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Resumo

As microalgas tém um grande potencial no sector da alimentacdo animal como um
ingrediente funcional (produtos incorporados na alimentagéo para fornecer um beneficio
além do preenchimento das necessidades nutricionais basicas). A cor é um atributo
sensorial de grande importancia que fornece a informacdo béasica de qualidade para a
percepcdo humana, e tem uma estreita associagdo com factores de qualidade como a
frescura, sendo um importante factor de classificacdo para a maioria dos produtos
alimentares. A cor da pele do peixe é altamente dependente da presenca de carotenoides
na dieta.

O objectivo deste estudo foi investigar os efeitos da incorporagdo de uma biomassa
microalgal (Phaedactylum tricornutum), em racGes de acabamento, MA20 (estirpe
selvagem) e MA37 (estirpe geneticamente modificada) para dourada (Sparus aurata)
sobre a qualidade desta espécie, particularmente na pigmentacdo. As duas dietas
experimentais foram testadas em comparacdo com a dieta controlo (CTRL), durante 84
dias. O ensaio decorreu em duplicado, nas instalagbes do CCMAR e as dietas foram
formuladas e preparadas pela SPAROS Lda.

A determinacdo instrumental da cor foi realizada na pele e no masculo de dourada,
obtendo-se as coordenadas L*, a* e b* do sistema CIELAB. Estas coordenadas
permitiram calcular o hue (H°), que indica a cor do produto, croma (C*), que indica a
saturacdo (intensidade) de cor e a brancura (W) do musculo. Realizou-se a avaliacédo
sensorial e o painel avaliou a intensidade dos atributos sensoriais, em particular, sabor e
odor. Determinou-se a composicdo quimica, os elementos minerais e metalicos e o
perfil de &cidos gordos. O grau de oxidacdo lipidica foi determinado apds um periodo
(25 semanas) de armazenamento a -20 °C através do indice de polienos: Pl = (20:5n-3 +
22:6n-3)/16:0.

Foram observadas diferencas significativas (P< 0,05) na pigmentacdo da mancha
amarela no opérculo: peixes alimentados com as duas dietas suplementadas com a
microalga (MA20 e MAZ37) diferiram significativamente do CTRL em termos de
luminosidade (L*), em relagdo a saturacdo de cor (C*) apenas os peixes alimentados
com a dieta MA37 diferiram significativamente do grupo CTRL. Apds 25 semanas de
armazenamento em congelado verificou-se uma diminuigdo semelhante dos valores de

Pl em todos os grupos, indicando a auséncia de um efeito antioxidante da microalga.



A suplementacéo das dietas com as duas estirpes de P. tricornutum ndo comprometeu as

propriedades sensoriais nem o valor nutricional das douradas.

Palavras-chave: Sparus aurata; Phaedactylum tricornutum; pigmentagao;
qualidade
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Abstract

Microalgae have a great potential in the animal feed sector as a functional ingredient
(products incorporated in the feed to provide a benefit beyond fulfilling the basic
nutritional needs). Colour is an important sensorial attribute to provide basic quality
information for human perception, and has close association with quality factors such as
freshness, therefore is an important grading factor for most food products. In the case of
fish skin colour is highly dependent on the carotenoids present in the diet.

The aim of this study was to investigate the effects of incorporating a microalgal
biomass (Phaedactylum tricornutum) in feeds, MA20 (wild strain) e MA37 (genetically
modified strain) of gilthead seabream (Sparus aurata) on the quality of this species,
particularly in pigmentation. This microalgae was incorporated during the finishing
stage production of this species. Both experimental diets were compared with the
control diet (CTRL) over a period of 84 days, in duplicate tanks, at CCMAR facilities
and diets were formulated and prepared by SPAROS Lda.

The instrumental colour was measured in the skin and muscle of gilthead seabream,
obtaining the coordinates L*, a* and b* of the CIELAB system. The colour coordinates
obtained allowed to calculate the hue (H°), indicating the product colour, chroma (C*),
which indicates the colour saturation and whiteness (W). Sensory evaluation was
carried out and the panellists evaluated the intensity of sensory attributes in particular
taste and odour. The proximate composition, minerals and metallic elements and fatty
acids profile were determined. The degree of lipid oxidation was determined after a
period (25 weeks) of storage at -20 °C through polyene index: Pl = (20:5n-3 + 22:6n-
3)/16:0.

Significant differences were observed (P < 0.05) in the pigmentation of the yellow spot
on the operculum: fish fed both supplemented microalgae diets (MA20 and MA37)
differ significantly from CTRL in terms of lightness (L*), whereas regarding colour
saturation (C*) only fish fed diet MA37 differed significantly from the CTRL fish.
After 25 weeks of frozen storage a similar decrease in Pl values were observed in all
groups, indicating the absence of an antioxidant effect of the microalgae. The
supplementation of diets with both strains of P. tricornutum did not affect the sensory

properties or nutritional value of seabream.
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1. Introducao

1.1 Dimensao e importancia da pesca e aquacultura

A producdo mundial de peixe, proveniente das capturas e aquacultura, tem crescido
constantemente nas ultimas cinco décadas, sendo que o fornecimento de peixe para fins
alimentares teve um aumento de uma taxa média anual de 3,2%, ultrapassando assim o
crescimento da populagdo mundial em 1,6% (FAO, 2014). A proporcdo da produgéo
pesqueira utilizada directamente para consumo humano aumentou de cerca de 71% em
1980 para mais de 86% (136 milhdes de toneladas) em 2012, sendo o restante (21,7
milhdes de toneladas) destinado a fins ndo alimentares (por exemplo, farinha e 6leo de
peixe) (Figura 1.1 e Tabela 1.1) (FAO, 2014). O consumo de peixe per capita aparente
a nivel mundial subiu de um valor médio de 9,9 kg na década de 1960 para 18,5 kg em
2010, com estimativas preliminares para 2012 que apontam para 19,2 kg (Figura 1.1 e
Tabela 1.1) (FAO, 2014).

Utilizacdo do peixe Populacao (bilides) e fornecimento
(milhdes de toneladas) alimentar (Kg/capita)
140 21
120 . Alimentacio 18

I Parafins ndo alimentares ,_..-“-/
100 ——— Populacdo 15
s orne cimento alimentar /_\-/
80 12

60 _— .

40 H - 6

20 3

0 0
50 55 60 65 70 75 80 8 9% 95 00 05 12

Figura 1.1 — Utilizacdo e fornecimento de peixe a nivel mundial (adaptado FAO, 2014).



Tabela 1.1 — Utilizagdo da pescaria (capturas e aquacultura) mundial (adaptado FAO,
2014).
2007 2008 2009 2010 2011 2012

{Milh&es de toneladas)

Utilizag3o'

Consumo humano 1173 120.9 123.7 128.2 131.2 136.2
Para fins ndo alimentares 234 22.2 221 19.9 245 21.7
PopulagZo (bilides) 6.7 6.8 6.8 6.9 7.0 711
Fornecimento de peixe para alimentag@o 17.6 17.9 18.1 185 18.7 19.2
per capita (Kg) ’ : - - . )

Nota: Excluindo as plantas aquaticas. Os totais podem n#o corresponder devido aos arredondamentos.
10s dados deste sector para 2012 sio estimativas provisdrias.

No que respeita a Unido Europeia (EU), esta é considerada o maior mercado a nivel
mundial no consumo de produtos do mar, com, um consumo aparente de 12,3 milhGes
de toneladas em 2011. Destes 12,3 milhdes de toneladas, 9,4 sdo provenientes das
capturas, enquanto 2,9 séo provenientes de aquacultura (EC, 2014).

O consumo de peixe da EU per capita em 2011 foi de 24,5 kg, sendo que 18,7 kg
provieram das actividades da pesca, e 5,8 kg de aquacultura. Ainda na EU, o consumo
per capita de proteina a partir de peixe e pescado foi de 6,8 g/dia no ano de 2009, sendo

que Portugal ocupa o primeiro lugar no ranking (Figura 1.2) (EC, 2014).
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Figura 1.2 — Consumo de proteina per capita no ano de 2009 (adaptado EC, 2014).

Este desenvolvimento notavel tem sido impulsionado pela combinacdo do crescimento
populacional, subida de rendimentos e urbanizacéo, e facilitado pela forte expansédo da
producéo de peixe e canais de distribui¢do mais eficientes (FAO, 2014).

Focando apenas o ramo da aquacultura, a sua producdo mundial atingiu um valor
historico de 90,4 milhdes de toneladas (peso vivo) em 2012, dos quais 66,6 milhdes de
toneladas correspondem a peixe destinado para alimentacdo e os restantes 23,8 milhdes
de toneladas correspondem a algas aquaticas. No periodo de 2000-2012 esta producéo
aquicola mundial de peixe destinada a consumo humano cresceu a uma taxa média
anual de 6,2%, passando de 32,4 para 66,6 milhGes de toneladas (FAO, 2014). A
Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAQO) estima que
em 2013 esta producdo subiu 5,8%, atingindo 70,5 milhdes de toneladas, e a produgéo
de algas aquaticas 26,1 milhdes de toneladas. SO a China contribuiu com a producéo de
43,5 milhdes de toneladas de peixe para fins alimentares e 13,5 milhdes de toneladas de
algas aquaticas em 2013 (FAO, 2014).

Relativamente a Portugal, em 2012, a producdo em aquacultura ascendeu a 10 317

toneladas o que gerou uma receita de 54 milhdes de euros. Estes valores representaram
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um aumento em quantidade (+12,2%) e um decréscimo em valor (-8,2%) relativamente
a 2011, justificado pela reducdo dos precos médios de venda de algumas espécies de
moluscos (INE, 2014). A producdo em &guas salobras e marinhas continua a ser a mais
importante, e reforcou o seu peso em 2012, correspondendo a cerca de 95,4% da
producdo total. A producdo de peixe em aguas salobras e marinhas representou 57,3%,
da qual 89,6% se refere a dourada e pregado (INE, 2014). O aumento na produgéo de
peixes marinhos deveu-se essencialmente a maior produgdo de espécies como 0

pregado, robalo, dourada e linguados (INE, 2014).

A diminuicdo das capturas selvagens e o aumento da dependéncia mundial de peixe
como fonte de alimento tem levado a um crescente interesse na aquacultura (Apt &
Behrens, 1999). O ramo da aquacultura, onde a producao estd em constante crescimento
rapidamente oferecera a maioria de todos os peixes consumidos pela populacéo, pois a
aquacultura é provavelmente o sector de producdo alimentar que mais cresce e ja é
responsavel por quase 50% do peixe de todo o mundo que é utilizado para a
alimentacdo (FAO, 2014). Também os grandes avangos na tecnologia de reproducéo,
design do sistema e tecnologia de alimentacdo na segunda metade do século XX
permitiram a expansao comercialmente viavel da aquacultura quer em espécies quer em
volume (FAO, 2013).

1.2 Dourada (Sparus aurata)

1.2.1 Caracteristicas principais da espécie

A dourada, Sparus aurata (Linnaeus, 1758), pertence a familia Sparidae e a ordem
Perciformes (Basurco et al.,, 2011). Possui o corpo oval, bastante profundo e
comprimido; o perfil da cabeca é regularmente curvo; o olho é pequeno; a face €
escamosa; 0 pré-opérculo é isento de escamas e a boca é baixa, obliqua muito
ligeiramente e os labios sdo grossos (Fischer et al., (Ed.) 1981). Apresenta uma cor
cinza prateada; uma grande mancha negra que tem origem na linha lateral e que se
estende sobre a margem superior do opérculo onde é delimitada por uma éarea
avermelhada; uma banda frontal dourada entre os olhos (Figura 1.3) delimitada por duas
areas escuras (mal definidas em individuos jovens); linhas longitudinais escuras, muitas

vezes presentes em ambos os lados do corpo; uma faixa escura na barbatana dorsal,
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bifurcacéo e pontas da barbatana caudal delimitadas por uma coloracéo preta (Fischer et
al., (Ed.) 1981).

Mancha negra com
origemna linha lateral

Banda dourada
entre os olhos

Figura 1.3 - Mancha negra e banda frontal dourada presentes na espécie S. aurata
(Fonte: http://www.fao.org/fishery/species/2384/en).

1.2.2 Distribuicao geografica, habitat e biologia reprodutiva

A dourada distribui-se a partir do Estreito de Gibraltar a Cabo Verde e ao redor das ilhas
Canarias, sendo também encontrada no Mediterraneo e para norte da ilha Britanica
(Fischer et al., (Ed.) 1981).

E uma espécie bentopelgica, encontrada em ambientes costeiros, pradarias marinhas,
fundos rochosos e arenosos, bem como na zona de rebentagdo e profundidades até cerca
de 30m, sendo que os adultos podem ser encontrados até profundidades de 150m. Sendo
a espécie eurialina, muitas vezes entra em aguas salobras. E um peixe sedentério,
solitario, que por vezes forma pequenos agregados;, € principalmente carnivoro
(moluscos, particularmente mexilhdes, crustaceos e peixes) e acessoriamente herbivoro
(Fischer et al., (Ed.) 1981).

Em relacdo a biologia reprodutiva os machos tornam-se fémeas por volta dos 3 anos de
idade; € uma espécie protandrica hermafrodita, que matura primeiro como macho
(durante o primeiro ou segundo ano de idade) (20-30cm) e ap06s o segundo ou terceiro
ano de idade (33-40cm) como fémea (Bauchot et al., 1981).



1.2.3 Sistemas de producao da espécie

Os sistemas de producdo para a dourada sdo diversos, variando desde policultura
extensiva (por exemplo vallicoltura em Italia e produgdo em lagunas no Egipto) ou
producdo semi-intensiva em tanques de terra (Portugal e Sul de Espanha) a sistemas
land-based altamente intensivos (raceways ou tanques), jaulas no mar inshore (Grécia e

Turquia) e offshore (Cyprus, Italia e Espanha) (Basurco et al., 2011).

O tipo de cultura mais primitivo € o extensivo, que aproveita exclusivamente as
condi¢des naturais disponiveis e onde o controlo do sistema de producdo é quase
inexistente (Diniz, 1998). Neste regime, o cultivo dos animais é feito em lagoas
terrestres (salinas, lagoas de antigos moinhos de maré) em que o repovoamento € feito
com 0s juvenis que entram com as marés pelas comportas e o alimento resulta da
produtividade natural do meio (Santinha, 1998). Os tanques podem sofrer algumas
transformacbes, com o objectivo de melhorar a circulagdo hidrica, podendo ser
introduzido algum complemento de alimento. As produgbes normalmente situam-se
entre os 200 a 400 kg/ha/ano (Santinha, 1998).

No regime semi-intensivo, utilizam-se tanques de terra batida, de dimens@es de 0,5 a 1
ha, construidos em locais que retinem as condi¢des para que estes sejam ai implantados.
A producdo é toda planificada (Santinha, 1998), recorrendo-se a reproducdo artificial
para obtencdo de ovos e juvenis e a fase de engorda é fornecido alimento artificial
complementar para aumentar o rendimento desta fase de crescimento (Diniz, 1998). A
renovacdo da &gua realiza-se através de bombagem, embora nalguns casos se utilize
parcialmente as marés. Utilizam-se arejadores quer para fornecimento de oxigénio quer
para aumentar a movimentacdo da massa de agua. A producdo média é de 10
toneladas/ha/ano, podendo atingir o dobro, mediante 0 equipamento necessario
(Santinha, 1998).

A cultura em regime intensivo € realizada em tanques sintéticos, construidos em fibra de
vidro ou betdo com dimensdes entre os 100-1000 m*® com o objectivo de obter o
méaximo de autolimpeza de modo a nédo alterar a qualidade da agua (Santinha, 1998).
Caracteriza-se pela utilizacdo de densidades de carga elevadas, existindo um elevado

indice de controlo de todos os pardmetros de producdo. De modo a aumentar o
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rendimento do crescimento utilizam-se metodologias de maneio avangadas (Diniz,
1998). A alimentagdo € assegurada exclusivamente por alimento artificial e a producao
varia entre 20-30 kg/m® (Santinha, 1998).

1.2.4 Producao e interesse comercial

Na Europa, a procura de dourada fresca tem aumentado significativamente na ultima
década, devido ao seu aroma desejavel e qualidade, e, consequentemente, o seu elevado
valor fez com que a aquacultura desta espécie se tenha tornado um negocio rentavel
(Alasalvar et al., 2001; Yildiz et al., 2006). Contudo a producéo intensiva da dourada
tem revelado sinais de saturagdo no mercado, e crise de precos (Grigorakis et al., 2002).
A producdo global de douradas atingiu 167,827 toneladas em 2012, principalmente a
partir de aquacultura (159,731 toneladas) (FAO-FishStat plus, 2014). Os principais
paises produtores sdo a Grécia, Turquia, Espanha e Egipto. A maioria da producao tem
lugar no Mar Mediterraneo, embora a espécie também seja cultivada nas llhas Canarias
(Espanha), no Oceano Atlantico, em Eilat (Israel), no Mar Vermelho, no Golfo Pérsico
e no Mar da Arabia (Basurco et al.,2011). Na composicdo dos produtos de aquacultura
da Unido Europeia, por volume, no ano de 2011, a dourada representou 6% da
composicao total, sendo este valor inferior aos valores de mexilhdo, truta, salméo e

ostras mas superior aos de espécies como carpa, robalo, améijoa e pregado (EC, 2014).

1.3 Qualidade dos produtos de aquacultura

O peixe e o0s produtos da pesca desempenham um papel fundamental na seguranca
alimentar e nutricional, combate a pobreza e bem-estar (FAO, 2014). A caréncia em
micronutrientes afecta centenas de milhdes de pessoas, especialmente mulheres e
criancas nos paises em desenvolvimento, contudo o peixe e 0s produtos de pesca sdo a
maior fonte de alimentacdo e de nutrientes essenciais para algumas populactes (FAO,
2014). O consumo de peixe fornece energia, proteina e uma gama de nutrientes
essenciais, que em muitos casos, pode até ndo haver fontes alimentares alternativas
acessiveis para muitos destes nutrientes essenciais (FAO, 2014). Além disso, 0s
alimentos provenientes do meio aquatico tém ainda um papel especial como fonte de
acidos gordos polinsaturados n-3 de cadeia longa (n-3 LCPUFASs), &cido
eicosapentandico (EPA) e acido docosahexanoico (DHA) (FAO, 2014).
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Grigorakis (2011) apresenta um conjunto de factores que definem a qualidade do peixe,
designadamente:
1) Aspecto externo (cor, malformagdes, e ferimentos), forma e tamanho;

2) valor nutricional;

3) deposicdo de gordura;

4) caracteristicas organolépticas (odor, sabor e textura);
5) frescura;

6) rendimento do filete.

Sob condicGes de cultivo, as caracteristicas de qualidade dos peixes, tais como
composicdo em &cidos gordos e concentracao de varios nutrientes sdo conhecidos por
serem influenciados pela composicao da dieta (Ribeiro et al., 2015). Contudo é muitas
vezes dificil tracar a forma em como a alimentagdo afecta a qualidade, devido a esta ser
afectada simultaneamente por factores enddgenos (tamanho, sexo, fase do ciclo de vida
e factores genéticos) e exdgenos (alimentacdo, temperatura, salinidade, fontes externas
de stress, exercicio fisico realizado pelo peixe e a densidade da populacdo de peixes)
(Grigorakis, 2011).

A frescura tem uma importante contribuicdo para a qualidade do peixe ou produtos da
pesca e pode ser explicada, até certo ponto por parametros fisicos, (bio) quimicos,
microbioldgicos e sensoriais objectivos (Olafsdottir et al., 1997).

Inicialmente, o consumidor julga um alimento a partir da sua cor e, s6 depois, a partir de
outros atributos, tais como sabor e aroma (Wu & Sun, 2013). Normalmente, a decisdo
do consumidor em comprar 0 peixe tem como base a sua aparéncia visual (cor) (Wu &
Sun, 2013).

1.3.1 Composicao quimica do pescado

Actualmente a parte edivel do peixe € o filete, logo a sua composicao é o que define a
qualidade do peixe (Grigorakis, 2011).

A composicdo quimica dos peixes difere bastante consoante a espécie e na mesma
espécie também difere consoante a idade, sexo, estacdo do ano e ambiente. Os
principais constituintes englobam as proteinas, lipidos, hidratos de carbono, cinza e
agua (Huss, 1995).

As proteinas no tecido muscular do peixe podem ser divididos em trés grupos: as

estruturais (actina, miosina, tropormiosin e actomiosina), que constituem 70-80% do

-8-



conteudo total proteico; as sarcoplasmaticas (mioalbumina, globulina e enzimas) que
constituem 25-30% e as do tecido conjuntivo (colagénio), que constituem cerca de 3%
(Huss, 1995).

O teor de proteina no masculo ndo tem um papel tdo importante como a gordura,
contudo contribui para a qualidade das caracteristicas organolépticas através da
interacdo proteina-agua (Grigorakis, 2011). Como regra geral, o pescado contém 17-
25% de proteina bruta, com um teor médio de 19 g/100g (Nunes et al., 2003).

A gordura pode ser designada de gordura hepatica, muscular, perivisceral e peritoneal,
consoante o local onde se deposita no peixe, sendo que as trés ultimas sdo importantes
em termos de qualidade (Grigorakis, 2011). Normalmente, a deposi¢do de gordura
aumenta com o peso do peixe independentemente da alimentacdo, por exemplo peixes
maiores tendem a ter um teor de lipidos mais elevado e Grigorakis & Alexis, (2005) ja
comprovaram que tal facto se verifica para a dourada (Grigorakis, 2011).

Para a dourada o nivel Optimo de gordura na sua dieta é 15%, enquanto uma
alimentacdo com 20% de lipidos aumenta significativamente a deposi¢cdo de gordura
(Grigorakis, 2011).

Os lipidos presentes nas espécies de peixes teledsteos podem ser divididos em dois
grupos principais: os fosfolipidos e os triglicéridos. Os fosfolipidos compdem a
membrana celular, sendo assim designados de lipidios estruturais, enquanto 0s
triglicerideos sao utilizados para o armazenamento de energia (Huss, 1995).

Os lipidios presentes na parte comestivel do peixe sdo muito importantes pois afectam o
sentido do gosto e a sensacdo de carne cozinhada na boca (Grigorakis, 2007). S&o
compostos por uma larga variedade de acidos gordos saturados, monoinsaturados e
polinsaturados (consistem numa cadeia de atomos de carbono com um grupo carboxilo
numa extremidade e um grupo metilo na outra extremidade) (Nunes et al., 2003).

Os é&cidos gordos insaturados consistem em monoinsaturados e polinsaturados e sdo
alguns dos componentes estruturais importantes de peixes e algas e desempenham um
papel importante na promogdo da satde do corpo humano. Os polinsaturados dividem-
se em duas classes: n-3 e n-6, sendo que a distingdo entre os &cidos gordos n-3 e n-6 se
baseia na localizacdo da primeira ligacdo dupla. Nos &cidos gordos n-3, a primeira
ligacdo dupla encontra-se no terceiro atomo de carbono, enquanto que nos &cidos
gordos n-6 a primeira ligagdao dupla ocorre no sexto atomo de carbono, a contar a partir
da extremidade com o grupo metilo (Yu & Gu, 2013).



De entre os lipidos da dieta de peixes marinhos, os &cidos gordos polinsaturados
(PUFA), tém tido uma atencdo consideravel, particularmente o &cido docosahexandico
(22:6 n-3, DHA), o &cido eicosapentaenoico (20:5 n-3, EPA) e o acido araquidonico
(20:4 n-6, AA) (Sargent et al., 1997). Estes acidos gordos tém um papel fisiologico
importante no peixe como componentes de fosfolipidos da membrana e como
precursores de eicosandides biologicamente activos (Bell et al., 1995). Os PUFA
desempenham ainda fungdes importantes, tais como, regulacdo da arquitectura,
dindmica, fase de transicdo e permeabilidade da membrana e sdo os percursores de uma
grande variedade de metabolitos que regulam fun¢des bioldgicas fundamentais (Certik
& Shimizu, 1999).

No entanto, devido ao seu elevado nivel de insaturacdo, estes &cidos gordos sao
altamente sensiveis a oxidacdo, a qual é continuamente gerada no processo fisiologico
da célula (Biesalski, 1992).

A quantidade de vitaminas e minerais € especifico da espécie e pode, além disso, variar
com a estacao (Huss, 1995).

De um modo geral, o peixe € uma boa fonte de vitamina B, e, no caso de espécies
gordas, também das vitaminas A e D (Huss, 1995). Com o propdsito de proteger os
acidos gordos polinsaturados n-3, considerados de grande importancia, a vitamina E
pode ser adicionada a racdo do peixe como um antioxidante (Huss, 1995).

Existem cerca de 20 elementos minerais inorganicos que sdo consideradas como
essenciais para a vida animal, incluindo os peixes. Os elementos minerais essenciais sdo
geralmente classificadas em dois grupos principais de acordo com a sua concentracdo
no corpo do animal: os macroelementos (minerais que Sdo necessarios em quantidades
consideraveis) e os microelementos (minerais necessarios em menores quantidades)
(Tacon, 1987).

Os minerais séo constituintes essenciais do exoesqueleto, desempenham um papel
fundamental na manutencédo da pressao osmdtica, servem como constituintes estruturais
dos tecidos moles, desempenham um papel vital no equilibrio acido-base do corpo e sdo
essenciais para a transmissao de impulsos nervosos e contracgdo muscular. Os minerais
servem ainda como componentes essenciais para as enzimas, vitaminas, hormonas,
pigmentos respiratorios, ou como cofactores no metabolismo, catalisadores e
activadores enzimaticos (Tacon, 1987; Watanabe et al., 1997).

Os peixes conseguem absorver parte dos seus requisitos minerais da agua circundante

através das branquias e da dieta (Tacon, 1987; Watanabe et al., 1997).
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A nivel mineral, o peixe é considerado principalmente como uma fonte valiosa de célcio
e fésforo, mas também de ferro, cobre e selénio. Em peixes de aquacultura, o contetudo
de vitaminas e minerais € o reflexo dos componentes que integram a alimentacdo dos
peixes (Huss, 1995).

1.3.2 Alteragdes na qualidade
1.3.2.1 Oxidacao lipidica

Os processos de oxidacdo lipidica, que ocorrem durante o armazenamento de alimentos
causam mudancas importantes nas suas propriedades sensoriais, tais como rancificacao,
que esta relacionada com o desenvolvimento de sabores estranhos e deterioracao da cor
(Alvarez et al., 2012). No caso do pescado, o teor elevado de &cidos gordos
polinsaturados torna-o muito susceptivel a oxidacdo lipidica durante o armazenamento
(Fraser & Sumar, 1998). A oxidacdo lipidica é um processo complexo em que 0s acidos
gordos insaturados sdo atacados por radicais, resultando em radicais que rapidamente
reagem com o oxigenio conduzindo a hidroperoxidos lipidicos (Frankel, 1998). Numa
fase posterior, os produtos de oxidagdo formados podem reagir com outros
componentes do musculo, tais como proteinas, aminoacidos ou vitaminas, levando a
alteracdes na cor ou na textura do peixe (Kanner,1994). O grau de oxidacdo lipidica em
peixes refrigerados e congelados depende da espécie de peixe, do tipo muscular, da
presenca ou auséncia de activadores e inibidores (iBes metalicos, enzimas oxidativas,
carotenoides) (Undeland et al., 1998). Desta forma conhecer os factores que
influenciam a taxa e extensdo da reaccdo € essencial para projectar estratégias para
inibir/retardar a oxidacdo lipidica (Medina et al., 2009). A oxidacdo lipidica deve ser
inibida para garantir a 6ptima qualidade e manter os valores sensoriais e nutricionais
durante o armazenamento e processamento dos peixes (Medina et al., 2009). Hoje em
dia, explorar novos antioxidantes naturais tem surgido como uma metodologia eficaz e
rentavel para a estabilizacdo dos produtos de peixe ou dos produtos ricos em n-3 PUFA
(Medina et al., 2009).

1.3.3 Métodos de avaliacao da qualidade do pescado

1.3.3.1 Avaliacao sensorial
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A avaliacdo sensorial é definida como a disciplina cientifica utilizada para evocar,
medir, analisar e interpretar caracteristicas dos alimentos percebidas pelos sentidos da
visdo, olfacto, paladar, tato e audicdo (Olafsdottir et al., 1997).

Os métodos sensoriais, em oposicdo aos nao-sensoriais, oferecem a melhor
oportunidade de obter uma ideia valida daquilo que o consumidor pretende, pois estes
métodos fornecem informacGes imediatas de qualidade (Connell, 1975). Mesmo quando
sdo utilizados métodos quimicos e fisicos para avaliar a qualidade do peixe, a avaliagao
sensorial deve ser realizada para garantir que os resultados estdo de acordo com o0s

testes instrumentais (Alasalvar et al., 2001).

Os procedimentos de preparacdo e apresentacdo das amostras sdo etapas cruciais e
devem ser padronizados segundo o tipo, a espécie ou a variedade de produto (Zenebon
et al., 2008). Recomendam-se inUmeros procedimentos, dos quais fazem parte:

* A amostra deve ser representativa.

» As amostras devem ser preparadas de forma idéntica. Para todas as unidades de
amostras, a porcdo, a quantidade, o formato e o tamanho (espessura) devem ser
controlados segundo as caracteristicas do produto.

» As amostras devem ser servidas em recipientes proprios ou os comumente utilizados
nas refei¢des de individuos. Podem utilizar-se talheres, guardanapos e vasilhames para
descartar os residuos. Todos os recipientes devem estar bem limpos, secos e livres de
odores estranhos.

 Antes da apresentagdo da amostra deve verificar-se e controlar a temperatura, pois é
um importante factor de variagdo na percepg¢éo do odor e do sabor.

* As condicOes ambientais devem ser controladas antes da analise sensorial tendo em
consideracdo a utilizacdo de cabines individuais, o grau de luminosidade, temperatura

climatizada adequada, auséncia de ruidos e odores estranhos.

Na escolha de individuos que irdo formar a equipa sensorial, deve ter-se em
consideracdo alguns requisitos (Zenebon et al., 2008), tais como:

» Cada membro da equipa deve revelar interesse, disponibilidade, pontualidade e
vontade de avaliar grande parte das categorias de produtos nos dias marcados para teste,
seleccdo e treino previamente agendados.

* O candidato deve revelar boa forma de expressdo, habilidade verbal e vocabulario

préprio que possa definir e descrever adequadamente 0s atributos sensoriais.
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* O candidato deve apresentar boas condi¢des de saude, auséncia de gripes e alergias.

» Devem-se evitar candidatos fumadores.

* Deve avaliar-se a acuidade sensorial e o poder de discriminagdo para cores, textura,
odores e gostos primarios. Ficar atento nos casos de ocorréncia de anomalias nos 6rgaos
da visdo, olfacto, audicdo e paladar. A faixa etaria recomendavel situa-se entre 18 a 50
anos, pois, apés esta idade o individuo pode revelar certa dessensibilizagdo dos 6rgédos

SENSOres.

Os testes sensoriais dividem-se em trés grupos: testes discriminativos; testes descritivos
e testes afectivos (Olafsdottir et al., 1997). O teste discriminativo e descritivo sdo testes
analiticos objectivos em que se utiliza um painel treinado e os testes afectivos sdo testes
subjectivos que se baseiam numa medida de preferéncia ou aceitacio (Olafsdattir et al.,
1997). O teste discriminativo € utilizado para determinar se existe uma diferenca entre
as amostras, enquanto os testes descritivos sdo utilizados para determinar a natureza e a
intensidade das diferencas (Huss, 1995). Nos testes descritivos o0 método da analise
descritiva quantitativa (ADQ) é muito utilizado para tracar, da forma mais completa
possivel, o perfil sensorial quanto aos atributos de aparéncia, odor, textura e sabor,
sendo as escalas ndo estruturadas as mais empregadas (Zenebon et al., 2008). A escolha
do método depende da finalidade da aplicacdo da avaliacdo sensorial e se é usado no
desenvolvimento de um produto, no controlo de qualidade, estudos de consumo ou de
pesquisa (Olafsdattir et al., 1997).

1.3.3.2 Determinacao instrumental da cor

A cor, largamente utilizada na inddstria alimentar, € um factor de apelo bastante
importante, um enorme critério de identificacdo, um indicador de qualidade e frescura e
é determinante na aceitabilidade do consumidor, imagem e valor de mercado (Gouveia
et al.,, 2007). Os produtos de aquacultura de alta qualidade devem cumprir Varios
requisitos bem apreciados pelos consumidores, incluindo a cor adequada, que esta entre
0S mais importantes parametros de qualidade de peixe no mercado. A cor € a primeira
caracteristica a ser percebida e € um critério de seleccdo determinante, directamente
relacionada com a subsequente aceitagdo ou rejeicdo (Shahidi et al., 1998). Os

consumidores subconscientemente relacionam a cor do produto ao valor nutritivo,
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salubridade, frescura e sabor, por isso, a cor € um critério de qualidade decisivo que tem
que ser mantido e aperfeicoado (Garcia-Chavarria & Lara-flores, 2013).

O sistema mais popular para a medigdo instrumental da cor nos alimentos é o sistema
CIE 1976 L* a* b*, recomendado pela Comissdo Internacional de lluminacdo (CIE).
Neste sistema o L* representa luminosidade, que varia de 0 a 100 (L* = 0 — preto; L*
= 100 — branco/luminoso), o a* reflecte a dimenséo verde/vermelho (a* < 0 significa
intensidade no verde e a* > 0 significa intensidade no vermelho) e o b* a dimenséo
azul/amarelo (b* < 0 significa intensidade no azul e b* > 0 significa intensidade no

amarelo) (Botta, 1995). De acordo com o conceito da CIE (1978), cor é uma
caracteristica tridimensional da aparéncia que consiste do atributo da luminosidade (L*)

e dois atributos cromaticas, ou seja, hue e croma.

1.4 Dieta: influéncia na qualidade do pescado; alternativa a
farinha e 0leo de peixe; factor apelativo (como ingrediente
funcional)

A dieta deve fornecer todos 0s nutrientes essenciais e energia em sintonia com as
necessidades do animal para a manutencdo das funcdes fisiologicas vitais, tais como
crescimento, reproducdo e saude. Além disso, em aquacultura tal como em outros
sistemas de producdo animal, outro aspecto importante é o de garantir a qualidade da
carne e a qualidade ambiental, ambos relacionados com a nutri¢éo (Kaushik, 2000).

As racdes formuladas para peixes carnivoros, contém tradicionalmente elevadas
propor¢oes de ingredientes derivados de recursos marinhos (Bendiksen et al., 2011). As
farinhas de peixe (FM) e 6leos de peixe (FO) a partir de pequenos pelagicos marinhos
tém sido ingredientes de escolha, devido a combinacdo favoravel entre qualidade
nutricional e preco (Bendiksen et al., 2011). As FM sdo caracterizadas pelo seu elevado
teor de proteinas, um bom equilibrio de aminoacidos e uma digestibilidade de nutrientes
alta, enquanto os FO marinhos sdo uma excelente fonte de acidos gordos essenciais da
familia n-3, e as ragdes que contém estes ingredientes sdo facilmente aceites por uma
vasta variedade de espécies de peixes carnivoros (Hertrampf & Piedad-Pascual, 2000;
Houlihan et al., 2001; Halver & Hardy, 2002; Miller et al., 2008).

Para além do sector da aquacultura actualmente consumir cerca de 75% da producao
mundial de FO (FAO, 2014), a maioria das reservas mundiais de peixes marinhos

pelagicos sdo consideradas sobre-exploradas (FAO, 2009), de modo que o crescimento
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da producdo aquicola exigira dependéncia reduzida sobre FMs e FOs obtidos
directamente a partir destas fontes, com consequente aumento do uso de ingredientes de
alimentos alternativos.

O sector de racBes formuladas para meio aquatico deve encontrar a forma mais
sustentavel de equilibrar as demandas de modo a reduzir a dependéncia de ingredientes
derivados de recursos marinhos finitos, mantendo o desempenho do crescimento e 0s
elevados padrbes de qualidade dos produtos para os consumidores (Ramalho et al.,
2014). Nas ultimas decadas foram feitos esforcos significativos com o intuito de
encontrar ingredientes alternativos rentaveis (Ramalho et al., 2014). Para alem do papel
que as microalgas desempenham como parte do alimento vivo da cadeia trofica na
alimentacdo de larvas de peixes, ha actualmente um esforgo no sentido de explorar as
microalgas em racdes para peixes (Ramalho et al., 2014). A producdo de biomassa algal
a escala comercial pode ser uma alternativa viavel para a FM e FO na aquacultura
(Taelman et al., 2013), o que reduziria tanto 0 custo como o impacto ecoldgico da
aquacultura intensiva (Muller-Feuga, 2000). A biomassa de microalgas pode ter
também um grande potencial no sector da alimentacdo animal como um ingrediente
funcional (ou seja, produtos incorporados na alimentacdo que transmitem um beneficio
acima e para alem de satisfazer as necessidades basicas nutricionais (Diplock et al.,
1999; Ramalho et al., 2014).

1.5 Microalgas

As microalgas compreendem um vasto grupo de organismos fotossintéticos
heterotroficos, que sdo classificados de acordo com varios aspectos, tais como estrutura
da célula e pigmentos e substancias que armazenam (Cerezuela et al., 2012). Ao serem
organismos fototroficos estdo expostos a quantidades elevadas de oxigénio e ao stress
de radicais, 0 que tem resultado no desenvolvimento de numerosos sistemas contra a
oxidacdo e stress radical (Pulz & Gross, 2004). Assim, estes mecanismos protectores
tém a capacidade de prevenir a acumulacdo de radicais livres e espécies reactivas de
oxigenio, combatendo desta forma as actividades que danificam as células (Pulz &
Gross, 2004).

A biomassa microalgal é uma fonte natural da maioria dos compostos biologicamente
activos ilimitados, tais como carotendides, ficobilinas, acidos gordos, polissacarideos,

vitaminas e esterois (Gouveia et al., 2007). Além disso, as microalgas podem ter
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estabilidade lipidica superior, em comparacdo com os tradicionais PUFAS, pois séo
naturalmente ricas em antioxidantes, carotendides e vitaminas, e também porque os
lipidos estdo bioencapsulados pela parede celular da alga (Patil et al., 2007).

Apesar das diferencas que existem na composi¢do das microalgas, pois varia entre
classes e até entre espécies, a proteina (12-35%, peso seco) € sempre O maior
constituinte orgénico, seguido normalmente por lipidios (7,2-23%, peso seco) e hidratos
de carbono (4,6-23%, peso seco) (Becker, 2004). O teor de proteina e de vitamina sao
um factor determinante no valor nutricional das microalgas, mas para além disso, o teor
em PUFAs, por exemplo, EPA, AA e DHA é de grande relevancia (Hemaiswarya et al.,
2011).

As diatoméaceas (Bacillariophyceae) representam um importante grupo de microalgas
eucaridticas encontradas em habitat terrestre hamido, marinho e de agua doce
(Domergue et al., 2003). Pertencem ao grupo heterocontes devido ao comprimento
desigual dos seus flagelos, caracteristico deste grupo, apesar de na sua fase vegetativa
ndo possuirem flagelos, sdo ainda facilmente reconhecidas devido & sua cobertura
celular que consiste em duas valvulas de silica (Pulz & Gross, 2004). S&o unicelulares
planctonicas e os plastidios destas diatomaceas contém xantofilas como fucoxantina
(Fxn) que sdo os principais pigmentos acessorios para a fotossintese e que sdo os
responsaveis pela cor acastanhada destes organismos (Bhaya & Grossman, 1991;
Bertrand, 2010).

As principais aplicacdes das microalgas na aquacultura sdo associadas a nutricdo,
coloracdo e inducdo de outras actividades biol6gicas (Hemaiswarya et al., 2011). Estas
diversas aplicagfes das microalgas no ramo da aquacultura devem-se ao elevado teor
proteico; a capacidade de sintetizar todos os aminoacidos; a presenca de hidratos de
carbono compostos por amido, glucose e acuUcares e polissacarideos nao digeriveis
(agar, carragenina e alginato); aos lipidos, sob a forma de glicerol e &cidos gordos
(familias n-3 e n-6); e ao conteddo valioso de muitas vitaminas essenciais (A, B1, B2,
B6, B12, C, E, biotina, acido folico e acido pantoténico (vitamina B5)), minerais
(fésforo, zinco, ferro, calcio, selénio, magnésio), substancias antioxidantes e
carotendides (Duerr et al., 1998; Amar et al., 2004; Ramalho et al., 2014). Ainda, 0s
alimentos utilizados na aquacultura que dependem do uso de biomassa de microalgas
também poderiam beneficiar da imagem sustentavel e natural que estes ingredientes

apresentam (Ramalho et al., 2014), bem como do facto de serem um recurso nédo
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limitado que pode ser produzido em quantidades industriais sob condi¢es ambientais

seguras (Harel et al., 2002).

1.5.1 Phaeodactylum tricornutum

A microalga Phaeodactylum tricornutum é uma das duas diatomaceas cujo genoma
(27,4 Mb) esta sequenciado (Bowler et al., 2008). Esta analise indica que estes
organismos tém determinadas vias metabdlicas e outras caracteristicas Unicas que
podem explicar em parte a sua adaptagcdo extraordinaria para uma vasta gama de
habitats e condi¢cdes ambientais (De Riso et al., 2009). Ao contrario de outras
diatoméaceas, P. tricornutum € muito pobre em silica e a sua parede celular €
caracterizada por possuir quase exclusivamente componentes organicos: principalmente
polissacarideos, proteinas e uma pequena quantidade de lipidos (Francius et al., 2008).
Esta espécie contém em média, em base seca, 36,4% de proteina bruta, 26,1 % de
hidratos de carbono, 18,0% de lipidos, 15,9% de cinza e 0,25% de fibra (Rebolloso-
Fuentes et al., 2001).

1.5.1.1 P. tricornutum como fonte de PUFA

A diatomacea P. tricornutum é uma microalga unicelular muito interessante como fonte
de lipidos dado que utiliza os lipidos como principal produto de armazenamento (Reis et
al., 1996; Mir6n et al., 2002), produzindo grandes quantidades de acidos gordos
polinsaturados, incluindo uma quantidade consideravel de EPA (Arao et al., 1987;
Dunstan et al., 1994; Rebolloso-Fuentes et al., 2001; Cerezuela et al., 2012). Esta
quantidade relativamente elevada de EPA deve-se a elevada taxa de crescimento
méxima especifica que se encontra entre os 0,06 e 0,09 h™ (Siron et al.,1989). Na
microalga P. tricornutum 8 a 10% da constituicdo da biomassa algal sdo acidos gordos,
em que o EPA constitui entre 27 a 30% de todos os acidos gordos presentes (Figura 1.5)
(Atalah et al., 2007) podendo chegar até aos 40% (Pérez-Lopez et al., 2014). Do perfil
de acidos gordos da espécie P. tricornutum fazem ainda parte maioritariamente o acido
palmitoleico (POA) (16:1%; 26%), o 4cido palmitico (16:0; 17%), o &cido
hexadecatriendico (16:3%%'% 10%) e o é&cido miristico (14:0; 5%) (Figura 1.4)

(Domergue et al., 2003).
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18:249,12 16:2469
1 3:356.9,I2
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M 20:4458.11,14

Tempo de retengdo

Figura 1.4 - Composicdo do perfil de &cidos gordos da espécie P. tricornutum
(adaptado Domergue et al., 2003).

1.5.1.2 P. tricornutum como fonte de carotenoides

Tendo em conta os efeitos de deterioracdo sobre o ambiente, devido a utilizacdo de
pigmentos sintéticos, os investigadores estdo a dar cada vez mais énfase & necessidade
de utilizar pigmentos naturais como meio de coloracdo, tornando-se uma alternativa
viavel aos produtos quimicos sintéticos ( Garcia-Chavarria & Lara-flores, 2013).
Estima-se que a producdo natural anual de carotendides é cerca de 100 milhdes de
toneladas, sendo que a fucoxantina € um dos carotendides mais abundantes, e contribui
com mais de 10% (10 milhdes de toneladas) da producdo total estimada de carotendides
na natureza, especialmente no ambiente marinho (Dembitsky & Maoka, 2007).

A Fxn é um pigmento de cor laranja, que tem também presente clorofila a, ¢ e B-
caroteno (Bharathiraja et al., 2013). A Fxn tem uma ligacdo alénica, pouco usual e
alguns grupos funcionais oxigénicos, tais como epoxi, hidroxilo, carbonilo e porcoes
carboxilo na sua molécula (Figura 1.5) que contribuem para a sua estrutura Unica
(Nomura et al., 1997; Yan et al., 1999). Esta ligacdo alénica é também a responsavel
por uma funcdo antioxidante mais elevada (Sachindra et al., 2007). A Fxn é um
carotenoide lipossoluvel vulnerdvel a oxidacdo e degradacdo quando exposto a luz,
calor e condic¢es acidas ou alcalinas (Siew-Ling et al., 2010; Kim et al., 2011; Shang et
al., 2011).
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Fucoxantina

Fucoxantinol

OH

Amarcuciaxantina

Halocintiaxantina

Figura 1.5 - Estrutura da fucoxantina e dos seus metabolitos (adaptado Peng et al.,
2011).

A microalga P. tricornutum € uma diatoméacea rica em, fucoxantina, caroteno e clorofila

ae c (Cerezuela et al., 2012) sendo a Fxn o seu principal carotendide (Tabela 1.2).
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Tabela 1.2 - Classes e teores relativos dos carotendides presentes na microalga P.
tricornutum (adaptado, Rebolloso-Fuentes et al.,2001).

Estado
Estaciondrio® Fucoxantina Violaxantina Diadinoxantina Anteraxantina Diatoxantina Zeaxantina &, R-Caroteno R, £&-Caroteno

R1.3d 65.8 0.23 266 222 3.17 1.74 212 0.24
Rl.2d 62.9 0.24 1.32 27.9 272 0.91 318 0.19
Rl.1d 60.8 0.13 0.17 827 8.75 6.54 12.7 0.15
Ri2b 51.8 0.14 13.2 8.87 5.62 2.33 19.3 0.09

* Os codigos sdo explicados nas Tabelas 1-3 em Rebolloso-Fuentes et al,,2001.

1.6 Carotenoides: funcao dos carotendides; utilizacdao em
aquacultura

A cor da pele dos peixes depende inicialmente da presencga de cromatéforos, contendo
pigmentos como melaninas, carotendides, pteridinas e purinas (Chatzifotis et al., 2005),
e depende também da absorcdo e deposicdo dos pigmentos carotendides da dieta, uma
vez que os peixes, tal como outros vertebrados, sdo incapazes de sintetizar carotendides
de novo (Goodwin, 1984).

A maioria dos peixes acumula os carotendides no seu tegumento e génadas. Os
carotendides no tegumento podem contribuir para fotoprotecdo, camuflagem, e
sinalizacdo, enquanto ao nivel das gonadas eles assumem um papel essencial na
reproducdo dos animais marinhos (Maoka, 2011). Excepto para 0 peixe-gato, 0s
carotenoides acumulados no tegumento do peixe existem na sua forma esterificada
(Maoka, 2011). E bem conhecido que os carotendides tém um grupo final B, ndo
substituido, tal como B-caroteno, o-caroteno, e PB-criptoxantina, que € percursor de
vitamina A nos animais (Maoka, 2011).

Os peixes selvagens obtém a maioria dos seus carotendides alimentando-se de pequenos
crustaceos e outros invertebrados (Gomes et al., 2002). No entanto, em condicGes de
cultivo intensivo, onde os peixes normalmente sdo privados das suas fontes naturais de
alimentos, e tendo em conta que as dietas artificiais geralmente ndo possuem as fontes
naturais de pigmentos que ddo a alguns organismos, como por exemplo a truta e o
salm&o a sua coloragdo caracteristica (Apt & Behrens, 1999), devem ser adicionados a
sua dieta carotenoides que vao desempenhar um papel importante na regulacdo da cor
da pele e/ou masculo do peixe (Chatzifotis et al., 2005; Kalinowski et al., 2005, 2007).
O padréo de pigmentacdo da pele pode ser considerado como um indice de bem-estar
animal em espécies de aquacultura e um factor de consideragdo econémica (Pavlidis et
al., 2006). A pigmentacdo adequada da pele constitui em determinadas espécies, como
por exemplo, na dourada um parametro importante de qualidade pois melhora a
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aparéncia do peixe, 0 que consequentemente é associado a frescura e a diferenciacéo do
produto pelo consumidor (Kalinowski et al., 2007). Os pigmentos sdo responsaveis pelo
amplo espectro de cores em peixes, que é um pré-requisito essencial para a qualidade a
medida que procuram um preco mais elevado no mercado comercial (Garcia-Chavarria
& Lara-flores, 2013).

O papel dos carotendides tem sido associado ndo s6é com a pigmentacdo, mas também
com outras funcgdes fisioldgicas, como funcdo antioxidante elevada, que minimiza ou
previne a oxidacdo lipidica dos produtos alimentares, mantendo assim a qualidade
nutricional dos mesmos (Shahidi et al., 1998; Gouveia & Empis, 2003; Chatzifotis et
al., 2005; Gupta & Abu-Ghannam, 2011; Maoka, 2011). Os carotenoides tém ainda
influéncia na reproducéo, estabilidade de proteinas e fotoproteccdo e sdao também uma
fonte de vitamina A e minerais (Shahidi et al., 1998; Gouveia & Empis, 2003). Apesar
da importancia dos carotendides, estes compostos sdo muito instaveis e a sua
degradacdo oxidativa pode ser desencadeada pela luz, pH extremo ou temperatura, na
presenca de oxigénio ( Gouveia & Empis, 2003).

1.7 Objectivos

A dourada (Sparus aurata) é uma espécie de elevado valor na regido do Mediterraneo e
muito apreciada devido ao seu aroma e qualidade. Contudo o mercado desta espécie,
pela forma como é comercializada encontra-se saturado e por isso € necessario inovar
na forma como o produto é apresentado ao consumidor, ndo perdendo do foco o factor
qualidade. Assim, investigar novas formas/estratégias que possam atribuir a dourada
alguma caracteristica que a torne mais apelativa ao consumidor é uma das metas a
atingir no cultivo desta espécie. Os consumidores preferem douradas cujo opérculo e
banda interorbital tenham uma pigmentacdo dourada mais saliente, ja que associam esta
caracteristica com os individuos capturados pela pesca. As microalgas, fontes naturais
de carotenoides podem promover esta coloracao, tendo assim um elevado potencial para
serem usadas como ingredientes funcionais.

Assim, o presente trabalho teve como principal objectivo investigar o efeito da
incorporacdo de 2,5 % de biomassa da microalga Phaedactylum tricornutum (estirpe
selvagem e geneticamente modificada), em ra¢Ges de acabamento, na pigmentacao da

pele de dourada (S. aurata), em particular no opérculo e na banda interorbital.
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Pretendeu-se também avaliar de que forma esta incorporagdo poderia afectar outros

atributos da qualidade, designadamente as propriedades sensoriais e valor nutricional.
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2. Material e Métodos

2.1 Material biologico

As quarenta e oito douradas utilizadas no trabalho foram provenientes de trés
tratamentos diferentes e foram fornecidas pela empresa SPAROS Lda., no ambito de
um estudo de inclusdo da microalga Phaedactylum tricornutum em racGes para dourada,
cuja coordenacdo cientifica esteve a cargo da empresa acima referida. As douradas com
um peso médio inicial de 233+13g foram colocadas em tanques circulares de 1000 L
(Figura 2.1) nas instalagdes do CCMAR - Estacdo Marinha do Ramalhete, localizada
junto a um dos principais canais da Ria Formosa. Os peixes foram alimentados a méo,
trés vezes por dia (09:30h, 14:30h e 16:30h), durante os dias de semana, uma vez por
dia ao sabado e ndo alimentados aos domingos. A dgua do mar foi fornecida aos tanques
(temperatura da agua 22 — 27 °C, com variacdo natural durante os meses de Verao), por
um sistema de fluxo continuo. Os parametros de qualidade da &gua (oxigénio,
salinidade (35ppm) e amoénia) foram monitorizados diariamente e mantidos dentro dos
limites para o crescimento Optimo da espécie. Os tanques de cultivo foram submetidos a

fotoperiodo natural.

: - LERARENY
Figura 2.1 — Tanques circulares de 1000 L onde se procedeu ao cultivo da espécie S.
aurata.
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As dietas experimentais, formuladas e preparadas pela SPAROS Lda., foram testadas
em duplicado ao longo de um periodo de 84 dias. A dieta controlo (CTRL) foi
formulada como uma dieta comercial para douradas, com farinha de peixe a representar
30% da fonte proteica e 6leo de peixe a representar 75% da fonte de 6leo. Com base
nesta formulacédo foram preparadas duas dietas adicionais:

Dieta MA20 - incorporando 2,5% de biomassa de uma estirpe selvagem da microalga P.
tricornutum;

Dieta MA37 — incorporando 2,5% de biomassa de uma estirpe geneticamente
modificada de P. tricornutum, neste caso, com niveis de fucoxantina potencialmente
mais elevados.

A formulagdo e composi¢cdo das dietas experimentais apresentam-se na Tabela 2.1.

Todas as dietas extrusadas eram isoproteicas, isolipidicas e isoenergéticas.
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Tabela 2.1 - Ingredientes e composi¢do quimica aproximada das dietas experimentais
usadas no cultivo das douradas.

Ingredientes, % CTRL MA20 MA37
Farinha de peixe LT 70 12,0 12,0 12,0
Farinha de peixe FAQ 18,0 18,0 18,0
Proteina de soja concentrada 5,0 5,0 5,0
Gluten de trigo 6.0 6,0 6.0
Gluten de milho 8,0 8.0 8.0
Farinha de soja 10,0 10,0 10,0
Farinha de colza 5,0 5,0 5.0
Trigo integral 7,0 5,0 5.0
Trigo: milho DDGS 3.0 5,0 5.0
Ervilhas integrais 9.8 7.3 7.3
Oleo de peixe 10,5 10,5 10,5
Oleo de palma 3.5 3,5 3.5
Vit & Min Premix 1,0 1,0 1,0
Ligante 1,0 1,0 1,0
Antioxidante 0,2 0,2 02
Biomassa de microalga MA20" 2,5 25

. . 3
Biomassa de microalga MA37

Matéria seca, % MS 96,900 948=+0,1 94,6 £0,0
Proteina bruta, % MS 445+03 454=+0,0 455+04
Gordura bruta, % MS 186 £0,1 19,0+0,2 18,6 0.2
Cinza, % MS 9.9+0,2 10,9+0,1 10,7 +0.2
Fosforo total, % MS 1,1 +0,0 1,2+0.1 1,2+0,1
Energia bruta, k]-gl MS 221+£00 224+00 224 +£0,0

'Premix de vitaminas e minerais para peixes marinhos, PREMIX Lda, Portugal.

2 Biomassa seca de uma estirpe selvagem de Phaedactylum tricornutum: 37,8% Proteina
bruta (PB), 5,9% Gordura bruta (GB), A4F SA, Portugal.

% Biomassa seca de uma estirpe geneticamente modificada (GMO) de P. tricornutum
com elevados niveis de fucoxantina: 37,6% PB, 5,4% GB, A4F SA, Portugal.

2.2 Amostragem

No final do ensaio, 0s peixes dos trés tratamentos foram abatidos por imersdo numa
mistura de gelo-agua salgada, numa proporcao de 4:1. Ap6s 30 min, recolheram-se 15

peixes de cada tratamento que foram acondicionados, com o abdémen para cima, em
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caixas de poliestireno, cobertos com uma pelicula de plastico sobre a qual se distribuiu
gelo em escama. Os peixes foram entregues na Divisdo de Aquacultura e Valorizagéo
(DivAV), do Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA, 1.P.) em Lisboa, cerca
de 18 h ap6s o abate. As douradas foram de imediato colocadas em sacos que foram
acondicionados em caixas de poliestireno e mantidos numa camara a -20 °C, durante
duas semanas.

O trabalho prético na DivAV iniciou-se com a descongelagdo das amostras, realizada
sempre em camara de refrigeracdo. Apds a descongelacdo inicial de cinco peixes por
tratamento, os peixes foram pesados, escamados e filetados. De cada peixe retirou-se
um filete que foi imediatamente embalado em saco pléstico e colocado a -20 °C, durante
vinte e cinco semanas, para posterior determinacdo do grau de oxidacdo lipidica. O
outro filete, ap6s remocdo da pele, foi cortado em pequenos pedacos e congelado a -80
°C para posterior liofilizacdo, constituindo as amostras (cinco por tratamento) para
realizacdo das analises quimicas e fisicas no musculo.

Os restantes onze peixes foram pesados, escamados (apenas um dos lados) e filetados.
De cada peixe, o filete escamado foi usado para avaliacdo sensorial enquanto que o
filete com escama se destinou a determinacdo instrumental da cor (pele e musculo).
Procedeu-se também a remocdo dos dois opérculos e da banda interorbital em cada
peixe, para medicdo da cor. Esta Ultima fase teve a duracdo de cinco dias de trabalho,
em que em cada dia foi analisado o0 mesmo namero de peixes dos trés tratamentos,

previamente descongelados durante a noite em cdmara de refrigeracéo.

2.3 Métodos analiticos

2.3.1 Determinacgao instrumental da cor

Realizou-se a determinacdo da cor em diferentes zonas do corpo e da pele, conforme se
ilustra na Figura 2.2. Na banda interorbital foram realizadas medi¢des em trés zonas
bem distintas: duas junto aos olhos (B1 e B3) e uma na zona intermédia da banda (B3).
No que respeita aos opérculos (OP), a determinagdo de cor realizou-se em ambos 0s
opérculos de cada peixe, na zona correspondente a mancha pigmentada de amarelo. A
determinacéo da cor no corpo (pele e musculo) realizou-se em trés zonas distintas: zona

dorsal (PD), zona dorsal intermédia (PDI), junto a linha lateral e zona ventral (PV).
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Cada uma destas zonas foi cortada em quatro pedacgos (por vezes trés pedacos na zona

ventral), realizando-se a medicao de cor em cada um dos pedagos.

Opérculos (mancha amarela)

Banda interorbital (zonas B1, B2, B3)

Pele dorsal(PD)

Pele dorsal
intermédia (PDI)

Pele ventral (PV)

Figura 2.2 - Zonas do corpo de dourada utilizadas na determinagéo instrumental da cor
da pele.

A determinacéo instrumental da cor foi realizada num colorimetro tristimulus (Macbeth
Color-Eye 3000), obtendo-se as coordenadas L*, a* e b* do sistema CIELAB (Figura
2.3) em que L* representa luminosidade (L* = 0 — preto; L* = 100 — claro/luminoso
”lightness”), o a* reflecte a dimensao verde/vermelho (a* < 0 significa intensidade no
verde e a* > 0 significa intensidade no vermelho) e o b* a dimensédo azul/amarelo (b* <
0 significa intensidade no azul e b* > 0 significa intensidade no amarelo). Utilizou-se
um iluminante D65 e um observador padrdo de 10° diametro de 10 mm na éarea de
medicdo. Antes de cada sessdo de medicdo de cor o colorimetro foi calibrado com uma
placa padrdo de porcelana branca. Em cada uma das medicdes o resultado final para os

parametros L*, a* e b* correspondia ao valor medio de trés mediges consecutivas.
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Claro/Luminoso
L=100

Preto
L=0

Figura 2.3 - Diagrama tridimensional do espaco de cor CIELAB. (Fonte:
http://infosign.net.br/gerenciamento-de-cores-para-impressoras-de-grande-formato/).

Com as coordenadas de cor obtidas calculou-se o hue (H®), que indica a cor do produto,
o croma (C*), que indica a saturacdo (intensidade) de cor e a brancura (W), através das

seguintes formulas (Schubring, 2009), respectivamente:

H° = arctan(b*/a*)
C*= (a*2+b*2)1/2
W = 100-[(100-L*)? + a*2 + b*?]12

2.3.2 Avaliacao sensorial

A avaliacdo sensorial decorreu numa sala climatizada, equipada com cinco gabinetes de

prova individuais, iluminados com luz branca (Figura 2.4).
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Figura 2.4 - Gabinete de prova para analise sensorial.

Para diminuir a variabilidade entre os filetes as partes caudal e junto a cabeca foram
removidas, usando a zona dorsal de maior espessura de cada filete. Cada um destes
pedacos de filete foi colocado num papelote de papel de aluminio e foram cozidos a
vapor durante 10 min, num cozedor marca KENWOOD. Os filetes foram apresentados
aos provadores de forma sequencial em pratos brancos codificados. Foram avaliados
dez filetes de cada tratamento, distribuidos por duas sessdes de prova independentes.
Em cada sessdo foram avaliados cinco filetes de cada tratamento por um painel de cinco
provadores treinados, ndo fumadores, na faixa etaria 34 a 50 anos. Os provadores
avaliaram a intensidade dos atributos sensoriais, designadamente o cheiro, sabor e cor
do filete utilizando uma escala linear ndo estruturada de 12 cm (Meilgaard, 1999), em
que a extremidade esquerda da escala (0 cm) corresponde a “auséncia do atributo” e a
extremidade direita (12 cm) corresponde a “muito intenso” (Figura 2.5). Os resultados

foram expressos em percentagem.

Ausente Muito
intenso

Figura 2.5 - Escala linear ndo estruturada usada na avaliagdo da intensidade dos

atributos sensoriais.

2.3.3 Andlises quimicas e fisicas no musculo
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As analises quimicas e fisicas foram realizadas nos cinco filetes (por tratamento)
liofilizados e moidos, numa picadora Moulinex para garantir uma boa homogeneizagéo
das amostras. As amostras foram conservadas a -80 °C até a realizacdo das
determinacg6es analiticas.

No caso dos filetes embalados e congelados a -20 °C, para determinacdo do grau de
oxidagdo lipidica, apds vinte e cinco semanas foram descongelados apenas trés filetes
de cada tratamento. ApoGs descongelacdo, removeu-se a pele a cada um dos filetes,
cortaram-se em pequenos pedacos e colocaram-se em placas de petri a -20 °C para
posterior liofilizacdo. As amostras liofilizadas foram tratadas e conservadas até a

realizacdo da anélise do modo indicado acima.
2.3.3.1 Composicao quimica aproximada

Os teores de humidade, cinza e proteina bruta foram determinados de acordo com 0s
métodos de referéncia descritos em AOAC (1998).

O teor de humidade foi determinado por gravimetria em 2 g de amostra, apds 12 horas
numa estufa a 105 °C, até obtencdo de peso constante (Método AOAC 950.46).

Determinou-se o teor de humidade da amostra através da formula:

ml —m2
) (—)# 100
Humidade (%) = \m1 —m3
em que: m1l = massa do cadinho com a amostra (g); m2 = massa do cadinho com a

amostra ap0s secagem (g); m3 = massa do cadinho (g).

O teor de cinza foi determinado por gravimetria apds incineragdo da amostra (2 g),
anteriormente seca em estufa a 105 °C, durante 12 horas, em mufla a 500 °C até
obtencédo de peso constante (Método AOAC 942.05). Determinou-se o teor de cinza da

amostra através da férmula:

ml —m2

——|=100
Cinza(%) = (m3 —m2)

em que: m1 = massa do cadinho com o residuo de cinza (g); m2 = massa do cadinho

(9); m3 = massa do cadinho com a massa da amostra humida (g).
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Para determinar o teor de proteina utilizou-se um equipamento da Marca LECO FP 528
que quantifica o azoto libertado por combustdo (a 850 °C) na presenca de oxigénio, com
formacéo de 6xido de azoto, com deteccdo do azoto por condutividade térmica (Método
AOAC 992.15). O teor de proteina foi obtido através do produto do teor de azoto total
pelo factor 6,25, usado na conversdo de azoto em proteina, no caso de proteinas de
origem animal (FAOQ, 2003).

Na determinacédo dos lipidos totais seguiu-se 0 método descrito em Folch et al., (1957).
Pesou-se aproximadamente 100 mg de amostra para um tubo de 15 ml e adicionou-se 3
ml de solucdo cloroférmio:metanol (CHCI3:MeOH) (2:1), agitando-se num agitador
vortex. Os tubos foram colocados num banho com agitacdo durante 10 min e de seguida
adicionou-se 3 ml de acido cloridrico (HCI) 0,IN e 300 ul de cloreto de magnésio
(MgCl) a 0,5% (para precipitar as proteinas e facilitar a migracéo dos lipidos para a fase
organica). Centrifugou-se a 2000 g durante 5 min para separagdo das fases aquosa e
organica e recolheu-se toda a fase organica (parte inferior do tubo), usando uma pipeta
Pasteur, para outro tubo de 15 ml, previamente tarado. Adicionou-se ao tubo com
amostra mais 3 ml de solu¢cdo CHCI3:MeOH (2:1) e repetiu-se o processo incluindo a
recolha da fase orgénica que se juntou a primeira recolha. Evaporou-se o solvente
organico dos tubos sob atmosfera de azoto e findo este processo pesaram-se 0s tubos. A
analise foi realizada em duplicado. O teor de lipidos totais da amostra determinou-se

através da formula:
Lipidos totais (%) = (a;*100)/a;
em que: a; = residuo de gordura apds evaporacao (g); a; = toma de amostra (g).
Os resultados sdo apresentados em g/100 g musculo, em base seca (amostra liofilizada)
e base humida, apés a aplicagdo do factor de conversdo, calculado através da formula

seguinte:

(100 - % humidade na amostra fresca*)/(100 - % humidade na amostra liofilizada).
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2.3.3.2 Determinacdo do perfil de acidos gordos

O perfil de &cidos gordos foi determinado através da anélise de metil ésteres, preparados
de acordo com o método de Lepage & Roy (1986), modificado por Cohen et al., (1988).
A transmetilacdo dos acidos gordos por catalise acida realizou-se em 300 mg de
amostra, em tubos de 15 ml, adicionando 5 ml da solugéo de cloreto de acetilo:metanol
(1:19). A esterificacdo decorreu durante 1 h em banho de agua a 80 °C e apds
arrefecimento adicionou-se a mistura 1 ml de agua ultrapura (miliQ) e 2 ml de n-
heptano. Centrifugou-se a 2000 g por 5 min e recolheu-se a fase organica, onde se
encontram os ésteres metilicos, para um vial, filtrando-se por uma coluna de algodao,
contendo sulfato de sodio anidro.

A separacao e deteccdo dos ésteres metilicos foi efectuada pela injeccdo de 2 ul num
cromatografo de fase gasosa (Varian Star CP 3800 GC, Walnut Creek, CA), equipado
com autoamostrador e um detector de ionizagdo de chama (FID). A separagéo dos metil
ésteres foi efectuada numa coluna de polietileno glicol capilar (DB-WAX, Folsom, CA)
(30 m x 0,25 mm de didametro interno, espessura da pelicula: 0,25 pum), utilizando hélio
como gas de arraste, mantida a temperatura de 180 °C, durante 5 min, seguindo-se uma
rampa de aquecimento de 4 °C/min, durante cerca de 10 min, até se atingir a
temperatura de 220 °C, que foi mantida durante 25 min. Os compostos separados foram
detectados no detector FID a 250 °C. A identificacdo dos &cidos gordos foi realizada por
comparacdo dos tempos de retencdo com os padrdes Sigma-Aldrich/Supelco PUFA
No.1, Marine Source - Ref. 47033 e PUFA No.3, Menhaden oil - Ref. 47085-U. Os
cromatogramas obtidos fornecem a percentagem relativa de cada &cido gordo presente
na amostra (% do total de &cidos gordos).

Para expressao dos resultados em valor absoluto (mg/100 g de musculo) aplicou-se o
factor correctivo para peixes 6sseos, calculado segundo Weihrauch et al., (1977), que

oscila em funcéo do teor de gordura presente na amostra, segundo a equacao:

Factor de conversdo (peixes 6sseos) - F =0,933 - 0,143/TL
Onde: TL = Lipidos totais (%)

Este factor é utilizado na seguinte formula:
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AG * F * (TL/100) * 1000
Onde: AG = % relativa do &cido gordo; F = factor de conversdo; TL = % de lipidos
totais na amostra (expressa em base humida).

Os resultados da composicdo em &cidos gordos expressos em valor absoluto foram
utilizados para calcular diversos indicadores da qualidade nutricional do musculo do
peixe, tais como: o somatorio de EPA e DHA, razdo de acidos gordos PUFA n-3/PUFA
n-6 e os indices de trombogenicidade (TI) e aterogenicidade (Al), de acordo com
Ulbricht & Southgate (1991):

Al = [12:0 + (4 x 14:0) + 16:0] / [PUFAN-6 + PUFAN-3 + MUFA]
Tl = [14:0 + 16:0 + 18:0] / [(0,5 x MUFA + 0,5 x PUFANn-6 + 3 x PUFAN-3) +
(PUFAN-3/ PUFAN-6)]

2.3.3.3 Determinacao de elementos minerais e metalicos

A determinacdo de elementos minerais e metalicos, foi realizada de acordo com
Carvalho et al., (2005) utilizando a técnica de espectroscopia de raios-X de energia
dispersiva (EDXRF). O principio do método consiste numa fonte de radiacdo X para
ionizar os niveis internos dos atomos, por efeito fotoeléctrico.

O espectrometro de EDXRF utilizado consiste num tubo de raios-X equipado com um
alvo secundario de molibdénio. A radiacdo caracteristica emitida pelos elementos
presentes na amostra foi detectada com um detector de silicio-litio Si (Li), com uma
janela de berilio de 8 pm e area de 30 mm?. A energia de resolucdo foi de 135 eV para
5,9 keV e o sistema de aquisicdo foi Nucleus PCA instalado num computador. O
gerador de raios-X funcionou a 50 kV e 20 mA e o tempo de aquisi¢do foi de 1000 s.
Cada amostra foi comprimida em pastilhas de 2 cm de didmetro com o auxilio de um
bloco em aco para prensa da marca SPECAC (Figura 2.6 a) e com a prensa hidraulica
(Figura 2.6 b), sem qualquer tratamento quimico prévio. Para cada amostra foram feitas
trés pastilhas. Cada pastilha (Figura 2.7 a) foi colocada num suporte, colada a uma
pelicula Mylar (Figura 2.7 b), que foi posicionada diante do feixe de raios-X para a

determinacéo dos elementos.
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Figura 2.7 - a) Pastilha e b) preparacdo para determinacdo dos elementos.

2.3.3.4 Determinacdo do grau de oxidacao lipidica

Determinou-se o nivel de oxidacao lipidica nas amostras ao inicio e apds 25 semanas de
congelagdo (-20 °C) através da composi¢do em &cidos gordos, determinada pelo método
descrito em 2.3.3.2, em particular o indice de polienos (PI). Este indice consiste na
razdao entre os acidos gordos mais susceptiveis a oxidacdo, como € o caso dos acidos
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gordos polinsaturados, em especial os altamente insaturados, como o 20:5n-3 (EPA) e 0
22:6n-3 (DHA) e os acidos gordos mais estaveis como é o caso do 16:0, de acordo com
a formula:

Pl =(20:5n-3 + 22:6n-3)/16:0.

2.3.4 Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos em valor médio + desvio padrdo (DP), excepto no
caso do pardmetro hue. Testou-se os efeitos da inclusdo da microalga nas dietas
experimentais nos diferentes parametros de qualidade usando a andlise de variancia
(ANOVA de uma via), excepto no caso da cor da banda interorbital, pele e masculo e
do grau da oxidacao lipidica, em que se recorreu 8 ANOVA factorial de duas vias. O
teste de comparacdo multipla utilizado foi o Tukey Test. Todos os testes foram
realizados com IBM SPSS ver.21.0 (IBM Corp., Armonk, NY). No caso da variavel
hue, por ser uma medida angular, foi aplicada estatistica circular, mais concretamente
uma ANOVA de uma via circular, para testar o efeito da dieta na pigmentacédo da pele,
utilizando o software estatistico R (R Core Team, 2014) versdo 3.0.3, com 0 pacote
“circular” (Agostinelli & Lund, 2013). A comparagéo entre os grupos foi realizada com
o teste Watson-Williams. A significancia estatistica foi definida como P< 0,05 para

todos os testes.
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3. Resultados

3.1 Peso e rendimento do filete

Os peixes dos trés grupos experimentais apresentavam um peso total de 400,1+35,5;
388,2+36,2 e 399,8+44,6 para os grupos CTRL, MA20 e MA37 respectivamente, ndo se
verificando diferencas significativas (P> 0,05) entre os trés tratamentos.

Os valores obtidos para o rendimento (filete) foram de 41,6+3,6; 44,0+2,0 e 44,7£2,5
para os grupos CTRL, MA20 e MA37 respectivamente, sendo que, estas diferengas ndo

se revelaram significativas (P> 0,05).

3.2 Cor

Os parametros de cor (L*, a* e b*) medidos para o opérculo de dourada encontram-se
na Tabela 3.1, o hue (H°) e o croma (C*) encontram-se representados nos graficos das

Figuras 3.1 e 3.2, respectivamente.

Tabela 3.1 - Pardmetros de cor em opérculo de dourada, alimentada com as dietas
experimentais.

Parametros de cor DIETAS EXPERIMENTAIS'

CTRL MA20 MA37
L* 74,8+3,7° 79,8+3,2° 79,9+2,7°
a* 0,2+0,3 0,7+0,7 0,8+0,8
b* 5,3+0,9° 6,5+1,1° 6,8+1,5°

Os valores correspondem a média + desvio padrdo (n=11). O resultado final para cada
peixe corresponde ao valor médio das determinacbes nos dois opérculos. Diferentes
letras na mesma linha indicam diferencas significativas (P< 0,05). * CTRL — controlo;
MAZ20 - suplementada com Phaeodactylum tricornutum, estirpe selvagem; MA37 -
suplementada com P. tricornutum, estirpe geneticamente modificada (GMO).

A luminosidade (L*) do opérculo de dourada foi afectada significativamente pela
suplementacéo das dietas com as diferentes estirpes de microalga P. tricornutum, sendo
que os grupos alimentados com as dietas MA20 e MA37 obtiveram valores de L*
significativamente diferentes dos obtidos para o grupo alimentado com a dieta controlo
(CTRL) (Tabela 3.1). N&o se observaram diferencas significativas para o parametro a*

entre os trés grupos (alias registou-se elevada variabilidade nos resultados, conforme é
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visivel pelo desvio padréo). Pelo contrario, registaram-se diferencas significativas no
parametro b* entre os grupos CTRL e MA37, enquanto que o grupo MA20 néo se
distinguiu significativamente de nenhum destes dois grupos (Tabela 3.1).

b

—
Kl

/ e CTRL

\ e MA20

1F 80° Verde + VermelhnD" ' e MA3/

270 _

Figura 3.1 - Valores de hue, em opérculo de dourada alimentada com as dietas
experimentais. CTRL — controlo; MA20 — suplementada com P. tricornutum, estirpe
selvagem; MA37 - suplementada com P. tricornutum, estirpe GMO. Para cada grupo
encontram-se representados os 11 peixes sujeitos a determinacdo de cor. Diferentes
letras indicam diferencgas significativas (P< 0,05).

O valor hue representa a cor de um produto. De acordo com o sistema CIELAB (Figura
2.3), se 0 angulo estiver entre 0° e 90°, quanto maior este for, mais amarelo € o produto,
e, quanto menor for (mais préximo de 0°), mais vermelho € o produto. Os valores de
hue registados para o opérculo situaram-se proximo dos 90° (Figura 3.1). Estes valores
confirmam a cor amarela desta mancha nos trés grupos de dourada. Contudo estes
valores apresentam diferencas significativas entre o grupo CTRL e o grupo alimentado
com a dieta suplementada com a estirpe de microalga geneticamente modificada
(MA37), enquanto que o grupo de douradas MA20 (estirpe selvagem da microalga) nao

diferiu significativamente de nenhum dos grupos anteriores.
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Figura 3.2 - Saturacdo de cor (C*), em opérculo de dourada alimentada com as dietas
experimentais. CTRL — controlo; MA20 — suplementada com P. tricornutum, estirpe
selvagem; MA37 - suplementada com P. tricornutum, estirpe GMO. Os valores
correspondem a média, a barra de erro ao desvio padrdo (n=11). Diferentes letras
indicam diferencas significativas (P< 0,05).

Relativamente a intensidade da cor amarela do opérculo (Figura 3.2), verificou-se um
padrdao muito semelhante ao observado para o hue, isto é, diferencas significativas entre
0os grupos CTRL e MAS37, enquanto que o grupo MA20 ndo se distinguiu
significativamente de nenhum destes dois grupos. Pode também observar-se que 0s
valores de hue e croma seguem o padrdo observado para a coordenada de cor b*

(coloracgéo no intervalo do amarelo).

Em relacdo a pigmentacdo da banda interorbital (Figura 2.2), as diferencas observadas
para as coordenadas de cor (Tabela 3.2) devem-se sobretudo ao efeito da zona da banda,
ndo se verificando efeito significativo da dieta: as zonas B1 e B3 (junto aos olhos) sdo
idénticas nos trés grupos de dourada, distinguindo-se significativamente da zona
intermédia (B2). Os resultados evidenciam um ligeiro efeito da dieta e da zona da banda
na coordenada a*, embora ndo se tenha verificado interacdo significativa entre estes

dois factores.
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Tabela 3.2 - Parametros de cor em trés zonas da banda interorbital de dourada,
alimentada com as dietas experimentais. B1: junto ao olho esquerdo; B2: entre os olhos;
B3: junto ao olho direito.

Parametros  Zonas da banda DIETAS EXPERIMENTAIS!

de cor interorbital CTRL MA20 MA37
L* Bl 63,8+2,12 63,9+1,7° 63,8+1,7°
B2 60,8+1,9° 60,8+2,3° 61,5+2,7°
B3 63,4+3,22 64,8+1,72 64,7+2,42
a* Bl -1,5+0,22 -1,2+0,22 -1,2+0,32
B2 -1,7+0,2° -1,540,1° -1,5+0,2°
B3 -1,4+0,22 -1,2+0,32 -1,3+0,42
b* Bl 4,940,9° 4,441 42 4,3+1,32
B2 2,2+0,9° 2,1+0,9° 2,4+0,7°
B3 4,8+1,22 4,741,32 4,5+1,12

Os valores correspondem a meédia + desvio padrdo (n=11). Para cada parametro de cor,
diferentes letras indicam diferencas significativas (P< 0,05). * CTRL — controlo; MA20
— suplementada com P. tricornutum, estirpe selvagem; MA37 - suplementada com P.
tricornutum, estirpe GMO.

Os valores dos angulos hue para a banda interorbital situam-se entre os 90° (cor
amarela) e 180° (cor verde) (Figura 3.3). Testou-se o efeito da suplementacdo das racdes
com as duas estirpes de P. tricornutum em comparagdo com a ragdo controlo em cada
zona da banda, recorrendo a Anova circular e ao teste de comparacgdo multipla Watson —
Williams. Os resultados evidenciaram que a suplementacéo das racdes com a microalga
ndo teve efeito significativo na cor da banda interorbital. As diferencas observadas
devem-se ao efeito da zona da banda: as zonas B1 e B3 (junto aos olhos) apresentavam
uma cor amarelada mais marcante (valores de hue mais préximos dos 90°),
distinguindo-se da zona intermédia (B2) que apresentava uma cor esverdeada mais
acentuada (valores de hue entre 124 — 129 °). Todavia, a zona B2 foi também a zona
onde se registou maior variabilidade nos valores de hue, em especial para 0s grupos
CTRL e MA20.
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Figura 3.3 - Valores de hue, em trés zonas da banda interorbital de dourada alimentada
com as dietas experimentais. CTRL — controlo; MA20 — suplementada com P.
tricornutum, estirpe selvagem; MA37 - suplementada com P. tricornutum, estirpe
GMO. Para cada grupo encontram-se representados os 11 peixes sujeitos a
determinacéo de cor. B1: junto ao olho esquerdo; B2: entre os olhos; B3: junto ao olho
direito.

No que respeita a saturacdo de cor (C*) na banda interorbital (Figura 3.4), verificou-se
que a principal diferenca observada foi consequéncia da zona da banda. As zonas Bl e
B3 sem diferencgas significativas nos trés grupos de peixes (valores médios proximos de
5), diferenciando-se da zona intermédia (B2) (valores médios proximos de 3), com

valores de croma superiores.
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Figura 3.4 - Saturacdo (C*), em trés zonas da banda interorbital de dourada alimentada
com as dietas experimentais. CTRL — controlo; MA20 — suplementada com P.
tricornutum, estirpe selvagem; MA37 - suplementada com P. tricornutum, estirpe
GMO. Os valores correspondem & media, a barra de erro ao desvio padrdo (n=11).
Diferentes letras indicam diferengas significativas (P< 0,05). B1: junto ao olho
esquerdo; B2: entre os olhos; B3: junto ao olho direito.

No que diz respeito a pigmentacdo da pele, as diferencas observadas para as
coordenadas de cor (Tabela 3.3) devem-se acima de tudo ao efeito da zona da pele, néo
se verificando efeito significativo da dieta. Em relacdo a luminosidade todas as zonas se
distinguem significativamente entre si, sendo que, a zona ventral (PV) é a mais clara
(maiores valores de L*), seguida da zona dorsal intermédia (PDI) e zona dorsal (PD)
que é a zona mais escura (valores de L* inferiores). Os resultados evidenciam ainda um
ligeiro efeito da dieta nesta coordenada, embora ndo se tenha verificado interacdo
significativa entre estes dois factores. Para o valor de a* (coloracéo verde) a zona PD
apresenta uma pigmentacdo esverdeada mais intensa, seguida da zona PV e PDI, ou
seja, com nuances de verde menos intensa, distinguindo-se significativamente todas as
zonas entre si. Em relacdo ao parametro de cor b* (coloragdo amarela), a zona PDI
apresenta 0 maior valor de b*, ou seja, apresenta uma tonalidade amarela mais
acentuada, seguida da zona PV e PD. Todas as zonas diferem significativamente entre

Si.
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Tabela 3.3 - Parametros de cor em trés zonas da pele de dourada, alimentada com as
dietas experimentais. PD: zona dorsal; PDI: zona dorsal intermedia; PV: zona ventral.

Parametros  Zonas da DIETAS EXPERIMENTAIS!

de cor pele CTRL MA20 MA37

L* PD 64,1+2,0° 64,9+2,0° 65,4+2,2°
PDI 72,1+1,9° 73,5%2,3° 73,6%2,2°
PV 82,9+2,3¢ 84,4+1,3° 84,6+1,3°

a* PD -1,5+0,12 -1,4+0,1° -1,4+0,2°
PDI -0,9+0,2° -0,8+0,3" -0,8+0,2°
PV -1,440,1¢ -1,440,1¢ -1,3+0,2¢

b* PD 0,7+0,42 0,8+0,32 1,1+0,6°
PDI 2,2+0,7° 2,3+0,5° 2,3+0,8°
PV 1,4+0,3¢ 1,2+0,6° 1,7+1,0°

Os valores correspondem a média * desvio padrdo (n=11). Para cada parametro de cor,
diferentes letras indicam diferencas significativas (P< 0,05).t CTRL — controlo; MA20
— suplementada com P. tricornutum, estirpe selvagem; MA37 - suplementada com P.
tricornutum, estirpe GMO.

Os valores dos angulos hue para a pele situam-se entre os 90° e os 180° (Figura 3.5).
Ap0s testar o efeito da suplementacdo das racGes com as duas estirpes de P. tricornutum
em comparacdo com a racao controlo em cada zona da pele, os resultados mostraram
que a suplementacéo das ragcbes com a microalga ndo teve efeito significativo na cor da
pele. As diferengas observadas devem-se apenas ao efeito da zona da pele: a zona PDI
distingue-se das outras duas zonas, apresentando valores de angulos hue inferiores (109
— 114 °), ou seja, mais proximos da cor amarela, enquanto as zonas PD e PV apresentam
valores de hue superiores, e portanto com tons de verde mais marcantes. As zonas PD e
PV foram também as zonas onde se registou maior variabilidade nos valores de hue,

principalmente para o grupo MA37.
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Figura 3.5 - Valores de hue, em trés zonas da pele de dourada alimentada com as dietas
experimentais. CTRL — controlo; MA20 — suplementada com P. tricornutum, estirpe
selvagem; MA37 - suplementada com P. tricornutum, estirpe GMO. Para cada grupo
encontram-se representados os 11 peixes sujeitos a determinacdo de cor. PD: zona
dorsal; PDI: zona dorsal intermédia; PV: zona ventral.

Né&o se registaram diferencas significativas em relacdo a saturacdo de cor (C*) na pele
(Figura 3.6). A principal diferenca observada na intensidade da cor foi devido & zona da
pele, em que todas as zonas da pele diferem significativamente entre si. Contudo, a zona
PDI destacou-se das zonas PD e PV, e isto justifica-se com os valores de a* e b*
obtidos para esta zona. Os valores de croma obtidos para a zona PDI vém também

reforgar os valores obtidos em hue.
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Figura 3.6 - Saturacdo (C*), em trés zonas da pele de dourada alimentada com as dietas
experimentais. CTRL — controlo; MA20 — suplementada com P. tricornutum, estirpe
selvagem; MA37 - suplementada com P. tricornutum, estirpe GMO. Os valores
correspondem a média, a barra de erro ao desvio padrdo (n=11). Diferentes letras
indicam diferencas significativas (P< 0,05). PD: zona dorsal; PDI: zona dorsal
intermédia; PV: zona ventral.

Relativamente a pigmentagdo do musculo, as diferencas observadas para as coordenadas
de cor (Tabela 3.4) devem-se sobretudo ao efeito da zona do musculo, ndo se
verificando efeito significativo da dieta. No que diz respeito a luminosidade a zona
ventral (MV) é a que apresenta maior luminosidade, distinguindo-se significativamente
das zonas dorsal (MD) e dorsal intermédia (MDI). Em relacdo aos parametros a* e b*,

todas as zonas diferem entre si significativamente para ambos os pardmetros.
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Tabela 3.4 - Parametros de cor em trés zonas do musculo de dourada, alimentada com
as dietas experimentais. MD: zona dorsal; MDI: zona dorsal intermédia; MV: zona
ventral.

Parametros  Zonas do DIETAS EXPERIMENTAIS!

de cor musculo CTRL MA20 MA37

L* MD 64,8+2,0° 64,8+1,9° 65,1+1,7°
MDI 65,3+1,82 65,7+1,52 65,7+1,8°
MV 66,9+1,7° 66,9+1,3° 66,7+1,6°

a* MD -2,5+0,22 -2,4+0,12 -2,5+0,12
MDI -2,7+0,2° -2,610,2° -2,610,1°
MV -2,240,2¢ -2,310,2¢ -2,240,2¢

b* MD 0,7+0,52 0,7+0,32 0,6+0,32
MDI 1,0+0,6° 1,1+0,3° 1,0+0,6°
MV 1,8+0,6¢ 1,6+0,4¢ 1,2+0,5¢

Os valores correspondem a média + desvio padrdo (n=11). Para cada pardmetro de cor,
diferentes letras indicam diferencas significativas (P< 0,05). t CTRL — controlo; MA20
— suplementada com P. tricornutum, estirpe selvagem; MA37 - suplementada com P.
tricornutum, estirpe GMO.

Para a brancura (W) no musculo (Figura 3.7), verificou-se que a principal diferenca
observada foi consequéncia da zona do mdsculo. A zona MV apresenta valores de W
superiores, seguida da zona MD e MDI, nos trés grupos em estudo, distinguindo-se

significativamente a zona MV das zonas MD e MDI.
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Figura 3.7 - Brancura (W), em trés zonas do musculo de dourada alimentada com as
dietas experimentais. CTRL — controlo; MA20 — suplementada com P. tricornutum,
estirpe selvagem; MA37 - suplementada com P. tricornutum, estirpe GMO. Os valores
correspondem a média, a barra de erro ao desvio padrdo (n=11). Diferentes letras
indicam diferencas significativas (P< 0,05). MD: zona dorsal; MDI: zona dorsal
intermédia; MV: zona ventral.

3.3 Avaliacao sensorial

Os resultados sensoriais encontram-se representados no gréfico da Figura 3.8.
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Figura 3.8 - Intensidade (%) dos atributos sensoriais de filetes cozidos de dourada,
alimentada com as dietas experimentais. CTRL — controlo; MA20 — suplementada com
P. tricornutum, estirpe selvagem; MA37 - suplementada com P. tricornutum, estirpe
GMO. Os resultados correspondem ao valor médio (n=8; 4,9 <DP < 16,6).

Na avaliacdo sensorial dos filetes em cozido realizada pelo painel de provadores, ndo
foram observadas diferencas significativas entre os trés grupos de peixes em relacdo ao
sabor e cheiro tipicos, sabor e cheiro estranhos e cor branca dos filetes. O cheiro e sabor
tipicos e a cor branca apresentaram valores médios superiores a 50%, 60% e 65% da
escala de intensidade respectivamente. O cheiro e sabor estranhos ndo foram
considerados relevantes pelo painel, apresentando valores médios inferiores a 8,8% e

5,3% respectivamente.

3.4 Composicao quimica aproximada

Foram determinados os teores de gordura, proteina, humidade e cinza e os resultados
encontram-se na Tabela 3.5.
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Tabela 3.5 - Composi¢do quimica aproximada no masculo de dourada, alimentada com
as dietas experimentais.

DIETAS EXPERIMENTAIS!
CTRL MAZ20 MA37

base seca (%)

Gordura 22,742 26,0£5,6 28,1+2,4
Proteina 70,1+2,1 68,3+4,1 68,9+2,2
Humidade 1,8+0,4 1,5+0,2 1,8+0,8
Cinza 4,9+0,3 4,7+0,3 4,6+0,2

base humida (%)*

Gordura 6,7+1,2 7,6x£1,6 8,3+0,6
Proteina 20,7+0,6  20,1+12 20,4+0,8
Cinza 1,5+0,1 1,4+0,1 1,4+0,1

Os valores correspondem a média + desvio padrao (n=5). CTRL — controlo; MA20 —
suplementada com P. tricornutum, estirpe selvagem; MA37 - suplementada com P.
tricornutum, estirpe GMO. Nota: Os resultados em base humida foram obtidos, apds a
aplicacdo do factor de conversao (aproximadamente 0,295). * Teor de humidade na
amostra fresca foi estimado em 71%, com base nos dados da literatura (Matos et al.,
2012, 2013) e do laboratério para a dourada.

N&do se observaram diferencas significativas entre os trés grupos de peixes, para 0S
teores de proteina, humidade e cinza. As diferencas registadas para o teor de gordura

entre os trés grupos nédo se revelaram significativas.

3.5 Perfil de acidos gordos

O resumo dos resultados da composi¢do percentual de &cidos gordos totais e em g/100g
nos diferentes grupos experimentais (CTRL, MA20 e MA37) encontram-se nas Tabelas

3.6 e 3.7 respectivamente.
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Tabela 3.6 - Perfil de acidos gordos no musculo de dourada, alimentada com as dietas
experimentais, expresso em percentagem (%) dos acidos gordos totais (base seca).

DIETAS EXPERIMENTAIS'

Acidos gordos (%) CTRL MA20 MA37
14:0 4,6+0,6 4,4+0,5 4,8+0,6
16:0 18,8+1,2 18,0+0,9 18,3+1,3
18:0 3,5+0,22 3,2+0,2° 3,2+0,1%°

> Saturados 28,8+1,8 27,6%1,3 28,3+1,9

16:1n-7 7,2+0,7 7,5+0,5 7,4+0,6
18:1n-9 18,4+0,5 18,4+0,2 18,4+0,2
18:1n-7 2,6%£0,1 2,6+£0,1 2,7£0,1
20:1n-9 1,7+£0,1 1,8+0,1 1,7+0,1
221n-11 1,3+0,1 1,6+0,1 1,5+0,2
> Monomsaturados 32,1+£0,9 32,8+0,4 32,6+£0,4
18:2n-6 7,4+0,3 7,3+x0,1 7,6%0,2
18:3n-3 1,1+0,1 1,1+0,04 1,1+0,03
18:4n-3 1,3+0,1 1,4+0,1 1,4+0,04
20:4n-6 1,0+£0,1 0,9+0,1 0,9+0,1

205n-3 (EPA) 7,640,5 7,640,5 74404

22:5n-3 2,8+0,3 3,0+£0,3 2,9+0,3

22:6n-3 (DHA) 12,0+£1,6 11,8+1,2 11,4+1,6

> n-3 26,8+2,4 26,9+1,7 26,122

> n-6 9,3+0,3 9,3+0,1 9,5+0,1

> Polinsaturados 38,0+2,3 38,1+1,5 37,612,1

Os valores correspondem a média + desvio padrdo (n=5). Diferentes letras na mesma
linha indicam diferencas significativas (P< 0,05). * CTRL - controlo; MA20 —
suplementada com P. tricornutum, estirpe selvagem; MA37 - suplementada com P.
tricornutum, estirpe GMO.
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Tabela 3.7 - Composi¢do em &cidos gordos no masculo de dourada, alimentada com as
dietas experimentais, expressa em g/100g (base humida).

Acidos gordos (g/100g) DIETAS EXPERIMENTAIS!
CTRL MAZ20 MA37

16:0 1,15+0,20 1,27+0,32 1,39+0,19
> Saturados 1,76+0,33 1,93+0,48 2,14+0,28
18:1n-9 1,12+0,24 1,28+0,28 1,39+0,11
> Monoinsaturados 1,97+0,41 2,29+0,53 2,46+0,21
18:2n-6 0,46+0,10 0,51+0,12 0,57+0,05
18:3n-3 0,07+0,01 0,07+0,02 0,08+0,01
20:4n-6 0,06+0,01 0,06%0,01 0,07+0,01
20:5n-3 (EPA) 0,46%0,09 0,53+0,11 0,55+0,04
225n-3 0,17+0,03 0,21+0,04 0,22+0,02
22:6n-3 (DHA) 0,73+0,13 0,81+0,12 0,85%0,09
> n-3 1,63+0,30 1,86+0,34 1,97+0,14
> n-6 0,57+0,12 0,65+0,14 0,72+0,06
> Polinsaturados 2,31+0,44 2,65+0,52 2,84+0,18
indice Nutricional

EPA+DHA 1,19+0,22 1,34+0,22 1,41+0,12
n-3/n-6 2,88+0,24 2,88+0,17 2,76x0,24
TI 0,27+0,04 0,25%0,02 0,27+0,03
Al 0,55+0,07 0,52+0,05 0,55+0,07

Os valores correspondem a média * desvio padrdo (n=5). * CTRL - controlo; MA20 —
suplementada com P. tricornutum, estirpe selvagem; MA37 - suplementada com P.
tricornutum, estirpe GMO.

Os acidos gordos saturados ndo foram afectados significativamente pelas dietas
experimentais. O &cido miristico (14:0) e o acido palmitico (16:0) ndo foram afectados
significativamente pelas diferentes dietas, contudo o &cido estedrico (18:0) revelou
diferengas significativas entre o grupo CTRL e 0 MA20, mas sé ao nivel de %. Os
acidos gordos monoinsaturados totais ndo foram afectados significativamente pelas
dietas testadas. O &cido palmitoléico (16:1n-7) foi superior nas douradas alimentadas
com as ragOes suplementadas com ambas as estirpes de microalga, mas estas diferencas
ndo se revelaram significativas. O &cido oléico (18:1n-9), &cido vacénico (18:1n-7),
acido gonddico (20:1n-9) e acido cetoleico (22:1n-11) ndo foram afectados

significativamente pelas dietas testadas. Os acidos gordos polinsaturados também néo
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foram afectados significativamente pelas diferentes dietas. O acido araquidénico (20:4n-
6), o acido alfa-linolénico (18:3n-3), EPA (20:5n-3), o &cido linoleico (18:2n-6), o acido
docosapentaenoico (22:5n-3), o &cido estearidonico (18:4n-3) e DHA (22:6n-3) néo
foram afectados significativamente pelos diferentes tratamentos. Nenhum grupo
experimental de douradas difere significativamente entre si em relagao aos ). PUFA n-3
e aos Y, PUFA n-6. A nivel nutricional o conteudo de EPA + DHA ndo apresentou
diferencas significativas entre 0s grupos experimentais, 0 mesmo se verificou para a
proporg¢ao de > PUFA n-3 /Y PUFA n-6 e para os indices de trombogenicidade (TI) e
aterogenicidade (Al).

3.6 Elementos minerais e metalicos

Foram determinados os elementos minerais e metalicos no musculo de dourada,
alimentada com diferentes dietas experimentais e os resultados obtidos encontram-se na
Tabela 3.8.

Tabela 3.8 - Concentracdo de macro elementos (S, Cl, K e Ca), elementos traco (Fe,
Cu, Zn e Br), elementos ultra traco (As) e elementos metais (Rb) (base himida) em
musculo de dourada, alimentada com as dietas experimentais.

DIETAS EXPERIMENTAIS!

CTRL MA20 MA37

gkg™

S 1,63+0,23 1,56+0,22 1,61+0,25
Cl 0,42+0,03 0,42+0,08 0,43+0,06
K 3,64+0,23 3,49+0,27 3,46x0,21
Ca 0,13+0,03° 0,10+0,02% 0,09+0,02°
mg kg ™

Fe 3,44+0,76 3,18+0,55 3,89+0,88
Cu 1,10+0,06 1,08+0,06 1,13+0,08
Zn 4,02+0,19 3,94+0,36 3,97+0,30
As 3,00+0,08 3,06+0,26 3,09+0,26
Br 3,10+0,14 3,36+0,36 3,21+0,29
Rb 0,60+0,08 0,71+0,06 0,68+0,04

Os valores correspondem a média + desvio padrdo (n=5). Diferentes letras na mesma
linha indicam diferencas significativas (P< 0,05). * CTRL - controlo; MA20 —
suplementada com P. tricornutum, estirpe selvagem; MA37 - suplementada com P.
tricornutum, estirpe GMO.
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Ao analisar a Tabela 3.8 verificamos que a concentracdo de célcio (Ca) presente no
musculo de dourada difere significativamente entre o grupo CTRL e o grupo MA37,
enquanto que o grupo MA20 ndo se distinguiu significativamente de nenhum destes
dois grupos. Em relacdo a concentragdo dos restantes elementos macro, traco, ultra traco
e metais presentes no musculo, ndo se verificaram diferencas significativas entre os trés

grupos experimentais (Tabela 3.8).

3.7 Grau de oxidacao lipidica

Para avaliar o grau de oxidacéo lipidica dos filetes de dourada analisou-se a evolucao
dos teores de 20:5n-3 (EPA); 22:6n-3 (DHA) e 16:0 (PA) e o indice de polienos (PI)
para cada grupo experimental, ao inicio (Pl t=0) e apds 25 semanas de congelacao (PI
t=25).

A suplementacdo das dietas com a microalga de ambas as estirpes ndo afectou
significativamente a % de EPA, DHA e PA. As diferencas significativas que se
observaram foram para o EPA e DHA (4cidos gordos mais oxidaveis), em todos os
grupos de peixes, entre o Pl t=0 e o Pl t=25, na qual se verificou uma diminuicéo
significativa destes acidos gordos mais instaveis ao fim de 25 semanas de congelacdo
(Figura 3.9 A)). Os resultados mostram claramente a oxidag&do que ocorreu nos dois
acidos gordos mais insaturados (EPA e DHA) durante o tempo de conservacdo a -20 °C.
Este efeito foi mais notdrio no &cido gordo mais insaturado, ou seja com maior himero

de ligacGes duplas (DHA).

Relativamente ao Pl verifica-se que a suplementacdo das dietas com a microalga de
ambas as estirpes ndo teve qualquer efeito significativo no que diz respeito ao facto de
ter um efeito antioxidante, pois ndo ha diferencas entre os grupos dos trés tratamentos.
As diferencas significativas que se observaram foram entre o P1t=0 e o PI t=25, na qual
se verificou uma diminuicdo significativa do Pl ao fim de 25 semanas de congelacédo
(Figura 3.9 B)). Os resultados obtidos para o Pl reflectem os resultados obtidos para os
acidos gordos mais instaveis (EPA e DHA) durante o tempo de conservacdo a -20 °C.
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Figura 3.9 - Grau de oxidacdo lipidica em dourada, alimentada com as dietas
experimentais, ao inicio (P1t=0) e ap6s 25 semanas de congelagdo (PI t=25). Os valores
correspondem a média, a barra de erro corresponde ao desvio padrdo; n=5 (Pl t=0) e
n=3 (Pl t=25). CTRL — controlo; MA20 — suplementada com P. tricornutum, estirpe
selvagem; MA37 - suplementada com P. tricornutum, estirpe GMO. A) Evolucdo dos
teores de 20:5n-3 (EPA); 22:6n-3 (DHA) e 16:0 (PA) (%, base seca). Para cada acido
gordo diferentes letras indicam diferencas significativas (P< 0,05). B) Indice de
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polienos (Pl = (20:5n-3 + 22:6n-3)/16:0). Diferentes letras indicam diferencas
significativas (P< 0,05).
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4. Discussao

4.1 Peso e rendimento do filete

Embora os carotendides sejam conhecidos por terem um papel positivo no metabolismo
intermediario do peixe, por aumentarem a utilizacdo de nutrientes e melhorarem o seu
crescimento (Amar et al., 2001), neste estudo os grupos de douradas alimentados com
as ragOes suplementadas com 2,5% de biomassa microalgal de duas estripes diferentes
de Phaeodactylum tricornutum ndo apresentaram pesos totais diferentes do grupo
CTRL, néo se verificando qualquer efeito significativo ao nivel do crescimento. Estes
resultados sdo similares aos obtidos por outros autores para a mesma espécie (Gomes et
al., 2002; Gouveia et al., 2002) e para o pargo vermelho (Pagrus pagrus) (Chatzifotis et
al., 2005; Kalinowski et al., 2005).

Em relacdo ao rendimento do filete, a espécie Sparus aurata, com tamanho comercial
apresenta valores entre 34% - 48% (Grigorakis & Alexis, 2005; Testi et al., 2006; Silva
et al., 2012; Matos et al., 2013), sendo que os valores obtidos neste trabalho (41,6% -
44,7%) estdo em concordancia com os registados por aqueles autores.

4.2 Cor

A dourada é uma espécie de elevado valor na regido do Mediterraneo e a preferéncia do
consumidor parece centrar-se em individuos que apresentam uma cor dourada na banda
interorbital, avermelhado no opérculo e uma linha lateral bem marcada, (Gomes et al.,
2002). Deste modo as zonas da pele das douradas para determinacao instrumental da cor
foram seleccionadas tendo como referéncia a preferéncia do consumidor, ndo se

desvalorizando o masculo, pelo que também foi analisado.

O melhoramento da cor da pele numa ampla variedade de espécies de peixes, como P.
pagrus (Cejas et al., 2003; Chatzifotis et al., 2005; Izquierdo et al., 2005; Kalinowski et
al., 2005; Pavlidis et al., 2008), S. aurata (Gomes et al., 2002; Gouveia et al., 2002;
Wassef et al., 2010) e Cyprinus carpio (Yuangsoi et al., 2010) tem sido alcangado
através da suplementacdo da dieta com uma variedade de carotendides naturais puros,

extraidos a partir de Chlorella vulgaris (Gouveia et al., 2002), Haematococcus pluvialis
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(Gomes et al., 2002; Chatzifotis et al., 2005) e pimenta vermelha (Wassef et al., 2010),
ou mesmo carotendides sintéticos. Recentemente tem havido uma tendéncia global no
sentido da utilizacdo de fontes naturais de carotendides, nas dietas de peixes de

aquacultura, com o intuito de melhorar a pigmentacédo da pele (Wassef et al., 2010).

A microalga P. tricornutum foi a espécie seleccionada para este estudo, pois para alem
de ser adequada como alimento no sector da aquacultura e ter uma evidente aptidao para
integrar a formulacdo de alimentos funcionais destinados ao melhoramento nutricional
(Guedes et al., 2011) contém ainda um elevado teor de fucoxantina (4382 pg/g MS)
(Lemahieu et al., 2013), que alias é o seu principal pigmento (Rebolloso-Fuentes et al.,
2001) e um dos carotenoides mais abundantes (Shahidi et al., 1998).

Esta bem documentado que a absorcdo de carotenoides e deposicdo nos peixes € muito
afectada pela composicao da dieta, pois os carotendides sdo lipossollveis e seguem as
mesmas vias de absor¢do que os outros lipidos na dieta (Wassef et al., 2010).

Os peixes absorvem os carotendides da dieta através da mucosa intestinal (Furr &
Clark, 1997), transportam-nos através do sangue por meio de lipoproteinas séricas
(Bowen et al., 2002), oxidam-nos metabolicamente para outras formas (Katayama et
al.,1973) e depositam-nos em células especializadas da pele chamadas cromat6foros
(Chatzifotis et al., 2005). Nos peixes, 0s carotendides podem ser depositados em varios
tipos de tecidos e 6rgdos, tais como, pele, masculo, génadas, rim, figado, intestino e
apenas em quantidades muito pequenas no cérebro (lzquierdo et al., 2005). A
concentracdo de carotendides e distribuicdo entre os diferentes tecidos de peixes parece
depender da espécie, bem como do ciclo de vida (Izquierdo et al., 2005). Por exemplo,
os alevins de truta arco-iris acumulam carotendides na pele, enquanto mais tarde,
durante os periodos de crescimento rapido, acumulam os carotendides principalmente

no musculo (Czeczuga et al., 1991).

Os resultados deste estudo mostraram que alimentar as douradas com a dieta
suplementada com a estirpe de P. tricornutum geneticamente modificada (GMO),
potencialmente com niveis mais elevados de fucoxantina, melhorou de forma
significativa a pigmentacdo na zona do opérculo. Os resultados obtidos para o opérculo
estdo em conformidade com os obtidos por outros autores (Gomes et al., 2002; Gouveia

et al., 2002; Wassef et al., 2010), em que se testou o potencial de H. pluvialis, C.
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vulgaris e pimenta vermelha, respectivamente, como fonte de carotendides na
pigmentacdo da pele de douradas (incluindo a zona do opeérculo). Estes resultados
sugerem que os carotendides naturais presentes na dieta a partir de P. tricornutum,
principalmente a fucoxantina, podem ser eficazmente bio-absorvidos e depositados no

opérculo de dourada.

Em relagdo a zona da banda interorbital, verificou-se que a suplementacdo das ragdes
com ambas as estirpes da microalga ndo melhorou a pigmentacdo nesta zona. Os
resultados diferem dos obtidos por Gomes et al., (2002) e Gouveia et al., (2002), em

que se verificou uma melhoria da pigmentacao nesta zona.

A suplementacdo das dietas com a microalga P. tricornutum, estirpe selvagem e GMO,
também ndo influenciou a luminosidade da pele (corpo) de dourada. Resultados
similares foram encontrados por outros autores para as espécies P. pagrus (Chatzifotis
et al.,, 2005; Kalinowski et al., 2005) e C. carpio (Yuangsoi et al., 2010). A
pigmentacdo da pele dos vertebrados é modificada por inUmeros factores, como por
exemplo, a cor do fundo, estimulacdo hormonal e iluminacdo (Duray et al., 1996;
Crook, 1997; Rotllant et al., 2003). O stresse provocado pelo manuseamento e 0s
métodos de abate também estdo entre os factores que influenciam negativamente a

luminosidade da pele do peixe (Lin et al., 1998).

Os valores de croma e hue na pele também ndo foram afectados significativamente pela
suplementacdo das dietas com ambas as estirpes de P. tricornutum, ndo sendo
detectadas melhorias na pigmentacdo. Gomes et al., (2002) e Gouveia et al., (2002)
obtiveram nos seus estudos melhorias na pigmentacdo da pele. Chatzifotis et al., (2005)
e Kalinowski et al., (2005) obtiveram também diferencas significativas nos parametros

de croma e hue.

A auséncia de efeito da microalga P. tricornutum na banda interorbital e na pele pode
dever-se a varias razdes: a mesma fonte de carotendides pode proporcionar diferentes
resultados dependendo da zona do corpo do peixe em questdo. Por exemplo, a fonte de
carotenoides C. vulgaris fornece uma pigmentacdo na dourada superior nas zonas da
banda interorbital e barbatana dorsal e inferior na zona do opérculo e linha lateral

(Gouveia et al., 2002). J& com a espécie H. pluvialis obtém-se para a zona da banda
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interorbital uma maior concentracdo de carotendides do que para as zonas do opérculo e
barbatana dorsal (Gomes et al., 2002). Assim, deve-se testar a incluséo de duas fontes
de carotendides diferentes na dieta, de modo a entender se pode ou ndo ser uma boa
estratégia para melhorar a coloracdo da pele nestas zonas. Torrissen, (1989) descobriu
que uma combinacéo de astaxantina livre e cantaxantina na dieta fornecia um nivel mais
elevado de carotendides totais no musculo do que qualquer um dos dois carotendides
sozinho, em truta arco-iris. Synowiecki et al., (1993) também conseguiram a cor
adequada em Salvelinus alpinus quando incluiram na dieta astaxantina e cantaxantina.
Contudo, nos estudos de Gouveia et al., (2002) a dieta que combinava biomassa algal
com astaxantina sintética forneceu a menor concentracdo de carotendides,
independentemente da zona, 0 que sugere a competicao entre os carotendides pela sua

absorcéo como foi mostrado também para a truta arco-iris (Guillou et al.,1992).

Suplementar as dietas com uma maior quantidade de carotendides, com o objectivo de
aumentar a ingestdo de carotendides a partir da dieta pode também ser uma opcao que
deve ser testada. Deve ter-se em conta que a quantidade de carotendides que aparenta
ser ingerida ao invés de ficar retida no peixe é muito elevada, o que sugere que alguns
carotendides sdo divididos no tracto digestivo (Storebakken et al., 1987), possivelmente
durante a formacdo da vitamina A ou através da oxidagdo (Torrissen et al., 1990).
Também o facto da retencdo dos carotendides ser baixa e a perda ser muito elevada
deve-se a quatro factores principais: 1) destruicdo de carotendides durante o
processamento de alimentos e posterior armazenamento, 2) desperdicio alimentar, 3) ma
absorcdo de carotendides ingeridos e 4) metabolismo de absorcdo de carotendides
(Torrissen et al., 1990). Num estudo, as dietas suplementadas com cantaxantina
afectaram a coloracdo da pele de pargo, dando uma tonalidade amarelada e valores de
croma atipicos, o que levou a pensar que o facto de aumentar a ingestao de carotendides
a partir da dieta elevaria os valores de croma, mas na verdade, reduziu os valores de
croma no pargo vermelho (P. pagrus) (lzquierdo et al., 2005). Essa reducdo da
deposicdo de carotendides pode ser explicada por uma limitacdo da taxa de absorgéo
(Torrissen et al., 1990). Contudo sdo necessarios mais estudos para saber com exactidao

se para a dourada acontece ou ndo 0 mesmo com 0 pigmento em questdo, a fucoxantina.

E ainda bem conhecido que a eficécia da fonte de carotenoides em termos de deposicéo

e pigmentacéo é especifico da espécie e de que todas as espécies ndo possuem a mesma
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via no que respeita ao metabolismo de carotendides, e, por conseguinte, ndo ha
transformacdo universal de carotendides nos tecidos dos peixes (Pavlidis et al., 2006).
Por exemplo, a luteina, B-caroteno, zeaxantina e cantaxantina ndo tiveram qualquer
efeito no fornecimento de coloracdo vermelha em Pagrus major (Ha et al., 1993). A
dourada é capaz de utilizar eficientemente carotenoides naturais ou sintéticos a partir da
dieta, como a astaxantina, cantaxantina, apo-p-caroteno e luteina, que resultaram num
aumento de carotendides totais em trés zonas da pele (banda interorbital, opérculo e ao
longo da barbatana dorsal) (Gomes et al., 2002; Gouveia et al., 2002). Contudo e apesar
dos niveis elevados de astaxantina no plasma, mostrando que a astaxantina da dieta
pode ser efectivamente bio-absorvida pela dourada, a auséncia de um efeito
significativo das vérias fontes de astaxantina sobre o refor¢co da pigmentacdo da pele na
dourada sugere que a astaxantina provavelmente ndo é um pigmento de grande
importancia para a pigmentacdo desta espécie (Gomes et al., 2002) e que ésteres de
luteina e de epiluteina representaram quase a totalidade dos pigmentos presentes nas
amostras da pele (Gomes et al., 2002).

No presente estudo, a inclusdo nas dietas da microalga P. tricornutum, estirpes
selvagem e GMO, contendo diferentes percentagens de fucoxantina, ndo se mostrou
eficaz no reforco da pigmentacéo da pele de dourada ao nivel da banda interorbital e da
pele, 0 que sugere que a fucoxantina pode ndo ser o pigmento de maior importancia

nesta espécie nas zonas referidas.

Relativamente ao musculo, a suplementacdo das dietas com as estirpes de P.
tricornutum também ndo influenciou significativamente os parametros de cor. Estes
resultados estdo em conformidade com os de Gomes et al., (2002) e Gouveia et al.,
(2002), em que teores muito baixos de carotendides foram detectados no musculo
dorsal. Uma outra explicacdo para estes resultados é o facto dos mecanismos de
deposicdo dos carotendides em douradas parecerem diferentes dos mecanismos da

espécie P. pagrus (Tanaka et al., 1976).

Muitas experiéncias tém sido conduzidas para conseguir determinar o nivel de
carotenoides necessarios a adicionar para diferentes espécies de peixes, de modo a obter
o nivel requerido para a coloracdo de pele /filetes (Wassef et al., 2010). A pigmentacao

gue os carotendides podem fornecer é afectada pela fonte de pigmentos na dieta,
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dosagem, duracdo em que essa alimentacéo especifica e fornecida, composicao da dieta
(Bjerkeng, 2000), digestibilidade e o tipo de processamento alimentar empregue
(Shahidi et al., 1998), sendo por isso, de grande importancia escolher os ingredientes
apropriados para as racGes de modo a fornecer a pele de douradas de aquacultura a cor
desejada (Wassef et al., 2010). Neste estudo, apesar da microalga P. tricornutum estirpe
GMO fornecer uma melhor pigmentacdo na zona do opérculo dos peixes alimentados
com esta dieta, ndo se verificaram melhorias na pigmentacéo das restantes zonas da pele
(banda interorbital e pele). Deste modo, podera ser necessario testar niveis de inclusao
mais elevados de P. tricornutum estirpe GMO na dieta, bem como continuar a avaliar
outras fontes de carotendides, para validar com exactiddo a sua eficacia como meio para
modular a pigmentagdo da pele de dourada. Seriam Uteis novos estudos no futuro para
procurar saber a concentracdo de carotendides totais nas varias zonas de medicao de cor
de dourada alimentada com dietas com diferentes concentracdes de fucoxantina e outros
carotendides, de modo a saber qual é o pigmento utilizado com maior eficacia na
pigmentacdo da pele e em que zona e quantidade. Ainda h& muito a fazer para conseguir
determinar com exactiddo a fonte de carotenoides na dieta como uma via para atingir a

pigmentacdo da pele em douradas, pois ha inimeros factores envolvidos nesse processo.

4.3 Avaliacao sensorial

No presente estudo ndo se registaram diferencas significativas nas propriedades
sensoriais entre os trés grupos de dourada, designadamente o cheiro, sabor e a cor do
filete (cozido). Estes resultados sugerem que a inclusdo da microalga P. tricornutum
(estirpes selvagem e GMO) nas ra¢des de dourada, com o objectivo de conferir maior
pigmentacdo em zonas estratégicas, pode ser conseguida sem que as propriedades
organolépticas dos peixes sejam afectadas negativamente.

De um modo geral, os resultados encontrados na literatura sobre os efeitos da
substituicdo e/ou inclusdo de ingredientes nas racGes de dourada nas propriedades
sensoriais sdo um pouco contraditérias. Num estudo realizado em douradas Izquierdo et
al., (2005) n&o foram encontradas diferengas significativas relativamente aos
parametros sensoriais entre o grupo controlo alimentado com éleo de peixe, e 0S grupos
experimentais alimentados com 6leo de linhaca e de colza, com um nivel de substitui¢éo
de 60%. Num estudo mais recente (Fountoulaki et al., 2009) também ndo foram
encontradas diferencas significativas nas propriedades organolépticas dos peixes entre o

grupo controlo, alimentado com o6leo de peixe, e 0s restantes grupos experimentais
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alimentados com 0leos vegetais, com um nivel de substituicdo de 69%. Por outro lado,
um estudo realizado por (Matos et al., 2012), ndo revelou diferencas organolépticas
entre as douradas alimentadas com 6leo de peixe e douradas alimentadas com 6leos
vegetais, no entanto, a fonte de proteina nas dietas afectou um pouco a percepgéo do
odor tipico e da cor branca dos filetes, enquanto que o sabor tipico e percepgdo de

gordura néo foram afectados pelos diferentes tratamentos.

4.4 Composicdao quimica aproximada

Segundo Grigorakis (2007), a composicdo do musculo é o aspecto de qualidade com
maior relevancia na frescura do peixe e alteracbes nesta composicdo podem ter
consequéncias a nivel de marketing.

A composicdo bioguimica dos peixes é fortemente afectada pela composicdo da sua
alimentacdo (Orban et al., 2007). A inclusdo de ambas as estirpes da microalga P.
tricornutum em racdo de dourada ndo teve efeito na composi¢cdo quimica do filete. Em
especial, os valores de gordura e proteina registados nos trés grupos de dourada
encontram-se no intervalo de valores publicados em varios estudos para a mesma
espécie (Grigorakis et al., 2002, 2003; Grigorakis, 2007; Silva et al., 2012; Matos et al.,
2012, 2013).

4.5 Perfil de acidos gordos

Os filetes crus de dourada apresentaram valores médios de acidos gordos saturados,
monoinsaturados, polinsaturados (PUFA), n-3 PUFA, n-6 PUFA, 20:5n-3 (EPA) e
22:6n-3 (DHA) de acordo com valores anteriormente registados para esta espécie
(Grigorakis et al., 2002; Izquierdo et al., 2005; Testi et al., 2006; Grigorakis, 2007;
Mnari et al., 2007; Senso et al., 2007; Ribeiro et al., 2015).

A dieta é o principal factor que afecta o teor de n-3 e n-6 PUFA no musculo dos peixes,
mas o local, a espécie, a estacdo do ano e as condi¢des ambientais também podem
contribuir (Hossain, 2011). Sargent et al., (1989) também verificaram que ¢€
tecnicamente possivel produzir um peixe com uma proporcao de n-3/n-6 PUFA que seja
Optima do ponto de vista da nutricdo humana. No presente estudo os valores da razdo n-
3/n-6 PUFA, ndo se distinguiram significativamente entre os tratamentos, registando-se

valores medios proximos de 2,8, semelhantes aos obtidos em diversos estudos
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(Grigorakis et al., 2002; lIzquierdo et al., 2005; Testi et al., 2006; Grigorakis, 2007;
Mnari et al., 2007; Senso et al., 2007; Ribeiro et al., 2015). Normalmente, os produtos
da pesca e aquacultura apresentam uma razéo n-3/n-6 PUFA muito equilibrada o que do
ponto de vista nutricional é altamente desejavel e benéfico para a dieta humana
(Hossain, 2011). Portanto, peixe com razdes n-3/n-6 PUFA mais elevadas deve ser
recomendado para consumo (EFSA, 2010; Hossain, 2011).

O teor de EPA + DHA nos trés grupos de dourada variou entre 1,19 e 1,41 g/100g e os
valores estdo em concordancia com os obtidos por varios autores (Grigorakis et al.,
2002; lzquierdo et al., 2005; Testi et al., 2006; Grigorakis, 2007; Mnari et al., 2007;
Senso et al., 2007; Ribeiro et al., 2015). A recomendacao € de consumir 0,3a 0,5 g/ dia
de EPA + DHA (Kris-Etherton et al., 2002; EFSA, 2010).

Os indices de aterogenicidade (Al) e trombogenicidade (TI) permitem avaliar a
qualidade nutricional. Os indices Al e Tl indicam o potencial de estimulo a agregacéao
plaquetéria, ou seja, quanto menores os valores de Al e TI, maior é a quantidade de
acidos gordos antiaterogénicos presentes em determinadas gorduras e,
consequentemente, maior € o potencial de prevencdo ao aparecimento de doencas
coronérias (Turan et al., 2007). Os indices Al e Tl ndo diferiram estatisticamente entre
os diferentes grupos de dourada. Valores similares para estes indices foram encontrados
em outros estudos (Grigorakis et al., 2002; lzquierdo et al., 2005; Grigorakis, 2007;
Mnari et al., 2007; Senso et al., 2007; Ribeiro et al., 2015).

O EPA constitui entre 27% e 30% de todos os acidos gordos presentes na microalga P.
tricornutum (Atalah et al.,, 2007), fazendo ainda parte maioritariamente o acido
palmitoléico (26%) e o acido palmitico (17%) (Domergue et al., 2003). Contudo, estas
percentagens de &cidos gordos maioritariamente presentes na microalga nao se
reflectiram no perfil de &cidos gordos das douradas alimentadas com as racdes
suplementadas. Uma explicacdo para este facto pode ser a pequena quantidade de
biomassa de microalga que foi incorporada nas ragdes suplementadas. Por outro lado,
tendo em conta que a principal fonte de lipidos usada nas ra¢des suplementadas e na
racao controlo foi o 0leo de peixe e na mesma quantidade, € natural que ndo se tenha
registado alteracdo significativa no teor de gordura no musculo de dourada nem na sua

qualidade, reflectida pela composicao em &cidos gordos e pelos indices nutricionais.
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4.6 Elementos minerais e metalicos

Os macroelementos sdo considerados essenciais e as suas principais funcgdes incluem a
estrutura do esqueleto, manutencgdo do sistema coloidal e regulagdo do equilibrio acido-
base (Lourenco et al., 2012). O potéssio (K) foi o elemento mais abundante no musculo
de dourada e o seu valor foi similar ao reportado por outros autores (Ersoy & Celik,
2010; Custodio et al., 2011; Lourenco et al., 2012). O célcio (Ca) foi o macro elemento
em menor concentracdo no musculo de dourada mas os valores coincidiram com os de
Ersoy & Celik (2010) e Lourenco et al., (2012).

Os elementos traco e ultra traco s@o necessarios para inUmeros processos quimicos no
metabolismo (formacdo e sintese de determinadas proteinas, enzimas, vitaminas e
hormonas) (Lourenco et al., 2012). O zinco (Zn) foi 0 elemento mais abundante e o seu
valor est4 de acordo com o de vérios autores (Tirkmen et al., 2005; Minganti et al.,
2010; Custodio et al., 2011; Lourencgo et al., 2012; Aksan & Ergul, 2013). O ferro (Fe)
foi o que apresentou uma concentracdo maior a seguir ao Zn. ConcentracOes idénticas
foram encontradas por outros autores (Tirkmen et al., 2005; Minganti et al., 2010;
Lourenco et al., 2012; Aksan & Ergiil 2013). O cobre (Cu) apresentou a concentracao
mais baixa, contudo sdo valores aceitaveis e que também foram obtidos em outros
estudos (Canli & Atli 2003; Ersoy & Celik 2010; Lourenco et al., 2012). A
concentracdo de bromo (Br) presente no musculo de dourada estd em concordancia com
a obtida por Custodio et al., (2011). Com o arsénio (As) o assunto ainda é um pouco
contraditério, pois as suas funces bioldgicas ainda sdo consideradas incertas. A
concentracdo de As obtida vai de encontro a obtida por Custddio et al., (2011), contudo
na literatura diferentes concentragdes de As podem ser encontradas, desde as mais
baixas (Aksan & Ergil, 2013) as mais elevadas (Minganti et al., 2010). Por fim o

rubidio apresenta valores também similares aos encontrados por Custddio et al., (2011).

A microalga P. tricornutum € rica em célcio, potassio, sédio e magnésio (Rebolloso-
Fuentes et al., 2001), contudo o teor de potassio ndo se destacou nos grupos de dourada
alimentados com as ragBes suplementadas e o sodio e magnésio ndo foram sequer
detectados. Relativamente ao célcio, registaram-se concentracbes mais elevadas no
grupo controlo, embora se tenha distinguido significativamente apenas do grupo

alimentado com a racdo suplementada com a estirpe GMO de P. tricornutum.
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4.7 Grau de oxidacao lipidica

A degradacdo de PUFASs durante o0 armazenamento e processamento de 6leos de peixe e
peixes gordos leva a formagdo de compostos volateis associados com ao rango (Pazos et
al., 2005). Assim, o armazenamento em congelado tem sido amplamente utilizado para
reter as propriedades sensoriais e nutricionais do peixe (Lugasi et al., 2007). Embora o
armazenamento em congelado de peixes possa inibir a deterioracdo microbiana, existem
uma série de alteragdes as quais as proteinas musculares sdo submetidas, que levam a
modificacdes nas suas propriedades estruturais e funcionais (Badii & Howell, 2002). O
grau das alteracdes depende das espéecies de peixes, da presenca ou auséncia de
activadores e inibidores e das condi¢cbes de armazenamento (Pazos et al., 2005).
Quando o oxigénio entra em contacto com 0s peixes durante 0 armazenamento em
congelado, as gorduras e os Gleos ficam oxidados (rangosos). A susceptibilidade a
rancidez depende ndo sé da quantidade de lipidos presente, mas também da composicao
lipidica e da sua localizacdo no tecido de peixe (Nazemroaya et al., 2011). As alteracGes
oxidativas nos lipidos de peixe congelado podem ser causadas pelo desenvolvimento de
radicais (Sahari et al., 2014), que sdo facilmente formados em peixes marinhos, como a
dourada, por serem ricos em n-3 PUFA (Senso et al., 2007), que se caracterizam por
apresentarem cadeia longa com elevado numero de ligacdes duplas (maior
susceptibilidade a oxidagdo, em presenca de factores promotores do processo oxidativo)
(Huss, 1995).

Tem sido sugerido que a razdo (20:5n-3 + 22:6n-3)/16:0 (indice de polienos - PI),
representando a razao entre os acidos gordos mais instaveis e 0s mais estaveis, constitui
um bom indice para avaliar o grau de oxidac&o lipidica (Osman et al., 2001; Ozogul et
al., 2006; Pirestani et al., 2010). Uma diminuicdo dos valores de Pl durante o
armazenamento indica que existe uma decomposicdo de PUFAs (Simat et al., 2015). A
diminuicdo do Pl indica um aumento do desenvolvimento da oxidacdo de lipidos, como

um resultado do tempo de armazenamento em congelado (Taheri et al., 2012).

No presente estudo a diferenca significativa observada entre o Pl inicial e o P1 final (25
semanas de congelacédo a -20 °C), em todos os tratamentos, revelou que 0os mecanismos
de oxidacéo estdo activos durante o armazenamento em congelado. Estes resultados séo

consistentes com estudos anteriores que descrevem haver um decréscimo progressivo na
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razdo de (20:5n-3 + 22:6n-3)/16:0 com o tempo de congelagédo (Pirestani et al., 2010;
Nazemroaya et al., 2011; Moini et al., 2012; Taheri et al., 2012).

Contudo, o principal objectivo ao avaliar o grau de oxidacéo lipidica foi averiguar se a
suplementacdo das dietas com as estirpes selvagem, e GMO da microalga P.
tricornutum conferia algum efeito antioxidante aos grupos de douradas alimentadas com
estas dietas, dadas as substancias antioxidantes que a microalga possui. Verificou-se que
esta suplementacgdo nao teve qualquer efeito antioxidante e que o processo oxidativo néo
foi diferente, em comparacdo com as douradas do grupo controlo. Estes resultados
podem dever-se ao facto da dieta ser suplementada apenas com 2,5% de biomassa
microalgal, o que pode ndo ser suficiente para obtencdo de efeito notodrio.
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5. Conclusoes

O presente estudo permite concluir que a inclusdo de 2,5% de biomassa da estirpe
geneticamente modificada da microalga P. tricornutum, com niveis de fucoxantina
potencialmente mais elevados, na racdo de acabamento para dourada, contribuiu para
um reforco significativo da pigmentacdo da mancha amarela no opérculo,
comparativamente com o0s grupos alimentados com a dieta controlo e a dieta
suplementada com 2,5% de biomassa da estirpe selvagem de P. tricornutum. Em
relacdo as restantes zonas da pele, ndo se verificaram melhorias significativas da

pigmentacao.

A suplementacdo das rag6es com P. tricornutum, estirpe selvagem e GMO, ndo causou
alteracdes significativas na composicdo quimica do musculo de dourada: nao alterou a
composicdo mineral, nem o0s teores proteicos e lipidicos, registando-se teores
adequados. Também ndo se registou alteragdes no equilibrio de acidos gordos n-3/n-6
PUFA nem na contribuigdo de EPA + DHA.

Relativamente a qualidade sensorial, a suplementacdo das racfes com P. tricornutum
ndo conferiu cheiro nem sabores estranhos ao musculo de dourada nem alterou a cor

caracteristica do filete.

Atendendo as propriedades antioxidantes da microalga P. tricornutum, era expectavel
uma contribuicdo para um menor grau de oxidacao lipidica, durante a conservacao em
congelado, no musculo de dourada alimentada com as ragfes suplementadas com a

microalga. Contudo, ndo se verificou este efeito.

Como concluséo final, a inclusdo 2,5% de biomassa de P. tricornutum, estirpe GMO,
com niveis de fucoxantina potencialmente mais elevados, em dietas de acabamento para
dourada, acabou por cumprir o objectivo pretendido, melhorando a pigmentagdo em
zonas estratégicas da pele, de modo a tornar esta espécie um produto mais apelativo
para o consumidor, sem comprometer o seu valor nutricional e as suas propriedades

sensoriais.
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