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Efeito da substituicdo de farinha de peixe por fanha de algas
Gracilaria sp. e Ulva rigida no crescimento e nos parametros

metabdlicos da dourada $parus aurata)

Este estudo foi conduzido com o intuito de investig efeito da substituicdo de farinha
de peixe por farinha de alg#&Sracilaria sp. e Ulva rigida no crescimento e nos
parametros metabdlicos da doura@pdrus aurath Seis dietas experimentais foram
testadas com farinha de alga a diferentes percamagde substituicdo: 5, 15 e 25% e
uma dieta controlo sem incorporacdo de algas. Aergpcia foi levada a cabo num
sistema aberto de circulacdo usando exemplaresunosatleS. auratus Os peixes
(n=210) foram divididos em grupos de 15 animais, tammues duplos de 100 L e
alimentados com as dietas experimentais duas aezédm, a 3% do seu peso, até que a
biomassa duplicasse. O crescimento ndo apresenfievengtas estatisticamente
significativas (p > 0,05), contudo os peixes alitados com UL-25 mostraram valores
mais elevados comparativamente com 0s outros teaf@s. A composi¢ao lipidica do
corpo eviscerado e o HSI foram reduzidos signifieabtente a medida que a
incorporacao do nivel de alga na dieta aumentava)(p5). Os parametros metabdlicos
nao foram afectados pela inclusdo de algas na. ddstaesultados obtidos mostraram
gue o crescimento € similar entre exemplareS.dauratusalimentados com as dietas
suplementadas com as macroal@asacilaria sp (a 5, 15 e 25%) &. rigida (a 5 e
15%) e com a dieta controlo. No entanto, a incap@o de UL-25 na dieta induz um
melhor crescimento relativamente ao dos individimsentados com a dieta controlo.
Os resultados indicaram que, é possivel uma suigsiit parcial de farinha de peixe por
farinha de algasracilaria sp e Ulva rigida. Devido ao elevado custo da farinha de
peixe relativamente a farinha de algas, esta suigétd parcial pode induzir a uma
reducdo nos custos de producédo de dietas alimsentalém disso, esta substituicdo
pode conduzir ao desenvolvimento sustentavel deacadfura por reducdo das

necessidades de farinha de peixe nas actividadessda.

Palavras-chaveGracilaria, Ulva rigida, farinha de algas, dourad8parus aurata

crescimento, parametros metabalicos.
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The effect of the replacement of fish meal to algaour Gracilaria sp.
and Ulva rigida on growth and metabolic parameters in gilthead sea

bream (Sparus aurata)

The aim of this study was to evaluate the effectregflacement of fish meal with
seaweedGracilaria sp andUlva rigida) flour on the growth and metabolic parameters
in gilthead sea breanSparus auratp Six experimental diets were tested with algae
flour at different level of replacement: 5, 15 &% and one control diet without algal
incorporation. The experiment was carried out iseawater open circulation system
using immature specimens &. auratus Fishes were distributed in groups of 15
animals in 100 L tanks, and were fed with experitakediets twice a day at 3% of
biomass, until duplication of biomass. Growth didshow statistical differences (p >
0,05), however fish fed with UL-25 diet showed heghmedian values in respect to
others treatments. Lipid composition of carcass dmgatosomatic index were
significantly reduced (p < 0,05) as the proportminseaweed flour in the diet was
increased . Plasma, liver and muscle metabolicnpaters analysed were not affected
by inclusion of algae in the diet. Results indidathat growth ofS. auratusfed on
control or diet supplemented with macroal@a@cilaria sp (at 5, 15 and 25%) and.
rigida (at 5 and 15%) were similar. However incorporatiérorigida at 25% in diet
induced higher growth relatively to fish fed comirget.

The results of the study indicate that partial aepment of fish meal with seaweed flour
(Gracilaria sp (GR) andUlva rigida (UL)) is possible. Due to high cost of fish meal i
comparison to seaweeds flour, this partial replasgnwould allow a decrease in
production costs of diets. In addition, the rephaeat of fish meal with seaweed flour
may contribute to a more sustainable aquacultutasiny by decreasing needs of fish

meal from fisheries activities.

Keywords: Gracilaria, Ulva rigida, algae flour, gilthead sea brea®parus aurata

growth, metabolic parameters.
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1. INTRODUCAO



Introducéo

1.1. Biotecnologia na producao animal

A biotecnologia € definida pela Organizacdo dasolacUnidas como “qualquer
aplicacdo que use sistemas biologicos, organismass \ou seus derivados para o
desenvolvimento ou modificacdo de produtos e psmsepara usos especificos”.

O saber e as técnicas da biotecnologia sdo usamasethoramento da producédo
agricola de espécies vegetais para consumo hunmmenqyroducdo de peixe em
aquacultura; na recuperacdo de ambientes degradamldsatamento de esgotos; nas
novas tecnologias da saude que permitem o desémewito e producdo de novos
instrumentos de diagnostico e tratamento de doeat€akoje consideradas incuraveis;
esta envolvida na reproducdo medicamente assistadalonagem e em tantas outras
areas, que diz respeito a melhoria da qualidadeidie e do bem-estar do cidaddo
(www.ordembiologos.pt).

A aplicacdo da biotecnologia na producdo animaltraese na reproducéo,
melhoramento genético; saude animal; alimentagéatrg;do; crescimento e producéo
(FAO, 1991). Nomeadamente, na producdo susterdévetixes, a biotecnologia € uma
ferramenta que pode ser utilizada de diversificddasas. Esta € utilizada no sentido,
de melhorar caracteristicas genéticas dos peiresndontrar novas fontes de alimento
e de melhorar a composi¢éo deste; de melhoraixas te crescimento dos peixes; de
controlar ciclos reprodutivos, através de teramamonal; e de produzir vacinas e
desenvolver resisténcia a doencas nos peixes (vguesi.sk.ca). A necessidade de
producdo sustentavel da dourada tem conduzido erstiy estudos com este peixe,
como por exemplo a nivel do seu genoma, utilizamdodos como microarray,
marcadores genéticos e mapeamento do genoma (€&ndrM. et al, 2008), a nivel
de osmorregulacagLaiz-Carrion, Ret al, 2002), reproducao (Kara, M.kt al, 2006)
imunologia (Arijo, S.et al, 2004), entre outros. Estes estudos permitem w@ihan
conhecimento da fisiologia e metabolismo da doyradatudo existe um factor com
grande influéncia nesse mesmo conhecimento, arsthTo.

1.2. Biologia da douradaSparus aurata

A dourada é um teledsteo pertencente a Clastaopterygij OrdemPerciformese a
Familia Sparidae. A dourada € um peixe de corpo ovalado, alto e conigo
lateralmente; cabeca grande com perfil arqueadwmsopequenos; boca com labios
grossos e carnudos; dentes anteriores fortes easdaim numero de 6 a 8, 0s seguintes

Sao pequenos e os ultimos agrupam-se em 2/3 sérigsntes molariformes; apresenta
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uma barbatana dorsal comprida e Unica com 11 thioss e 12/13 raios moles; uma
barbatana caudal que contém uma ligeiramente bifé; barbatana anal com 3 raios
duros e 11/12 moles; e 2 barbatanas pélvicas comaiorduro e 5 moles. Apresenta
coloracdo cinzenta-prateada, com uma mancha esouirgcio da linha lateral e uma
pequena banda vermelha na extremidade superiompédwo. Em volta dos olhos
possui uma banda dourada, rodeada por outras s@igas, que se tornam amareladas
com a idade (Figura 1) (www.fishbase.org; SantosiNMet al,, 2007).

Este peixe tem, geralmente, um comprimento maxim®&@ cm, no entanto ja foram
observados exemplares com cerca de 70 cm. Podegeesa de 17 kg e ter uma idade

méxima de 11 anos (www.fishbase.org).

Figura 1. Sparus aurata (Linneo,1758) (http://www.fao.org).

E um peixe que se pode encontrar no Oceano Attintiesde das ilhas Britanicas,
Estreito de Gibraltar até Cabo Verde, em torno Ithess Canarias, e em todo o Mar
Mediterraneo (Figura 2). E uma espécie eminentembitaral, vivendo em fundos
rochosos ou arenosos, geralmente, atingem 30 modiendidade e os adultos podem
atingir cerca de 150 m. A dourada é considerad@eire sedentario, migra sozinha ou
em pequenas agregactes desde Espanha até asrithagcd®s, move-se no inicio da
Primavera na direc¢cdo das aguas costeiras prosegiten o intuito de encontrar
alimento abundante e temperaturas suaves. A do@agima espécie euritérmica e
eurialina, ou seja, pode tolerar variacoes sigiifias de temperatura e de salinidade,
respectivamente. Alimenta-se a base de molusceal{bs e gastrépodes) e crustaceos.
Esporadicamente também se pode alimentar de pegjumires, poliquetas e algas
(http://genimpact.imr.no).
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Figura 2. Distribuicdo geografica deS. auratus (http://genimpact.imr.no).

A dourada apresenta um hermafroditismo sequemmakuindo nas suas génadas uma
zona testicular e ovéarica. E um hermafrodita d@ fpotandrico, ou seja, na sua
primeira época reprodutora, que comeca no fim dprs#®o ano de vida, a dourada
actua como macho para posteriormente sofrer unmegsocde inversao sexual, um ano
depois ou ocasionalmente dois anos, e comportagsela segunda etapa como fémea
(Lasserre, 1972).

O ciclo da dourada pode variar consoante as distitucalizacdes geograficas, no
entanto geralmente a maturacdo das gonadas realidarante os meses de Setembro e
Outubro, enquanto, que o periodo de disovulacéo Itggar no fim de Outono. A
evolucdo gonadal é levada a cabo de Janeiro a,Adete modo os animais
permanecem em repouso sexual desde este Ultimatd&etembro. Dependendo da
etapa do ciclo reprodutivo, os exemplares imatan@gam desde das zonas costeiras
até ao mar aberto e vice-versa. Desta maneiras esteecam a penetrar em zonas
costeiras no inicio da primavera, mantendo-se nal@saos meses de Setembro e
Outubro, coincidindo com a sua etapa de maturagéadal. Posteriormente saem para
0 mar aberto, localizando-se em todos os funddgicos, onde permanecem até ao més
de Fevereiro (Lasserre, 1972; Arias, 1976; Suadpet, 1976; San Feliu, 1987).

1.3. Modelo experimental
A dourada € um teledsteo de elevado valor comemip cultivo, levado a cabo
maioritariamente na regido mediterranea, tem aestiuito nos Ultimos anos (Lé@

al., 2001). Cerca de 50% da producdo de dourada éelbima no sul da peninsula
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Ibéria, fundamentalmente na Andaluzia. No geragsap das perspectivas gerais de
crescimento, 0 sector tem se encontrado nos ultanos com problemas de saturacdo
no mercado, que tem conduzido a um declive muisntaado nos precos (Merca-
Madrid, Janeiro 2003). O investimento na investigage no desenvolvimento
tecnoldgico é sem duvida uma condicdo necessaiaspaerar os problemas que esta a
atravessar o sector, tal como se tem realizado cotras espécies de alto valor
comercial e de tradicional consumo, como o saln&or(et al, 2001; Hernandeet

al., 2003).

A dourada, sendo uma espécie carnivora, contémrnuatelas caracteristicas
metabdlicas, no entanto opostas as dos mamifesosaracteristicas que o distinguem
sao: a utilizagdo de hidratos de carbono de forreaope, tanto na digestdo como no
metabolismo e a auséncia de regulacdo de temperétuemperatura ambiente possui
um papel importante na utilizacdo de hidratos déareo, a temperaturas baixas o0s
hidratos de carbono sdo pobremente utilizados|ta@slo numa acumulagdo excessiva
de glucogénio no figado (Weatherley e Gill, 19&3tas espécies requerem dietas ricas
em lipidos e maioritariamente em proteinas.

Neste sentido, numa abordagem biotecnologica, aadaué utilizada como modelo

experimental sendo necessario estudar o seu mistaba crescimento.

1.4. Metabolismo intermediario dos peixes teledstso

O metabolismo é o conjunto de transformacdes queilastancias quimicas sofrem no
interior dos organismos vivos. Transformacfes qodem ser catabolicas, dizem
respeito as vias de degradacdo das macromolét@asndo producdo de energia, ou
anabolicas, que resultam das reaccdes de sinteswldeulas complexas a partir de
moléculas mais simples, com consumo de ATP. Asc@esc bioquimicas que
constituem estas vias metabodlicas ocorrem por adgdsubstancias proteicas, as
enzimas, que tém funcdes catalisadoras, ou sej@rdam a velocidade de reaccao
possibilitando o metabolismo dos seres vivos (Cameb al, 2002). As vias
metabolicas dos peixes teledsteos sdo praticarasmesmas que as dos mamiferos, no

entanto com algumas particularidades (Walton e @o®@82) (Figura 3).
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Figura 3. Mapa de integracao metabdlica (adaptadoedwww.educa.aragob.es).

1.4.1. Metabolismo de lipidos

Os lipidos, para além de serem uma fonte rica degen sdo também, necessarios para

manter a estrutura e a funcdo das membranas esureatherley e Gill, 1989). Os

lipidos utilizados no metabolismo energético, ammam-se principalmente como

triglicéridos e a sua oxidacdo, constitui um preoesonsideravel do metabolismo

energético da maioria dos tecidos (Sheridan, 19884; Weber e Haman, 1996). E um

constituinte importante da dieta dos peixes tetmssie é metabolizado no figado, a

partir do qual uma parte é transportada para o umsermelho e gordura mesentérica

e a outra, considerada a grande maioria, permaaratgzenada no figado (Sheridan,

1988). Em aquacultura, a nivel de nutricdo, ao mimia relacdo proteina/energia
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(como consequéncia do aumento dos niveis de lipidodieta) obtém-se uma maior
utilizacdo de proteina para o crescimento. O aumndot nivel de gorduras na dieta
provoca um efeito de “poupanca” sobre a proteiedy pual esta é retida em maior
propor¢cao ou se pode reduzir o nivel 6ptimo desteemte na dieta. Desta forma, o
aumento dos niveis de lipidos na dieta, até a urerrdmado limite, provoca um

incremento de energia metabolizada, uma reten¢géazede energia e uma melhora na

conversao da proteina (Hernanéeal, 2001).

1.4.2. Metabolismo de proteinas

Dado que, o componente maioritario da dieta dosepeé a proteina, o catabolismo
proteico nestes animais constitui a principal fodée energia (Mommsen e Walsh,
1992). Os peixes teledsteos utilizam as protetaagyeém, como sustento para a elevada
taxa de trocas de proteina muscular, que se reftecelevada actividade dos enzimas
implicada em processos de descarboxilacéo e tramag&o de aminoécidos (Moon e
Johnston, 1981). Elevados niveis de proteina rta di@ peixe exige um aumento do
nivel de energia necessario para metaboliza-la {tvéday e Gill, 1989). Todo o animal
tem um limite para utilizar a proteina ingeridagxxesso de proteina pode sofrer uma
degradacgdo formando i6es amonio e ureia, ou depasitcomo lipidos ou hidratos de
carbono nos tecidos (Weatherley e Gill, 1989; Coe&yalton, 1989). Os aminoacidos
livres tém multiplas origens, entre elas, a absoigéestinal de proteinas hidrolizadas
ingeridas na dieta, a sintese mevo e as interconversdes e posterior hidrélise das
proteinas endogenas (Cowey e Walton, 1989). Osipéis destinos dos aminoacidos
sdo: i) a sintese proteica (Mommsen e Walsh, 1992);sintese de glucose através de
gluconeogénese (Mommsen, 1986; Mommeseal, 1986); e iii) o0 uso como fonte de

energia no caso do figado (Mommsen e Plisetsk&,)1

1.4.3. Metabolismo de hidratos de carbono

Os hidratos de carbono constituem outra fonte dergem disponivel na dieta
(Weatherley e Gill, 1989). A utilizacdo de hidratds carbono esta restringida, em
alguns peixes, a 25% do seu teor na dieta, taleeizla a capacidade digestiva limitada
que apresentam certos peixes para polissacaridos (Rmil et al, 1987). A utilizacédo
dos hidratos de carbono é pobre no sentido datdmesdo metabolismo, no entanto a
alimentacédo induz uma hiperglicemia prolongada peiges, o que reflecte que os

peixes teledsteos tém poucos recursos para canteolaomeostasia da glucose



Introducéo

(Weatherley e Gill, 1989; Wilson, 1994; Blasebal, 1996). Tal como nos mamiferos,

o principal lugar de reserva energética dos perlegsteos é o figado, sendo os outros

lugares, que armazenam hidratos de carbono, feetasdarias de reserva energética.

Um exemplo de um lugar de reserva secundario € scufa} o qual contém reservas

energeéticas que serao utilizadasituem caso de necessidade (Weber e Haman, 1996).

A glucose que circula no sangue provém fundameetaiende trés fontes: i) a dieta

(Wilson, 1994; Cowey e Walton, 1989); ii) a degmgiita de glucogénio, que ocorre

sobretudo no figado (Collins e Anderson, 1997)j)eaigluconeogénese, que tambéem

ocorre no figado e a menor escala nos rins (Colin&nderson, 1997; Suarez e

Mommsem, 1987).

No metabolismo dos hidratos de carbono existenpi@sessos principais que ajudam a

manter constante a glicemia plasmatica:

1) Glucogendlise o glucogénio é a principal forma de reserva daage e encontra-se
sobretudo no figado e em pouca proporcdo nos otkwdos (Mommsen e
Plisetskaya, 1991, 1993). Durante periodos de tplainutricional o excesso de
glucose é imediatamente armazenado sob a form&udegénio, enquanto que,
em condicOes deficientes em glucose (como duraetéogns de jejum), o
glucogénio é metabolizado para libertar glucose.p®ses ndo mobilizam o
glucogénio tdo facilmente como os mamiferos e a gfa mobilizacdo varia
entres espécies e tecidos. Desta forma, observagrasdes diferencas entre o0s
teleGsteos e os mamiferos ja que, em muitas espdeigeixes, 0s niveis de
glucogénio ndo variam muito durante periodos lordmg$ejum (Foster e Moon,
1991; Soengaset al, 1996) ou durante esforcos intensos (Chistiansen
Klungsoyr, 1987). Este processo consiste na degiadalo glucogénio para
originar glucose, que é utilizada pelo 60rgdo oueéredada para a corrente
sanguinea.

2) Glucolise € a principal via metabdlica para a obtencdorszgea, ATP (adenosina
trifosfato), através da conversédo de glucose emiodairuvico (Campos, 2002).
Esta presente em todos os tecidos dos peixes, g@denordenar estes de acordo
com a sua capacidade glucolitica do seguinte modsculo vermelho> musculo
branco> coracdo> rim> figado> branquias (Kmdxal, 1980; Walton e Cowey,
1982). Em condi¢des aerObias a glucdlise fornetstsatos oxidaveis para as
mitocondrias, enquanto que, na auséncia de oxigemjlucose é convertida em

lactato, por exemplo no musculo branco (Foster erivid991; Van Raaigt al,
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1996). No figado a glucdlise tem como funcéo foeneaetabolitos intermediarios
provenientes de outras vias metabdlicas, para @segs0s biossintéticos (Su e
Storey, 1993; Pilkigt al, 1988).

3) GluconeogéneseComo o0s peixes teledsteos tém uma dieta pobréieratos de
carbono, este processo é importante para fornever quantidade de glucose
baixa, mas essencial para o funcionamento cormdasotecidos (Christiansen e
Klungsoyr, 1987). O que implica que este processtmeade forma quase
permanente nos peixes (Suarez e Mommsem, 1987; M®&&8; Pereirat al,
1995), contrariamente com o que sucede com os m@vifjue praticamente so
funciona em condi¢Bes de jejum (Moon, 1988). Esta metabodlica funciona
fundamentalmente no figado e os seus substratosi)s@olactato, produzido
durante a glucolise e a glucogendlise no muscular€z e Mommsem, 1987); ii)
0s aminoacidos, provenientes das proteinas daalieda degradacéo de proteinas
musculares (Blascet al, 1996); e iii) o glicerol, proveniente do catabwio dos
triglicéridos (Sheridan, 1988).

O conhecimento geral do metabolismo dos peixeédtdes é de extrema importancia,

pelo facto do efeito da dieta alimentar poder siectido no metabolismo da dourada.

1.5. Alimentacéao

A forma mais comum de aquacultura que se utilizzneao cultivo extensivo, sem a
adicao de alimento suplementar, em que apenaddatjmidade natural sustentava uma
baixa densidade de individuos, resultando numaabeaficiéncia de producdo. Com o
passar dos tempos, a aquacultura sofreu evolugogsepsivas transformando-se em
cultivos intensivos, garantido assim, a viabilizaggondémica dos cultivos.

A alimentacdo tornou-se o factor unitario com maigportancia para a administragéo
de cultivos modernos. As espécies de peixes selamtas para a cultura sdo na sua
grande maioria carnivoras, devido ao seu elevattw vamercial (FAO, 1994). Estes,
requerem uma dieta de elevado conteudo proteicop @farinha de peixe, formulada
por desperdicios de peixe associados ao processadepeixe para consumo humano
ou por peixe que € usado unicamente para a suagiodwww.fao.org). Esta dieta é
considerada como a fonte nutricional ideal pararisigs necessidades proteicas e
lipidicas destes peixes. A rapida expansdo em afjuex, pode conduzir a uma

dependéncia na alimentacdo com o uso de peixes,(EB@2). As materias-primas de
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origem marinha representam mais de 50% dos custospdracdo em aquacultura
intensiva, sendo a proteina a fonte de aliments maia (Lovell, 2002). Além disso,
estas matérias-primas podem ser consideradas umesgpfotencial de residuos quimicos
e metais pesados (Hansehal, 1976; Hendricks, 2002). A confrontacdo com tais
factos levou a realizacdo de varios estudos, coimtuito de avaliar uma fonte de
proteina alternativa na dieta dos peixes, com atetanto no aspecto nutricional como
de custo. As fontes proteicas alternativas inclueimentos fabricados a partir de
derivados animais, tanto invertebrados (zooplanc{&ibria et al, 1999; Plancestia-
Jatomeeet al, 2002) como vertebrados (sangue, figado, carneseq) (Alexiset al.,
1985; Millamena e Golez, 2001), proteinas de osyaos unicelulares (fungos ou
bactérias) (Oliva-Teles e Goncalves, 2001, Li eli®dtl, 2003), sementes (soja,
girassol ou algodao) (Kissdt al, 2000; Pereira e Oliva-Teles, 2002), legumesa(soj
feijdo ou ervilhas) (Nengast al, 1996; Thiessert al, 2003) e outros produtos de
origem vegetal (gluten de milho, trigo ou concesdsaproteicos) (Regost al, 1999;
Burel et al, 1998; Sitja-Bobadillaet al, 2005). No entanto, grande parte destas
alternativas apresenta uma série de inconvenierBegundo Tacon (1994), a
disponibilidade de proteinas provenientes de osgaos unicelulares é limitada,
expendiosa e de qualidade variavel. O uso de predigrivados de animais terrestres
também é desaconselhavel, devido a possiveis coatades microbianas. Deste modo,
a identificacdo e o uso de proteinas alternativ@s, origem nas plantas, é considerado
uma prioridade para suportar o crescimento dediaidede (Kaushiket al, 1990;
Taconet al, 1994). As algas com elevado teor em proteiredevada taxa de producéo
estdo a receber uma elevada atencdo, como novenatincom potenciais beneficios
nutricionais na dieta dos peixes (Buschmatral, 2001; Rupérez e Saura-Calixto,
2001). Para além do seu potencial valor nutricioc@o substituto de proteinas, as
algas podem também dar um contributo importantdieta dos peixes como fonte de
lipidos (Nakagaweet al, 1987). A Tabela 1 refere alguns exemplos desalpze

substituem a dieta de peixe em diferentes espéeipgixes.
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Tabela 1. Exemplos de tipos de algas utilizadas gaalimentacéo de diferentes espécies de peixes.

Alga

Espécie aplicada

Referéncia

Ulva rigida

Gracilaria bursa-pastoris

Ulva rigida

Gracilaria cornea

Microcystis aeruginosa

Chorella

Spirulina platensis

Spirulina maxima

Ascophyllum

Ulva

Cyprinus carpio

Dicentrarchus
labrax

Carassius auratus
gibelio

Sebastes schlegeli

Cyprinus carpio

Oreochromis
mossambicus

Pagrus major

Acanthopagrus
shlegeli

Diler et al.,, 2007

Valenteet al, 2006

Zhaoet al,, 2006

Bai et al, 2001

Nandeesheet al, 1998

Olvera-Novoeet al, 1998

Nakagaweet al., 1997

Nakagaweet al., 1993

11
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1.6. Objectivos

Na producdo de animais, o alimento representa unpapente significativo de custo
de producdo. Neste sentido, uma abordagem bioteginal € levada a cabo, para
avaliar o efeito da substituicdo de farinha de @gar farinha de algas na alimentacéo
da dourada. Para tal, utilizar-se-do duas classedgas (lva rigida e Gracilaria sp.),
que serdo avaliadas a trés niveis de substitui@eiates (5, 15 e 25%).

O efeito da substituicdo sera avaliado no cresdimmemo metabolismo da dourada (
aurata).

Os resultados permitirdo determinar se é possisabatituicdo da farinha de peixe por
farinha de algas, assim como, em que proporc¢aesstdos serdo de grande utilidade
para formular dietas de peixes, com uma menor p¢dpode farinha de peixe e

consequentemente, com custos de producdo menores.

12
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2.1. Mantimento dos peixes

Os peixes empregues nesta experiéncia foram exerapte douradaS( auratu¥
imaturas (14-15 g), os quais foram proporcionadda pmpresa CUPIMAR S.A. (San
Fernando, Cadiz, Espanha) e transferidos para &Plalet Cultivos Marinhos
(Universidade de Cadiz, Puerto Real, Cadiz, EspanBa peixes (n=220) foram
mantidos num sistema de circuito aberto, em tang@e400 L de capacidade que
continha 4gua do mar, com 36 %o de salinidade, teatyr@ constante de 18°C + 1°C e
um fotoperiodo natural. O periodo de aclimataciiddd?2 semanas, durante este tempo
a alimentacao foi feita com recurso a dietas comistdornecendo 3% do seu peso por

dia. Apds este periodo, foram aplicadas difereditetas alimentares.

2.2. Preparacéo da alimentacéo

As macroalgas utilizadas para esta experiéncianf@a&racilaria sp (GR) e aUlva
rigida (UL), as quais foram proporcionadas pelo Centr@Bid¢ecnologia Marinha da
Universidade das Palmas da Grande Canéria. Testwmarmdietas alimentares, das
quais 6 sdo alimentacdes experimentais, com farighanacroalgas de 5, 15 e 25%
(denominadas GR-5, GR-15, GR-25, UL-5, UL-15 e WH)-2 uma € o controlo (sem
algas). A composi¢cdo quimica das al@ascilaria sp e Ulva rigida esta presente na
tabela 2.

Tabela 2- Composicdo quimica das macroalg&@racilaria sp eUlvarigida (% MS).

_ Hidratos de _ _
Macroalgas Proteinas Lipidos Cinzas Humidade
carbono
Gracilaria sp.(GR) 13,5 0,8 39,8 35,6 10,3
Ulva rigida (UL) 14,9 1,2 50,4 20,7 12,8

2.3. Experiéncia realizada

Os exemplares de dourada (n=210), previamente wedidesados, foram divididos

em grupos de 15 animais, em tanques de 100 L, urais tpram adicionadas condicdes

alimentares distintas: alimentacbes experimentais algas a diferentes percentagens,
(denominadas GR-5, GR-15, GR-25, UL-5, UL-15 e WH)-2 alimentacdo sem algas

denominada controlo, existindo dois tanques poa cheta alimentar. As dietas foram

preparadas no Departamento de Biologia AplicadaUnizersidade de Almeria. Os
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ingredientes e composicao quimica das dietas alaremestdo detalhados na Tabela 3.

A duragdo da experiéncia foi determinada pelo tempoessério para duplicar a
biomassa inicial dos peixes (45 dias) (Abril-M&008).

Tabela 3. Ingredientes e composicdo quimica das ths experimentais.

Ingredientes (g kg* MS)

Controlo UL-5 UL-15 UL-25 GR-5 GR-15 GR-25

Farinha de peixe (LT94) 650 640 620 595 640 620 600
Gracilaria sp. - - - - 50 150 250
Ulva rigida - 50 150 250 - - -
Azeite Oleo de peixe 39 40 41 43 40 41 43
Lectina de soja 10 10 10 10 10 10 10
Dextrina 218 187 116 49 187 116 44
Celulosa 40 30 20 10 30 20 10
Cloreto de colina 8 8 8 8 8 8 8
Vitaminas-minerais 25 25 25 25 25 25 25
Alginato de sodio 10 10 10 10 10 10 10
Composigéo quimica

Matéria seca (% MS) 91,6 915 90,3 915 923 923139
Proteinas (% MS) 445 44 .4 44,3 43,8 44,6 441 43,7
Lipidos (% MS) 9,3 9,3 9,2 9,1 9,0 9,4 9,4
Cinzas (% MS) 11,9 134 16,1 19,3 13,2 148 17,4
Fibras (% MS) 0,4 0,5 1,0 1,6 0,5 0,8 1,3
Hidratos de carbono (% MS) 25,5 23,9 19,7 17,7 24,8 23,2 19,5
Energia (MJ/Kg) 15,2 149 142 13,7 150 14,8 141

Antes da iniciacdo do periodo experimental propeiai® dito, os peixes foram

mantidos durante 2 semanas com uma dieta comdariaécendo-lhes 3% do seu peso

ao dia, distribuido em duas tomas (uma pela manbdira pela tarde). Esta mesma

orientacdo foi seguida desde o inicio da experénmocedendo-se segundo a seguinte

rotina;

i) Pela manha efectuou-se a limpeza dos tanques ghaninar as fezes ou qualquer

resto de sujidade;
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i) Repousou-se durante 30 minutos para permite g8 peixes se tranquilizassem.
Durante este tempo pesou-se a quantidade de afineefdrnecer a cada tanque
(1,5% de biomassa);

iii) Alimentou-se cada tanque colocando pouco acpau alimento, para assegurar que
fosse consumido antes de chegar ao fundo do taAgaienentacéo foi mantida até
gue o alimento pesado se esgotasse, ou até quebas mleixassem de comer
definitivamente e o alimento se depositasse nodwodtanque sem ser consumido;

iv) Deixou-se passar uma hora. Revistaram-se apuéane quando se observava que
ficavam depositados gréos de alimentacdo, estasretaados e armazenados num
recipiente, identificado com o nimero do tanquestqgryiormente congelado;

v) No final da experiéncia, estes graos foram seqossados para serem subtraidos pela
quantidade diaria de alimento administrada, de madavaliar os parametros
ZOootécnicos;

vi) A alimentacéo foi repetida pela tarde (1,5%tapte), procedendo-se da mesma
forma que a da manhg;

vii) Quando se observou que os peixes ficavam comefaumentou-se o0 nivel de
alimentacéo a 0,5%.

viii) Em cada 15 dias ajustou-se a quantidade ideeato administrado.

Inicialmente, antes do periodo experimental foratirados 10 peixes de um total de
220 para a analise quimica corporal (humidadegpras$, lipidos, cinzas e energia). A
analisdoi determinada a partir de amostras de musculopsdendo lado pigmentado de
uma Unica amostra, de acordo com 0s métodos de AQ9L).
Apoés o tempo de aclimatacdo os peixes foram anadtess pesados e medidos de 15
em 15 dias. As amostragens foram realizadas noepome no ultimo dia da
experiéncia. Antes de cada amostragem 0S peix@sapeceram em jejum por um
periodo de 24 horas. Novamente foram retiradas taasode musculo para analisar a
composicao guimica corporal dos peixes.
As visceras e o figado foram pesados para caloslparametros zootécnicos, 0s quais
foram avaliados para estimar o aproveitamento tiugrdo alimento. Os parametros
zootécnicos estudados foram:

1) o crescimento (SGR), definido como a variagcageso corporal ao longo do

tempo (%).
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2) o indice de transformacéo do alimento (FCR)inakd como a relagéo entre o
peso corporal ganho (g) por alimento seco consukgdo
3) o indice hepatossomatico (HSI), consiste nad@elgpercentual entre o peso do
figado (g) e o peso total (g).
4) o indice viscerossomatico (VSI), calculado comcelacdo entre o peso das
visceras (g) e o peso total (g), expresso em pexgem.
Relativamente aos parametros metabdlicos, obtivemms seguintes amostras de
material bioldgico: o plasma (para medir glucosetdto, proteinas, triglicéridos e
acidos gordos); o figado e o musculo (para medragénio, aminoacidos livres totais,
glucose, lactato e triglicéridos). Todo o trabadxperimental cumpre com as directrizes
do Conselho da Unido Europeia (86/609/EU) e da éisidade de Cadiz para o uso de

animais de laboratorio.

2.4. Obtencédo de amostras

Os peixes foram submetidos a uma anestesia comoRi&anol (0,1% v/v) (Sigma, P-
1126) utilizando uma dose de 0,5 mL/L de agua ricidnda experiéncia para a
obtencdo de dados biométricos (comprimento e pesoha dose de 1 mL/L de agua
para a obtencdo de amostras biolégicas. As amasraangue, aproximadamente 0,5
mL, foram obtidas por puncdo da artéria caudaljzatido seringas de insulina
previamente heparinizadas com heparina amonicangsid-6279, 25000 unidades/3
mL de solugéo salina 0,9% de NaCl). Estas amogstasn recolhidas em tubos
Eppendorf de 1,5 mL heparinazados e posteriormestgrifugadas (usando a
centrifuga ALC, mod. 4204), durante 3 min a 108%®.rObtiveram-se 2 amostras de
plasma que, foram congeladas em nitrogénio ligeidsmazenadas a -80°C em tubos
de Eppendorf de 0,5 mL, até ser efectuada a susends visceras foram retiradas
para a obtencdo do seu peso. As amostras de figadaisculo foram pesadas,
congeladas em nitrogénio liquido e armazenada®%C-8m tubos Eppendorf de 1,5

mL, para a sua posterior analise.
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2.5. Técnicas de analise aplicadas ao plasma, figaelmusculo

2.5.1. Andlise metabdlica a nivel plasmatico

A) Glucose

A concentracdo de glucose plasmética foi medidaiangsl o kit comercial Spinreact
(referéncia 10001200) adaptado a uma microplac&dmcos. A glucose é fosforilada
pela adenosina trifosfato (ATP) numa reaccao catadéi pela hexocinase (HK). Como
resultado desta fosforilacdo produz-se glucosestafo, que por sua vez € oxidado a 6-
fosfogluconato na presenca de nicotinamida adafimecleétido (NAD), numa reacgéo
catalisada por glucose-6-fosfato desidrogenasearideiresta oxidagdo uma quantidade
equimolar de NAD é reduzida a NADH, que tem a saaima absorvancia a 340 nm.
Por este motivo as variagcdes de absorvancia queraguzem a 340 nm seréo
directamente proporcionais a concentracdo de ghucésreaccdo € realizada da

seguinte forma:

Hexocinase
Glucose + ATP » Glucose-6-fosfato + ADP

y

Glucose-6-Fosfato
Desidrogenase

Glucose-6-fosfato + NAD » 6-fosfogluconato + NADH

Os standards usados da glucose (20 mM/L) forametidas a partir de glucose anidra
(Panreac, cod. 1001200) de onde se obtiveram ctvagéas de 0, 2, 5 e 10 mM/L. A
solucéo reactiva foi preparada dissolvendo os eaxifNAD" a 2mmol/L, HK a 1000
U/L e glucose-6-fosfato a 1000U/L) no tampéo (TRKs 7,5 a 4mmol/L, ATP a 2,1
mmol/L e Md* a 0,8 mmol/L), seguidamente incubou-se num baehmdestatico a
37°C. Nos pocos da multiplaca (Costar, Corning ioe@ted, #3628) repartiram-se 10
puL de cada amostra, por duplicado e de cada sthpdarquadruplicado, adicionando a
todos estes 200 pL de solucdo reactiva. A placdafmada com parafilme (Parafilm
“M”, Laboratory film American Cafl") e incubada a 37°C numa estufa durante 5
minutos. Posteriormente a absorvancia foi medidads duplo comprimento de onda:
340 nm para a leitura e 550 nm como referéncidizbiti-se um leitor de microplacas

automatico (EL 340, Bio-Tek Instrument, Winoosk, JOSA) controlado pelo software
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DeltaSoft 3 para Macintosh (BioMetallics, Inc, NY). ensaio foi linear desde 0 a 20
mM/L.

B) Lactato

Esta andlise foi feita mediante o kit comercialnBgact (cod. 1001330, 5x10 mL),

adaptado a microplaca de 96 pocos. O acido laétimxidado a piruvato e peroxido de
hidrogénio (HO,) por meio do lactato oxidase. Na presenca do jmwdale hidrogénio,

a peroxidase cataliza a condenséo oxidativa dasifm@es cromogénicos, originando
um composto cromogénico que tem um maximo de aésoix a 540 nm. A variacao

de absorvancia a este comprimento de onda é direnta proporcional & concentracdo
de lactato da amostra. A reac¢ao produz-se dorgeguiodo:

Lactato oxidas

L-lactato + Q + H,O Piruvato + HO,

v

Peroxidas

H20; Composto Cromogénico

v

Os standards (Sigma #826-10) usados foram de 11,55 e 20 mg/dL. Preparou-se a
solucéo reactiva adicionando enzimas (Lactato eeida800 U/L, Peroxidase a 2000
U/L e 4-Aminofenazona a 0,4 mmol/L) em 10 mL de pam (PIPES pH 7,5 a 50
mmol/L e 4-Clorofenol a 4 mmol/L). A esta soluca&bcsoonaram-se 10 mL de solucéo
isotdnica (0,9 g NaCl/ 100 mL agua destilada). &giise suavemente e colocou-se num
banho termoestatico a 37°C. As amostras de plasraa fdiluidas na proporcéo de 1:2
(v/v) com a mesma solucéo isotonica, repartindqullCem duplicado na microplaca,
enquanto, que os standards foram distribuidos guwal ivolume por quadruplicado.
Posteriormente foram adicionados 200 pL de reacfivglaca foi selada com parafiime
(Parafilm “M”. Laboratory film American CdN. Chicago, IL 60631) e incubada
durante 5 minutos, a 37°C na estufa. Seguidamieni@edida a absorvancia utilizando
o leitor de microplacas automatico (EL 340, Bio-Te&trument, Winoosk; VT, USA)
controlado pelo software DeltaSoft 3 para a Maaht(BioMetallics, Inc, NY), usando
0 dobro do comprimento de onda: 550 nm para arée@u630 nm como referéncia. O
ensaio mostrou-se linear desde 0 até 20 mg/dL.
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C) Proteinas totais

A analise foi realizada por intermédio do uso dockimercial BCA Protein Assay Kit
(Pierce, P.O. # 2323) (Smi#t al, 1985) adaptado a microplaca de 96 pocos. Asmali
de proteinas plasmaticas foi levada a cabo at@aéeducéo de Gla CU, a qual é
provocada pelas proteinas num meio alcalino. Gédwe (CU) por reac¢do com duas
moléculas de acido bicinconinico (BCA) forma um poisto purpura hidrossolavel que
apresenta uma forte absorvancia a 562 nm. A albste/a este comprimento de onda é
directamente proporcional a concentracado das pestaia amostra. A reaccao realiza-

se da seguinte forma:

OoH

Proteina + Ctf Complexo de cobre Gl

v

Cu + 2 BCA BCA-Cu' (complexo terceario)

v

Os standards (Pierce, # 23029) usados foram de1®) & 20 pg/10uL a partir do kit
comercial BSA (2 mg/mL). A solucéo reactiva foi cehida a partir de uma mistura de
20 mL de reagente A (carbonato de sodio, bicarlmodatsodio, acido bicinconinico e
tartarato de sodio em 0,1 M de hidroxido de sédid)00uL de reagente B (4% de
sulfato de cobre) que, por sua vez foi incubada bamho termoestatico a 37°C. Na
microplaca repartiram-se 10uL de plasma, previaendiliidos 1:50 (v/v) com agua
destilada, por duplicado, ao passo que os standapdstiram-se em igual volume mas
por quintuplicado. Posteriormente adicionaram-d@u20da solucéo reactiva por poco.
A placa foi tapada com parafilme (Parafilm “M”. laitory film American Calt".
Chicago, IL 60631) e incubada a 37°C numa estuii@ntie 30 minutos na obscuridade.
Apoés a incubacdo foi medida a absorvancia por secao leitor de microplacas
automético (EL 340, Bio-Tek Instrument, Winoosk; , MISA) controlado pelo software
DeltaSoft 3 para a Macintosh (BioMetallics, Inc, N0téando o dobro do comprimento
de onda: 550 nm para a leitura e 630 nm como r&€0O ensaio mostrou-se linear

desde 0 até 20 mg/mL.

D) Triglicéridos
A analise foi feita mediante o kit comercial Spave (cod. 1001311, 10x20 mL),

adaptado a microplaca de 96 pocos. Os triglicérs@oshidrolizados a glicerol e acidos
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gordos por meio da lipase, o glicerol formado é&didedo pelo ATP produzindo

glicerol-1-fosfato e ADP, numa reaccao catalisaela glicerol cinase. O ATP cataliza-
se de novo, junto com o piruvato, ao reagir o ADEr@or com o fosfoenol piruvato,

atraves do piruvato cinase. Finalmente o piruvatdézido a lactato, por intermédio de
uma oxidacdo equimolar de NADH, na presenca datladesidrogenase. O NADH
apresenta um maximo de absorvancia a 340 nm, assuariacdo da absorvancia,
medida a este comprimento de onda, é directamenfgongional & concentracdo de

triglicéridos da amostra. A reaccao sera produdaseguinte forma:

Lipase )
Triglicéridos » Glicerol + Acidos gordos
Glicerol cinase
Glicerol + ATP » Glicerol-1-Fosfato + ADP
_ Piruvato cinas
ADP + Fosfoenol Piruvato » Piruvato + ATP
Lactato desidrogenase
Piruvato + NADH + H > Lactato + NAD

Para obter a solucao reactiva de trabalho, dissedeeos enzimas (Lipoproteina lipase a
150000 U/L, Glicerol cinase a 500 U/L, Glicerol-8idase a 2500 U/L, Peroxidase a
440 U/L, 4-Aminofenazona a 0,1 mmol/L e ATP a 0/hah'L) no tampao (GOOD pH
7,5 a 50 mmol/L e p-Clorofenol a 2mmol/L). O kitgsoi um standard de 200 mg/dL
que, mediante sucessivas diluicbes com agua dkstigermite a execucdo da recta
padrdo: 0, 25, 50, 100 e 200 mg/dL. Por outro lddofeita uma solucdo isotonica
misturando 0,9 g de NaCl com 100 mL de agua ddstia diluiram-se as amostras
plasmaticas 1/6 com a solucdo. Como controlo usoussa solucdo standard de
triglicéridos 200 mg/dL (Sigma, Lot. 012K6046). Nécroplaca repartiram-se 10 pL de
amostra diluida por duplicado e os standards padmyplicado. A estes pocos
adicionaram-se 200 pL de solucédo reactiva de tnabaleixando quatro pocgos vazios
para fazer o branco. A placa foi selada com panafi{Parafilm “M”. Laboratory film
American Caf". Chicago, IL 60631) e incubada a 37°C numa estifmante 5

minutos. Seguidamente, foi medida a absorvanciaawxilio ao leitor de microplacas
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automatico (EL 340, Bio-Tek Instrument, Winoosk; MOSA) controlado pelo software
DeltaSoft 3 para a Macintosh (BioMetallics, Inc, \dsando o comprimento de onda
simples de 490 nm. O ensaio mostrou-se linear de@sdi& 20 mg/mL.

E) Acidos Gordos
A analise foi realizada através do kit comercialPAEC da Wako, este teste consiste

num teste colorimétrico enzimético para a detergdoajuantitativén—vitro dos acidos
gordos livres no plasma. A andlise de acidos gofdodevada a cabo através de
algumas reaccdes, como passo inicial os acidoogodo esterificados (NEFA), ATP,
Mg e CoA séo convertidos em acetil-CoA pela accierdiimaacetil-CoA sintetase
(ACS). O acetil-CoA derivado reage com o oxigéma, presenca do acetil-CoA
oxidase (ACOD), para produzir peréxido de hidrogéiH,O,). O peréxido de
hidrogénio na presenca da peroxidase (POD), pbsi@dicondensacao oxidativa do 3-
metil-N-etil-N-(3-hidroxietil)-anilina (MEHA) com 4-aminoantipirinagriginando um
produto roxo que absorve a luz a 550 nm. A intem®@ddo pigmento roxo é
proporcional a concentracdo de acidos gordos limeeamostra. O acido ascorbico &

eliminado da amostra mediante o 6xido de ascorbBetaeaccdes estdo representadas

abaixo:
ACS
HCOOH + ATP + CoA —» Acetil-CoA + AMP + PR
ACOD
Acetil-CoA + G, » 2,3-trans-Enoil-CoA + kD,
POD
H,0O, + 4-Aminoantipirina + MEHA —» Quinoneimina + 4kD

Prepararam-se duas solucdes reactivas, A e Bapohicdo reactiva A, dissolveu-se 0
reagente A (ACS a 0,3 kU/L, AOD a 3 kU/L, CoA a @A, ATP a 5 mM, 4-
Aminoantipirina a 1,5 mM e Aziduro de sodio a 1,4%pm 10 mL de solvente A
(tampao fosfato pH 6,9 a 50 mM, Cloreto de magn&si@ mM, Surfactante e
Estabilizador) e misturou-se, para a preparagasotiggdo reactiva B, dissolveu-se o
reagente B (ACOD a 6,6 kU/L e POD a 7,5 kU/L) emn20 de solvente B (MEHA a
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1,2 mM e Surfactante) e agitou-se bem. Os standards preparados por duplicado

na placa, e sdo os seguintes:

1.Standard 1 a 1,0 mM - 5 de Standard 1 (NEFA standard, acido oléico 28&lixg
2.Standard 2 a 0,5 mM - b de standard 1 + 5@L de agua destilada

3.Standard 3 a 0,25 mM - HQ de standard 2 + 50L de agua destilada

4.Standard 4 a 0,125 mM - b0 de standard 3 + 5L de 4gua destilada
5.Standard 5 a 0,0625 mM - h0 de standard 4 + 50L de agua destilada
6.Standard 6 a 0,03125 mM - pD de standard 5 + 50L de agua destilada

Na microplaca repartiram-se 20 uL de amostra, staisde agua destilada (branco) por
duplicado. A estes pocos adicionaram-se 60 uL dec&o reactiva A. A placa foi
selada com parafilme (Parafilm “M”. Laboratory fildmerican Caf". Chicago, IL
60631) e incubada a 25°C, durante 15 minutos, camimento oscilatério e na
obscuridade. Seguidamente a incubacao, adicionauesgla po¢o da microplaca 120
uL de solucao reactiva B, voltou-se a selar conaffiare e procedeu-se a incubacédo
nas mesmas condi¢cdes anteriores. Posteriormemtesavancia foi medida usando o
comprimento de onda de 550 nm como referénciaizbiilse um leitor de microplacas
automético (EL 340, Bio-Tek Instrument, Winoosk, NXOSA) controlado pelo software
DeltaSoft 3 para Macintosh (BioMetallics, Inc, NY).

2.5.2. Andlise metabdlica a nivel hepatico e muascul
No sentido de se analisarem os parametros metabdtitucogénio, aminoacidos livres
totais, glucose, lactato e triglicéridos) a nivekidular, foi necessario efectuar

homogeneizados dos tecidos.

A) Procedimento de homogenizacao

Pesar uma porcao de tecido, introduzir-la em taeogropileno e adicionar um volume
de acido perclorico (composto por 96 mL de aguaQmit 4 mL PCA 0,6 N) em

microlitros igual ao produto da multiplicagcdo despelo tecido (em gramas) por 7500
obtendo um factor de diluigdo 1/15 (m/v). O &cigocpdrico desproteinizara a amostra,
facilitando assim a sua homogenizacdo. Sonicarmntkird0 segundos num sonicador

(Ultra-Turrax, T-25 basic, IKA-Werke) mantendo amastras no frio. Adicionar
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posteriormente um volume de solucdo de bicarbodatpotassio (composto por 100
mL de agua miliQ + 10,01 g de KHG@GPigual ao volume do acido perclérico
adicionado. Centrifugar os tubos de propileno @d®.13.000 G, durante 30 minutos a
4°C, o modelo de centrifuga usado foi o eppend®tD5R. Distribuir 0 sobrenadante

em tubos eppendorf de 1,5 mL e guardar a -80°@ s posterior analise.

B) Glucogénio
A técnica tem como principio a hidrélise do gluaigéem glucose por accdo da

aminoglucosidase (AGS) de acordo com o método kempDecker (1974). A glucose
produzida € determinada mediante o kit comerciahr8act (cod. 1001200) (Stein,
1963), adaptado a microplaca de 96 pocos (ver.28.flucose). O kit produz uma
reaccdo aparecendo um composto cromdgenico, oéqdakctamente proporcional a
quantidade de glucogénio presente na amostra.

Para avaliar este parametro centrifugaram-se asteasohomogeneizadas (diluidas
1:15) a 10.000-13.000 G, durante 3 minutos e ret® 0 sobrenadante. Prepararam-se
duas solucdes de incubacéo, cada uma delas conmoostd0 L de acido acético, 0,81
g de acetato de sodio (trihidratado) e 50ml de aguig). Numa das solucbes
adicionou-se amiloglucosidase (AGS, Sigma A7420)7451 unidades de AGS/ug de
tecido. Prepararam-se dois conjuntos de tubos, canmjunto adicionou-se 200 pL de
solucéo de incubacdo com AGS, noutro 200 pL dec&olule incubacdo sem AGS e
100 pL de amostra em ambos os conjuntos, parali@dedéa musculo. Para o figado,
adicionou-se 1 mL de cada solucéo incubadora pata conjunto de tubos e 100 pL de
amostra, sendo necessario uma diluicdo prévia dessteende 1:30. Colocaram-se 0s
tubos numa incubadora com agitacéao, durante 2 hr3°C. Paralelamente, preparou-
se a curva de calibracdo da glucose, de igual f@onprotocolo de determinacéo de
glucose no plasma, mas utilizando 50 pL de amastraa placa de 96 pocos, colocou-
se 50 puL de amostra + 250 pL de reagente spinrkaxtbou-se a 37°C, durante 5
minutos e leu-se a absorvéncia a 340 nm. Usourseta de calibracdo de glucose para
estimar o glucogénio em mg de glucose, em formglagogénio por gramas de peso

fresco de tecido.

C) Aminoécidos livres totais

A determinacdo dos aminoacidos totais livres raadiz por analise colorimétrica com

nihidrina (Sigma N7285). A partir das amostras hgemeizadas (diluidas 1:15),
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centrifugou-se as amostras a 10.000-13.000 G, turdn minutos. Diluiu-se o
sobrenadante 50 vezes, diluindo 20 pL de sobretedan 980 pL de &dgua miliQ,
obtendo-se assim uma diluicao final de 1:750. Nypitaaa de 96 pocos adicionou-se:
140 pL de amostra diluida, 80 puL de acetato dectdae 80 pL de nihidrina (volume
final de 300 pL/poco). Incubou-se a 100°C, durdrfieninutos em seco e deixou-se
arrefecer até a temperatura ambiente. Mediu-se @90 utilizando o leitor de
microplacas automatico (EL 340, Bio-Tek Instruméhinoosk; VT, USA) controlado
pelo software DeltaSoft 3 para a Macintosh (BioMes Inc, NY), usando o
comprimento de onda simples de 590 nm.

Para a determinacdo de aminoacidos livres totaisstiu-se uma recta padréo de L-
alanina (Sigma A7469-25G) que segue a seguinteg@quAbs= a [AA totais] + b.

As concentracfes para a recta padrdo sao as ssguint

1. Dissolucao de L-alanina 0,01 M (50 mL agua mitiQ,0445 g L-alanina)

2. Dissolucéo de L-alanina 0,25 mM (125 pL solugée + 4875 puL agua miliQ)
3.Dissolucéo L-alanina 0,125 mM (2500 pL soluc&o2500 pL agua miliQ)

4. Dissolucéo L-alanina 0,0625 mM (2500 pL solug&@o2500 uL agua miliQ)
5. Dissolucéo L-alanina 0,03125 mM (2500 pL solug&o2500 pL agua miliQ)
6. Dissolucéo L-alanina 0,01563 mM (2500 pL solug&o2500 pL agua miliQ)
7. Dissolucéo L-alanina 0,00781 mM (2500 pL solug&02500 pL agua miliQ)

Para expressar os resultados por pmoles de aacidgt, utilizou-se a recta obtida e
multiplicaram-se os resultados obtidos por 750¢f&s de diluicdo).

D) Glucose, lactato e triglicéridos

Apés a homogeneizagéo, centrifugaram-se as amastt®s000-13.000 G, durante 3
minutos, a 4°C e retirou-se o sobrenadante. Osneairds metabdlicos foram medidos

consoante a metodologia descrita anteriormentecgés 2.5.1.

2.5.3. Andlise de estatistica

Os dados dos parametros zootécnicos (taxa esped#icrescimento SGR, indice de
transformacéo do alimento FCR, indice hepatossom&$I e indice viscerossomatico
VSI) da composicédo quimica corporal (humidade,gnats, lipidos, cinzas e energia) e

dos parametros metabolicos a nivel plasmatico ¢gkiclactato, proteinas, triglicéridos
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e acidos gordos); hepatico (lactato, glucose, giéom, triglicéridos e aminoacidos) e
muscular (glucose, glucogénio, lactato, triglicésde aminoacidos) foram submetidos
ao teste one-way ANOVA usando o programa SPSS. &xsparacOesPost-hoc

(Controlo, UL-5, UL-15, UL-25, GR-5, GR-15 e GR-2Z6yam feitas mediante o teste

Tukey os resultados foram considerados significativaendiferentes para p < 0,05.
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Resultados

3.1. Parametros zootécnicos

A Tabela 4 inclui os resultados da evolugdo de rpaté®s zootécnicos das dietas
alimentares. Em geral, para o peso final, exceptocaso de UL-15 e UL-25, ndo foram
encontradas diferencas entre o0s tratamentos. Ogespedbtiveram um peso
significativamente mais elevado, quando alimentadgosn UL-25 (p < 0,05)
relativamente aos outros grupos. O comprimento € pamdmetro que apresentou
diferencas significativas entre os tratamentos ulf@dos n&o mostrados). Na
percentagem de peso ganho (WG) comprova-se umaneadsimilar ao descrito para
o peso final, embora sem mostrar diferencas ettatisente significativas. A taxa
especifica de crescimento (SGR) ndo apresente&d{fas estatisticamente significativas
(p > 0,05), apresentado valores médios mais elevado caso de UL-25,
comparativamente com o0s outros tratamentos. Odndkctransformacéo do alimento
(FCR) foi significativamente mais elevado para atamento GR-25 (p < 0,05),
curiosamente o grupo alimentado com o tratament@®h&o evidenciou um aumento
significativo. Os restantes tratamentos nao aptasen diferencas estatisticamente
significativas entre eles. Para o indice hepatoasom (HSI) encontrou-se, nos
tratamentos com algas, uma reducdo estatisticam&igtgficativa, conforme se
aumenta o nivel de inclusdo de alga na dieta. ®ardice viscerossomatico (VSI), ndo

foram encontradas diferencas estatisticamentefisigtivas.
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Tabela 4. Crescimento, indices de transformacdo dalimento e indices somaticos de douradas
jovens alimentadas com as dietas experimentais.

Tratamento
Controlo UL-5 UL-15 UL-25 GR-5 GR-15 GR-25

Peso

13,9+0,2 13,6+0,5 13,9+0,8 14,7+0,3 13,3+0,1 13,9+0 14,9+0,1

inicial (g)

Peso final b b A b ab b
28,740,3 26,603 2562, 31,2:1,1* 26,60,3F° 27,70,1* 27,817

(9)

WG (%) 106,20,1 95995 83,364 112,3114 99,020,1 99,2453  8518,1
SGR (%) 1,13:0,01 1,050,08 0,950,05 1,1%#0,08 1,0%0,16 1,08:0,04 0,96:0,07

FCR 1,60t0,06° 1,73t0,27° 1,90:0,05° 1,81+0,28° 1,990,517 1,870,1G° 2,130,18
HSI (%) 1,720,248 1,5%0,18 1,340,226 1,170,17 1,550,20 1,330,17 1,16:0,18'

VSI (%) 6,7%0,94 6,351,21 6,340,63 5,88:0,83 6,721,13 6,440,78 6,13:0,62

Valores sdo a média por tratamento (n=30) * errdion@adrdo. Na mesma linha, os valores com difesent
expoentes apresentam diferencas significativag érgtamentos (p < 0,05), WG — incremento de p#gp $GR —

taxa especifica de crescimento (% djaFCR — indice de transformac&o do alimento; HSidice hepatossomatico
(%); VSI — indice viscerossomatico (%).
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3.2. Composicao quimica corporal dos peixes

A composicdo quimica corporal dos peixes, alimesgambm as dietas inicial, controlo
e experimentais estd presente na Tabela 5. De fageral, todos o0s peixes
independentemente do regime alimentar, mostraramamteido similar de humidade,
proteinas e cinzas. Porém, o conteudo lipidicosapteu diferencas estatisticamente
significativas entre os tratamentos. As dietas esuphtadas corbllva comprovaram
uma diminuicdo do valor médio do conteddo gordo abwpo eviscerado, em
comparacdao com o valor da dieta controlo, send® sghificativamente mais baixo
para UL-25 (p < 0,05). No caso das dietas suplesdast conGracilaria ndo foram
encontradas diferencas com o controlo, excepto ratamento com GR-25, que

apresentou um valor médio menor.

Tabela 5. Composicao corporal (%, seca) dos peixamentados com as dietas inicial, controlo e
experimentais.

m ica .
Composicao | il cControlo UL-5  UL-15  UL-25 GR-5 GR-15 GR-25
quimica
Hur(r;gade 695+07 685+08 683+11 684+14 685+08 688+13 682+11 695+009
Proteina
552+02 543+15 542+13 539+14 53+18 556+06541+14 555+05
(% MS)
Lipidos X X X
265+16 275+13 243+16° 242+08° 213+08 285+23 27.6+17 248+ 11
(% MS)
Cinzas
13.8+04 12,8+06 136+01 125+04 126+03 123+02 131+05 12.2+03
(% MS)
Energia
’ 19,2 19,4 18,2 18,1 16,9 20,0 19,5 18,6
(KIg™)*

Valores sdo a média por tratamento (n=30) + errdion@adrao. Na mesma linha, os valores com difesent
expoentes apresentam diferengas significativas ématiamentos (p < 0,05).
*A energia bruta foi calculada a partir do conteidédio da composicéo de proteinas, lipidos e lugdrdé carbono

das amostras.
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3.3. Parametros metabdlicos a nivel plasmatico

Os parametros plasmaticos analisados estdo adesnta Tabela 6. Estes parametros
(glucose, lactato, proteinas, triglicéridos e asidordos) encontram-se no plasma em
concentracdes normais (Laiz-Carrieinal, 2003; Sangiao-Alvarellost al,, 2003,2005)
As proteinas, triglicéridos e acidos gordos na@sgmtaram alteracdes no plasma. No
entanto, a glucose e o lactato evidenciaram difasestatisticamente significativas ao
longo dos tratamentos, valores apresentados emaformgrafico (Figura 4 e 5,
respectivamente).

As proteinas plasmaticas apresentaram variacoesengsvalores, sem se observar uma
tendéncia definida. O valor médio de &cidos gomglasmaticos aumentou em cada
tratamento, embora ndo se observam diferencassstahente significativas nas dietas
experimentais (UL-5, UL-15, GR-5, GR-15 e GR-25)s @alores de triglicéridos
plasmaticos (UL-5, UL-25, GR-5, GR-15 e GR-25) gpregaram uma situacao similar.

Tabela 6. Parametros plasmaticos de douradas joveafimentadas com as dietas experimentais.
Tratamento

Controlo  UL-5 UL-15 UL-25 GR-5 GR-15 GR-25

Glucose

(mM) 3,39+0,18 2,79+ 0,23° 2,42+ 0,16 2,52 + 0,26 3,04 + 0,18 2,80 + 0,34°2,39 + 0,09

Lactato 0,75+0,1% 0,62 +0,08 0,57 +0,12 0,85+ 0,068° 0,97 + 0,11 0,77 + 0,08° 1,02 + 0,08
(mM)

Proteinas 33,03 +1,3831,70 + 0,7637,04 + 1,3133,45 + 1,9436,75 + 1,4935,26 + 1,3534,21 + 2,33
(g/dL)

Triglicéridos 2,17+0,17 2,36 +0,27 2,06+0,19 2,87 +0,64 2,21 +0,14 2,25+0,26 2,87 + 0,38
(mM)
Acidos
gordos
(mM)

0,28+0,02 0,32+0,01 0,34+0,24 0,29+0,01 0,32+0,02 0,34+0,03 0,36 +0,02

Valores sdo a média por tratamento (n=10) + errdion@adrdao. Na mesma linha, os valores com difesent

expoentes apresentam diferengas significativas ématiamentos (p < 0,05).
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Por observacao da Figura 4, verificou-se que tastgrupos alimentados codiva e
Gracilaria apresentaram valores de glucose plasmatica cared{fas significativas,
comparativamente ao grupo controlo (p < 0,05). Gdmt os niveis de glucose nao
apresentaram alteracdes significativas entre gsogrde peixes alimentados com algas.
Os valores de glucose plasmatica diminuem estatiegnte nos grupos de peixes
alimentados com UL-15, UL-25 e GR-25. Dos quaisgais ultimos grupos de peixes
obtiveram o melhor crescimento e o melhor indicetrdasformacédo do alimento,
respectivamente. No entanto, a glucose aumentaaligente nos peixes alimentados
com dietas com menor proporcao de alga (UL-5, GR=R-15).

b a ab

3 T b b X
25 - -

2 -
15 -

1 -
05 -

0 I T T T T T

b
controlo  UL-5 UL-15 UL-25 GR-5 GR-15 GR-25

Glucose (mM)

Tratamento

Figura 4. Representacéo grafica dos valores médiae glucose plasmatica de douradas
jovens alimentadas com as dietas experimentais. \daés sédo a média por tratamento
(n=10) + erro médio padrdo. Os valores com diferers expoentes apresentam diferencas
significativas entre tratamentos (p < 0,05).
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Como se verifica na Figura 5, os valores de laatat@lasma ndo evidenciam uma
tendéncia definida. Os valores de lactato plasmaiminuem significativamente nos
peixes alimentados com UL-5 e UL-15, comparativaimecom UL-25 e com o
tratamento comGracilaria. Apenas o0s peixes alimentados com GR-5 e GR-25,
evidenciaram valores de lactato no plasma sigiifi@aente mais elevados, do que o

grupo controlo.

c
c
ab ac ac
T

0.8 - b b

0.6 - |

04 -

0,2 -

0 | T T T T T

controlo  UL-5 UL-15 UL-25 GR-5 GR-15 GR-25

Lactato (mM)

Tratamento

Figura 5. Representagao gréafica dos valores médide lactato plasmaético de douradas
jovens alimentadas com as dietas experimentais. \éaés sdo a média por tratamento
(n=10) = erro médio padrdo. Os valores com diferees expoentes apresentam
diferencas significativas entre tratamentos (p < 05).
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3.4. Parametros metabdlicos a nivel hepatico

Os parametros hepaticos analisados (glucogéniopgpy triglicéridos e aminoacidos)
encontram-se na Tabela 7. A concentragdo de lacfatdoi determinada devido a sua
baixa concentracdo no figado (Laiz-Carrienhal, 2003; Sangiao-Alvarellost al,
2003,2005). A concentracdo de glucogeénio e glubeggatica apresentaram variacoes
nos seus valores, sem ser observada uma tend@&ficimla No entanto, os valores de
glucose foram mais elevados nos exemplares alimiestaom dietas experimentais,
mas sem apresentar diferencas estatisticamenterddgs. Os valores de triglicéridos
apresentaram uma tendéncia crescente, a medidaunuentava a concentracdo das
algasUlva e Gracilaria na dieta, no entanto as diferengas n&o foram sgtifamente
diferentes. Os aminoacidos apresentaram difereggtatisticamente significativas (p <

0,05), entre os tratamentos, como se observa niaaHg

Tabela 7. Parametros hepéticos de douradas jovenbraentadas com as dietas experimentais.

Tratamento
Controlo UL-5 UL-15 UL-25 GR-5 GR-15 GR-25

Glucogenio o o, 1 516,18 + 1,4014,18 + 0,6917,36 + 2,66 15,58 + 1791150 + 1.5216.18 + 2,04
(mg/g pf)
(21;0902% 14,25 +0,5217,18 + 1,0716,85 + 0,2717,23 + 0,9017,19 + 1,1916,22 + 0,2016,87 + 0,85

Tr('?n“;/zr'gf‘)’s 420+023 423+043 504+0,88 557+0,65 4,57+0,20 638+083 6,02 +0,57

AmMINoacidos ¢, 5,56 544458 587+54 637478 648+11% 0923+723 719+6,0
(UM/g pf)

Valores sdo a média por tratamento (n=10) + errdiongadrao. Na mesma linha, os valores com difese@kxpoentes

apresentam diferengas significativas entre tratéomsgip < 0,05).
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Os peixes alimentados com algadva e Gracilaria ndo apresentaram alteracdes
significativas nos valores médios de aminocidosmparativamente com o0s
alimentados com a dieta controlo (Figura 6). A aisuplementada com a alga
Gracilaria aumentou ligeiramente os valores de aminoacidostiv@mente ao
controlo, enquanto que, @va diminuiu estes. O contelddo em aminoacidos mostrou
uma diminuicdo significativa nos peixes alimentados as dietas experimentais UL-5

e UL-15, relativamente aos alimentados com GR-1&@®5).
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Figura 6. Representacéo grafica dos valores médioe aminoacidos hepéaticos de
douradas jovens alimentadas com as dietas experintars. Valores sdo a média
por tratamento (n=10) + erro médio padrao. Os valogs com diferentes expoentes
apresentam diferencas significativas entre tratamens (p < 0,05).
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3.5. Pardmetros metabdlicos a nivel muscular

Os parametros musculares analisados (aminoacidosatd e triglicéridos) estao
apresentados na Tabela 8. A concentracdo de glecglseogénio ndo foi determinada
pelo facto de estas apresentarem valores muit@gaia musculo (Laiz-Carrioet al.,
2003; Sangiao-Alvarellost al, 2003,2005; Polakoét al, 2006) N&do se observaram
diferencas estatisticamente significativas entre diferentes tratamentos para o
contetdo em aminoacidos e triglicéridos. Contudoyalores de lactato apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (p $)),80 longo dos tratamentos, como se

evidencia na Figura 7.

Tabela 8. Pardmetros musculares de douradas joveamentadas com as dietas experimentais.

Tratamento
Controlo UL-5 UL-15 UL-25 GR-5 GR-15 GR-25

A'Enin(;éd%os 70,0 + 3.2769.82 + 4,9173,68 + 3,9475,75 + 4,92 67,67 + 5,8669,40 + 6,2968,00 + 3,65
uM/g p

Lactato  283+0,18 2,80+0,2% 1,93+0,24 1,85+0,28 2,67+ 0,28° 1,55+ 0,09 1,87 +0,13
(mg/g pf)

Tr(ig“C/éridf())S 2,08+0,47 2,27+0,49 1,93+0,39 1,82+0,32 1,55+ 0,30 1,78 + 0,24 1,88 + 0,25
mg/g p

Valores sdo a média por tratamento (n=10) + errdion@adrdo. Na mesma linha, os valores com difesent

expoentes apresentam diferencas significativas énattamentos (p < 0,05).

36



Resultados

Por observacdo da Figura 7, o lactato apresent@ureducao significativa no masculo
dos peixes alimentados com UL-15 e UL-25, relatiwat@ ao dos peixes alimentados
com UL-5 e com a dieta controlo. Da mesma formgesses alimentados com GR-15
e GR-25 obtiveram valores de lactato significatieate mais baixos, em relacdo aos
mesmos grupos de peixes. O conteludo de lactato iszuio da dourada tende a
diminuir, a medida que aumenta a concentracdogielva na dieta (UL-5> UL-15>
UL-25). O mesmo se observou com a dhyacilaria, embora as diferengas ndo tenham

sido significativas.
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Figura 7. Representacdo grafica dos valores médiode lactato muscular de
douradas jovens alimentadas com as dietas experintars. Valores sdo a média por
tratamento (n=10) = erro médio padrdo. Os valores am diferentes expoentes
apresentam diferencas significativas entre tratamens (p < 0,05).

Mediante a andalise dos parametros zootécnicospamahas alimentadas com a dieta
com 25% de incorporacdo ddlva, obtiveram um aumento no Seu peso e um
crescimento maior, no entanto sem diferencas sigtifas. Os peixes alimentados com
a dieta que contem a al@aracilaria a 25%, tiveram um melhor aproveitamento do
alimento, verificado pelo aumento significativo iddice de transformacéo do alimento
(FCR), relativamente ao controlo (p < 0,05). Naaetd, ndo se verificou uma alteracéo
na taxa especifica de crescimento. O indice hegatoiico (HSI) foi reduzido

significativamente, a medida que o nivel de inaudé alga na dieta aumentava (p <

0,05), comparativamente com o controlo. Para océdiiscerossomatico (VSI)
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observou-se a mesma tendéncia mas sem diferengadicativas. No geral, a
composicdo quimica corporal das douradas ndo varioito, excepto o contetdo
lipidico que apresentou diferencas significativas<(0,05), comparativamente com o
controlo. Verificando-se uma diminui¢cdo do contelidiico do corpo eviscerado, dos
peixes alimentados com dietas suplementadasldoe sendo este significativamente
mais baixo para UL-25.

O plasma foi a amostra biologica que sofreu magsajbes com a incorporacao de alga
na dieta. A glucose diminuiu significativamente igogpos de peixes alimentados com
Ulva a 15 e 25% 6&racilaria a 25% comparativamente com a dieta controlo (j05)0

As dietas suplementadas cdbnacilaria a 5 e 25% aumentaram significativamente o
lactato no plasma, em relacdo a dieta controlo (805). A nivel hepético, a dieta
suplementada com a al@aacilaria aumentou ligeiramente os valores de aminoacidos,
relativamente ao controlo, enquanto que, a &lga diminuiu-os. No musculo, o
conteudo de lactato tende a diminuir, & medidaagcencentracdo de algdva na dieta
aumenta (UL-5> UL-15> UL-25), sendo significativamteemenor, que o controlo, para
Ulva a 25% (p < 0,05).

As dietas alimentares suplementadas thwa a 25% eGracilaria a 25% conduziram a
um maior proporcdo de alteracdes significativass parametros zootécnicos, na
composicao do corpo eviscerado, no plasma, figadadseulo.
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Discussao

A biotecnologia € uma ferramenta muito poderoséizatia na producdo animal,
nomeadamente na producdo de peixes. Esta podplsada na melhoria da genética,
alimentacgdo, crescimento, reproducéo e saude dasspg@ww.agwest.sk.ca).

A alimentacdo tem vindo a ser de grande interess@ pstudo, tornando-se o
componente com grande importancia na producéao ideseAs principais espécies de
peixes produzidas sdo carnivoras, devido ao sewaddevalor comercial, como a
dourada. Estas espécies utilizam pobremente oatbédde carbono na digestdo e no
metabolismo, ndo regulam a temperatura e requeraiasdicas em proteinas, como a
farinha de peixe (Weatherley e Gill, 1987, Wilsd894; Hemreet al, 2002; Stone,
2003).

Actualmente, verifica-se uma grande procura denlias e Oleos de peixe, com
tendéncia a aumentar (Mundhegh al, 2004). De facto, a propor¢cdo de farinha de
peixe destinado a aquacultura passou de 10% em [d&88817% em 1994 (Naylet

al., 2000) e alcancou 35% no ano 2003, prevendo-seatinja 48% em 2010. Deste
modo, esta actividade ndo pode estar unicamentendepte das reservas finitas de
peixe, principalmente pelo facto de muitas delasmsm®ntrarem totalmente exploradas,
sobrexploradas e esgotadas (NRC, 1999; FAO, 2@4yeco da farinha de peixe &
também um factor limitante. Este tem vindo a auaresmd longo dos anos e tudo indica
gue continuara, se a procura destes produtos grosseaumentar (Barlow, 2000).

Neste contexto, a identificacdo e 0 uso de fontetejgas alternativas, S840 necessarios
para suportar o crescimento desta actividade. Asp@na que seja possivel um
desenvolvimento sustentavel de producédo de peixésl que exista um conhecimento
bésico sobre as consequéncias fisioldgicas e nme@adoprovocadas pela substituicao
parcial ou total de farinha de peixe por fontesgicas alternativas. Neste sentido, as
algasGracilaria sp. e Ulva rigida tém vindo a ser estudadas como possiveis fontes
proteicas alternativas, tenddUdva rigida uma grande relevancia que tem vindo a ser
demonstrada ao longo dos anos (Wassedl., 2005; Valenteet al, 2006; Dileret al,
2007).

Parametros zootécnicos- Crescimento

No presente estudo, a crescente incorporacao giasiHla rigida e Gracilaria sp.nas
dietas alimentares, n&o afectou significativamenteescimento da dourada (p > 0,05).
Estes resultados concordam com Kissil (1992) que do mesmo modo, ndo observou

um efeito significativo da algdlva no crescimento deste peixe. Trabalhos com outras

40



Discussao

plantas, de Regost al, (1999) enPsetta maxima&om gluten de milho e de Pereira e
Oliva-Teles (2002) em dourada com sementes deharviévaram a resultados
semelhantes. No entanto é de salientar, que o gtepeeixes alimentados codiva
rigida a 25% evidenciou um crescimento ligeiramente sopao grupo controlo, que é
reflectido na percentagem de peso ganho e na spegifica de crescimento (Tabela 4).
Estudos anteriores coBicentrarchus labraxmostraram que a incorporacéo a 10% de
Gracilaria bursa-pastorispa dieta alimentar, resultou num aumento do areswio e
do peso ganho, mas o0 mesmo nivelUtia rigida e deGracilaria corneaapresentaram
valores mais baixos (Valeng al, 2006). Noutro estudo, Wassdfal (2001) avaliou a
influéncia da algallva sp. no crescimento e na utilizagdo do alimento Muogil
cephaluse concluiu que, a alga afectou significativamenteu crescimento e o nivel
Optimo de incorporacédo da alga na dieta foi de 2P&6.sua vez, Dileet al (2007)
demonstrou que o uso da macrodlifea rigida, numa percentagem baixa (5%), como
ingrediente da dieta do peixgyprinus carpioconduziu ao melhor crescimento deste.
Por comparacdo com estes estudos verifica-se q@spasta do peixe a incorporacdo
de algas ou outras plantas na dieta depende deiesieepeixe, da proporcéo e do valor
nutritivo das diferentes espécies de plantas n#a.did auséncia de diferencas
significativas no crescimento, entre os difereritatamentos, indica que, durante o
periodo experimental (45 dias), os exemplares$ dauratusreceberam o0s nutrientes
necessarios e que é possivel a substituicdo paifdrinha de peixe por farinha de

algas, durante a fase de alimentaca8.dauratus

Parametros zootécnicos- indice de transformaciminhento

O indice de transformacé&o do alimento foi melhogngo de peixes alimentados com
algas, comparativamente com o grupo controlo, ndareante conGracilaria a 25%

(p < 0,05), havendo assim um melhor aproveitamdotalimento consumido (Tabela
4). No entanto, ndo foram fornecidos os nutriensessarios para o crescimento dos
peixes alimentados com esta dieta, pelo facto deseaverificar alteragbes na taxa
especifica de crescimento. Similarmente, Azstzal (2008) estudou o crescimento do
Oreochromis niloticuglimentado com niveis graduais de dlijea rigida e obteve um
melhor indice de transformacdo do alimento nos aisiralimentados com as algas, do
que com o controlo. No entanto, outro estudo detnangjue a incorporacdo da alga
Spirulina plantesisia dieta daCyprinus carpiodiminui este indice, mas sem diferencas
significativas (Nandeeshat al, 1998). Pereira e Oliva-Teles (2002) demonstrajam
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a incorporacdo de sementes de ervilha na dietawada ndo tem influéncia no indice
de transformacgédo do alimento. De novo, estes eegdtsdo especificos de espécie para
espécie, pois indicam que os peixes aproveitamanalldieta conforme a sua espécie e

a espécie da alga ou planta incorporada na dieta.

Composicao guimica corporal

A composicdo quimica corporal da dourada ndo apir@seusma relacdo clara com o
conteudo de alga na dieta alimentar. Apenas odeolipidos foi afectado, tendo sido
diminuido significativamente, a medida que a inooagao do nivel d&lva na dieta
aumentava, em comparacdo com a dieta controlo @d)e O teor de lipidos foi
significativamente mais baixo para os peixes altados conJlva a 25% (p < 0,05). A
incorporacdo de plantas nas dietas tem efeitogam@rsos na composicdo quimica
corporal dos peixes. Resultados semelhantes fobdicios por Azaz&t al (2008), que
observou uma reducado significativa na composicamlita do corpo eviscerado do
Oreochromis niloticusapés ter sido alimentado com dietas contendas@raduais de
Ulva rigida. Contundo, Valentet al (2006) avaliou a incluséo de trés al@aacilaria
bursa-pastoris Ulva rigida e Gracilaria cornea como ingredientes das dietas do
Dicentrarchus labraxe demonstrou que nao existem variacdes signifestientre os
tratamentos, na composicao lipidica deste peixeif@es Oliva-Teles (2003) relataram
qgue o conteudo lipidico da dourada aumentou comescente inclusdo de gluten de
milho nas dietas. Nengast al. (1996) descobriu que ndo existem diferencas na
composicao do corpo eviscerado da dourada pelditsig#o de dieta de peixe por
dieta de plantas (feijdo). Robaied al (1995) observou que o conteudo lipidico e
protéico do corpo eviscerado da dourada foram fgigtivamente afectados pelo tipo e
nivel de incorporacéo da planta (feijao e gluterreimoco) usados nas dietas. Kigsil
al. (2000) nao obteve diferencas significativas o tke proteinas, no entanto os teores
em lipidos e energia foram significativamente baira dourada alimentada com dietas

com elevada incorporacgdo de plantas (soja ou ctnades protéicos de colza).

Parametros zootécnicos- indices somaticos

A reducdo estatisticamente significativa (p < 0,@®s indices hepatossomaticos
(Tabela 4), verificada com o aumento do nivel ddusfo de alga na dieta, pode ser
explicada pela redugcdo da deposicdo de lipidos, apmsequentemente diminui o
tamanho do figado. Os indices viscerossomaticos ad@sentaram diferencas
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significativas (p > 0,05), havendo apenas umarkgdiminuicdo comparativamente ao
tratamento controlo (Tabela 4). Este facto esticr@hado com a diminuigdo do peso do
figado, relevado pelo indice hepatossomético oa giehinuicdo dos niveis de gordura
visceral (observada durante a amostragem). Eekagos sugerem que os exemplares
de S. auratusestudados utilizaram as dietas suplementadas tgas de forma mais
eficaz comparativamente a dieta controlo, diminaiadsim a acumulacédo de gorduras
tanto no tracto intestinal como no muasculo. Possigrte, a dieta controlo induz maior
acumulacdo de gorduras no peixe, do que uma digtkersentada com algas. Em
termos comerciais, a deposicdo excessiva de lipidopeixe pode ser indesejavel,
conduzindo a problemas de armazenamento (autoxiganarketing (sabor do peixe) e
saude humana (muitos compostos quimicos téxicosdsdolvidos e acumulados na
fraccao lipidica do peixe) (Weatherley e Gill, 1983ugerindo assim, que a dieta
controlo, ou seja a dieta que contém farinha dexepepode ser desfavoravel

comparativamente com a dieta suplementada com. algas

Metabolismo — Parametros Plasmaticos

Pela analise do plasma das douradas, verificouseog niveis de glucose e lactato
plasmatico foram influenciados pela incorporacaalga na dieta (Tabela 6). Com o
aumento da incorporacdo de alga na dieta, obsewauma tendéncia decrescente dos
niveis de glucose no plasma, sendo significativaenerenores nos grupos alimentados
comUlva a 15 e 25% &racilaria a 25% (p < 0,05), comparativamente com o controlo
(Figura 4). Esta tendéncia pode ser explicadarngelacdo da quantidade de hidratos de
carbono verificada nas dietas, a medida que o wmigehcorporacdo de alga aumenta
(Tabela 3). Os resultados evidenciam uma hipogli@emesultante do aumento da
glucogénese (que confere o armazenamento de gleoosgucogenio, especialmente
no figado), da aceleracdo da lipogénese e do lewgo de energia pela glucdlise,
existindo assim uma diminuicdo da gluconeogénesen(elet al, 2002). A aceleracéo
da lipogénese e a influéncia da gluconeogéneseaimdgue a “glucose loading” pode
conduzir a mudancas em todo o metabolismo eneogétipeixe (Hemret al, 2002).
Relativamente ao lactato, ndo existe um padrédo @daendo em conta que este pode
variar com o processo de amostragem, os resultatinsao considerados significativos

de um ponto de vista bioquimico.
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No geral, observou-se que os parametros plasmal@esiouradas alimentadas com
algas ndo variam significativamente, indicando qué'status metabdlico” destes
animais nao foi alterado pela substituicao de feride peixe por farinha de algas.

Metabolismo — Pardmetros Hepaticos

O figado, que tem um papel essencial na actividagtabdlica, no armazenamento e na
distribuicdo de reservas de energia (Collins e Asate 1997) n&o evidenciou
alteragbes na sua composi¢do quando os peixes faliamntados com as dietas
suplementadas com as algasacilaria e Ulva rigida, com excep¢ao nos aminoacidos
(Tabela 7). A dieta suplementada com a daBjacilaria aumentou ligeiramente os
valores de aminoacidos, relativamente ao contasiquanto que, a aldgdlva diminuiu-

os (Figura 6). A diminuicdo da concentracdo de aatitos no figado pode sugerir que
estes foram utilizados como fonte de energia nesido, ou foram utilizados para a
sintese de glucose através da gluconeogénesaasglpor sua vez se for libertada para
a corrente sanguinea podera ser oxidada a dié»@doacbono em todos os 6rgaos
(Mommsen e Plisetskaya, 1991). Relativamente aeatordos valores de aminoacidos
nao foi encontrada bibliografia. A nivel hepatiatho foram observadas grandes
alteracbes metabolicas nos peixes alimentados aonh& de algas, comparativamente

com os peixes alimentados com farinha de peixe.

Metabolismo — Parametros Musculares

A analise metabodlica do musculo da dourada releapanas, uma diminuicdo
significativa do teor de lactato (p < 0,05), a ndedjjue a incorporacéo da alglva nas
dietas aumenta (Tabela 8). O lactato € um metabaldduzido durante a glucdlise e a
glucogendlise no musculo (Suarez e Mommsem, 128d)minuicdo do teor de lactato
no musculo da dourada pode ser atribuida ao mowimim acido lactico produzido
neste tecido para a corrente sanguinea (Bdaeht, 1962). Os parametros metabolicos
estudados a nivel muscular, ndo apresentaram nuliféasncas significativas entre os
tratamentos, constatando-se que os exemplaresudaddoadaptaram-se a incorporagao

dos trés niveis de algas, sem ser praticamentgadfeo crescimento muscular.
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Apreciacdo Global

A andlise de todos os parametros avaliados denoongtre, as alga&racilaria sp. e
Ulva rigida, tém potencial para substituir a farinha de peaigedieta alimentar da
dourada, sem efeitos negativos no crescimento, @sigiD quimica corporal e
parametros metabdlicos, pelo menos nos niveislusiglcado estudados (5, 15 e 25%).
A incorporagéao déllva a 25% na dieta demonstrou ser a mais eficients,g@mitiu o
melhor crescimento da dourada, substituindo destadf, a farinha de peixe.
Consequentemente, de um ponto de vista economadysituicdo de farinha de peixe
por farinha de algaG&racilaria sp.e Ulva rigida € vantajosa, no sentido de existir uma
poupanca, nos custos referentes a alimentacdo idespem aquacultura, sendo este
facto justificado pelo baixo custo da farinha dgaal Deste modo, os objectivos do
trabalho experimental foram atingidos, sendo pes&imais vantajoso formular dietas
de peixes com uma menor proporcéo de farinha de pei
No entanto, estudos adicionais serdo necessarias garificar os efeitos da dieta
suplementada cordlva rigida e Gracilaria e o nivel 6ptimo de inclusédo de alga na
dieta alimentarNeste sentido, seria pertinente analisar:

-a digestibilidade das dietas (Nandeeshal., 1998);

-a actividade enzimatica digestiva (Nandeestrel, 1998);

-a inclusao de aminoacidos sintéticos e de potdaa de sabor na dieta (Gomes

et al, 1995; Diast al, 1997; Tacon, 1997);

-0s tratamentos para eliminar diferentes factorgsnaitricionais (Gomeet al.,

1995; Diaset al, 1997; Tacon, 1997);

-0s efeitos no sistema imunolégico (Brandstal, 2001);

-0s efeitos sobre a qualidade do produto final iBsanet al, 2001).
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Conclusao

1) O crescimento dos exemplares & auratus alimentados com as dietas
suplementadas com as macroal@ascilaria sp (a 5, 15 e 25%) Blva rigida (a

5 e 15%) é similar ao dos individuos alimentadas ealieta controlo.

2) A incorporagéo de 25% da algiva rigida na dieta, induz um melhor crescimento

em relacdo ao dos individuos alimentados com a dattrolo.

3) As algasGracilaria sp.e Ulva rigida ndo produzem efeitos adversos nos parametros

metabdlicos a nivel plasmatico, hepético e muscular
4) A substituicdo da farinha de peixe por farinkaatbasGracilaria sp.e Ulva rigida

pode conduzir a uma reducéo dos custos de prodiasidietas alimentares, como

consequéncia da diminui¢éo do preco do alimento.
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