural.
Estes foram pendurados num sistema semelhante a Long Line por um cordel a superficie
da 4gua do tanque, submergindo a alga com o seu 6rgéo de fixacdo e substrato natural
para cima (Figura 2.6.). Os tanques foram colocados de modo a obter uma luminosidade

entre 4000 e 4500 lux, com arejamento fraco. Tanto a luz como o sistema de arejamento
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foram ligados a uma ficha de cronometragem de modo a estarem ligados das 18 h de um

dia, até as 10 h do dia seguinte (16 h de luz:8 h de escuridao).

Figura 2.6. Réplicas A, B e C do método do Bercario 3, semelhante a Long Line.

Mudancas parciais de agua (30%) foram realizadas todas as segundas, quartas e
sextas-feiras, com medicdo diaria dos parametros fisicos da agua com a ajuda de uma
sonda multiparamétrica (Multiparameter WP pH/EC/OPDo/ORP HI98494). Nos dias de
troca de 4gua, as aguas antigas e novas foram analisadas com a ajuda de um fotometro
de bancada (Multiparameter Photometer HI83300) e de um mini checker de nitrato marinho
HI781 para obter o seu contetdo de amonia, nitratos, nitritos e fosfatos.

2.5. Linhas de Bercario 3 em Tordos (N3 in Tordos) — Linhas de Laboratério

transferidas para tanque exterior (Tanque industrial)

Posteriormente ao Bercgério 3, os espécimes foram transferidos para uma linha ao
ar livre no Tanque Tordos (Figura 2.7.). Este espago foi escolhido devido ao constante fluxo
e escoamento de 4gua, semelhante ao habitat natural da espécie. Foram feitas pesagens
todas as semanas, e foram feitas medi¢des de pardmetros fisico-quimicos com a ajuda de
Sonda Multiparamétrica (Multiparameter WP pH/EC/OPDo/ORP HI98494) sempre que
possivel.
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Figura 2.7. Linha do Bercario 3 apds transporte para Tanque Tordos.

2.6. Linhas Fixas Finais (FFL) (Tanque industrial)

Para este método, foi realizada uma recolha de biomassa na praia de Tamargueira
no dia 29 de abril de 2022. Foram selecionados espécimes que ainda tinham substrato no
seu oOrgédo de fixacdo. Foram atados com cordel de nylon e dispostos no Tanque Tordos
semelhantemente ao método utilizado para o Bercario 3 (Figura 2.8.). Foram feitas
pesagens todas as semanas, e foram feitas medicdes de parédmetros fisico-quimicos com

0 auxilio de Sonda Multiparamétrica (Multiparameter WP pH/EC/OPDo/ORP HI98494)

sempre que possivel.

Figura 2.8. Réplica de Linha Fixa Final, submergida.
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2.7.  Cages (Tanque industrial)

Utilizando a biomassa recolhida 19 de janeiro (idéntica a utilizada no Bergario 1), foi
criado um sistema de gaiolas (cages). A biomassa foi distribuida em cages semirrigidas de
plastico de modo que cada uma acomodasse aproximadamente 0,5 kg. Estas foram fixas
a uma corda estendida (com flutuadores) de um lado do tanque para o outro (Figura 2.9.).
Sempre que possivel, foram feitas medicGes dos niveis fisicos da dgua com a ajuda da
sonda multiparamétrica (Multiparameter WP pH/EC/OPDo/ORP HI98494).

Figura 2.9. Método por Cages em Tanque exterior.

2.8.  Extrac&o de carragenanas

A extracdo de carragenanas foi realizada utilizando a técnica relatada por Pereira
& Van de Velde, em 2011. As algas marinhas moidas foram pesadas em balanca (Radwag
WLC 1/A2, Radwag, Radom, Polénia), e foram utilizadas amostras de 1 g e 0,7g (n = 3).
Antes da extracdo, as algas moidas (1 g e 0,7g) foram ressuspendidas e pré-tratadas
durante 16 h a 4 °C com uma solucéo de acetona : metanol (1:1) a uma concentragéo final
de 1% (m/v). Para a técnica de extracdo, a solucao liquida foi decantada, e os residuos de
alga produzidos foram secos em estufa (Raypa DAF-135, R. Espinar S.L., Barcelona,
Espanha) a 60°C.

As amostras foram imersas em NaOH (1 M) (numa proporcéo de 1 g de alga seca
: 150 mL de solugdo de NaOH (1M)) num sistema de banho de dgua quente (GFL 1003,

GFL, Burgwedel, Alemanha) durante 3 h a 85-90°C. Sob vacuo, as solu¢bes foram filtradas
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a quente através de um filtro de pano suportado por um funil Buchner e um baldo Kitasato.
Os extratos foram entéo filtrados sob vacuo utilizando um funil de silica Goosh 2. Sob
vacuo, o extrato foi evaporado até um terco do seu volume inicial (modelo de evaporador
rotativo: 2600000, Witeg, Alemanha). As carragenanas foram precipitadas pela adi¢gédo do
dobro da quantidade de etanol a 96 por cento a solugdo aquecida. As carragenanas

precipitadas foram lavadas com etanol e seca em estufa durante 48 h a 40°C (Figura 2.10.).

Figura 2.10. Pelicula fina de carragenanas extraida da biomassa do Bercario 1.

2.9. Andlise estatistica

Todas as medi¢6es foram realizadas pelo menos em triplicado, e os dados foram
expressos como meédia +/- desvio padrdo. Todas as andlises estatisticas foram
consideradas significativas a um nivel de 5% (p<0,05). Para testar a normalidade e
homogeneidade de variancia, o teste de Shapiro-Wilk e o teste F de Levene foram
utilizados, respetivamente. Sempre que os requisitos foram validados (normalidade e
homogeneidade da variancia), foi feita uma analise de variancia (ANOVA) e testes t. Se 0s
valores dos testes mostraram significancia, foi feita uma comparacdo, usando os testes
post-hoc de Tukey HSD. Sempre que os dados ndo seguiram a normalidade, foram feitos
testes nado-paramétricos de Kruskal-Wallis. Foram realizadas andlises estatisticas
utilizando o IBM SPSS software estatistico, versao 28.0 (IBM Corporation, Armonk, NY,
EUA).
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3. Resultados

3.1. Bergario0

Efetuando o célculo da SGR, aos 24 dias, o Berc¢éario 0 (Tabela 3.1.), apresentou
um SGR de 2,08 %/dia + 0,47. Este resultado foi surpreendente pelo rpido crescimento
da alga, elevando a expetativa de todo o estudo em relacao ao crescimento da espécie.

Tabela 3.1. Resultado, em g, das pesagens semanais do Bercario 0.

6/12/21 15/12/21 27/12/21 30/12/21 5/1/22 10/1/22
BALAO A 3,9 4,9 5,4 7,1 7,7 8,4
BALAO B 4,6 5,6 6,6 7.4 8,2 8
BALAO C 3,8 4,5 6,4 6,2 7,4 7.8
BALAO D 4 4,5 4,2 51 5,4 5,7
BALAO E 3,9 5,4 6,4 7,7 6,6 7,5
BALAO F 3,9 4,6 52 6,9 6,3 6,8
BALAO G 4,2 5,1 6,6 7 7,5 9,2
BALAO H 3,7 4,3 5,2 5,9 5,7 6,5
BALAO | 3,7 4,1 5,8 5,9 5,6 6,7
MEDIA 3,97 4,78 5,76 6,58 6,71 7,40
DP 0,27 0,48 0,78 0,80 0,97 1,02

Foram também calculados os valores semanais de SGR para este bercario (Tabela
3.2.). Foi possivel observar um resultado surpreendente em relagdo ao crescimento na

semana 3. Este foi o valor de SGR semanal mais alto observado.

Tabela 3.2. Resultados semanais de SGR para o Bercario 0.

SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4 SEMANA 5

BALAO A 2,54 0,81 9,12 1,35 1,74
BALAO B 2,19 1,37 3,81 1,71 -0,49
BALAO C 1,88 2,94 -1,06 2,95 1,05
BALAO D 1,31 -0,57 6,47 0,95 1,08
BALAO E 3,62 1,42 6,16 -2,57 2,56
BALAOF 1,83 1,02 9,43 -1,52 1,53
BALAO G 2,16 2,15 1,96 1,15 4,09
BALAOH 1,67 1,58 4,21 -0,57 2,63
BALAO | 1,14 2,89 0,57 -0,87 3,59
MEDIA 2,04 1,51 4,52 0,29 1,97
DP 0,69 1,02 3,43 1,66 1,33
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3.2. Bercario 1l

O bercgario 1 apresentou 3 réplicas com menores dimensdes — juvenis (juv): A, B e
C; e 3 réplicas com maiores dimensdes — adultos (ad): D, E e F (Tabela 3.3.).

Aos 21 dias de crescimento, as réplicas menores do Bercario 1 (Juvenis)
apresentaram uma SGR de 1,54 %/dia + 0,14. As réplicas maiores (adultos) apresentaram
um SGR de 1,94 %/dia + 0,26.

Tabela 3.3. Resultados de pesagens semanais, em g, para o Bergario 1.

19/1/22 26/1/22 2/2/22 9/2/22 16/2/22
BALAO A 4 4,5 4,8 5,3 53
BALAO B 4 51 53 5,7 5,6
BALAO C 4,1 4,6 4,7 5,6 5
MEDIA 4,03 4,73 4,93 5,53 5,30
DP 0,05 0,26 0,26 0,17 0,24
BALAOD 4,5 6 6,6 7 6,5
BALAO E 4,2 51 53 6,6 6,1
BALAOF 4,3 5,3 5,7 6 6
MEDIA 4,33 5,47 5,87 6,53 6,20
DP 0,12 0,39 0,54 0,41 0,22

O SGR semanal foi, também, calculado (Tabela 3.4.).

Tabela 3.4. Resultados de SGR semanais para o Berc¢ério 1.

SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4

BALAO A 1,68 0,92 1,42 0
BALAOB 3,47 0,55 1,04 -0,25
BALAO C 1,64 0,31 2,5 -1,62
MEDIA 2,26 0,59 1,65 -0,62
DP 0,85 0,25 0,62 0,71
BALAO D 4,11 1,36 0,84 -1,06
BALAOE 2,77 0,55 3,13 -1,13

BALAO F 2,99 1,04 0,73 0
MEDIA 3,29 0,98 1,57 -0,73
DP 0,59 0,33 1,11 0,52
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Os resultados das medicbes de parametros fisico-quimicos foram também
estudados (Tabela 3.5.).

Tabela 3.5. Parametros Fisico-quimicos da agua, medidos no Bergério 1, ao longo do tempo de ensaio.

Para o Bercério 2 s6 houve pesagem do peso inicial e peso final devido ao potencial

erro atribuido ao peso da rocha (tabela 3.6.). Aos 28 dias, o Berc¢ério 2 apresentou um SGR
de 0,33 %/dia £ 0,83.

Tabela 3.6. Resultados da pesagem final e pesagem inicial no Berg¢ario 2.

16/2/22 16/3/22

REPLICA A 6 6,4

REPLICA B 6,7 4.4
REPLICA C 5,9 9,7
REPLICA D 5,7 6,5
REPLICA E 6,6 7
REPLICA F 55 55
REPLICA G 5,6 59
REPLICA H 6,1 8,3
REPLICA | 5,2 6

MEDIA 5,92 6,63

SD 0,47 1,48
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| N1

mVpH pH mVORP %DO ppmDO mS/cm mS/cm”a MQ,cm pptTds PSU ot 2°C psi
21/jan | -62,40 | 8,09 | 226,60 | 112,30 | 10,45 33,74 25,65 0,00 16,87 | 21,19 | 15,80 12,38 | 14,73
24fjan | -76,10 | 8,34 | 199,60 | 111,20 | 10,52 34,08 25,43 0,00 17,04 | 21,42 [ 16,10 11,64 | 14,74
25/jan | -76,90 | 8,36 | 199,60 | 112,90 | 10,74 | 33,07 24,76 0,00 16,53 | 20,72 | 15,60 | 11,78 | 14,77
28f/jan | -73,00 | 827 | 94,90 |114,10| 10,63 33,80 26,00 0,00 16,92 | 21,27 | 15,80 | 12,82 | 14,81
31/jan | -70,00 | 8,22 | 131,60 | 117,30 | 10,97 33,90 26,00 0,00 16,97 | 21,33 [ 15,90 | 12,63 | 14,81
02/fev | -75,70 | 8,31 | 99,20 | 11800 10,72 33,80 26,70 0,00 16,91 | 21,27 | 15,60 | 13,87 | 14,78
04/fev | -75,00 | 8,30 | 10500 | 11890 10,72 35,40 27,80 0,00 17,68 | 22,33 | 16,50 | 13,70 | 14,76
07/fev | -98,10 | 8,73 | 89,70 | 153,20 14,23 35,40 27,00 0,00 17,68 | 22,32 [ 16,70 | 12,58 | 14,80
09/fev | -82,40 | 8,44 | 106,60 |123,00| 11,14 | 3550 28,00 0,00 17,76 | 22,44 | 16,50 | 13,81 | 14,81
11/fev | -81,70 | 8,44 | 126,90 |122,20| 11,74 | 38,10 27,60 0,00 19,06 | 24,19 | 18,50 | 10,44 | 14,79
14/ffev | -37,50 | 7,61 | 83,20 |117,80| 10,69 35,70 27,70 0,00 17,87 | 22,59 | 16,80 | 13,20 | 14,74
16/fev | -67,80 | 8,21 | 12530 | 117,70 | 13,17 37,80 23,00 0,00 18,89 | 23,57 | 18,70 | 4,40 | 14,85

3.3. Bercario 2




Os resultados das medicbes de parametros fisico-quimicos foram também

registados (Tabela 3.7.).

Tabela 3.7. Parametros fisico-quimicos da agua do bercario 2, no decurso do ensaio.

N2

mVpH| pH |MmMVORP | %DO [ppmDO |mS/cm|mS/cm”a|MQ,cm|ppt Tds | PSU | ot | 2C | psi
16/fev| -71,70 | 8,24 | 12513 [121,93| 11,00 | 36,33 28,80 0,00 18,18 | 23,03 | 16,97 | 14,08 | 14,85
18/fev| -7820 | 8,35 | 112,70 [131,20| 11,45 | 36,83 29,73 0,00 18,42 | 23,39 | 17,10 | 14,83 | 14,74
21/fev| -78,13 | 8,36 | 140,93 |132,03| 11,99 | 37,13 29,13 0,00 18,57 | 23,59 | 17,47 | 13,69 | 14,86
22/fev| -81,03 | 841 | 184,13 [13790| 12,39 | 3840 30,70 0,00 19,20 | 24,48 | 17,97 | 14,46 | 14,94
23/fev| -87,23 | 8,51 | 12437 |13290| 11,95 | 37,87 29,47 0,00 18,92 | 20,72 | 17,90 | 13,20 | 14,77
24/fev| -88,57 | 8,55 | 150,80 | 142,87 | 12,50 | 39,13 31,03 0,00 19,57 | 24,99 | 18,43 | 14,11 | 14,72
25/fev| -81,63 | 8,42 | 156,07 |130,40| 11,63 | 39,17 30,97 0,00 19,57 | 24,99 | 18,47 | 14,00 | 14,84
02/mar| -75,87 | 832 | 7560 |12487| 1098 | 39,97 31,80 0,00 19,98 | 25,57 | 18,87 | 14,28 | 14,81
03/mar| -74,43 | 829 | 171,73 | 12463 | 10,75 | 40,03 32,33 0,00 20,03 | 25,64 | 18,83 | 14,87 | 14,76
04/mar| -63,43 | 809 | 192,80 | 97,47 | 891 40,27 30,67 0,00 20,13 | 25,74 | 19,33 | 12,42 | 14,81
07/mar| -72,03 | 8,25 | 15513 | 12047 | 10,71 | 40,40 30,77 0,00 20,20 | 25,84 | 19,40 | 12,47 | 14,62
08/mar| -72,30 | 8,25 | 163,63 [ 124,97 | 1098 | 40,80 31,80 0,00 20,40 | 26,15 | 19,47 | 13,40 | 14,69
09/mar| -71,10 | 8,23 | 119,57 [ 12553 | 10,86 | 40,60 32,30 0,00 20,29 | 26,01 | 19,23 | 14,24 | 14,70
10/mar| -82,70 | 8,44 | 11650 | 138,97 | 11,93 | 41,37 33,27 0,00 20,68 | 26,58 | 19,53 | 14,70 | 14,74
11/mar| -80,53 | 8,40 | 22593 | 126,10 | 10,58 | 41,33 33,77 0,00 20,65 | 26,54 | 19,37 | 15,39 | 14,67
14/mar| -73,73 | 8,28 | 19853 |123,43| 10,54 | 41,70 32,60 0,00 20,85 | 26,79 | 19,93 | 13,56 | 14,54
15/mar| -82,87 | 8,45 | 12580 |124,47| 10,92 | 39,50 30,50 0,00 19,74 | 25,20 | 18,80 | 13,02 | 14,58
16/mar| -81,03 | 841 | 9690 |12537| 10,86 | 39,80 31,60 0,00 19,91 | 25,47 | 18,83 | 14,10 | 14,66

3.4. Bercario 3

Aos 29 dias, o Bercario 3 (Tabela 3.8.), apresentou um SGR médio de 0,99 %/dia + 0,37.

O seu SGR semanal foi também calculado (Tabela 3.9.).

Tabela 3.8. Resultados das pesagens semanais para o Bercgario 3.

8/3/22 16/3/22 23/3/22 30/3/22 6/4/22
REPLICA A 22,1 24,2 26,2 26 25,5
REPLICA B 21,3 24 25,7 25,4 26,6
REPLICA C 6,9 8,2 8,9 8,6 9,3
REPLICA D 6,9 8,3 9 9,4 11,2
REPLICA E 13,2 14,8 15,7 16,3 16,7
REPLICA F 4.1 55 6,8 5,3 5,8
MEDIA 12,42 14,17 15,38 15,17 15,85
DP 7,11 7,56 7,96 8,14 7,91
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Tabela 3.9. Resultados de SGR semanal para o Bercario 3.

SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4

REPLICA A 1,3 1,13 -0,11 -0,28
REPLICA B 1,7 0,98 -0,17 0,66
REPLICA C 2,47 1,17 -0,49 1,12
REPLICA D 2,64 1,16 0,62 2,5
REPLICA E 1,63 0,84 0,54 0,35
REPLICA F 4,2 3,03 -3,56 1,29
MEDIA 2,32 1,39 -0,53 0,94

DP 0,96 0,74 1,41 0,87

Os resultados das medicdes de parametros fisico-quimicos foram também
registados (Tabela 3.10.).

Tabela 3.10. Parametros fisico-quimicos da dgua do berc¢ério 3, ao longo do tempo de ensaio.

| N3

mVpH pH mVORP %DO ppmDO mS/cm mS/cm”a MQ,cm pptTds PSU ot °C psi
09/mar| -68,90 | 8,19 | 11560 |120,25| 10,19 | 41,60 33,80 0,00 20,78 | 26,73 | 19,60 | 15,17 | 14,71
10/mar| -76,55 | 8,32 | 11565 | 126,50 | 10,56 | 42,05 34,85 0,00 21,02 | 27,06 | 19,65 | 15,99 | 14,75
11/mar| -80,25 | 8,38 | 217,95 |12590| 10,26 | 42,05 35,50 0,00 21,04 | 27,10 | 19,55 | 16,76 | 14,68
14/mar| -85,30 | 8,49 | 194,75 | 12505 | 10,42 | 41,65 33,60 0,00 20,85 | 26,81 | 19,70 | 14,81 | 14,55
15/mar| -86,15 | 8,51 | 126,25 | 12520 | 1064 | 40,65 32,40 0,00 20,33 | 26,07 | 19,25 | 14,32 | 14,58
16/mar| -87,20 | 852 | 97,35 | 12580 | 1055 | 40,95 33,55 0,00 20,48 | 26,30 | 19,20 | 15,49 | 14,67
17/mar| -68,20 | 8,17 | 6845 |121,30| 1044 | 39,50 32,00 0,00 19,74 | 25,25 | 18,45 | 15,06 | 14,75
18/mar| -78,65 | 8,36 | 120,15 | 124,80 | 1065 | 37,25 30,80 0,00 18,61 | 23,66 | 17,05 | 15,94 | 14,75
21/mar| -81,35 | 8,40 | 172,35 |12330| 10,26 | 36,80 31,35 0,00 18,42 | 23,40 | 16,60 | 17,18 | 14,73
22/mar| -71,20 [ 822 | 201,30 [117,45| 9,73 38,30 32,30 0,00 19,16 | 24,44 | 17,50 | 16,75 | 14,68
23/mar| -79,20 | 8,37 | 140,95 [12460| 10,25 | 38,25 32,45 0,00 19,12 | 24,39 [ 17,35 17,03 | 14,67
24/mar| -75,95 | 8,32 | 123,00 | 11665| 9,94 37,55 30,80 0,00 18,79 | 23,91 | 17,30 15,55 | 14,69
25/mar| -71,75 | 8,23 | 174,45 |122,20| 10,23 | 37,20 31,20 0,00 18,58 | 23,63 | 16,90 | 16,61 | 14,70
28/mar| -69,70 | 8,19 | 161,30 |122,85| 10,01 | 37,70 32,60 0,00 18,84 | 23,99 | 16,90 17,91 14,71
29/mar| -64,15 | 8,09 | 156,65 | 112,30 | 9,04 37,65 32,55 0,00 18,83 | 23,96 | 16,85 17,94 | 14,62
30/mar| -67,20 | 8,15 | 15520 [12345| 9,95 37,65 32,55 0,00 18,82 | 23,96 | 16,90 17,81 | 14,61
31/mar| -71,25 [ 822 | 137,80 |123,55| 10,12 | 37,80 32,25 0,00 18,91 | 24,08 [ 17,10 | 17,31 | 14,66
01/abr| -68,60 | 8,18 | 124,75 | 12340 | 10,27 | 38,05 32,10 0,00 19,01 | 24,22 [ 17,35 16,79 14,71
04/abr| -69,45 | 8,20 | 46,70 |12440| 1061 | 3870 31,20 0,00 19,36 | 24,70 | 18,10 | 14,82 | 14,63
06/abr| -68,75 | 8,19 | 32,05 |12445| 1063 | 3840 31,30 0,00 19,20 | 24,48 | 17,85 | 15,30 | 14,70
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3.5. Bercario 3 em Tordos

Aos 28 dias apoés transporte da biomassa do Bercério 3 para o Tanque Tordos,
calculou-se um SGR de 0,54 %/dia +0,84 (Tabela 3.11.).

Tabela 3.11. Resultados das pesagens semanais no decorrer dos ensaios do método Bercario 3
em Tordos.

6/4/22 13/4/22 20/4/22 2714122 4/5/22

REPLICA A 25,5 26,9 26,1 29,4 24,1
REPLICA B 26,6 28,6 26 23,7 25,9
REPLICA C 9,3 8,2 11,6 9,8 13,4
REPLICA D 11,2 11,9 6,9 9,4 11,3
REPLICA E 16,7 18 19,5 22,6 29,6
REPLICA F 5,8 5,8 4,6 6,3 6,1

MEDIA 15,85 16,57 15,78 16,87 18,40

DP 7,91 8,77 8,62 8,70 8,57

Os resultados de SGR semanais foram também calculados (Tabela 3.12.).

Tabela 3.12. Resultados de SGR semanais para o Ber¢ario 3 em Tordos.

SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4

REPLICA A 0,76 -0,43 1,7 -2,84
REPLICA B 1,04 -1,36 -1,32 1,27
REPLICA C -1,8 4,96 -2,41 4,47
REPLICA D 0,87 -7,79 4,42 2,63
REPLICA E 1,07 1,14 2,11 3,85
REPLICA F 0 -3,31 4,49 -0,46
MEDIA 0,32 -1,13 1,5 1,49

DP 1,01 3,91 2,62 2,53

Os resultados das medicdes de parametros fisico-quimicos foram também
registados (Tabela 3.13.).
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Tabela 3.13. Parametros fisico-quimicos da agua ao longo do Bergario 3 em Tordos.

| N3in Tordos

mVpH pH mVORP %DO ppmDO mS/cm mS/cm”a MQ,cm pptTds PSU ot 9°C psi
06/abr| -69,80 |8,20| 130,20 [123,55| 10,11 | 40,70 34,30 0,00 20,35 |26,13|18,75|16,73|14,66
13/abr| -74,90 [8,27| 5590 |137,35| 10,63 39,50 36,45 0,00 19,74 |25,24[17,10/20,97|14,81
14/abr| -80,55 [8,36| 117,15 |161,55| 12,10 | 37,90 36,65 0,00 18,95 |24,08|15,65|23,22|14,82
18/abr| -82,00 [8,40| 137,00 |169,20| 13,13 | 42,75 38,45 0,00 21,38 |27,58|19,20|19,69|14,76
27/abr| -73,30 [8,23| 93,75 [158,30| 11,60 | 39,95 39,10 0,00 19,99 |25,53|16,55|23,84|14,80
28/abr| -80,50 [8,36| 78,30 |[174,70| 12,91 39,35 38,50 0,00 19,67 |25,09|16,20|23,84|14,84

3.6. Linhas Fixas Finais

Aos 21 dias, o método de Linhas Finais Fixas demonstrou um SGR de 1,18 %/dia +1,14

(Tabela 3.14.).

Tabela 3.14. Resultado das pesagens semanais ao decorrer do método de Linhas Finais Fixas.

6/4/22 13/4/22 20/4/22 2714122 4/5/22

REPLICA A 25,5 26,9 26,1 29,4 24,1
REPLICA B 26,6 28,6 26 23,7 25,9
REPLICA C 9,3 8,2 11,6 9,8 13,4
REPLICA D 11,2 11,9 6,9 9,4 11,3
REPLICA E 16,7 18 19,5 22,6 29,6
REPLICA F 5,8 5,8 4,6 6,3 6,1

MEDIA 15,85 16,57 15,78 16,87 18,40

DP 7,91 8,77 8,62 8,70 8,57

Os resultados semanais de SGR foram também calculados (Tabela 3.15.).
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Tabela 3.15. Resultados semanais de SGR para o método de Linhas Finais Fixas.

Tabela 3.16. Parametros fisico-quimicos da agua ao longo do tempo no método de Linhas Finais Fixas.

SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4
REPLICA A 3,19 1,08 0,78 -2,76
REPLICA B 4,79 1,95 1,14 -0,87
REPLICA C 2,58 2,05 0,13 0,5
REPLICA D 5,67 0,13 1,09 -1,34
REPLICA E 3,17 0,17 -1,48 0,54
REPLICA F 1,48 1,34 -0,9 0,84
REPLICA G 0,06 -0,82 0,76 -0,11
REPLICA H 2,72 2,14 1,74 0,56
REPLICA | -0,37 -0,19 -2,62 0,06
MEDIA 2,59 0,87 0,07 -0,29
DP 1,87 1,02 1,36 11

Os resultados das medi¢cdes de parametros fisico-quimicos foram também
registados (Tabela 3.16.).

FFL

mVpH pH mVORP %DO ppmDO mS/cm mS/cm”?a MQ,cm pptTds PSU ot 9C psi
09/mai| -77,10 |8,30| 12,70 |[116,05| 842 44,50 43,65 0,00 22,26 |28,78|18,95|23,95|14,87
10/mai| -89,35 [8,50| 20,95 |198,60| 13,84 | 45,05 46,40 0,00 22,51 |29,08|18,40|26,58|14,92
11/mai| -95,65 [8,61| 128,95 |218,45| 14,97 | 45,50 47,35 0,00 22,77 |29,43|18,50(27,09]14,88
13/mai| -102,70 [8,74| 98,60 |206,90| 14,46 | 43,80 44,50 0,00 21,90 |28,22]18,00(25,86|14,82
17/mai| -76,75 [8,30| 126,60 |147,35| 10,96 | 49,10 46,05 0,00 24,53 [32,12(22,10{21,77(14,92
18/mai| -89,40 [8,52| 139,60 |[173,65| 12,24 | 49,00 48,35 0,00 24,51 |32,04]21,35(24,26|14,84
20/mai| -82,80 |8,40| 161,50 [110,40| 8,09 49,35 46,95 0,00 24,69 |32,34]22,10(22,42|14,90
23/mai| -90,30 |8,53| 9595 |[186,90| 13,11 | 49,65 49,05 0,00 24,82 |32,49]21,65(24,39|14,84
24/mai| -93,60 |8,60| 108,65 [17845| 13,10 | 50,00 46,70 0,00 25,00 |32,81]22,65(21,57|14,82
25/mai| -97,55 |8,67| 130,80 [194,10] 14,03 | 50,40 48,50 0,00 25,20 |33,08]22,50(23,04/14,91
26/mai| -93,95 |8,59| 80,50 [189,10| 13,45 | 50,70 50,30 0,00 25,36 |33,27]22,15|24,58|15,00
27/mai| -95,85 [8,61| 70,50 [219,55| 14,98 | 49,55 51,10 0,00 24,77 |32,35]20,85|26,64|14,91
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3.7. Cages

Apoés 21 dias, o método Cages demonstrou um SGR de 1,05 %/dia + 0,29 (Tabela
3.17)).

Tabela 3.17. Resultado das pesagens semanais ao decorrer do método de Cages.

19/1/22 26/1/22 2/2/22 9/2/22 16/2/22 23/2/22

CAGE A 0,5 0,54 0,56 0,62 0,54 0,48
CAGEB 0,5 0,54 0,54 0,58 0,54 0,46
CAGEC 0,46 0,5 0,5 0,62 0,5 0,48
MEDIA 0,49 0,53 0,53 0,61 0,53 0,47
DP 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01

Os resultados semanais de SGR foram também calculados (Tabela 3.18.).

Tabela 3.18. Resultados semanais de SGR para o0 método Cages.

SEMANA1 SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4 SEMANA 5

CAGEA 11 0,52 1,45 -1,97 -1,68
CAGEB 11 0 1,02 -1,02 -2,29
CAGEC 1,19 0 3,07 -3,07 -0,58
MEDIA 1,13 0,17 1,85 -2,02 -1,52
DP 0,04 0,24 0,88 0,84 0,71

Os resultados das medicdes de parametros fisico-quimicos foram também
registados (Tabela 3.19.).

25



Tabela 3.19. Parametros fisico-quimicos da agua ao longo do tempo, no método Cages.

| Cages

mVpH pH mVORP %DO ppmDO mS/cm mS/cm”a MQ,cm pptTds PSU ot 2C psi
20/jan| -106,80 | 8,91 | 215,20 |146,90| 13,68 | 3544 26,83 0,00 17,72 |22,37/16,80[12,21|15,76
24/jan| -133,20| 9,40 | 233,50 [134,30| 12,67 | 3541 26,35 0,00 17,71 |22,33[16,80|11,54|14,75
25/jan| -141,75 | 9,56 | 214,45 [174,70| 16,74 | 35,82 26,31 0,00 17,91 [22,61[17,10{11,02|14,79
26/jan| -42,40 | 7,66 | -200,90 | 81,60 | 7,91 34,46 24,67 0,00 17,24 |21,63|16,50/10,05|14,77
27/jan| -101,55 | 8,80 | -24,30 [147,90| 13,99 34,69 26,28 0,00 17,32 [21,85(16,35[12,25|14,86
28/jan| -122,60 9,19 | -9,30 |183,85| 1748 | 31,60 24,20 0,00 15,81 [19,7514,65[12,69|14,88
31/jan| -102,60 | 8,82 | 3,65 |162,45| 1557 | 33,40 25,35 0,00 16,69 [20,9515,60[12,37|14,93
01/fev| -92,90 | 8,64 | 37,15 |[15505| 14,39 35,90 27,75 0,00 17,95 [22,71/16,90(13,04|14,88
02/fev| -88,95 | 8,56 | 152,45 [17585| 1577 | 37,60 29,70 0,00 18,79 |23,89(17,65(13,94|14,82
03/fev| -78,55 | 8,37 | 110,00 [150,20| 13,41 | 40,70 31,60 0,00 20,35 |26,08[19,45[13,25|14,79
04/fev| -84,40 | 8,48 | 133,55 [161,35| 14,33 | 40,50 31,80 0,00 20,26 |25,97[19,30(13,69]14,81
07/fev| -96,00 | 8,68 | 196,30 |[224,55| 19,79 34,30 28,25 0,00 17,16 [21,6315,55|15,74|14,86
08/fev| -85,35 | 8,49 | 133,25 |16520| 14,77 | 33,45 27,31 0,00 16,72 [21,0315,15|15,34|14,86
09/fev| -69,15 | 8,19 | 172,50 [139,75| 12,71 29,15 23,75 0,00 14,59 |18,12(12,95|15,24|14,85
10/fev| -90,80 [ 8,59 | 33,35 |156,20| 14,30 | 26,40 21,65 0,00 13,20 [16,23|11,45|15,54|14,87
11/fev| -73,00 [ 8,26 | -14,60 |109,35| 9,55 31,45 26,45 0,00 15,74 |19,67[13,90|16,58|14,83
14/fev| -86,05 | 8,51 | -21,85 |15530| 14,31 29,20 23,25 0,00 14,60 [18,12[13,10{14,29|14,81
15/fev| -85,75 [ 8,50 | 46,75 |119,00| 10,97 | 2825 22,85 0,00 14,14 [17,50(12,55|14,86|14,88
17/fev| -86,10 | 8,50 | 113,00 [122,95| 11,04 | 29,30 24,15 0,00 14,64 |18,18(12,90|15,76|14,84
18/fev| -92,80 |8,62 | 14540 |148,05| 12,77 | 32,60 27,30 0,00 16,31 [20,47|14,55|16,37|14,74
21/fev| -95,95 [ 8,69 | 101,95 [129,00| 11,79 34,00 27,20 0,00 17,00 [21,4115,60|14,47|14,92
22/fev| -92,55 [ 8,62 | 120,30 |127,55| 11,48 | 34,20 27,65 0,00 17,10 [21,56|15,65|14,95[14,90
23/fev| -96,60 [ 8,70 | 112,45 [140,90| 12,39 34,35 28,00 0,00 17,19 |21,6715,65|15,26|14,77
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3.8.

Agua Nova — Trocas de agua

A cadatroca de agua nos bercarios efetuou-se medicao e registo dos parametros fisico-

guimicos da agua nova inserida no sistema (Tabela 3.20.).

Tabela 3.20

. Parametros fisico-quimicos da agua Nova.

Agua Nova (inserida nas trocas de agua)

mVpH pH mVORP %DO ppmDO mS/cm mS/cm”?a MQ,cm pptTds PSU ot 9C psi
21/jan | -106,60 (8,89 201,10 [122,60| 11,00 33,82 26,77 0,00 16,91 [21,28| 15,60 [14,03| 14,72
25/jan | -106,60 [8,93| 190,30 |111,60| 11,13 34,23 23,99 0,00 17,12 [21,45| 16,50 | 9,25 | 14,74
28/jan | -109,00 (8,94| 90,30 [113,70| 10,96 34,00 25,10 0,00 16,99 [21,33| 16,10 [11,28 14,82
31/jan | -105,70 (8,90 126,00 |111,20| 11,20 33,90 23,80 0,00 16,97 |[21,24] 16,30 | 9,31 | 14,82
02/fev| -64,90 |8,13| 102,60 |11890| 11,44 35,20 25,80 0,00 17,60 |22,17| 16,80 [10,93| 14,79
04/fev| -75,10 |8,32| 110,60 |124,10| 11,73 35,60 26,50 0,00 17,81 [22,48| 17,00 [11,50| 14,76
07/fev| -80,80 |8,43| 97,10 |121,80| 12,02 35,70 25,40 0,00 17,85 |22,48| 17,20 | 9,82 | 14,81
09/fev | -80,40 [8,41| 110,10 |122,60| 11,29 37,70 28,80 0,00 18,87 (23,97 18,00 [12,54 14,81
11/fev | -78,10 [8,36| 123,40 [121,10| 10,70 38,00 30,30 0,00 18,99 |[24,18| 17,80 |14,41 14,80
14/fev| -76,10 |8,33| 77,10 |[121,00| 11,01 37,80 28,90 0,00 18,89 [24,01| 18,00 |12,68| 14,74
18/fev | -75,00 [8,34| 97,00 |[113,80| 11,89 37,60 24,50 0,00 18,82 [23,65| 18,50 | 6,63 | 14,74
21/fev| -75,40 (8,30 134,90 |126,20| 10,75 39,50 32,90 0,00 19,75 |25,27| 18,20 |16,21] 14,85
23/fev| -75,80 [8,33| 129,00 |125,30| 11,65 40,00 29,70 0,00 19,98 [25,50( 19,30 [11,45| 14,77
25/fev | -95,40 [8,64| 131,30 |172,50| 13,59 39,30 35,80 0,00 19,67 |25,14| 17,20 [20,19] 14,83
02/mar| -92,50 8,59 136,70 |158,70| 12,85 39,60 35,10 0,00 19,81 |[25,35| 17,70 |18,98] 14,87
04/mar| -95,80 [8,70| 190,90 |163,80| 15,32 40,10 29,80 0,00 20,06 [25,61| 19,40 [11,41| 14,82
07/mar| -65,70 |8,12| 157,00 |131,20| 10,84 41,90 34,50 0,00 20,97 [26,99| 19,70 [15,69] 14,62
09/mar| -74,90 8,29 112,30 |131,00| 10,87 41,40 34,50 0,00 20,72 |26,64| 19,30 |16,25| 14,72
11/mar| -81,20 [8,41| 216,40 |131,50| 11,11 41,60 33,80 0,00 20,79 |26,73| 19,60 |15,10| 14,69
14/mar| -81,50 |8,42| 174,30 |126,30| 10,95 39,60 30,90 0,00 19,78 |25,27| 18,80 |13,42] 14,56
18/mar| -68,80 [8,19| 12590 [122,20| 11,30 36,00 27,50 0,00 17,99 [22,75| 17,00 |12,60| 14,79
21/mar| -58,20 |7,99| 168,60 |120,80| 10,26 40,00 32,60 0,00 19,98 |[25,58| 18,70 |15,25| 14,70
23/mar| -47,60 |7,80| 146,60 |[119,90| 10,58 36,10 28,60 0,00 18,06 [22,88| 16,80 [13,97| 14,67
25/mar| -67,40 8,15 170,50 |125,60| 10,42 37,10 31,60 0,00 18,55 |23,57| 16,70 |17,15| 14,71
28/mar| -73,30 [8,26| 146,90 |126,40| 10,83 37,10 30,50 0,00 18,53 [23,55| 17,00 |15,72 14,74
30/mar| -58,10 |7,99| 158,10 |113,90| 9,90 38,70 30,60 0,00 19,37 [24,71| 18,30 [13,98] 14,64
01/abr| -73,60 [8,28| 121,60 |131,20| 11,77 38,70 29,90 0,00 19,33 |24,63| 18,40 |13,11| 14,73
04/abr | -53,10 |7,89| 3840 [121,30| 10,40 38,60 31,40 0,00 19,28 [24,59| 17,90 [15,21 14,72
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3.9. Nutrientes — Nitrato, Nitrito, Fosfato e Amodnia

Ao longo do tempo de ensaio, nos Bercério 1, Bercario 2 e Berc¢ério 3, registaram-
se todas as medicdes de nutrientes efetuadas em dias de trocas de agua. As medi¢cdes
foram feitas em relagdo ao Nitrito (ug/L), Nitrato (ppm), Fosfato (ug/L) € Amdnia (mg/L).
Mediu-se sempre a agua nova e a agua ja presente no tanque (Tabela 3.21.).

Tabela 3.21. Visao global das medi¢des de Nitrito (ug/L), Nitrato (ppm), Fosfato (ug/L) e Amonia
(mg/L) ao longo do Bercario 1, Bergario 2 e Bercgario 3.

NOVA N1 N2 N3

Nitrito | Nitrato | Fosfato | Amadnia | Nitrito | Nitrato | Fosfato | Amdnia | Nitrito | Nitrato [ Fosfato | Amonia | Nitrito | Nitrato | Fosfato | Amodnia
21/jan | 23,67 | 0,00 23,67 | 0,00
25/jan | 25,67 | 0,00 21,67 | 0,00
28/jan | 26,33 | 0,00 24,33 [ 0,00
31/jan | 25,00 | 0,00 26,67 | 0,00
02/fev | 22,33 | 0,00 19,00 | 0,00
04/fev | 24,33 | 0,00 25,33 ( 0,00
07/fev | 13,67 | 0,00 20,33 [ 0,00
09/fev | 17,00 | 0,00 22,00 | 0,00
11/fev | 25,33 | 0,00 | 191,67 0,28 26,33 [ 0,00 | 206,67 0,03
14/fev | 23,67 | 0,00 |1000,00| 0,23 23,67 | 0,00 | 976,67 | 0,22
16/fev | 21,67 | 0,00 | 580,00 2,42 29,33 ( 0,00 | 193,33 10,75 21,67 | 0,00 | 580,00 2,42
18/fev | 25,00 | 0,00 | 430,00 1,23 23,67 | 0,00 | 285,00 0,05
21/fev | 18,67 | 0,67 | 523,33 | 6,02 31,00 | 0,00 | 650,00 | 10,93
23/fev | 17,67 | 0,00 |1133,33 0,12 21,33 [ 0,00 | 140,00 0,22
25/fev | 18,33 | 0,00 | 310,00 0,03 20,67 | 0,07 | 133,33| 0,20
02/mar | 27,00 | 0,00 | 386,67 0,28 20,00 [ 0,00 | 456,67 5,67
04/mar | 17,33 | 0,40 | 446,67 0,65 25,33 [ 0,10 | 176,67 0,03
07/mar | 16,67 | 0,00 | 223,33 | 0,70 24,67 | 0,00 | 533,33 6,50
09/mar | 28,67 | 0,00 | 233,33 5,30 23,67 | 0,00 | 213,33 5,67 28,67 | 0,00 | 233,33 5,30
11/mar | 2567 | 0,00 | 176,67 | 0,00 4,00 | 0,00 | 710,00 | 0,27 30,00 | 0,00 | 336,67 0,82
14/mar| 28,67 | 0,00 | 413,33 0,52 14,67 | 0,37 | 660,00 0,13 10,00 | 0,00 | 313,33 0,03
16/mar| 32,00 | 0,00 | 373,33 10,82 15,33 | 0,33 | 776,67 0,45 19,00 | 0,27 | 230,00 0,48
18/mar | 24,67 | 0,23 | 410,00 0,25 21,67 | 0,00 | 186,67 | 0,03
21/mar| 22,67 | 0,23 | 196,67 1,38 17,33 | 0,00 | 390,00 0,40
23/mar | 30,33 | 0,20 | 253,33 | 5,38 23,00 | 0,10 | 353,33 | 5,58
25/mar | 22,33 | 0,87 | 160,00 0,00 17,33 | 0,00 | 406,67 0,35
28/mar | 22,33 | 0,00 | 493,33 0,23 20,67 | 0,00 | 711,67 0,27
30/mar | 22,67 | 0,00 | 446,67 | 0,20 30,67 | 0,20 | 490,00 | 5,43
01/abr | 25,67 | 0,00 | 356,67 0,68 28,67 | 0,00 | 186,67 3,75
04/abr | 20,67 | 0,00 | 690,00 [ 0,20 26,33 | 0,00 | 385,00 4,58
06/abr 25,00 [ 0,00 | 286,67 3,97

28




Fizeram-se também os calculos para os valores das aguas apoés troca parcial de
agua (Tabela 3.22.).

Tabela 3.22. Valores calculados para niveis de nutrientes apés troca parcial de dgua - com as
unidades de Nitrito em ug/L, Nitrato em ppm, Fosfato em ug/L e Amdnia em mg/L.

N1 N2 N3

Nitrito [ Nitrato | Fosfato | Amadnia | Nitrito | Nitrato | Fosfato | Amdnia | Nitrito | Nitrato | Fosfato | Amdnia
21/jan | 23,67 | 0,00
25/jan | 22,87 | 0,00
28/jan | 24,93 | 0,00
31/jan | 26,17 | 0,00
02/fev | 20,00 | 0,00
04/fev | 25,03 | 0,00
07/fev | 18,33 | 0,00
09/fev | 20,50 | 0,00
11/fev | 26,03 | 0,00 | 202,17 0,11
14/fev | 23,67 | 0,00 | 983,67 0,22
16/fev | 27,03 | 0,00 | 309,33 8,25 21,67 | 0,00 | 580,00 2,42
18/fev 24,07 | 0,00 | 32850 | 0,41
21/fev 27,30 | 0,20 | 612,00 | 9,46
23/fev 20,23 | 0,00 | 438,00| 0,19
25/fev 19,97 | 0,05 | 186,33 0,15
02/mar 22,10 | 0,00 | 435,67 4,05
04/mar 22,93 | 0,19 | 257,67 0,22
07/mar 22,27 | 0,00 | 440,33 4,76
09/mar 25,17 | 0,00 | 219,33 5,56 28,67 | 0,00 | 233,33 5,30
11/mar 10,50 | 0,00 | 550,00 [ 0,19 28,70 | 0,00 | 288,67 0,57
14/mar 18,87 | 0,26 | 586,00 | 0,25 15,60 | 0,00 | 343,33 0,18
16/mar 20,33 | 0,23 | 655,67 3,56 22,90 | 0,19 | 273,00 3,58
18/mar 22,57 | 0,07 | 253,67 0,10
21/mar 1893 | 0,07 | 332,00 | 0,70
23/mar 25,20 | 0,13 | 323,33 5,52
25/mar 18,83 | 0,26 | 332,67 0,25
28/mar 21,17 | 0,00 | 646,17 0,26
30/mar 28,27 | 0,14 | 477,00 3,86
01/abr 27,77 | 0,00 | 237,67 2,83
04/abr 24,63 | 0,00 | 476,50 3,27
06/abr 25,00 | 0,00 | 286,67 3,97

Com esta informacao, foi possivel calcular a percentagem de reduc¢éo de nutrientes

para cada dia (Tabela 3.23.).
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Tabela 3.23. Percentagem de reducédo de nutrientes para cada dia de medi¢&o.

N1

N2

N3

Nitrito

Nitrato

Fosfato

Amonia

Nitrito

Nitrato

Fosfato

Amonia

Nitrito

Nitrato

Fosfato

Amonia

21/jan

25/jan

8,45

0,00

28/jan

-6,41

0,00

31/jan

-6,95

0,00

02/fev

27,39

0,00

04/fev

-26,67

0,00

07/fev

18,77

0,00

09/fev

-20,00

0,00

11/fev

-28,46

0,00

14/fev

9,09

0,00

-383,10

-100,00

16/fev

-23,94

0,00

80,35

-4749,62

18/fev

-9,23

0,00

50,86

97,93

21/fev

-28,81

0,00

-97,87

-2599,59

23/fev

21,86

100,00

77,12

97,71

25/fev

-2,14

0,00

69,56

-6,01

02/mar

-0,17

100,00

-145,08

-3677,78

04/mar

-14,63

0,00

59,45

99,18

07/mar

-7,56

100,00

-106,99

-2877,10

09/mar

-6,29

0,00

51,55

-19,05

11/mar

84,11

0,00

-223,71

95,20

-4,65

0,00

-44,29

84,59

14/mar

-39,68

0,00

-20,00

28,57

65,16

0,00

-8,55

94,17

16/mar

18,73

-29,87

-32,54

-81,21

-21,79

0,00

33,01

-171,03

18/mar

5,39

100,00

31,62

99,07

21/mar

23,19

100,00

-53,75

-306,78

23/mar

-21,48

-42,86

-6,43

-703,36

25/mar

31,22

100,00

-25,77

93,66

28/mar

-9,73

100,00

-113,93

-11,56

30/mar

-44,88

0,00

24,17

-1979,08

01/abr

-1,42

100,00

60,87

2,93

04/abr

5,16

0,00

-61,99

-61,96

06/abr

-1,49

0,00

39,84

-21,37
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3.10. Visualizacdo Geral dos dados de Crescimento

Para facilitar a analise dos dados de crescimento, calculou-se o crescimento, em

percentagem, para a quarta semana, em todos os métodos estudados (Figura 3.1.).

% Crescimento

Linhas Finais Fixas I 17,69
Bergdrio 3 em Tordos I 16,09
Cages I 3,22
Ber¢ario 3 NN 27,65
Bercario2 M 5,54
Bergario 1 adultos NGNS 43,08
Bergdrio 1 juvenis NGNS 31,41
Bergario 0 NI 69,19
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00

Figura 3.1. Crescimento da alga em cada método, a quarta semana, em percentagem.

De forma a comparar os diferentes resultados para SGR semanal, foi elaborado um
grafico com todos os resultados de todos os métodos testados (Figura 3.2.).

SGR

4,00

3,00 \
2,00 \

1,00
~~
0,00
semanal semana2 s Wna4 semana5

SGR

-1,00

-2,00 L o . - P
e Ber¢ario 0 e Bercario 1 juvenis e Bercdrio 1 adultos = e Bergario 3

300 e CagES Bergario 3 em Tordos Linhas Finais Fixas

Figura 3.2. SGR semanal para todos os métodos efetuados.

31



Apoés andlise dos resultados de SGR para o Bercario 3, concluiu-se que para esta

avaliacdo seria preferivel dividir os resultados entre outliers — Bercario 3,2 — e inliers —
Bercario 3,1 (Tabela 3.24.).

Tabela 3.24. Analise global de valores de SGR semanais.

SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4
A 2,036+0,692 1,511£1,025 % 4,520£3,4262 0,287 + 1,664°
BERGARIO 0 -
BERCARIO1 | 2:266+0852°° 0593+0,253 % 1,653+0,621°° -0,624+0711°
JUVENIS
BERCARIO1 | 3290+0586° 09840334 ° 1569+1,107%* -0,728+0516°
ADULTOS
A 1,595+ 0,424 2 1,094 +0,084° -0,256+0,167 0,583 £0,677°
BERGARIO 3,1 o
BERCARIO 32 | 2470£0922°" 1677+0966° -0,801+1951° 1,609 1,030°
BERCARIO 3EM  0323+1013° -1,132:3012 % 1498+2618%° 1,487+2520°
TORDOS
1,130+ 0,043 0,173+0,245 @ 1,849+0,883%" -2,022 +0,839%
CAGES :
LINHA FIXA 2,586 +1,868° 0,872+1,025 2 0,070+ 1,355%" -0,288 +1,1042
FINAL

Para melhor interpretacdo de resultados, fez-se também um grafico representante

do SGR méaximo de cada método (Figura 3.3.).
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Figura 3.3. SGR méaximo para cada método testado.
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3.11. Extracao de Carragenanas

As carragenanas em Bercario 1 e selvagem foram extraidas a partir de 0,7g de

biomassa seca. As carragenanas extraidas do método Bercario 2 e Cages foram realizadas

a partir de 1 g de biomassa seca. Esta diferenga de massa utilizada deve-se a fraca

disponibilidade de biomassa do Bercario 1 e selvagem. Estes foram os Unicos métodos

testados devido a questdes logisticas.

Tabela 3.25. Resultados da extracao de carragenanas em g e percentagem (relativamente ao

peso seco da biomasssa).

N1 % N2 % CAGES % SELV %
0,28 40 0,3 30 0,08 8 0,39 55,71
0,22 31,43 0,23 23 0,46 46 0,32 45,71
0,16 22,86 0,39 39 0,21 21 0,36 51,43
MEDIA | 0,22 31,43 0,31 30,67 0,25 25 0,36 50,95
DP 0,05 7,00 0,07 6,55 0,16 15,77 0,03 4,10

Para interpretacdo facilitada de dados, os
carragenanas foram compilados num gréfico simples (Figura 3.4.).

60,00

50,00

40,00

30,00

% carragenana

N
o
o
o

10,00

0,00

Figura 3.4. Rendimento de carragenanas de cada método testado, em percentagem.
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4. Discussao de Resultados

4.1. Interpretacao de valores SGR

Feita uma comparacdo com estudos prévios, € possivel concluir qgue se obteve um
crescimento aceitavel na grande maioria dos métodos testados. Os estudos anteriores,
efetuados em Tanques de 1000 L com método Free Floating, obtiveram uma SGR de 1,31
%l/dia apds os primeiros 14 dias (22 pesagem) (Ministro, 2020). A maioria dos métodos
estudados na duracao deste estagio ultrapassaram este valor na sua primeira semana (22
pesagem), com a excecao do Bercéario 3 em Tordos e método Cages (Tabela 3.24.). Ja o
Bercéario 2 (do qual sé se obtiveram peso inicial e final, sem pesagem semanal) ficou
também aquém deste resultado.

De acordo com os resultados apresentados para uma SGR global, o método de
crescimento mais eficaz € o Bergario 0, a 24 dias, com um SGR de 2,08 %/dia £ 0,47. O
Bercéario 1 com individuos adultos (réplicas D, E e F) também mostrou um resultado
interessante com um SGR de 1,94 %/dia * 0,26.

O método menos eficaz, de acordo com a SGR global, foi 0 método de tentativa de
fixacdo a Rocha (Bercario 2), que alcangou um SGR de 0,33 %/dia £ 0,69. A propria
tentativa de fixacdo pode ter danificado as algas e inibido o seu crescimento pelo uso de
fio de nylon. O expectavel seria que a alga penetrasse a rocha numa tentativa de fixacao
e ocorresse degradacéo biofisica da mesma (Morrison et al., 2009). O mesmo néo se

verificou.

Outro método com um SGR fraco foi a transicdo do Bercéario 3 para o Tanque
Tordos (Bercario 3 em Tordos), com um SGR de 0,54 %/dia + 0,84. Uma vez que neste
método as algas ja tinham estado no laboratério ha algum tempo (a duracéo do Bergario
3), seria de esperar que 0 seu SGR fosse reduzido quando comparado com os métodos
que utilizavam biomassa recém-colhida. Disto isto, é de notar que, mesmo assim, foi

alcancado algum crescimento neste método.
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Estes resultados indicam que, de acordo com um rapido olhar sobre o0 SGR global,
0s métodos de crescimento mais eficazes sdo os métodos Free Floating onde as algas sao
soltas e agitadas através do arejamento. Contudo, estes métodos s6 foram testados em
pequena escala, pelo que seria necessario outro teste em grande escala para ter a certeza

da eficiéncia da producao de algas nesta metodologia.

Da interpretacdo da Figura 3.2., podemos concluir que o SGR semanal mais
consistente foi o do Bercario 0, que seria esperado do método com o melhor SGR global e
maior percentagem de crescimento. No entanto, podemos observar varios pontos
negativos no grafico, o que significa que houve uma diminuigdo do peso da biomassa. Isto
pode ser explicado pela morte de partes das algas ou, no caso de métodos de tanques
(Bergario 3 em Tordos, Linhas Fixas Finais, Cages), consumo por peixes presentes nos
tanques. Outra explicagéo é o erro do utilizador, tal como a incoeréncia na remogéo da

agua presente na superficie das algas antes da pesagem.

Ao observar 0 SGR semanal de cada Bercario (Tabela 3.24.) podemos constatar
gue apenas encontramos diferencas estatisticamente significativas nas transi¢cbes
semanais da Semana 1 para Semana 2 no Berc¢ario 3 em Tordos e na Semana 2 para
Semana 3, e Semana 3 para Semana 4 nos outliers do Bercgéario 3 (Bercario 3,2). Todas
estas diferencas estatisticamente significativas foram provocadas por valores negativos no
SGR semanal. Estes valores negativos podem ser explicados por perda de laminas da
macroalga, excesso de agua nas réplicas em pesagens anteriores ou até, no caso no

Bercéario 3 em Tordos, 0 consumo das algas por parte de peixes presentes nos tanques.

Ao estudar os valores de SGR para a semana 1 é possivel observar que apenas
um resultado apresenta diferencas estatisticamente significativas dos restantes, sendo
esta réplica proveniente do método Bercario 3 em Tordos. Esta diferenca seria espectavel
devido ao valor de SGR baixo para a 12 semana. O baixo valor de SGR pode ser explicado
pela transicdo de individuos ja fragilizados (provenientes de Tanque de laboratério) para
Tanque exterior, enquanto todos os restantes Métodos foram efetuados com Biomassa

recolhida da natureza no proprio dia.
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Por estudo dos valores maximos de SGR para cada método (Figura 3.3.), foi
possivel reafirmar a conclusdo anterior de que o Bercario O foi 0 mais efetivo em termos de
taxa de crescimento. Este método foi o Unico a apresentar diferencas estatisticamente
significativas em relacéo aos 5 piores resultados de SGR (Bercario 2, Inliers do Bercario 3,

Bercario 3 em Tordos, Linhas Finais Fixas e Cages).

4.2. Rendimento em Carragenanas

Foi possivel extrair carragenanas em todos os métodos testados, e mesmo o
método com 0 menor teor de carragenanas apresenta uma percentagem aceitavel (método
Cages com um rendimento médio de 25,00 %+15,77), até superior ao registado no estudo
de Pereira & Van de Velde, em 2011 (cerca de 20% para C. crispus). Quando comparada
com a biomassa selvagem, observa-se um menor teor de carragenanas na biomassa
proveniente dos métodos de aquacultura testados. Isto pode ocorrer devido a alteracdo de
propriedades naturais das algas quando recolhidas e mantidas em tanques de 4gua com
propriedades diferentes das encontradas no seu meio natural. Das extracdes efetuadas,
0s maiores rendimentos provém das algas selvagens (50,95%z+4,10) e do método Bergario
1 (31,43%+7,00). Apesar da acentuada diferenca, tendo em conta que ha uma visivel
reducdo de espécimes de C. crispus na costa portuguesa, a aquacultura desta espécie
pode fornecer uma quantidade de carragenanas suficiente para sustentar a indistria sem

prejudicar a natureza, apresentando-se como uma alternativa mais sustentavel.

4.3. Dados Fisico-quimicos

Através da andlise das tabelas referentes a dados fisico-quimicos, podemos afirmar
gue existem grandes varia¢des dos parametros, principalmente devido a época do ano em
gue as medicdes foram feitas. Em geral, o pH mais baixo foi medido em laborat6rio, pois
experienciaram-se alguns dias em que o0s tanques exteriores tinham um pH perigosamente

elevado (e por isso foram abertas as comportas de forma a trocar a 4gua do tanque).

Quanto a oxigenacdo, em laboratério, o objetivo foi observar 120% de oxigénio

dissolvido (Matos et al., 2005), mas 0s tanques exteriores apresentavam sempre uma
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oxigenacdo mais elevada, cerca de 150% de oxigénio dissolvido. O total de sélidos
dissolvidos era mais controlavel em laboratério, e como os tanques exteriores eram feitos
em fundo de terra, esperdvamos que o TDS fosse mais elevado. As nossas medicdes em
laboratério foram sempre préximas dos 20 ppt TDS. Pelo contrario, o método das Linhas
Fixas Finais apresentou um valor médio de TDS de 24,03 ppt TDS. Isto podera ter
prejudicado o crescimento das algas, impedindo a fotossintese devido ao bloqueio da luz
solar por parte dos solidos dissolvidos na dgua. Quanto a temperatura, tinhamos diferencas
Obvias devido a época do ano. O método das Linhas Finais Fixas teve a temperatura média
mais alta da agua com 24.34°C. A temperatura média mais baixa foi também num tanque
externo, no Método Cages, com um valor médio de 13.93°C. J& a salinidade mais elevada
foi observada na agua do método Linhas Finais Fixas, no qual se verificou uma salinidade
média de 31,33 PSU. A salinidade mais baixa (de média 21,12 PSU) foi observada na agua
do método Cages. Ainda assim estes valores foram superiores aos 19,7 PSU registados
no estudo de Matos et. al, em 2005. Estes extremos vao ao encontro do expectavel, visto
que se esperava que as maiores variancias da média viessem de métodos em Tanques
exteriores, nos quais o controlo de 4gua é dificultado por vérios fatores tais como aspetos
meteoroldgicos e a necessidade de compatibilidade das marés para trocar a 4gua dos

tanques.

A variabilidade destes parametros pode ser um enorme problema a ultrapassar

nesta industria para as empresas que utilizam tanques exteriores industriais.

4.4. Dados de Nutrientes

Ao analisar a tabela 3.23. podemos verificar que segundo os dados obtidos houve
uma fraca reducéo de qualquer dos nutrientes por parte da alga. O método testado com
maior reducdo de Nitrito foi 0 método do Bergario 3, com 2,06% de redugédo média. Para
0s nitratos a grande maioria das medi¢fes igualou o valor dos mesmos a 0,0 ppm,
indicando-nos que o método de medicdo usado ndo seria sensivel o suficiente para este
tipo de amostra. Porém o método com maior reducgéo foi novamente o método do Bergério
3 com 38,10% de reducao média. Um resultado aquém do expectavel segundo o0s
resultados de Corey et al., em 2013, em que C. crispus apresentou capacidades de reducao
de nitrato em 56,35% em 24 h de ensaio.

Em relacdo ao Fosfato, depois de calculada a média de reducdo para toda a
duracao dos métodos testados, podemos verificar que nao existiu reducao, pelo contrario,

houve um aumento médio tanto do conteido em Fosfato na agua como do contetldo em
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Amoénia. O bercario com menor aumento destes nutrientes na sua agua foi também o
Bercario 3, com um aumento médio de 10,43% em Fosfato e um aumento médio de
240,06% em Amonia. Os valores de nutrientes ndo foram conforme o espectavel sendo
gue, em estudos anteriores, algas do filo Rhodophyta (Gracilariopsis chorda)
demonstraram-se capazes de reduzir em média 30,3% do conteudo de Fosfato da agua,
por exemplo (Kang et al., 2021).

Tabela 4.1. Comparagédo dos dados de crescimento (SGR) do Bercéario 1 com a percentagem
média de reducdo de nutrientes na agua.

semana 1| semana 2 | semana 3 | semana4 |semana 1| semana2| semana3 | semanaé
Bljuv Blad
2,266 0,593 + 1,653+ -0,624 + 3,290 + 0,984 + 1,569 + -0,728 +
0852%° | 0,253 | 0621* | 0711% [ 0586 a| 0334a | 1,107ab | 0,516a
percentagem média de reducdo de nutrientes para cada semana
4,23+4,23 2,34+11,60 -4,65+14,91 -7,22113,86'4,2314,23 2,34+11,60 -4,65+14,91 -7,22+13,86

Ao comparar os resultados de taxa de crescimento do Bercario 1 com a
percentagem de reducao de nutrientes na agua do bercario (tabela 4.1.), podemos concluir
que os valores mais altos de crescimento se observam em semanas com maior redugao

de nutrientes na agua.

Tabela 4.2.Comparagédo dos dados de crescimento (SGR) do Berc¢ério 3 com a percentagem
média de reducdo de nutrientes na agua.

semanal | semana 2 | semana3 |semana4|semanal | semana 2 | semana3 |semanaé
B3,1 B3,2
1,595+ | 1,094+0,084 | -0,256+0,167 | 0,583+ | 2,470+ | 1,677+0,966 1,609 £
0,424a,b a a,b 0,677a | 0,922a,b a -0,801+1,951b| 1,030a

percentagem média de reducao de nutrientes para cada semana
2,22466,51 -64,61+218 96 -152,99+553,93 5,05i43,94| 2,22166,51 -64,61+218,96 -152,99+553,93 5,05+43,94

Em contraste com o Bercario 1, na comparacdo entre os dados de taxa de
crescimento semanais e a percentagem de reducdo de nutrientes na agua do bergario 3
(tabela 4.2.), o valor mais baixo de crescimento é equivalente ao valor mais baixo de
reducdo de nutrientes, mas o contrario (para os valores mais altos) nao se verifica. Mesmo
assim pode se observar que, para a semana de valores de taxa de crescimento mais altos,
a taxa de reducao de nutrientes foi a segunda mais alta, concluindo-se que existe uma
relacdo entre ambos os valores.

Assim, é possivel verificar que houve, de facto, remocéo de nutrientes proporcional

a taxa de crescimento da alga, o que vai ao encontro do estudo de Abreu et al. em 2011,

38



no qual a alga estudada foi a Gracilaria vermiculophylla (Filo Rhodophyta), num sistema de

Aquacultura Multitréfica Integrada (IMTA).

A partir da oscilacdo dos resultados quando analisados os nutrientes (e a sua
diferenca de estudos anteriores) podemos concluir gue o método utilizado para analise dos
mesmos ndo foi o mais indicado/preciso, ou que houve erro de utilizador em varias
medicbes. Outra razdo para estes resultados inconclusivos poderd provir do
armazenamento das amostras para medicdo. Devido a falta de material muitas amostras
foram congeladas em copos descartaveis de papel até existir possibilidade do seu

processamento, os mesmos podem ter absorvido ou expelido nutrientes para a amostra.

5. Conclusodes

Este estudo corrobora outros estudos que referem que aa existéncia de varios
fatores ambientais e quimicos influenciam o crescimento das macroalgas, seja em
laboratério ou ao ar livre.

Os melhores métodos de acordo com os valores de SGR foram em metodologia
Free Floating, no entanto, estes métodos podem néo ser os mais eficazes huma escala
maior.

De todo o estudo, é de notar que os métodos com a mais facil e rapida recolha de
biomassa eram os métodos em estilo Long Line, e estes métodos obtiveram um SGR
aceitavel. Assim, acredito que este tipo de método sera o melhor para estudos futuros da
industrializacdo da aquacultura desta espécie, ajudando a reduzir o pre¢co da biomassa e
protegendo as espécies de uma recolha excessiva.

Quanto ao seu teor em carragenanas, existiu uma diferengca acentuada entre o
melhor método testado para esta extragdo e a extracdo de espécimes selvagens. Isto
indica-nos que é necessario otimizar estes métodos de forma a atenuar a desnaturacdo da
alga e mantendo o seu teor em carragenanas.

Em relacdo a reducdo de nutrientes por parte da alga, foi possivel concluir que a
mesma influencia o crescimento da alga de forma positiva, podendo ser interessante dar
seguimento ao estudo com metodologias de medicao de nutrientes mais propicias para os
ensaios.

Numa perspetiva futura, a aquacultura e estudo geral desta espécie sé&o
necessarios para protecado da mesma e obtencdo de biocompostos de interesse. Este
estudo podera servir como base para estudos futuros, e os métodos testados no mesmo

reaproveitados para outras espécies semelhantes.
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