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Resumo

O pescado é um alimento nutricionalmente equilibrado, rico em PUFA w3 e, por esta razéo, o
seu consumo regular tem vindo a ser amplamente recomendado, como forma de prevencgdo de

diversas doencas.

Tendo em conta o atual estado de sobreexploracdo de muitos stocks selvagens, aliado ao
constante crescimento da populacdo mundial, espera-se que nos préximos anos o pescado de
aquacultura venha a ter cada vez mais peso no mercado e alimentacdo humana. Assim, é crucial
garantir ndo s6 a qualidade nutricional e seguranca do pescado de aquacultura, mas também que a
sua producdo seja feita de modo sustentavel. Neste contexto, a presente tese de mestrado
pretendeu avaliar a eficiéncia de diferentes estratégias sustentaveis de fortificacdo com PUFA w3
(em particular, EPA e DHA) em duas espécies de aquacultura (carpa, Cyprinus carpio, e dourada,
Sparus aurata), bem como, a estabilidade destes compostos nos filetes de pescado submetidos ao

efeito do tratamento térmico (confecéo e congelagéo).

Os resultados revelaram que as estratégias de fortificagdo utilizadas no ensaio da carpa
melhoraram substancialmente os teores de EPA+DHA (aumento >100 %), assim como, a razao

PUFA w3:PUFA w6. J& na dourada, o efeito da fortificagdo néo foi tdo notdrio (aumento <30 %).

O tratamento térmico induziu algumas alteracdes nos teores de &cidos gordos das duas
espécies, decorrentes da perda de humidade (com consequente aumento dos teores de PUFA w3),
e oxidacao lipidica e/ou escorréncia/dripping de gordura para o exterior (ambos resultando na
diminuicdo dos teores de PUFA w3).

Considerando a eficicia da fortificacdo, estabilidade dos PUFA w3 durante o tratamento
térmico e os custos de producgéo associados, as estratégias de fortificacdo de espécies de agua
doce como a carpa (em particular aquelas que estimulam uma economia circular), parecem ser
bastante promissoras. Por outro lado, a fortificagdo de espécies marinhas, como a dourada, parece

constituir um processo mais complexo que requer estudos e otimiza¢des adicionais.

Palavras-chave: Fortificacdo, aquacultura, pescado, tratamento térmico, PUFA w3, EPA+DHA.



Abstract

Seafood is a balanced food item from the nutritional point of view, containing high levels of
PUFA w3 and, thus, its regular consumption has been widely recommended, in order to prevent

various health hazards.

Considering the currently state of marine resources’ overexploitation, alongside with the
constant growth of the world population, in the future, it is expected that aquaculture’s production will
grow, and farmed seafood products will be even more present in human dietary habits. Hence, it is
crucial to assure not only the nutritional quality and safety of these products, but also the
sustainability of the aquaculture sector. Within this context, the present thesis aimed to evaluate the
efficiency of different sustainable fortification strategies to increase PUFA w3 (particularly EPA and
DHA) in two farmed fish species (common carp, Cyprinus carpio, and seabream, Sparus aurata), as
well as the stability of these compounds when fish fillets are exposed to thermal treatments (cooking

and freezing).

Results revealed that the strategies used to fortify carp fillets substantially improved EPA+DHA
contents (increases >100 %), as well as the PUFA w3:PUFA w6 ratio. Yet, in seabream the effects

of fortification were not so notorious (increases <30 %).

Thermal treatments induced changes in the fatty acid contents of both species, due to moisture
loss (and thus the apparent increase of PUFA w3 contents), and lipid oxidation and/or fat dripping to

the cooking media (both resulting in decreased PUFA w3 contents).

Overall, considering the fortification efficiency, PUFA w3 stability during thermal treatments,
and the feed production costs involved, the fortification strategies developed for freshwater species
like carp (particularly, those that stimulate a circular economy) seemed to be extremely promising.
On the other hand, the fortification of marine aquaculture species seemed to be more complex,

requiring further studies and optimization.

Keywords: Fortification, aquaculture, seafood, thermal treatment, PUFA w3, EPA+DHA.
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Introducao

1. Introducao

1.1. Importéncia da pesca e da aquacultura

O pescado (incluindo peixe, crustaceos, moluscos e algas) é definido como todo o recurso
proveniente dos oceanos ou aguas interiores (doces ou salobras), que serve de alimento ao Homem
e animais (Sidonio et al., 2012; Soares & Gongalves, 2012).

Nos ultimos anos, a procura global de pescado tem vindo a crescer rapidamente, devido ndo
s6 ao aumento da populagédo mundial, como também ao interesse em possuir uma alimentagcao mais
nutritiva e saudavel (Sidoénio et al., 2012; FAO, 2016). Desde 1960 que 0 consumo per capita de
pescado tem aumentado, passando de cerca de 10 kg para 20 kg em 2014 (FAO, 2016; Ribeiro et
al., 2019).

Portugal possui uma grande tradicdo ao nivel do setor da pesca devido a sua localizagao
privilegiada e dimensdo maritima (Ferraz de Arruada et al., 2011). Desde sempre que o pais confia
na pesca como um dos principais meios de subsisténcia, tanto que muitas comunidades costeiras
fazem desta atividade a sua principal fonte de rendimento (Gameiro, 2018). Por conseguinte,
Portugal é o pais da Unido Europeia que consome mais pescado, tendo apresentado um consumo
médio per capita de 57,0 kg/ano em 2016, colocando-o em terceiro lugar na lista de maiores
consumidores mundiais, logo depois do Japdo e da lIslandia (Figura 1.1) (PROMAR, 2015;
EUMOFA, 2018).
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Figura 1.1 - Consumo per capita de pescado (kg/Capita/Ano) por estado-membro em 2016 (equivalente a
peso fresco) (Fonte: adaptado de EUMOFA, 2018).



Introducao

Comparando o consumo médio per capita de Portugal (57,0 kg/ano) com o da producéo
nacional que se encontra na ordem dos 23,0 kg/ano, é possivel perceber que a produ¢éo nacional
€ insuficiente face as necessidades de consumo dos portugueses, sendo muitas vezes necessario
importar produtos de pesca de outros paises, como por exemplo da Espanha e dos Paises Nordicos
Europeus (Ferraz de Arruda et al., 2011; PROMAR, 2015). Para além disso, a insuficiéncia de
recursos provenientes da pesca leva, muitas vezes, a um aumento das capturas de pescado
selvagem, aumentando assim a ameaca de sobreexploracédo dos stocks de varias espécies, como
é o caso do lagostim (Astacidea latreille) e da pescada (Merluccius merluccius), espécies
sobreexploradas em Portugal (Pinto, 2015). A sardinha (Sardina pilchardus) e o atum-patudo
(Thunnus obesus) constituem outros dois exemplos de espécies marinhas comerciais cujos stocks
nacionais se encontram atualmente ameacados tendo em conta o decréscimo constante quer da
biomassa quer do recrutamento destas espécies nos ultimos anos (IPMA, 2018). Apesar da
sobreexploracdo dos stocks de vérias espécies marinhas a que assistimos atualmente, a producéo
global de pescado tem crescido de forma consistente (& taxa média anual de 3,2 %), em grande
parte, devido ao aumento da contribuicdo da aquacultura (EUMOFA, 2018; FAO, 2018). De fato, a
aquacultura é o setor de producdo animal que tem crescido mais rapidamente nos Ultimos anos
(Figura 1.2) (EUMOFA, 2018; FAO, 2018). Esse crescimento esta fortemente relacionado com uma
maior aposta no desenvolvimento de novas tecnologias de producdo, utilizando diversas
ferramentas inovadoras das areas das engenharias genética e alimentar, e que visam melhorar o
sucesso reprodutivo das espécies cultivadas e qualidade das ra¢des fornecidas em aquacultura
(Myhr & Dalmo, 2005; Ashour et al., 2019). Estima-se que até 2030 cerca de 63 % da producdao total
de pescado ao nivel mundial seja proveniente da aquacultura (Lauria et al, 2018). Assim, os produtos
da aquacultura assumem cada vez mais um papel determinante no desenvolvimento
socioeconomico das nagbes e na alimentacdo humana, combatendo a fome e malnutricao (Fréis,
2016).
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Figura 1.2 — Evolugédo da producéo de pescado ao nivel mundial (Fonte: adaptado de FAO, 2018).
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1.2. Recursos de aquacultura mais importantes na Europa e sistemas de cultivo

Na Europa, a aquacultura é uma atividade economicamente muito importante, produzindo
varias espécies de peixes 6sseos, crustaceos e moluscos marinhos ou de agua doce. As principais
espécies produzidas em aquacultura na Unido Europeia séo o mexilhdo (Mytilus spp.), truta (Salmo
trutta), salmdo (Salmo salar), dourada (Sparus aurata), robalo (Dicentrarchus labrax), ostras
(Ostreidae), carpa (Cyprinus carpio), entre outras espécies comerciais (Figura 1.3) (DGRM, 2015;
EUMOFA, 2018).

Outras espécies comerciais 7%
Atum-rabilho 1% |
Améijoa 3% |

Carpa 6%

o N\

Dourada 6% '

Figura 1.3 — Principais espécies produzidas em aquacultura na Unido Europeia
(Fonte: adaptado de EUMOFA, 2018).

Em Portugal, as principais espécies marinhas produzidas em aquacultura sdo moluscos como
por exemplo améijoa boa (Ruditapes decussatus), mexilhdo (Mytilus spp.), ostras portuguesa
(Crassostrea angulata) e japonesa (Crassostrea gigas) e peixes marinhos como dourada (Sparus
aurata), robalo (Dicentrarchus labrax) e pregado (Psetta maxima) (Figura 1.4) (DGRM, 2015; REA,
2018; DGRM, 2019).
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Figura 1.4 — Evolugdo da produgdo aquicola em Portugal entre 2000-2016 (Fonte: adaptado de REA, 2018).
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A préatica de aquacultura pode ser feita consoante trés sistemas de producéo: extensivo, semi-
intensivo e intensivo (Figura 1.5) (Bernardo, 2017; REA, 2018). O sistema extensivo é 0 mais
rudimentar e aproveita as condi¢Ges naturais disponiveis do meio, sendo a producado das espécies
feita com recurso a alimentagdo natural (Bernardo, 2017; REA, 2018). Neste sistema, a espécie a
cultivar pode entrar de forma passiva nos tanques ou recintos de producdo ou, caso tal ndo
aconteca, é necessario capturar alguns exemplares em fase larvar ou juvenil para as unidades de
reproducao (exemplo: bivalves em Portugal) (Bernardo, 2017; REA, 2018). O sistema semi-intensivo
consiste numa producéao planificada em tanques de terra batida implantados em locais adequados
(Bernardo, 2017; REA, 2018). Apesar de ainda existir um baixo controlo na producéo, a tecnologia
utilizada no sistema semi-intensivo € mais evoluida, recorrendo-se muitas vezes a reproducéo
artificial para a obteng@o de ovos e juvenis (Bernardo, 2017; REA, 2018). A alimentacao é feita com
o0 alimento disponivel no meio, mas complementada com rac¢des e/ou outros suplementos
alimentares, uma vez que também é feita a monitorizacdo da fase da engorda, de forma a otimizar
0 crescimento das espécies (Bernardo, 2017; REA, 2018). Por ultimo, o sistema intensivo consiste
na utilizacéo de elevadas quantidades de peixe em tanques sintéticos feitos de fibras de vidro ou
betdo, no qual os parametros de producdo sdo constantemente monitorizados (por exemplo
parametros de reproducéo, crescimento e qualidade da agua) através de tecnologias e técnicas
avangadas (Bernardo, 2017; REA, 2018). No sistema intensivo, a alimentacéo das espécies é feita
exclusivamente através de alimento artificial, preparado especificamente para o estado de
desenvolvimento de cada espécie (Bernardo, 2017; REA, 2018). Em Portugal este sistema de
producdo é apenas usado na producdo de peixes planos, tais como o pregado e o linguado
(Bernardo, 2017).
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Figura 1.5 — Evolugéo da producgéo aquicola em Portugal por tipo de sistema: extensivo, intensivo e semi-
intensivo (Fonte: adaptado de REA, 2018).

Relativamente ao local dos sistemas de cultivo, estes poderéo localizar-se em terra (inshore),

nas zonas costeiras (onshore) ou em mar aberto (offshore) (Figura 1.6) (Teixeira, 2016).
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Figura 1.6 — Sistemas de cultivo inshore (A), onshore (B) e offshore (C) (Fonte: adaptado de APA, 2012).

1.2.1. A Dourada — Uma espécie importante nos paises Mediterranicos
1.2.1.1. Identificag@o e morfologia

Sparus aurata (Linnaeus, 1758), também designada
dourada, pertence a familia Sparidae (Tabela 1.1). Possui
caracteristicas comuns a todos os perciformes, tais como

simetria bilateral e corpo oval comprimido lateralmente

(FAO, 2019a). O comprimento méaximo que pode atingir &
de 70 cm, porém o mais comum é de 35 cm (FAO, 2019a).
Apresenta cor cinzenta-metalizada no dorso e branca- Figura 1.7 — Dourada (Sparus aurata)
, . (FAO, 2019a).

prateada no abdémen, bem como uma linha lateral com
manchas de cor preta e laranja (FAO, 2019a) (Figura 1.7). A
cabeca é curva e apresenta uma faixa dourada. A face é escamosa, no entanto, o preopérculo
apresenta-se sem escamas (Lopes, 2005). A boca possui 4 a 6 dentes caninos na parte anterior dos

maxilares e 2 a 4 fiadas de dentes na parte lateral (FAO, 2019a).

Tabela 1.1 — Hierarquia taxonémica da dourada (Fonte: adaptado de WoRMS, 2019).

Filo Chordata
Superfilo Vertebrata
Classe Actinopterygii
Ordem Perciformes
Familia Sparidae
Género Sparus
Espécie Sparus aurata

1.2.1.2. Distribuicéo e alimentacéo

A dourada habita zonas costeiras (de agua salgada ou salobra), encontrando-se, geralmente,

a profundidade média de 30 metros (os adultos podem, no entanto, percorrer até cerca de 150
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metros de profundidade), nomeadamente em tapetes de ervas marinhas e fundos arenosos (FAO,
2019a). E uma espécie essencialmente carnivora (alimenta-se de pequenos peixes, crustaceos e
bivalves), sedentaria e geralmente solitaria, podendo formar pequenos cardumes (FAO, 2019a). A
distribuicao geografica da dourada estende-se pelo Oceano Atlantico Este, desde as ilhas Britanicas
até ao arquipélago de Cabo Verde, incluindo as Canarias (FAO, 2019a). Pode ocorrer também em
todo o mar Mediterraneo e no mar Negro, ainda que seja menos abundante neste Ultimo (FAO,

2019a). Em Portugal ocorre apenas em territério continental (Fishbase, 2019).

1.2.1.3. Ciclo de vida

A dourada é uma espécie hermafrodita protandrica, isto €, os machos alternam para fémeas
por volta dos 3 anos de idade, atingindo a maturidade sexual primeiro como machos (durante o
primeiro ou segundo ano de idade) e depois como fémeas (apds o segundo ou terceiro ano de idade)
(FAO, 2019a). A desova ocorre de forma sequencial, geralmente entre outubro e dezembro. A
incubacéo dura cerca de 2 dias, e os estadios de vida larvares desenvolvem-se ao longo de cerca
de 50 dias (FAO, 2019a). O tamanho do ovo de dourada pode variar entre 0,9 e 1,1 mm, ao passo
que o comprimento das larvas a eclosédo é de cerca de 3,0 mm (Fishbase, 2019). Os ovos séo
planténicos e as larvas séo peldgicas durante cerca de 2 meses. Os juvenis possuem um
comportamento essencialmente benténico, podendo encontrar-se junto das praias e em lagoas
costeiras (permanecem nestes locais durante os 3 primeiros anos de vida) (FAO, 2019a). No inverno
os adultos abandonam estas zonas, migrando para zonas mais afastadas da costa, deslocagéo essa

possivelmente relacionada com os eventos reprodutivos (Lopes, 2005).

1.2.1.4. Produgéo de dourada de aquacultura

Apesar da dourada ser cultivada em diversos paises da Unido Europeia (UE), € na regido
Mediterranica que esta espécie é mais produzida, sendo a Grécia 0 maior produtor, seguida da
Espanha e Itdlia (Sousa, 2008). Segundo a FAO (2019b), em 2017 a Europa produziu cerca de

92.999 toneladas de dourada, das quais 1.200 toneladas foram produzidas em Portugal.

A dourada pode ser produzida usando diversos sistemas, desde policultura extensiva (por
exemplo, na lItalia), producdo semi-intensiva em tanques de terra (Portugal e Sul de Espanha), a
sistemas intensivos inshore, onshore (Grécia e Turquia) e offshore (Chipre, Itdlia e Espanha)
(Barbeiro, 2015). O fato de a dourada ser uma espécie hermafrodita obriga a que exista uma gestao
adequada dos reprodutores. Os individuos adultos sdo estimulados para a reproducao através do
controlo do fotoperiodo (fotomanipulacdo) e da temperatura. Os ovos das fémeas que flutuam a
superficie da agua séo fecundados pelo esperma do macho e, uma vez fecundados, 0s ovos sao
recolhidos e introduzidos em tanques de incubacéo, nos quais eclodem durante as 48 h seguintes.

As larvas comecgam a alimentar-se sozinhas trés ou quatro dias apds a sua eclosao, aquando da
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total absorcdo do saco vitelino, comecando por consumir fitoplanton e zooplanton, artémia e, por
ultimo, racdes inertes de alto teor proteico (CE, 2013). Quando produzida em sistemas extensivos,
a dourada atinge o primeiro tamanho comercial (350 g) ao fim de 20 meses de cultivo, ao passo que
nos sistemas intensivos o tamanho minimo comercial é atingido geralmente ao fim de um ano (FAO,
2019c).

1.2.2. Carpa— Uma espécie importante na Europa central
1.2.2.1. Identificacdo e morfologia

Cyprinus carpio (Linnaeus, 1758), também
conhecida como carpa comum, pertence a familia
Cyprinidae (Tabela 1.2) e é nativa da Asia. S6 na
idade média comecou a ser produzida na Europa

Central e Ocidental (Peres,1991). A carpa apresenta

corpo alongado coberto por escamas e uma cabeca

achatada lateralmente (Figura 1.8). Possui uma boca Figura 1.8 — Carpa (Cyprinus carpio) (FAO,
relativamente grande, com labios grossos e dois pares 2019d).
de barbilhos (Peres,1991; FAO, 2019d). As suas
escamas sdo grandes e de aspeto metalico, distribuindo-se ao longo das regides ventral e dorsal,
bem como, sobre os flancos e junto as barbatanas. A carpa comum possui uma barbatana dorsal
longa com trés a quatro raios simples, o Ultimo dos quais é ésseo (Peres,1991; FAO, 2019d). A
barbatana anal tem uma base curta suportada por dois a trés raios simples, sendo o ultimo
denticulado no bordo posterior. A barbatana caudal é grande e apresenta os Iébulos arredondados.
A coloracdo da carpa pode variar de acordo com as condicfes ambientais em que se encontra,
sendo geralmente verde acastanhada no dorso e branco-amarelada no ventre (Peres,1991; FAO,

2019d).

Tabela 1.2 — Hierarquia taxonémica da carpa (Fonte: adaptado de WoRMS, 2019).

Filo Chordata
Superfilo Vertebrata
Classe Actinopterygii
Ordem Cypriniformes
Familia Cyprinidae
Género Cyprinus
Espécie Cyprinus carpio
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1.2.2.2. Distribuicao e alimentacéo

A carpa é uma espécie de agua doce, originaria da Europa Oriental e Asia Ocidental, que foi
introduzida na Europa Ocidental nos séculos XVI e XVII. Em Portugal ocorre em quase todas as
bacias hidrogréaficas, a excecdo das que se situam mais a norte (acima da regido do Douro
(Geraldes, 1999). Trata-se de uma espécie bentdnica, preferindo ambientes Iénticos ou com
correntes fracas, e com grande densidade de vegetacdo. A carpa € uma espécie omnivora,
alimentando-se sobretudo de pequenos crustaceos e peixes, insetos e plantas aquaticas (Geraldes,
1999).

1.2.2.3. Ciclo de vida

Os machos séo geralmente mais pequenos que as fémeas e na época de postura apresentam
verrugas nupciais na nuca e nos operculos, desaparecendo depois da reproducdo. Atingem a
maturidade sexual entre os 3 e 4 anos de vida, e a reproducdo da-se na primavera (quando a
temperatura da agua sobe acima de 20 °C), periodo em que se deslocam para os locais de postura
(geralmente, em zonas pouco profundas e com vegetacao submersa). As fémeas podem libertar de
forma parcial (isto €, em varios eventos de postura) cerca de 150.000 ovos/kg de massa corporal,
0ovos esses que estdo impregnados de muco viscoso para que se possam prender a vegetacao
existente no local. A eclosdo dos ovos ocorre entre 3 a 15 dias apds a postura, dependendo da
temperatura da agua, e as larvas apresentam nesta fase cerca de 5 a 8 mm de comprimento
(Peres,1991; Geraldes, 1999).

1.2.2.4. Producéo de carpa de aquacultura

A escala mundial, a China é responsavel pela maior parte da producdo de carpas de
aquacultura (cerca de 80 % da producao global) seguida da Indonésia e Vietname (CE, 2019). Ao
nivel da Unido Europeia, os maiores produtores de carpa sao a Republica Checa, Poldnia, Hungria
e Alemanha (CE, 2019). Segundo a FAO (2019b), em 2017 a Europa produziu cerca de 164.755

toneladas de carpa, correspondendo a cerca de 2 % da producdo mundial.

A producdo de carpas € feita principalmente em sistemas extensivos (usando alimentos
naturais e/ou suplementos alimentares) ou semi-intensivos (através de alimentacao artificial), sendo
estes (ltimos muito comuns na Europa (FAO, 2019e). O crescimento continuo da carpa ocorre em
zonas temperadas, de clima tropical e com uma temperatura de agua adequada (entre 18 °C a 20
°C) (FAO, 2019e).

O desenvolvimento do embrido das carpas é feito em cerca de 3 dias a uma temperatura de

20-23 °C, em condi¢des naturais. Apds a eclosdo das larvas, desenvolve-se a bexiga natatéria e
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estas comecam a nadar horizontalmente e a consumir alimento a partir do meio. Durante cerca de
15 a 30 dias seguintes, 0s organismos passam por uma série de alteracGes correspondentes aos
diferentes estados larvares, e ao fim de 45 a 85 dias (apds eclosao) os organismos atingem o estado
de peixe juvenil (alvim). Para que os peixes se desenvolvam até ao estado adulto e atinjam um peso
de 1-3 kg séo necessarios cerca de 120 a 170 dias (FAO, 2019e).

1.3. Valor nutricional do pescado

1.3.1. Beneficios associados ao consumo de pescado

O consumo de pescado tem sido recomendado devido aos seus diversos atributos nutricionais
e ao seu papel determinante na promog¢&o do bom funcionamento do organismo e na prevencéo de
vérias doencas, sobretudo do foro cardiovascular e oncoldgico (Lichtenstein et al., 2006; Afonso,
2009; Sharma & Katz, 2013; Piepoli et al., 2016). O elevado valor nutricional do pescado deve-se,
sobretudo, ao facto de este constituir uma fonte muito importante de diversos nutrientes essenciais
(proteinas, lipidos, vitaminas e sais minerais) que o0 organismo, por si s, ndo é capaz de sintetizar
em quantidades suficientes, pelo que a ingestéo inadequada dos mesmos promove 0 aparecimento
de diversas doencgas (Bandarra et al., 2004; ISSFAL, 2004).

Em geral, o pescado apresenta uma boa digestibilidade quando comparado com a carne, sendo
composto por proteinas de elevado valor biolégico (Andrade et al., 2009; Matos, 2014). A lisina,
leucina, metionina-cistina e triptofano sdo alguns exemplos de aminoacidos essenciais com teores
importantes no pescado e que desempenham um papel crucial em vérias atividades metabdlicas
dos seres vivos, assegurando a manutencdo do equilibrio azotado e o crescimento

somético (Bandarra et al., 2004).

O pescado apresenta acidos gordos saturados (SFA), acidos gordos monoinsaturados (MUFA)
e acidos gordos polinsaturados (PUFA), com perfil variavel consoante a espécie em questdo (Nunes
et al., 2011; Nufiez et al., 2018). Normalmente, o pescado apresenta um baixo teor de SFA, mas
possui elevados teores de PUFA, nomeadamente do tipo 6mega-3 (w3), cujos beneficios tém sido
amplamente descritos na literatura (Kolakowska & Sikorski, 2003; Hosomi et al., 2012; Killenberg
de Gaudry & Massing, 2014; Fabian et al., 2015; Lee et al., 2017). Atendendo aos objetivos
especificos da presente tese, nos subcapitulos que se seguem sao apresentadas em maior detalhe
as propriedades fisico-quimicas dos PUFA, bem como os aspetos nutricionais e recomendacdes
para ingestdo destes compostos, com especial foco nos acidos gordos eicosapentaendico (EPA,;
20:5w3) e docosahexaendico (DHA; 22:6w3).

Relativamente as vitaminas que se encontram no pescado, salientam-se as lipossollveis A e
D, importantes coadjuvantes na calcificacdo 6ssea, e as hidrossollveis do complexo B que tém um
papel fundamental na digestéo e absorcdo de outros nutrientes, nomeadamente, atuando ao nivel

do metabolismo dos hidratos de carbono (Sousa, 2008; Afonso,2009)
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Apesar do pescado apresentar teores adequados de varios minerais (por exemplo, calcio,
fésforo, potassio, manganés, entre outros), é importante salientar o fato de este ser também uma
excelente fonte de iodo (I) e selénio (Se) cujos teores sédo geralmente bastante mais baixos noutros
tipos de alimentos, como a carne e os vegetais (Ventura et al., 2016). O Se desempenha um papel
fundamental no metabolismo, renovacéo celular, imunidade e fertilidade do ser humano (Rayman,
2000). Por outro lado, o iodo é essencial a sintese de hormonas da tiroide desempenhando, por
isso, um papel fundamental no processo de crescimento e desenvolvimento da maioria dos érgaos
dos fetos e criancas (Teixeira et al., 2014; Pal et al., 2017). Devido aos teores reduzidos de | e Se
na generalidade dos produtos alimentares, sabe-se que atualmente grande parte da populagéo
mundial apresenta caréncias destes dois minerais, 0 que acarreta varias consequéncias para a
saude (Ventura et al., 2016). A caréncia de | representa um problema grave de saude publica, sendo
que mulheres gravidas/latantes e criangcas sdo os principais grupos de risco (Yarrington & Pearce,
2011; Xu et al., 2015).

1.3.2. Importancia dos PUFA w3 na saltde humana

Os acidos gordos podem ser divididos em dois grandes grupos: 1) os essenciais, que 0
organismo néo consegue sintetizar, podendo ser adquiridos exclusivamente através da alimentacao;
e 2) os ndo essenciais, que assumem funcfes energéticas e sdo sintetizados pelo organismo
(Maulvault, 2009).

Os principais acidos gordos essenciais sao o acido a-linolénico (ALA, 18:3w3) e o acido
linoleico (LA, 18:2w6), a partir dos quais todos os outros acidos gordos w3 (por exemplo, EPA e
DHA) e w6 (por exemplo, acido araquidénico, AA, 20:4w6) séo sintetizados no organismo, através
da acédo de enzimas elongases e dessaturases (Huss, 1995; Maulvault, 2009). O organismo, por Si
s6, tem a capacidade de sintetizar alguns acidos gordos essenciais como o EPA e o DHA, mas
apenas em pequenas quantidades, pelo que estes compostos precisam de ser obtidos

maioritariamente a partir da alimenta¢éo (Covington, 2004).

Em contraste, os SFA sao sintetizados no organismo em quantidades suficientes, ndo sendo
necessario obté-los através da dieta (EFSA, 2017). Como o pescado é naturalmente rico em
PUFAessenciais a saude humana, uma alimentacdo saudavel devera privilegiar a incluséo destes
produtos e, consequentemente, reduzir o consumo de carne cujos teores em PUFA de cadeia longa
sdo, regra geral, extremamente baixos, ao passo que 0s de SFA sdo bastante mais elevados
(Maulvault, 2009).

Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que a ingestdo regular de PUFA do tipo w3,
nomeadamente de EPA e DHA, tém um papel fundamental na prevencdo de doencas
cardiovasculares, reduzindo os teores de triacilglicerdis e colesterol “mau” (LDL, lipoproteinas de
baixa densidade) bem como na taxa de coagulacdo do sangue, tensao arterial, frequéncia cardiaca

e aterosclerose (Hosomi et al., 2012; Soares & Gongalves, 2012). Para além disso, alguns estudos
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também tém relatado o efeito benéfico destes compostos na prevencédo de diversas patologias
decorrentes de processos inflamatorios, tais como, asma, artrite, psoriase e, até mesmo, cancro
(Suérez et al., 2002; Santos & Bortolozo, 2008; Fabian et al., 2015; Kiillenberg de Gaudry & Massing,
2014; Lee etal., 2017). O DHA tem também um papel muito importante ao nivel do desenvolvimento
cognitivo, compondo mais de 30 % das estruturas lipidicas da retina e do cérebro (Silva et al., 2007).
Por esta razao, a ingestao de niveis adequados de EPA e DHA durante a gravidez é crucial para o
desenvolvimento saudavel do cérebro do feto, estando também associada a reducdo do risco de
parto prematuro e ao aumento do peso dos bebés a nascenca (Ferreira et al., 2013; Lauria et al.,
2018).

Com base nos beneficios nutricionais atribuidos aos PUFA w3 e com o intuito de prevenir
doengas cardiovasculares, a International Society for the Study of Fatty Acids and Lipids (ISSFAL)
recomenda a ingestdo minima de 500 mg/dia de EPA+DHA por parte de individuos adultos
saudaveis (ISSFAL, 2004). No caso de individuos com antecedentes de doencas cardiovasculares,
a ingestao diaria do conjunto destes dois acidos gordos deveréa ser superior, isto é, cerca de 1 g/dia
(ISSFAL, 2004). E importante referir também que na prevencédo de doencas cardiovasculares é
recomendado uma ingestdo de SFA que ndo exceda 10 % da energia total assimilada (EFSA, 2005).
Por outro lado, ao nivel Europeu, a European Food Safety Authority (EFSA) recomenda para
adultos uma dose diaria de EPA+DHA mais baixa, isto é, de 250 mg/dia (EFSA, 2017).

Como ja foi referido, a ingestdo de DHA nas doses adequadas é crucial durante a gestagéo e
amamentagdo, uma vez que este PUFA estd intrinsecamente envolvido no desenvolvimento do
sistema nervoso (Ferreira et al., 2013). Assim, a ISSFAL recomenda que as mulheres pertencentes
a este grupo mais vulneravel consumam pescado (preferencialmente espécies de peixes gordos)
pelo menos duas vezes por semana, assegurando uma ingestdo minima diaria de 200 mg de DHA
(Koletzko et al., 2007). J4 a EFSA recomenda que no caso das mulheres gravidas um acréscimo
de 100 a 200 mg/dia de DHA relativamente aos 250 mg/dia de EPA+DHA que recomendados para
adultos, (EFSA, 2017).

Apesar de geralmente se dever privilegiar a ingestao de acidos gordos insaturados (sobretudo,
PUFA) em detrimento dos SFA, numa dieta saudéavel, é também importante que exista um equilibrio
entre a proporc¢éo de PUFA do tipo w3 e do w6, uma vez que as enzimas dessaturases e elongases
gue participam no metabolismo destes dois grupos de PUFA s&o as mesmas, pelo que a sintese de
EPA e DHA decorrente da dessaturacédo e elongamento do ALA ird4 depender dos niveis de LA na
dieta (Martin et al., 2006). Assim, apesar dos beneficios atribuidos aos PUFA, o mecanismo de
competicdo resultante da ingestdo excessiva de compostos do tipo w6 tem um efeito inflamatério
no organismo, promovendo o aparecimento de diversas patologias, como a aterosclerose,

obesidade e diabetes (Simopoulos, 2016).

Dada a complexidade dos mecanismos biol6gicos envolvidos, atualmente, ndo existem ainda
dados suficientes que permitam estabelecer um valor 6timo para a proporgéo entre PUFA w3 e w6
na dieta (isto €, razdo w3: w6) (EFSA, 2017). Porém, atingir este equilibrio nutricional pode ser uma

tarefa bastante dificil, visto que os PUFA w6 predominam na maioria dos alimentos (sobretudo, os
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de origem vegetal) (Simopoulos, 2016). Neste sentido, apesar do pescado ser, em regra, uma
excelente fonte de PUFA w3, podendo contribuir para uma razdo w3:w6 equilibrada, é importante
referir que existem diferengas substanciais entre os teores e perfis de lipidos das espécies de
pescado marinhas e os das de agua doce, bem como, entre espécies selvagens e de aquacultura
(Bandarra et al., 2004; Maulvault, 2009), fato que devera ser tido em conta na elaboragéo de uma
dieta saudavel. As variagdes interespecificas decorrem, sobretudo, do tipo de alimento disponivel e
do habitat onde se inserem os organismos, sendo que, geralmente, as espécies de agua doce
apresentam teores mais reduzidos de PUFA (com excecao do AA) do que as marinhas, cujos teores
de EPA e DHA séo tipicamente mais elevados devido a abundancia deste tipo de acidos gordos no

ambiente marinho (isto &, no fitoplanton e zooplanton) (Maulvault, 2009; Neto,2018).

Relativamente as diferencas entre espécies selvagens e de aquacultura, os teores de w6
também sdo geralmente mais elevados nos segundos (e, por oposi¢do, os w3 apresentam teores
mais baixos), devido a inclusdo de 6leos vegetais (por exemplo colza, soja, linhaga, girassol ou
mistura dos mesmos) que substituem parcialmente os 6leos de peixe, mais caros e menos

sustentaveis (Suarez et al., 2002; Maulvault, 2009; Marques, 2018).

1.4. Desafios futuros para a aquacultura: sustentabilidade e mitigacdo de caréncias

nutricionais

Estimativas recentes apontam para o fato de, globalmente, uma em cada trés pessoas sofrer
de malnutricdo, muitas vezes associada & fome e/ou acesso limitado a alimentos nutritivos (United
Nations, 2018). Noutros casos, a malnutricdo prende-se, hdo com a escassez de alimentos, mas
sim com a escolha de alimentos nutricionalmente mais pobres e pouco saudaveis por parte do
consumidor, o que se reflete, por vezes, em obesidade e nas diversas patologias que dela derivam
(United Nations, 2018). Com o intuito de travar o aumento da fome e malnutricio que se tem
observado nos (ltimos anos a escala mundial, as Nagbes Unidas langaram recentemente o desafio
de, até 2030, se desenvolverem diversas medidas de mitigacdo para este problema de saude
publica, tendo por base os principios da sustentabilidade, seguranca alimentar e nutricdo, tanto na

exploracdo dos recursos naturais, como nas atividades de produc¢&o animal (United Nations, 2018).

Apesar de ser amplamente recomendada a inclusédo de pescado numa dieta saudavel, a
adocdo desta recomendacdo depende muito dos precos que o pescado e 0s seus produtos
derivados atingem no mercado, sendo que nos paises mais pobres e/ou com pouca area costeira o
acesso aos produtos do mar selvagens é extremamente limitado (ou até mesmo inexistente) (United
Nations, 2018). Apesar dos produtos de aquacultura poderem constituir uma alternativa mais
saudavel que os produtos carneos e mais acessivel que o pescado selvagem, o papel deste setor
na sustentabilidade dos oceanos, isto €, como solucdo para a sobreexploracdo dos recursos
selvagens, tem levantado alguma controvérsia. Tal se deve ao fato de as racfes usadas em
aquacultura serem produzidas a partir de “farinhas” ricas em proteina e 6leos de peixe provenientes

de pequenos peixes pelagicos selvagens como o carapau (Trachurus trachurus), a cavala (Scomber
12



Introducao

japonicus) e a sarda (Scomber scombrus) (Gamboa-Delgado et al., 2015). Por exemplo, s6 em 2012
foram utilizados cerca de 21,7 milhdes de toneladas de pescado selvagem na producéo de racdes
de aquacultura (Pahlow et al., 2015). Assim, a exploragao massiva dos stocks de espécies pelagicas
com o intuito de produzir ragbes para aquacultura levanta também questdes ecolégicas e de
sustentabilidade, contribuindo para o0 aumento da presséo ja exercida pelo setor da pesca sobre os

stocks de espécies marinhas selvagens (Pahlow et al., 2015).

Apesar dos varios esforcos para otimizar e melhorar a qualidade da producéo animal global,
atualmente, ainda se assiste a alguma controvérsia (tanto por parte da comunidade cientifica, como
pelo consumidor) no que respeita ao valor nutricional dos produtos de aquacultura. A relutancia que
existe relativamente ao consumo destes produtos prende-se, ndo sé com os atributos sensoriais
(como textura, sabor e cheiro diferentes dos produtos selvagens) percecionados pelo consumidor,
mas também com o fato de apresentarem teores de gordura e, sobretudo, de PUFA w6 mais

elevados do que os produtos selvagens (Bandarra et al., 2004; Maulvault, 2009).

Como j& foi referido, uma dieta excessivamente predominada por PUFA w6 acarreta alguns
perigos para a salde humana. Tendo em conta o problema ecoldgico e de sustentabilidade que
levanta a utilizagéo de farinhas e 6leos de peixes (ricos em w3) na preparagao de racdes, aliado as
presentes caréncias nutricionais que se observam na maioria da populagdo, é imperativo
desenvolver estratégias de producdo mais sustentaveis, economicamente viaveis (isto é, mantendo
custos de producdo semelhantes ou inferiores) e que, ao mesmo tempo, confiram um maior valor
nutricional aos produtos de aquacultura. Neste sentido, a utilizacdo de microalgas podera ser uma
boa alternativa uma vez que, enquanto produtores primarios, encontram-se na base da cadeia
trofica, constituindo uma fonte natural de nutrientes, como € o caso dos PUFA do tipo w3 (Guedes
& Malcata, 2012).

Os beneficios associados ao uso de microalgas ja se encontram bastante estudados no que
respeita a producéo de bivalves, crustaceos e larvas de peixe (Muller-Feuga, 2000; Becker, 2004).
No entanto, o potencial das microalgas como fonte natural de EPA e/ou DHA na fase de engorda
dos peixes adultos de aquacultura ainda carece de uma investigacao aprofundada. Para além de se
tratar de um tdpico relativamente recente, parte do desconhecimento relativo a eficacia das
microalgas no melhoramento do valor nutricional dos peixes de aquacultura deve-se ao fato da
maioria dos estudos conduzidos até agora terem selecionado as espécies de microalgas a usar nos
ensaios nutricionais com base, sobretudo, na comodidade (isto €, na facilidade e custos de producao
gue representam), desconsiderando o fato da composi¢do quimica das espécies poder variar
substancialmente entre grupos taxonomicos (Guedes & Malcata, 2012). Por exemplo, ao passo que
as espécies pertencentes ao género Schizochytrium apresentam niveis elevados de DHA, os
organismos pertencentes a classe Eustigmatophyceae (por exemplo, Nannochloropsis spp.) sao
tipicamente mais ricas em AA do que as restantes espécies (Krienitz & Wirth, 2006; Guedes &
Malcata, 2012). Por outro lado, espécies Clorophyta (como por exemplo, Dunaliella spp. e Chlorella
spp.) sdo geralmente pobres em PUFA de cadeia longa, pelo que se considera que apresentam um

baixo valor nutricional (Brown et al., 1997). Por dltimo, as microalgas incluidas na classe

13



Introducao

Prasinophyceae podem conter teores relativamente altos de PUFA com 20 atomos de carbono
(Tetraselmis spp.) ou entdo com 22 atomos de carbono (Micromonas spp.), ainda que raramente se

observem estes dois tipos de PUFA em simultdneo na mesma espécie (Guedes & Malcata, 2012).

1.5. Processamento térmico do pescado e implicagdes no seu valor nutricional

O processamento térmico do pescado, através da congelacdo a baixas temperaturas
(geralmente a -20 °C) elou a confecdo a altas temperaturas (acima de 100 °C) propicia a sua
conservacao, 0 que ndo s6 aumenta a vida Gtil dos produtos, como facilita a comercializacao,

manuseamento e transporte (Torrezan et al., 2013).

A congelacado e o armazenamento a baixas temperaturas sdo procedimentos muito comuns na
indUstria pesqueira e na aquacultura uma vez que, diminuem a degradacdo biolégica, quimica e
fisica do pescado e aumentam o “tempo de prateleira” dos produtos comercializados e a comodidade
dos consumidores (Dawson et al., 2018). No entanto, durante este processo podem ocorrer diversas
alteracdes sensoriais (por exemplo, ao nivel da cor, textura e palatabilidade) (Dawson et al., 2018),
estruturais (por exemplo, formacéo de cristais de gelo) (Ottestad et al., 2011) e bioguimicas (como
peroxidacao lipidica e alteracdo da atividade enzimatica) (Eymard et al., 2005; Strasburg et al.,
2008).

O tempo de armazenamento e temperatura de congelacdo sdo as duas variaveis que mais
influenciam a qualidade e “tempo de prateleira” do pescado (Whittle, 1995). Em geral, quanto maior
€ o tempo de armazenamento e menor é a temperatura de congelagéo, maiores séo as alteracdes
resultantes das rea¢des de oxidacao e hidrélise que afetam, sobretudo, as fracdes proteica e lipidica
dos alimentos (Badii & Howell, 2001; Zymon et al., 2007).

A congelacéo e armazenamento a baixas temperaturas promove desnaturacdo proteica que se
podera refletir em alteragdes na textura e sabor do pescado, bem como, nos teores, composicao e

atividade bioldgica das proteinas que o constituem (Jiang & Lee, 1985; Dawson et al., 2018).

Como o pescado é naturalmente rico em PUFA de cadeia longa, é particularmente suscetivel
a oxidacao que resulta ndo s6 na conversao destes em SFA (que possuem menor valor nutricional
que os PUFA) mas também na diminuicdo das suas qualidades organoléticas, por vezes,
conferindo-lhe um sabor a “rango” e alteragdes substanciais de cor (Aydin & Gokoglu, 2014). Assim,
a peroxidacao lipidica constitui um fator determinante no tempo de vida Gtil do pescado, uma vez

gue afeta negativamente as suas caracteristicas sensoriais e nutricionais (Dawson et al., 2018).

Relativamente a exposi¢do a temperaturas elevadas, o pescado pode ser confecionado com
base em diferentes procedimentos sendo que, de entre as principais formas de apresentacéo
destacam-se 0 pescado cozido em agua ou vapor, grelhado, assado e frito. Apesar da maioria dos
estudos nutricionais se focarem na avaliacdo das caracteristicas do pescado a cru, sabe-se
atualmente que os tratamentos culinarios séo responsaveis por promoverem diversas alteracfes

ndo sO ao nivel sensorial, mas também fisico-quimico, alterando significativamente o valor
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nutricional do pescado (Nomikos et al., 2006; Maulvault et al., 2011; Maulvault et al., 2012). Assim,
tendo em conta que, na cultura ocidental, a generalidade dos alimentos é consumida ap6s confecéo,
torna-se crucial avaliar o efeito dos tratamentos culinarios para melhor estimar o valor nutricional do

pescado.

Durante a confecéo, a exposicdo a temperaturas elevadas resulta, geralmente, na perda de
agua que, por sua vez, se reflete num aumento aparente dos teores dos restantes constituintes do
pescado, isto é, de proteina, gordura, vitaminas e sais minerais (Maulvault et al., 2011; Maulvault et
al., 2012). A proteina e gordura sédo os constituintes mais afetados pela exposicdo a temperaturas
elevadas, resultando em alteracdes nos teores totais, perfis e atividade biolégica dos aminoacidos
e acidos gordos que constituem o pescado (Nomikos et al., 2006; Maulvault et al., 2011; Maulvault
et al., 2012). Apesar de, regra geral, se registar um aumento do teor de proteina apés a confecao
do pescado (decorrente da perda de agua), é comum ocorrer a perda de algumas proteinas
sarcoplasmaticas e do tecido conjuntivo para o exterior, resultando muitas vezes na gelificagdo do

meio (p.e. &gua) usado na confecéo (Lin et al., 2009).

Relativamente aos efeitos na fracéo lipidica, uma vez que, tal como referido anteriormente, os
PUFA de cadeia longa (p.e. EPA e o DHA) séo particularmente sensiveis a oxidagdo, os teores
deste tipo de 4cidos gordos no pescado tendem a diminuir com a confecdo, ainda que se possam
observar variagfes de acordo com o tipo de procedimento culinério aplicado e espécie em causa
(Gladyshev et al., 2006; Maulvault, 2009; Maulvault et al., 2011; Maulvault et al., 2012).

Neste sentido, a cozedura, em agua ou a vapor, tem sido considerada a forma mais saudavel
de confecionar o pescado, uma vez que a perda de agua induzida por este tratamento € menor
(comparativamente a fritura ou grelhagem) e que, muitas vezes, os teores de PUFA do tipo w3 se
mantém, preservando-se, assim, o alto valor nutricional do pescado (Gladyshev et al., 2006;
Maulvault, 2009).
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1.6. Objetivos do estudo

Atualmente, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que mais de dois bilibes de
pessoas sofram de malnutricdo, que pode estar associada a fome, ao acesso limitado a
determinados alimentos nutritivos ou ainda a uma escolha errada de alimentos por parte dos
consumidores (United Nations, 2018). De forma a evitar possiveis patologias, é necessario ter uma
alimentacéo correta, com a quantidade de nutrientes necessarios para manter uma vida saudavel e
ativa (United Nations, 2018). O pescado é um alimento nutricionalmente equilibrado e muito rico em
acidos gordos essenciais do tipo w3, pelo que o seu consumo regular apresenta muitos beneficios
para a salde humana, nomeadamente, prevenindo o aparecimento de doencas cardiovasculares,
neurolégicas e oncoldgicas (Lichtenstein et al., 2006; Afonso, 2009; Sharma & Katz, 2013; Piepoli
et al., 2016).

Tendo em conta o atual estado de sobreexploracdo de muitos stocks selvagens aliado ao
constante crescimento da populacdo mundial, espera-se que nos proximos anos o pescado de
aquacultura venha a ter cada vez mais peso, quer do ponto de vista comercial, quer ao nivel da
alimentacdo humana. Neste sentido, € crucial garantir ndo s6 a qualidade nutricional e seguranca
do pescado de aquacultura, mas também que a sua producéo seja feita de modo sustentavel. Desta

forma, a presente tese de mestrado teve por base dois objetivos:

1) Avaliar o efeito de diferentes ra¢des de aquacultura para produzir carpa e dourada de modo

natural e sustentavel com acidos gordos w3 (em particular, EPA e DHA);

2) Avaliar o efeito do tratamento térmico (cozedura a vapor e congelagéo) na estabilidade dos

acidos gordos w3 no pescado fortificado.
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2. Material e métodos

2.1. Preparacao de racdes experimentais

Os ensaios de fortificacdo da dourada e carpa de aquacultura descritos na presente tese
inseriram-se no ambito dos objetivos propostos no projeto Europeu H2020 SeafoodTomorrow
(referéncia 773400; www.seafoodtomorrow.eu), tendo sido realizados com o financiamento deste

projeto e suporte cientifico dos parceiros nele envolvidos.

Em colaboragdo com a empresa de producéo de racdes de aquacultura SPAROS Lda. (Olh&o,
Portugal; parceiro do projeto SeafoodTomorrow), desenvolveram-se oito ragdes experimentais,
quatro destas destinadas ao ensaio com dourada (S. aurata; 1 ra¢do controlo, SA_CTR, e 3 racbes
fortificadas, SA_RF1, SA RF2 e SA_RF3), e quatro para serem utilizadas na experiéncia com a
carpa (C. carpio; 1 racdo controlo, CC_CTR, e 3 racdes fortificadas, CC_RF1, CC_RF2 e CC_RF3).

As ragbes SA_CTR e CC_CTR foram desenvolvidas mimetizando a composi¢cdo quimica e
ingredientes geralmente utilizados na producdo de racdes comerciais de aquacultura, e
considerando as necessidades nutricionais das duas espécies alvo neste estudo (para a engorda
de peixes de aquacultura no estado adulto; Tabelas 2.1 e 2.2.). A preparac¢do das ra¢bes SA_RF1,
SA RF2, SA RF3, CC_RF1, CC_RF2 e CC_RF3 efetuou-se de modo semelhante (assegurando
também os requisitos nutricionais especificos de cada espécie). No entanto, nestes casos, alguns
‘ingredientes-chave” foram introduzidos, ao passo que os teores de outros foram
reduzidos/substituidos, de modo a formular ragdes que tivessem teores mais elevados de PUFA w3
e cuja producdo a escala industrial fosse sustentavel e economicamente vidvel. Cada uma das
racdes fortificadas foi preparada de acordo com diferentes estratégias de formulacdo/fortificagéo
refletindo, no final, perfis de &cidos gordos (e, naturalmente, teores de PUFA w3) e custos de
producéo distintos (Tabelas 2.1 e 2.2). Assim, para fortificar as races de carpa, recorreu-se a uma

destas duas estratégias:

1 — Introducdo de uma microalga rica em DHA, Schizochytrium sp. (3,2 % e 1,6 % nas racfes
CC_F1 e CC_RF2, respetivamente), que correspondeu a uma alternativa mais cara para 0s

produtores de racfes e pescado de aquacultura; ou

2 — Introducdo de 6leo de peixe feito a partir de subprodutos de salméo (2,1 % na racéo
CC_RF3), que correspondeu a uma alternativa mais viavel economicamente para os produtores de

racdes e pescado de aquacultura, simultaneamente promovendo a economia circular.

Para além disso, numa tentativa de producdo de racdes de aquacultura mais sustentaveis,
procedeu-se também a reducédo de 50 % da quantidade de farinha de peixe geralmente utilizada na
producdo de racBes de aquacultura. Esta reducé@o foi entdo compensada pelo aumento da
guantidade de microalgas ricas em PUFA w3 em todas as ragOes fortificadas (isto é, +1 % de
Chlorella sp. e Spirulina sp. do que a quantidade geralmente utilizada na producdo de racdes de

aquacultura). O equilibrio entre PUFA w3 e PUFA w6 nas racgdes fortificadas foi também assegurado
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através da reducao de farinha de trigo e 6leos vegetais (soja, girassol, colza e linhaca) nas racdes
CC_RF1 (-3,7 %) e CC_RF2 (-1,9 %; Tabelas 2.1 e 2.2).

Relativamente as racoes fortificadas para dourada, estas também foram produzidas seguindo

abordagens diferentes (Tabelas 2.1 e 2.2):

1 — Introdu¢&o de uma microalga rica em DHA, Schizochytrium sp. para aumentar os teores de

PUFA w3 (+3,2 % em todas as racdes fortificadas);

2 — Reducéo da quantidade de farinhas (-30 % em todas as racdes) e 6leo de peixe (-20 % na
racdo SA_RF1 e -5,5 % nas racdes SA_RF2 e SA_RF3) relativamente as quantidades geralmente
utilizadas na producdo de racdes de aquacultura, de modo a tornar a producdo destas mais
sustentével, sendo esta reducao compensada pelo aumento da quantidade de microalgas Chlorella

sp. e Tetraselmis sp. (+30 % em todas as racdes);

3 - Reducéo de farinha de trigo e 6leos vegetais (soja, girassol, colza e linhaca; -12,4 %, -16,6
% e -18,2 % nas ra¢gBes SA_RF1, SA RF2 e SA_RF3, respetivamente) para assegurar o equilibrio

entre PUFA w3 e PUFA w6 nas racdes fortificadas.

Como se pode observar nas Tabelas 2.1. e 2.2. (e no Anexo 1 e 2), as 4 ra¢Ges experimentais
desenvolvidas para cada uma das espécies em estudo apresentaram perfis de acidos gordos
diferentes. Nas ra¢fes para carpa, a CC_RF1 foi aquela que apresentou teores mais elevados de
PUFA w3 e EPA+DHA, seguida da racdo CC_RF2. Nas rac¢des para dourada, apesar da SA_RF1
apresentar teores mais elevados de PUFA w3, os teores de EPA+DHA nesta ragdo foram

semelhantes aos da SA_RF3 (sendo ligeiramente mais elevados do que os da SA_RF2).

Considerando que as diferentes abordagens para a fortificacdo das racdes foram bem
sucedidas, apesar das diferencas entre elas (isto &, todas as racdes fortificadas apresentaram teores
mais elevados de PUFA w3 e EPA+DHA), e atendendo aos custos associados a producgéo de cada
racéo fortificada, considerou-se que as racfes CC_RF3 (para a carpa) e SA_RF3 (para a dourada)
representavam neste estudo as alternativas mais viaveis do ponto de vista industrial ( estima—se
em menor investimento por parte dos aquacultores). Por outro lado, tendo em conta que a producao
das racdes CC_RF1 e SA_RF1 a escala industrial implicava um investimento maior, considerou-se
que estas teriam menor viabilidade comercial, ainda que apresentassem niveis mais elevados de
PUFA w3, nomeadamente de EPA+DHA.
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Tabela 2.1 - Principais ingredientes, composi¢éo quimica e teores de acidos gordos nas ragdes para carpa (dados fornecidos pela empresa de producao de ra¢des de aquacultura
SPAROS Lda.). Abreviaturas: CC— Cyprinus carpio; CTR — Controlo; RF1 — Racéao fortificada 1; RF 2- Ragéo fortificada 2; RF3 — Ragao fortificada 3; Y SFA — Somatorio dos
acidos gordos saturados; Y MUFA— Somatério dos acidos gordos monoinsaturados; > PUFA — Somatdrio dos &cidos gordos polinsaturados; Y PUFA w3 — Somatdrio dos &cidos
gordos polinsaturados w3; YPUFA w6 — Somatdrio dos &cidos gordos polinsaturados w6; DHA — Acido gordo docosahexaenoico; EPA — Acido gordo eicosapentaenoico.

CC_CTR CC_RF1 CC_RF2 CC_RF3
Microalga rica em DHA (Schizochytrium sp.) - +3,2 % do que CC_CTR +1,6 % do que CC_CTR -
Microalgas ricas em acidos gordos PUFA w3 - +1,0%doque CC_CTR | +1,0% doque CC_CTR | +1,0% do que CC_CTR
o (Chlorella sp. e Spirulina sp.)
Principais
ingredientes | Farinha peixe 50 -50,0 % do que CC_CTR -50,0 % do que CC_CTR -50,0 % do que CC_CTR
(%) .
Oleo de salmé&o (feito a partir de 0
desperdicios) - - - +2,1 % do que CC_CTR
Farinha de trigo e 6leos vegetais 87,0 -3,7 % do que CC_CTR -1,9 % do que CC_CTR Semelhante a CC_CTR
Humidade 5,3 Semelhante a CC_CTR Semelhante a CC_CTR Semelhante a CC_CTR
Proteina 4,4 Semelhante a CC_CTR Semelhante a CC_CTR Semelhante a CC_CTR
Cor,np_osu;ao Gordura 30,2 Semelhante a CC_CTR Semelhante a CC_CTR Semelhante a CC_CTR
gquimica (%)
Fibra 8,1 Semelhante a CC_CTR Semelhante a CC_CTR Semelhante a CC_CTR
Cinza 2,9 Semelhante a CC_CTR Semelhante a CC_CTR Semelhante a CC_CTR
>SFA 2044,1 + 18,3 1862,8 £ 20,0 3170,3+42,0 1977,5+ 31,6
>MUFA 2831,3+31,6 2758,0 + 18,4 2286,6 + 53,7 2731,8+31,0
Teores de >PUFA 2603,3+ 13,4 2761,7 £ 22,3 1864,1 + 36,9 2737,1 + 68,6
acidos gordos
(mg/100 g) >PUFA w3 330,1+3,1 858,4+7,2 409,9 +£17,2 512,1 + 36,0
>PUFA w6 2273,2+10,3 1903,3 £ 15,1 1454,2 +19,8 2225,1+32,6
EPA+DHA 67,0+1,1 553,1+2,7 254,0+12,9 238,0+ 3,5
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Tabela 2.2 — Principais ingredientes, composicdo quimica e teores de acidos gordos nas racfes para dourada (dados fornecidos pela empresa de produgdo de racdes de
aquacultura SPAROS Lda.). Abreviaturas: SA— Sparus aurata; CTR — Controlo; RF1 — Racéo fortificada 1; RF 2- Racéao fortificada 2; RF3 — Rag&o fortificada 3; Y SFA — Somatoério
dos &cidos gordos saturados; Y MUFA— Somatério dos acidos gordos monoinsaturados, Y PUFA — Somatdrio dos acidos gordos polinsaturados, Y PUFA w3 — Somatdério dos
4cidos gordos polinsaturados w3, Y PUFA w6 — Somatdrio dos &cidos gordos polinsaturados w6, DHA — Acido gordo docosahexaendico, EPA — Acido gordo eicosapentaenoico.

Microalga rica em DHA (Schizochytrium sp.) - +3,2 % do que SA_CTR +3,2 % do que SA_CTR +3,2 % do que SA_CTR
Microalgas ricas em acidos gordos PUFA w3 - +30,0 % do que SA_CTR +30,0 % do que SA_CTR | +30,0 % do que SA_CTR
o (Chlorella sp. e Tetraselmis sp.)
Principais
ingredientes | Farinha peixe 15,0 % -30,0 % do que SA_CTR -30,0 % do que SA_CTR -30,0 % do que SA_CTR
(%)
- 0
Oleo de peixe 55 % -20,0 % do que SA_CTR 5,5 % (semelhante a SA_CTR) 55 As(zeng_elr_lg?nte a
Farinha de trigo e 6leos vegetais 26,0 % -12,4 % do que SA_CTR -16,6 % do que SA_CTR -18,2 % do que SA_CTR
Humidade 8,0 % Semelhante a SA_CTR Semelhante a SA_CTR Semelhante a SA_CTR
Proteina 47,4 % Semelhante a SA_CTR Semelhante a SA_CTR Semelhante a SA_CTR
Comp_osmao Gordura 17,5 % Semelhante a SA_CTR Semelhante a SA_CTR Semelhante a SA_CTR
quimica (%)
Fibra 1,5% Semelhante a SA_CTR Semelhante a SA_CTR Semelhante a SA_CTR
Cinza 52% Semelhante a SA_CTR Semelhante a SA_CTR Semelhante a SA_CTR
>SFA 3122,2 £ 25,6 4066,1 + 73,5 5474,1 £ 20,0 5441,7 £ 67,6
> MUFA 6100,2 + 35,4 5377,6 +41,8 4967,3 + 46,9 5123,0 + 69,3
Teores de >PUFA 6682,2 £ 60,4 6554,1 £91,5 5369,9 + 56,6 5433,2 £ 37,5
acidos gordos
(mg/100 g) > PUFA w3 27255+ 19,8 2700,4 £ 15,1 2313,7+ 159 2376,3+ 29,4
> PUFA w6 3956,7 + 40,7 3853,8 £ 76,4 3056,2 + 40,7 3056,9 £ 8,1
EPA+DHA 1448,1 + 18,0 1517,0 £ 13,0 1460,5 + 13,4 1516,6 + 27,4
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2.2. Desenho experimental

Uma vez preparadas as racdes, procedeu-se aos dois ensaios de fortificacdo das espécies
alvo. O ensaio focado na dourada foi realizado nas instalac6es da Esta¢do Piloto de Piscicultura de
Olhé&o do Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (EPPO-IPMA, I.P.), e o de fortificacdo da carpa
realizou-se na estacdo experimental de aquacultura da West Pomeranian University of Technology
(ZUT; Nowe Czarnowo, Polbnia), ambas as instituicdes parceiras do projeto H2020

SeafoodTomorrow.

Em ambos os ensaios, realizaram-se quatro tratamentos, nos quais se alimentaram os peixes
adultos com as diferentes ra¢des experimentais (uma ragdo por cada tratamento) durante um
periodo de 10 (dourada) e 15 (carpa) semanas, correspondente a fase final de engorda dos animais
de aquacultura antes do abate, vulgarmente designada por “periodo de afinagdo do produto”. No
final do periodo de fortificagcdo dos peixes com as respetivas racdes experimentais, procedeu-se ao
abate dos animais, 120 peixes por espécie, correspondentes a 60 peixes por espécie para o estudo
da eficiéncia da ragédo e efeito da confe¢éo a vapor(15 peixes por cada um dos 4 tratamentos), e 60
peixes de cada espécie para o estudo do efeito da congela¢éo (30 do tratamento controlo e 30 do
tratamento considerado como mais viavel economicamente, isto €, CC_RF3 ou SA_RF3). Os
animais abatidos foram imediatamente transportados (em ambiente refrigerado; aproximadamente
24 h de transporte) para as instalacdes do IPMA, I.P. de Algés, nas quais se realizou a preparacao

das amostras de filetes de pescado fortificado.

2.2.1. Preparacéo das amostras de filetes de pescado fortificado

2.2.1.1. Avaliacdo da eficiéncia da fortificacdo do pescado (cru) e do efeito do tratamento

culinario na estabilidade dos PUFA w3 no pescado fortificado

Para avaliar a eficiéncia do processo de fortificacdo do pescado, bem como o efeito do
tratamento culinario na estabilidade dos PUFA w3 do pescado fortificado, utilizaram-se 15 peixes
de cada espécie alvo e de cada um dos diferentes tratamentos (dourada, S. aurata: SA CTR,
SA RF1, SA RF2 e SA_RF3; e carpa, C. carpio: CC_CTR, CC_RF1, CC_RF2 e CC_RF3). Uma
vez no laborat6rio, todos os peixes foram medidos e pesados (dados biométricos apresentados no
Anexo 3 e 4). Seguidamente, os peixes foram eviscerados e filetados, isto €, obtiveram-se 2 filetes
por peixe, obtidos a partir da mesma regido do peixe e com massa semelhante. Um dos filetes de
cada peixe foi reservado para analise em cru (isto €, sem qualquer tipo de processamento) do perfil
de &cidos gordos, peroxidac¢éo lipidica e teor de gordura. Neste caso, agruparam-se aleatoriamente
os filetes de cada tratamento, de modo a obter-se 3 amostras compostas (pools) ou replicados (cada
um composto por 5 filetes de peixes diferentes) por tratamento. Cada pool de filetes foi
imediatamente homogeneizada numa maquina trituradora (Grindomix; Restech GM200), tendo-se
separado uma porcdo para posterior analise do perfil de acidos gordos (~20 g), outra para

determinacéo da peroxidacao lipidica (~1 g) e outra para o teor de gordura (~20 g).
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O segundo filete de cada peixe foi reservado para se avaliar o efeito do tratamento culinario.
Neste caso, os filetes foram cozidos a vapor a 105 °C durante 10 minutos (Rational, Combi-Master
CM6, Alemanha). Depois de arrefecidos, agruparam-se aleatoriamente os filetes cozidos de cada
tratamento, de modo a obter-se 3 amostras compostas (pools) ou replicados (cada um composto
por 5 filetes de peixes diferentes) por tratamento. Cada pool de filetes foi imediatamente
homogeneizada no Grindomix, tendo-se separado uma porcdo para posterior analise do perfil de
acidos gordos (~20 g), outra para determinacéo da peroxidacéo lipidica (~1 g) e outra para o teor

de gordura (~20 g).

2.2.1.2. Avaliacdo do efeito da congelacdo na estabilidade dos PUFA w3 no pescado

fortificado

Para avaliar o efeito da congelacdo ao longo do tempo na estabilidade dos PUFA w3 do
pescado fortificado, apos o periodo experimental de fortificacdo descrito no subcapitulo 2.2,
recolheram-se 30 peixes do tratamento controlo (CC_CTR para a carpa ou SA_CTR para dourada)
e 30 do tratamento fortificado que representava a melhor relagéo entre a eficiéncia da fortificacéo e
0 custo de producao da ra¢céo associado (CC_RF3 para a carpa ou SA_RF3 para a dourada), uma
vez que esta racdo fortificada representa a alternativa mais viavel e interessante para a indUstria.
Para além disso, no caso da carpa, outro critério de sele¢do da racdo CC_RF3 foi o facto de esta
ter sido fortificada com base num subproduto de aquacultura (isto é, 6leo de salméo extraido a partir

de desperdicios) promovendo, assim, uma economia circular.

Cada peixe foi medido pesado, eviscerado e filetado (dados biométricos apresentados no
Anexo 3 e 4). No caso da dourada, em colaboragdo com a empresa GelPeixe, procedeu-se a
congelacéo rapida dos filetes, por passagem por tinel de ar a -50 °C e, em seguida, por dgua de
vidragem (conforme o procedimento efetuado usualmente pelas empresas que comercializam
produtos congelados). Os filetes foram acondicionados em sacos de plastico, e congelados a -20
°C, tendo-se recolhido amostras de filetes dos dois tratamentos estudados (para cada espécie) ao
fim de 24 horas de congelacdo (T1) e de 3 meses de congelagdo (T2). No caso da carpa, ndo foi
possivel utilizar-se as instalacdes (e protocolos implementados) da GelPeixe no ensaio de
estabilidade ao longo da congelagéo, por se tratar de uma espécie de agua doce ndo comercializada
pela empresa. Assim, este ensaio decorreu nas instalacdes do IPMA, |.P., tendo-se acondicionado
os filetes em sacos de plastico, tal como para a dourada. No entanto, para simular a congelagéo
rapida, os filetes foram armazenados a -80 °C por um periodo de 24 horas e, em seguida, efetuou-
se a passagem por agua de vidragem. Por fim, os filetes foram armazenados a -20 °C durante
diferentes periodos de tempo, recolhendo-se amostras ao fim de 24 horas de congelacao (T1) e de
3 meses de congelacdo (T2). Os filetes de peixe amostrados foram agrupados aleatoriamente de
modo a obter-se 3 amostras compostas (pools) ou replicados (cada um composto por 5 filetes de
peixes diferentes) por espécie, tratamento e ponto de amostragem. Cada pool de filetes foi

imediatamente homogeneizada numa maquina trituradora (Grindomix), tendo-se separado uma
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porcdo para posterior analise do perfil de acidos gordos (~20 g), outra para determinagdo da

peroxidacao lipidica (~1 g) e outra para teor de gordura (~20 g).

2.2.2. Preparagao das amostras para andlise

As diferentes porcfes de amostras (cruas, cozidas e submetidas a congelacao; ver subcapitulo
2.2.1.) reservadas para analise do perfil de acidos gordos foram colocadas em placas de petri e
liofilizadas (ap6s congelacéo a -80 °C), durante 48 h a -40 °C e 101 atm (liofilizador Heto PowerDryLL
3000). Ap6s liofilizacdo, as amostras foram armazenadas a -80 °C até serem analisadas. As por¢cdes
das amostras reservadas para a determinacdo da peroxidacéo lipidica foram colocadas em tubos
eppendorf de 2 mL, tendo-se adicionado 1 mL de soluc¢édo de tampéo fosfato contendo 140 mM de
NacCl (99,9 %; Merck), 3 mM de KCI (99,9 %; Merck) e 10 mM de KH2PO4 (99 %; Merck), com pH
ajustado para 7,40 £ 0,02 e homogeneizado com um equipamento Ultra-Turrax® (T25 digital, Ika,
Alemanha). As amostras foram depois centrifugadas 15 minutos a 10.000 g e 4 °C (centrifuga
Kubota Corporation 6800, Japdo); e os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos de
eppendorf. Estes extratos foram congelados a -80 °C e armazenados nestas condi¢des até serem
analisados. As amostras reservadas para a determinacao do teor de gordura foram colocadas em
frascos de vidro e imediatamente congeladas a -80 °C, tendo sido mantidas nestas condi¢cfes até

serem analisadas.

2.3. Metodologias analiticas
2.3.1. Determinacdo do perfil de &cidos gordos

O perfil de acidos gordos foi determinado de acordo com o método descrito por Lepage e Roy
(1986), modificado por Cohen et al. (1988) e respeitando o procedimento técnico em uso na Divisdo
de Aquacultura e Valorizacdo (DivAV) do IPMA, |.P. Este método consiste na transesterificagdo dos

acidos gordos em ésteres metilicos (FAME — Fatty Acid Methyl Esters) através de catélise &cida.
Material

v' Voértex (HeiDolph Reax 2000, Alemanha);

v' Banho-maria;

Centrifuga (Kubota Corporation 6800, Japao);

Pipetas de Pasteur;

Algodéo cardado e pontas de micropipeta de 5 mL para filtracdo da solucéo;
Viais de vidro de 1,5 mL (LLG, Alemanha);

Cromatografo de fase gasosa (Varian, CP-3800, Estados Unidos da América);

Balanca de preciséo (Mettler Toledo, Alemanha);

NN N Y

Material de uso corrente em laboratério.
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Reagentes

v" n-Heptano (pureza > 99,3 % v/v; Merck);
Cloreto de acetilo para sintese (pureza > 98 % v/v; Merck);
Metanol (pureza = 99,8 % v/v; Merck);

Agua ultrapura (sistema Milli-Q Plus Millipore);

AN N NN

Sulfato de sddio anidro (pureza = 99,9 % m/m; Panreac).

Preparacdo da solucéo de Cloreto de Acetilo: Metanol a5 % (1:19)

Sendo uma reacdo exotérmica, esta solugdo foi preparada na hotte e em tina com gelo.
Primeiramente adicionou-se o metanol num copo de precipitacdo e depois, com uma pipeta de
Pasteur, adicionou-se o cloreto de acetilo gota a gota, na propor¢cédo de 1:19 (metanol: cloreto de

acetilo).

Extracdo

Pesou-se cerca de 300 mg de cada amostra (previamente liofilizada) para tubos de centrifuga
de vidro (15 mL), e adicionou-se 5 mL da solu¢do metandlica de cloreto de acetilo a 5 %. Agitaram-
se 0s tubos no vortex durante 60 segundos e colocaram-se os tubos em banho-maria a 80 °C por 1
h. Ap6s o banho, adicionou-se a cada tubo, 1 mL de &gua milli-Q e 2 mL de n-heptano, agitou-se
novamente cada tubo no vértex (60 segundos) e centrifugou-se a 3.000 g durante 5 minutos a 4°C.
ApOs centrifugacgéo, fez-se a recolha da fase orgéanica (sobrenadante, onde se encontravam os
ésteres metilicos) com a ajuda de pipetas de Pasteur e transferiu-se cada amostra para viais de
vidro, filtrando previamente o sobrenadante através de uma coluna de algodao cardado e sulfato de

soédio anidro.

Anélise cromatogréfica

A analise dos ésteres metilicos dos acidos gordos foi efetuada pela injegéo de 2 uL de amostra
num cromatografo de fase gasosa com detetor de ionizacdo de chama (FID). A separacdo foi
efetuada numa coluna capilar de silica fundida DB wax (0,25 mm d.i x 30 m x 0,25 ym), utilizando
hélio como gas de arraste. Cada corrida (analise cromatogréafica de uma amostra) teve a duracéo
de 40 minutos, sendo que, durante esse tempo, a coluna foi aquecida a 180 °C, aumentando cerca
de 4 °C durante 25 minutos, até se atingir os 220 °C. Terminada a andlise das amostras, obtiveram-
se cromatogramas discriminando a percentagem relativa de cada acido gordo presente na amostra
(% AG).

Cada amostra foi analisada em duplicado e a identificacdo dos diferentes acidos gordos fez-se
por comparacdo dos tempos de retencdo de cada composto identificado nos cromatogramas com
os tempos de retencdo obtidos no padrdo também injetado (PUFA 3 analytical standard from

Menhaden Oil, Sigma-Aldrich, Estados Unidos da América). Os valores percentuais obtidos para
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cada acido gordo presente nas amostras analisadas foram, posteriormente, convertidos em valor
absoluto (mg 100 g') com base nas seguintes equagoes:

(0,933 — 0,143)

Factor C tivo (FC) =
actor Correctivo (FC) Teor de gordura da amostra (g)

Teor de acido gordo (mg 100 g~1) = % 4cido gordo x FC X Teor de gordura X 10

2.3.2. Determinacéo da peroxidacéo lipidica (LPO)

A peroxidacao lipidica foi determinada utilizando um protocolo para microplacas de 96 pocos
adaptado do método de Uchiyama e Mihara (1978) para determinacdo de substancias reativas ao
acido tiobarbittrico (TBARS).

Material

v" Vortex (HeiDolph Reax 2000, Alemanha);

Banho-maria;

Agulhas de seringa;

Balanca de preciséo (Mettler Toledo, Alemanha);

Centrifuga (Eppendorf 5804R, Alemanha);

Homogeneizador (Ultra-Turrax T, Alemanha);

Micropipetas (2-20 uL e 20-200 uL, Sartorius; 100-1000 puL e 1000-5000 puL, Orange
Scientific) e respetivas pontas;

NN N

Tubos de eppendorf de 2 mL;
Microplacas de 96 pocos (Elisa-Plate Microlon,96w, Estados Unidos da América);

Espectrofotdmetro (Thermo Scientific Multiskan GO, Estados Unidos da América);

AN NN

Material de uso corrente em laboratério.

Reagentes

v Solucgéo padrdo de malondialdeido bis (dimetil-acetal) (solugdo de MDA/TPM, Merck,
Estados Unidos da América)

v" Tampao fosfato a 50 Mm (Sigma-Aldrich) a pH 7,0-7,4

v" Solucdo de acido tiobarbitarico (TBA) a 1 % (98 %, Sigma-Aldrich, Estados Unidos da
América);

v" Solugéo de &cido tricloroacético (TCA) a 20 % (98 %, Merck, Estados Unidos da América);

v" Solugé de n-butanol:piridina 15:1 v/v (99,8 % butanol e 99 % piridina; Merck, Estados Unidos
da América);

v Agua ultrapura (sistema Milli-Q Plus Millipore);

v" Solucédo de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 8.1 % (98 %; Sigma Aldrich, Alemanha).
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Preparacéo das solucdes de reagentes e padrbes

Preparou-se uma solugéo de mistura de reagentes contendo SDS, TCA, TBA e agua ultrapura.
Para tal, considerou-se que para cada amostra seria necessario adicionar 12,5 uL de SDS, 93,5 uL
de TCA, 93,5 uL de TBA e 50,5 uL de agua ultrapura. Preparou-se também uma solucdo de n-
butanol: piridina na proporcao de 15:1. Para elaborar uma reta de calibracao, preparam-se solucées
padrao de MDA/TPM diluido em agua milli-Q de modo a obter-se diferentes concentracdes deste
composto (0, 0,001, 0,002, 0,003, 0,004, 0,005, 0,01, 0,02, 0,05, 0,1, 0,2 € 0,3 uM).

Reacao

Para cada tubo eppendorf, pipetaram-se 30 L de solucdo de tampao fosfato e 20 uL de extrato
de amostra (isto €, amostra previamente homogeneizada em solucdo de tamp&o fosfato) ou padréo.
A seguir juntou-se 250 pL da solug¢édo de mistura de SDS + TCA + TBA + agua ultapura e agitou-se
cada tubo no vértex durante cerca de 30 segundos. Apos agitagdo, furaram-se as tampas dos tubos
com agulhas e colocaram-se os tubos em banho-maria a 100 °C durante 10 minutos. Retiraram-se
os tubos do banho e deixou-se arrefecer alguns minutos em gelo. Uma vez os tubos arrefecidos,
juntou—se 62,5 pL de 4gua ultrapura e 312,5 uL de solugdo de n-butanol: piridina (15:1, v/v, Merck,
EUA). Centrifugaram-se as amostras durante 5 minutos a 12.000 g, e no final transferiu-se 150 pL
do sobrenadante para cada poco da microplaca. Mediu-se a absorvancia das amostras/padrdes a

um comprimento de onda de 532 nm.

Em cada andlise, realizaram-se sempre ensaios brancos (isto €, 50 pL solucédo de PBS), bem
como uma reta de calibracdo com solucbes de MDA/TPM a diferentes concentrag6es. Todas as

amostras foram analisadas em duplicado e os resultados foram apresentados em nmol mg-* gordura.

2.3.3. Determinacé&o da gordura livre total

O teor de gordura livre total foi determinado de acordo com a norma NP 1972 (1992),
recorrendo-se a utilizacdo de um aparelho de shoxlet. Este método de quantificagdo de gordura
baseia-se na extracdo da matéria gorda de uma amostra humida, efetuando-se varias lavagens sob
refluxo com éter etilico. Posteriormente, o solvente é eliminado por evaporagdo e secagem. Cada

amostra foi analisada em triplicado.

Material

v" Aparelho de shoxlet (bateria de placas de aquecimento P Seleta, Espanha);
v/ Balbes volumétricos;

Pildo;

Exsicador;

Estufa elétrica (Universal ULE 500, Espanha);

LN R X

Placa de aquecimento (P selecta, Espanha);
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Almofariz;
Proveta;
Funil;

Balanga de preciséo (Mettler Toledo, Alemanha);

A N NN

Papel de filtro.

Reagentes

v’ Eter etilico (98 %, Alfa Aesar, Alemanha);
v' Sulfato de s6dio anidro (pureza = 99,9 %, Panreac, EUA).

Extracdo

Para determinar o teor em gordura, pesaram-se 5 g de cada amostra hiumida para um almofariz,
previamente identificado e tarado, e adicionou-se igual quantidade de sulfato de sédio anidro,
triturando e homogeneizando com o auxilio de um pildo. Depois, transferiu-se cada amostra para
dois papéis de filtro e fez-se um cartucho bem apertado de forma a envolver todo o material
bioldgico, colocando-se em seguida dentro de tubos extratores. Adicionaram-se 80 mL de éter etilico
em baldes volumétricos de fundo raso, previamente secos em estufa a 105 °C durante 1h,
arrefecidos em exsicador, pesados e identificados. Montaram-se os tubos que continham os
cartuchos juntamente com os balbes eperfez-se o volume com éter etilico até o cartucho estar
completamente submerso neste solvente. Cada conjunto extrator com cartucho + balao foi colocado
num aparelho de soxhlet, no qual permaneceu em placa de aquecimento durante um periodo de 7
h. No final deste tempo, extraiu-se o éter por evaporagdo em placa quente e secaram-se os baldes
numa estufa a 105 °C durante 30 minutos. Transferiram-se os baldes com gordura para um
exsicador onde se deixou arrefecer até a temperatura ambiente e pesou-se registando o valor.
Repetiu-se este passo até se atingir peso constante e calculou-se o teor de gordura com base na

formula:

(massa do baliao com gordura (g) — massa do baldo (g))
Teor de gordura = — x 100
massa da amostra humida (g)

2.4. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram tratados e analisados estatisticamente utilizando os software Excel
© e Statistica 8.0 ©. Para comparar os teores dos diferentes acidos gordos bem como o teor de
MDA (peroxidacéo lipidica) entre os diferentes tratamentos estudados nas duas espécies, realizou-
se uma andlise de variancias ANOVA de um fator (andlise efetuada para cada espécie
individualmente). Para tal, inicialmente, verificou-se se os dados obtidos obedeciam aos
pressupostos em que se baseia a ANOVA, isto é, a normalidade dos dados (aplicando o teste de

Kolmogorov-Smirnov) e a homogeneidade de variancias (usando o teste de Levene). Sempre que
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pelo menos um dos pressupostos nao se verificou, procedeu-se a transformacao dos dados através
dos métodos da logaritmizacdo ou da raiz-quadrada. Apos a realizagdo da ANOVA, aplicou-se o
teste Tukey que permitiu identificar efetivamente entre quais tratamentos existiam as diferencas
significativas. O nivel de significancia (a) foi estabelecido em 0,05, pelo que se considerou que os
tratamentos apresentavam valores significativamente diferentes sempre que o valor de p (p-value)

calculado a partir do software Statistica 8.0 © foi menor que 0,05.
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3. Resultados e discusséao

3.1. Efeito da fortificacéo de rac6es com PUFA w3 nos filetes de pescado de aquacultura
3.1.1. Carpa

Os teores de acidos gordos obtidos nos filetes de carpa crua estéo representados na Tabela
3.1 (os valores percentuais de cada acido gordo detetado nestas amostras também podem ser

consultados no Anexo 5).

No tratamento controlo (CC_CTR), o perfil de acidos gordos da carpa foi predominado pelos
MUFA (1131,2 + 32,4 mg/100 g), seguido dos SFA (563,2 + 27,0 mg/100 g) e PUFA (542,9 + 10,4
mg/100 g). Os principais SFA detetados no musculo da carpa foram o acido palmitico (16:0; 406,1
+ 25,2 mg/100 g) e o acido estearico (18:0; 81,6 + 2,4 mg/100 g). No grupo dos MUFA, detetaram-
se teores elevados de acidos oleico+vacénico (18:1w7+18:1w?9; 938,9 £+ 30,7 mg/100 g) e de acido
palmitoleico (3 16:1, 16:1w7+16:1w9; 144,4 + 5,3 mg/100 g). De entre os PUFA, verificou-se uma
predominéncia dos compostos do tipo w6 (456,2 + 12,6 mg/100 g), isto €, de LA (18:2w6; 350,9 +
7,9 mg/100 g) e de AA (20:4w6; 67,3 = 4,4 mg/100 g), relativamente aos acidos gordos do tipo w3
(82,1 + 2,6 mg/100 @), tais como o DHA (22:6w3; 38,7 £ 1,7 mg/100 g), ALA (18:3w3; 31,2 + 1,2
mg/100 g) e EPA (20:5w3; 5,0 + 0,7 mg/100 g). Este padrao vai de encontro aos resultados obtidos
em dois estudos também focados na carpa, que pretenderam avaliar o efeito da sazonalidade no
perfil de acidos gordos no musculo desta espécie, nos quais se observou que os SFA predominantes
foram os &cidos palmitico e esteérico, ao passo que os principais MUFA foram os acidos oleico e
palmitoleico (Karagali et al., 2011; Bulut et al., 2012). Nestes dois estudos, verificou-se também que
0s PUFA predominantes eram do tipo w6 (isto é, LA e AA), sendo que os principais compostos do
tipo w3 eram o ALA, EPA e DHA (Karagal et al., 2011; Bulut et al., 2012).

A semelhanca de outras espécies de pescado de aquacultura, os teores elevados de acido
oleico, LA e ALA no musculo da carpa estdo relacionados com o fato das ra¢bes fornecidas
apresentarem na sua constituicdo elevadas percentagens de 6leos e farinhas de origem vegetal
(como por exemplo, de colza, linhaga, girassol e soja; Tabela 2.1) (Suéarez et al., 2002; Marques,
2018). Por outro lado, o teor elevado de &cido araquidénico (comparativamente ao que geralmente
€ encontrado em espécies marinhas, selvagens e de aquacultura, como é o caso da dourada)
constitui uma caracteristica tipica das espécies de agua doce, certamente relacionada com o
metabolismo da espécie e tipo de alimentacdo disponivel (Jabeen & Chaudhry, 2011; Simopoulos,
2016; Woodcock et al, 2018).
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Tabela 3.1 - Teores dos principais acidos gordos (mg/100 g; média + desvio-padréo; n = 3) nos filetes de carpa (crua) e percentagens (%) de aumento (1) ou diminuig&o (/) nos
teores de acidos gordos das amostras fortificadas (CC_RF1, CC_RF2 e CC_RF3), relativamente aos valores obtidos no tratamento controlo (CC_CTR).

Em cada linha (correspondente a cada acido gordo), letras diferentes representam diferencas significativas (p > 0,05) entre tratamentos.

Abreviaturas: ns — N&o significativo; 16:0 — Acido palmitico; 18:0 — Acido estearico; 3 SFA — Somatério dos acidos gordos saturados; Y 16:1 — Somat6rio dos &cidos gordos
16:1w9 e 16:1w7; ¥ 18:1 - Somatério dos acidos gordos 18:1w9 e 18:1w7; YMUFA — Somatério dos acidos gordos monoinsaturados; 18:2w6 — Acido linoleico; 18:3w3 - Acido a-
linolénico; 20:4w6 - Acido araquidénico; 20:5w3 - Acido eicosapentaendico (EPA); 22:6w3 — Acido docosahexaendico (DHA); YPUFA — Somatério dos &cidos gordos
polinsaturados; Y PUFA w3 — Somatdrio dos acidos gordos polinsaturados do tipo w3; > PUFA w6 — Somatoério dos acidos gordos polinsaturados do tipo w6.

Acido gordo

CC_CTR
mg/100 g

CC_RF1
mg/100 g

CC_RF2

mg/100 g

CC_RF3

mg/100 g

16:0

18:0
>SFA
>16:1
>18:1
YMUFA
18:2w6
18:3w3
20:4w6
20:5w3
22:6w3
YPUFA
YPUFA w3
> PUFA w6
EPA+DHA

406,1 + 25,2¢
81,6 + 2,44
563,2 + 27,04
144,4 + 53¢
938,9 + 30,7¢
1131,2 £ 32,4¢
350,9 + 7,9¢
31,2+1,2¢
67,3 4,42
5,0+0,7¢
38,7 £1,7°
542,9 + 10,4°
82,1 +2,6°
456,2 + 12,6°
43,7 £0,9¢

463,9 £ 6,5°
100,3 + 3,2°¢
689,3 + 3,7°¢
156,4 + 8,8°
928,8 + 36,8°¢
1170,1 £17,5°
435,4 £11,1°
57,4 + 2,0
40,0 + 3,3°
342+1,72
166,5 + 5,82
798,9 + 16,6°
287,2+5,62
503,2 + 13,6°
200,6 £ 5,22

114,2%
122,9%
122,4%
ns
ns
ns
124,1%
183,9%
140,5%
1>100,0%
1>100,0%
147,2%
1>100,0%
ns
1>100,0%

598,0 + 4,9°
129,0 £ 2,5°
866,8 + 5,5°
239,2+11,52
1438,9 +£ 16,32
1789,5 + 35,02
574,4 +22,8°
62,8 +2,3°
51,0 + 4,62
29,3+0,7°
126,5+6,1°
920,1 + 25,02
251,2+4,78
656,4 + 26,0°
155,8 + 6,8°

147,3%
158,1%
153,9%
165,7%
153,3%
158,2%
163,7%
1>100,0%
ns
1>100,0%
1>100,0%
169,5%
1>100,0%
143,9%
1>100,0%

641,8 +11,92
129,3+5,92
908,7 + 7,82
209,5 +21,6°
1537,4 + 75,3°
1847,0 £ 99,8°
629,6 + 23,92
71,8+2,8?
73,6 £ 15,32
24,7 £ 2,0°
125,0 + 25,8°
997,4 + 81,42
250,1 + 31,62
736,1 + 49,92
149,7 +27,7°

158,0%
158,4%
161,3%
145,1%
163,8%
163,3%
179,4%
1>100,0%
ns
1>100,0%
1>100,0%
183,7%
1>100,0%
161,3%
1>100,0%

30



Resultados e discussao

Em geral, a alimentacdo com trés dietas fortificadas (CC_RF1, CC_RF2 e CC_RF3) resultou
no aumento significativo (p < 0,05) dos teores dos varios acidos gordos, naturalmente relacionado
com o aumento dos teores totais de gordura no misculo dos peixes (Anexo 6). Este aumento dos
teores gordura nos filetes fortificados de carpa pode estar relacionado com a incorporacdo de
microalgas ricas em PUFA (Schizochytrium sp., Chlorella sp. e Spirulina sp.), assim como de 6leo
de salmao (em RF3) na formulacdo das ra¢cBes. Assim, verificou-se um aumento significativo dos
SFA nos trés tratamentos fortificados, relativamente ao tratamento CC_CTR, provavelmente devido
aos teores mais elevados de 18:0 nestas racdes, aumento esse que foi mais significativo nas racfes
CC_RF2 (+53,9%; p < 0,0001) e CC_RF3 (+61,3% p < 0,0001) do que naragdo CC_RF1 (22,4%; p
= 0,005). Estas diferengas poderéo estar relacionadas com a diminuicdo substancial da quantidade
de farinhas e 6leos de origem vegetal utilizada na formulacdo da racdo RF1 (isto é, -3,7% do que
CC_CTR; Tabela 2.1), bem como, com os teores de gordura menores encontrados nos filetes de
carpa dos tratamentos CC_CTR (2,6 ¢g/100 g) e CC_RF1 (3,1 g/100 g), relativamente aos de
CC_RF2 (4,0 g/100 g) e CC_RF3 (4,2 g/100 g; Anexo 3).

Nos tratamentos CC_RF2 e CC_RF3 os teores de MUFA aumentaram significativamente
relativamente ao CC_CTR (CC_RF2: +58,2% e p < 0,05 ; CC_RF3: +63,3% e p < 0,05) devido aos
niveis mais elevados de ) 18:1 nestas amostras, mas o mesmo nado se observou no tratamento
CC_RF1, sendo que os teores de > 18:1 obtidos neste tratamento ndo foram significativamente
diferentes dos de CC_CTR (p > 0,05; Tabela 3.1). Mais uma vez, o teor de gordura mais baixo dos
filetes dos tratamentos CC_CTR e CC_RF1 poderdo justificar esta auséncia de diferencas

significativas entre estes dois tratamentos (Anexo 6).

Como seria expetavel, todos os tratamentos fortificados revelaram teores mais elevados de
PUFA do que o CC_CTR (+47,2%, +69,5% e +83,7% em CC_RF1, CC_RF2 e CC_RFS3,
respetivamente; p < 0,05), em particular de PUFA w3 (aumento >100% em todos os casos; p <
0,05), confirmando a eficiéncia das trés estratégias de fortificacdo usadas na preparacdo das
diferentes rac¢des (Tabela 2.1). No entanto, os tratamentos fortificados revelaram teores de PUFA
w3 (particularmente de EPA+DHA) significativamente diferentes entre eles, tendo o tratamento
CC_RF1 resultado em teores significativamente mais elevados (200,6 + 5,2 mg/100 g; p < 0,05) do
gue os outros dois (ambos a volta de 150 mg/100 g; Tabela 3.1), apesar do teor de gordura ter sido
inferior nestes filetes (Anexo 6). Isto significa que, apesar das trés estratégias de fortificacdo terem
sido bem-sucedidas, a estratégia utilizada na ragdo CC_RF1 parece ter sido a mais eficiente. A
maior eficiéncia da incorporacao de PUFA w3 na ragdo CC_RF1 esta fortemente relacionada com
dois fatores: 1) neste caso, adicionou-se uma percentagem maior de microalga Schizochytrium sp.
(rica em DHA; ~3,2 %) do que na ragdo CC_RF2 (~1,6 %; Tabela 2.1); e 2) na racdo CC_RF3, a
fortificacdo em PUFA w3 foi feita através da adicdo de 6leo de salmao (para promover a economia
circular e baixar o custo de producéo da racéo), estratégia essa que parece ter sido menos eficiente
do que a adicdo de microalga Schizochytrium sp. No estudo feito por Yildiz et al. (2018) em truta
arco—iris (Oncorhynchus mykiss), os teores de PUFA w3 também aumentaram apds um periodo de

fortificagdo com 100 % de 6leo de peixe, com a duracdo de 9 semanas. Gimis & Aydin (2013)
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também obtiveram um padrao semelhante, tendo registado um aumento de 30,15 % em filetes de

carpa (C. carpio) alimentada com uma rac¢do fortificada com farinha de peixe.

Tal como nos SFA, os tratamentos fortificados CC_RF2 (+53,9 %; p < 0,05) e CC_RF3 (+61,3
%; p < 0,05) promoveram valores mais elevados de PUFA w6 que o tratamento CC_CTR, ao passo
gue o tratamento CC_RF1 nao foi significativamente diferente deste Ultimo (p > 0.05; Tabela 3.1).
Os resultados observados nos tratamentos CC_RF2 e CC_RF3 estédo de acordo com os obtidos no
estudo feito por Gimus & Aydin (2013), no qual se verificou um aumento de 53,56 % de PUFA w6
nos filetes de carpa fortificada com farelo de soja. Ja a auséncia de diferencas significativas entre
os tratamentos CC_RF1 e CC_CTR deveu-se, sobretudo, a diminuicao do teor de AA em cerca de
40 % (p < 0,05) no tratamento CC_RF1, que contrabalancou os teores mais elevados de LA (+24,1

%) e outros PUFA w6 nesta racao.

Tendo em conta a competicdo que ocorre entre as enzimas que participam na sintese dos
PUFA w3 e dos PUFA w6 no corpo humano, a propor¢do ou razao entre os teores destes dois tipos
de compostos nos alimentos e na dieta em geral tem vindo a ser apontada como um critério de
gualidade nutricional de extrema importancia (Martin et al., 2006; Simopoulos, 2008). Assim, 0s
resultados obtidos neste trabalho permitiram verificar que qualquer uma das estratégias escolhidas
para a fortificacdo dos filetes de carpa melhorou a qualidade nutricional deste produto de
aquacultura, uma vez que arazdo PUFA w3:PUFA w6 passou de 0,2 no tratamento néo fortificado
(CC_CTR) para 0,6 no tratamento CC_RF1 e 0,4 nos tratamentos CC_RF2 e CC_RF3.

3.1.2. Dourada

Os teores de acidos gordos obtidos nos filetes de dourada crua estéo representados na Tabela
3.2 (os valores percentuais de cada &cido gordo detetado nestas amostras também podem ser

consultados no Anexo 7).

No tratamento controlo (SA_CTR), o perfil de acidos gordos da dourada foi predominado pelos
MUFA (3276,0 £ 27,2 mg/100 g), seguido dos PUFA (2373,1 + 56,0 mg/100 g) e SFA (1999,0 + 36,5
mg/100 g). Embora as espécies de pescado selvagens também possam apresentar teores
consideraveis de MUFA, nomeadamente, de &cido oleico, os teores deste tipo de acidos gordos sédo
geralmente superiores no pescado de aquacultura, uma vez que as racdes comerciais utilizadas em
aquacultura apresentam quantidades elevadas de farinhas e 6leos de origem vegetal (Alasalvar et

al., 2002; Busetto et al., 2008), tal como se pode observar na Tabela 2.2.

Os principais SFA detetados no misculo da dourada foram o &cido palmitico (16:0; 1388,7
+ 28,8 mg/100 g), seguido do acido estearico (18:0; 342,7 + 13,6 mg/100 g). No grupo dos MUFA,
detetaram-se teores elevados de 4cidos oleico+vacénico (18:1w7+18:1w9; 2749,4 + 27,1 mg/100
g) e de acido palmitoleico (>16:1; 16:1w7+16:1w9; 338,8+ 6,3 mg/100 g). No estudo feito por
Nasopoulou et al. (2011), sobre os efeitos do 6leo feito a partir da polpa de azeitona no crescimento
e perfil de acidos gordos da dourada também se verificou que os principais SFA eram os acidos

palmitico e estearico, ao passo que o principal MUFA era o acido oleico.
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Tabela 3.2 - Teores dos principais acidos gordos (mg/100 g; média + desvio-padréo; n = 3) nos filetes de dourada (crua) e percentagens (%) de aumento (1) ou diminuigdo (/) nos
teores de acidos gordos das amostras fortificadas (SA_RF1, SA_RF2 e SA_RF3), relativamente aos valores obtidos no tratamento controlo (SA_CTR).

Em cada linha (correspondente a cada acido gordo), letras diferentes representam diferencas significativas (p > 0,05) entre tratamentos.

Abreviaturas: ns — N&o significativo; 16:0 — Acido palmitico; 18:0 — Acido estearico; 3 SFA — Somatério dos acidos gordos saturados; Y 16:1 — Somatério dos &cidos gordos
16:1w9 e 16:1w7; Y 18:1 - Somatério dos acidos gordos 18:1w9 e 18:1w7; YMUFA — Somatério dos acidos gordos monoinsaturados; 18:2w6 — Acido linoleico; 18:3w3 - Acido a-
linolénico; 20:4w6 -Acido araquidénico; 20:5w3 - Acido eicosapentaendico (EPA); 22:6w3 — Acido docosahexaenédico (DHA); YPUFA — Somatério dos acidos gordos
polinsaturados; > PUFA w3 — Somatério dos &cidos gordos polinsaturados do tipo w3; Y PUFA w6 — Somatdrio dos acidos gordos polinsaturados do tipo w6.

Acido gordo

SA _CTR
mg/100 g

SA_RF1
mg/100 g

mg/100 g

SA_RF2

SA_RF3

mg/100 g

16:0

18:0
>SFA
>16:1
>18:1

> MUFA
18:2w6
18:3w3
20:4w6
20:5w3
22:6w3
YPUFA
YPUFA w3
YPUFA w6
EPA+DHA

1388,7 + 28,8°
342,7£13,6
1999,0 + 36,5°¢
338,8+6,3%
2749,4 + 27,1
3276,0 + 27,2%
1409,1 + 29,92
333,2+28,4
19,7+1,1
201,4 +13,4%
329,6 +18,2°
2373,1 +56,0°
869,5 + 23,6°
1503,6 + 32,5%
531,0 + 8,9°

1506,2 + 93,2°
342,7+18,0
2123,5 +103,6°
323,9+5,6°
2672,3 + 68,8"
3181,9 + 78,4°
1329,3 +61,0°
293+19
17,7£1.2
165,0 + 16,5°
381,1 +33,3%
2266,4 + 85,4°
843,8 + 24,20
1422,6 + 66,4°
546,0 + 17,3°

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
118,1%
ns
ns
ns
ns

ns

1631,5 £ 65,62
363,3+25/4
2304,5 + 94,72
347,8 + 14,620
2673 + 26,8°
3214,1 +24,0°
1303,9 + 41,6°
284,2+17,2
18,6 £ 0,5
181,9 £ 12,3%
438,4 + 30,4
2316,1 + 92,0°
910,6 + 54,6
1405,5 + 38,1°
620,4 + 41,02

117,5%
ns
115,3%
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
133,0%
ns
ns
ns
116,8%

1694,7 £ 57,28
371,5+19,7
2386,8 £ 71,32
369,5+17,12
2853,6 + 34,82
3393,0 + 39,72
1475,0 £ 32,728
332+ 28,7
19,7+1;3
207,3 + 22,02
474,4 + 28,52
2599,9 + 85,82
1019,0 + 77,28
1580,9 + 33,18
681,7 + 50,62

122,0%
ns
119,4%
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
143,9%
19,6%
117,2%
ns
128,4%
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De entre os PUFA, verificou-se uma predominancia dos compostos do tipo w6 (1503,6 = 32,5
mg/100 g), isto &, de LA (18:2w6; 1409,1 + 29,9 mg/100 g) e de AA (20:4w6; mg/100 g), relativamente
aos acidos gordos do tipo w3 (869,5 + 23,6 mg/100 g), tais como o DHA (22:6w3; 329,6 + 18,2
mg/100 g), ALA (18:3w3; 333,2 £ 28,4 mg/100 g) e EPA (20:5w3; 201,4 + 13,4 mg/100 g). Tal como
referido anteriormente, o perfil de acidos gordos do pescado reflete em grande parte o tipo de alimento
disponivel ou que Ihe é fornecido ao longo da sua vida (Mnari Bhouri et al., 2010). Assim, outra
caracteristica tipica do pescado de aquacultura é o elevado teor de LA, decorrente dos 6leos vegetais
incorporados nas racdes (como se pode conferir na Tabela 2.2), caracteristica essa que muitas vezes
é utilizada para distinguir espécies selvagens das de aquacultura (Fountoulaki et al, 2009). O fato de
o pescado de aquacultura apresentar frequentemente um desequilibrio entre os teores de PUFA w6
e PUFA w3, isto é, na razdo PUFA w3:PUFA w6, € uma das principais razées pelas quais o valor
nutricional do pescado de aquacultura € muitas vezes posto em causa (Simopoulos, 2004). Neste
sentido, como se vera mais a frente, foi importante perceber se a fortificacdo das ragbes com PUFA
w3 através da incorporacao de microalgas ricas em EPA e DHA contribuiu para uma a razao mais
equilibrada entre estes dois tipos de PUFA.

Em geral, a alimentacdo com as trés dietas fortificadas (isto é, nos tratamentos SA_ RF1,
SA RF2 e SA RF3) ndo alterou significativamente os teores de acidos gordos da dourada (p > 0,05;
Tabela 3.2). No entanto, houve algumas excec¢des: as RF2 e RF3 apresentaram teores mais elevados
de SFA (+15,3 % e 19,4 %, respetivamente), devido ao aumento significativo do teor de &cido
palmitico nestas ragfes (p < 0,05; Tabela 3.2 e Anexo 2). Esse aumento pode estar relacionado com
a quantidade de 6leo de peixe usada na formulagéo das quatro ragdes para dourada, isto é, na racao
RF1 reduziu-se cerca de 20,0 % da quantidade de 6leo de peixe utilizada nas ra¢des CTR, RF2 e
RF3 (Tabela 2.2). Benedito-Palos et al. (2008) obteve resultados semelhantes ao substituir 66 % dos
Oleos de peixe utilizados na racdo para dourada, por uma mistura de éleo vegetais (6leo de colza,
Oleo de linhaga e 6leo de palma).

Nos MUFA, verificou-se que os teores da dourada do tratamento SA RF3 (3393,0 + 39,7
mg/100 g) eram significativamente maiores que as douradas dos tratamentos SA_RF1 (3181,9 + 78,4
mg/100 g; p<0,05) e SA RF2(3214,1 £ 24,0 mg/100 g; p <0,05; Tabela 3.2), apesar da percentagem
de é&cido oleico e palmitoleico nas trés ragfes fortificadas ser semelhante (Anexo 2). Assim, as
diferencas encontradas deverdo estar relacionadas com os teores de gordura obtidos nos filetes de
dourada destes trés tratamentos (8,3 g/100 g, 8,6 g/100 g e 9,2 g/100 g em SA_RF1, SA RF2 e
SA_RF3, respetivamente; Anexo 6).

Relativamente aos PUFA, verificou-se que os peixes do tratamento SA_RF3 apresentaram
teores mais elevados deste tipo de acidos gordos (2599,9 + 85,8 mg/100 g; +9,6 % do que SA_CTR),
sendo estes significativamente mais elevados do que os tratamentos SA_CTR, SA_RF1 e SA_RF2
(2373,1 + 56,0 mg/100 g, 2266,4 + 85,4 mg/100 g, 2316,1 + 92,0 mg/100 g; p < 0,05; Tabela 3.2).
Este resultado é sobretudo decorrente do aumento significativo dos teores de DHA da dourada do
tratamentos SA_RF3 (474,4 + 28,5 mg/100 g; +43,9 % do que SA_CTR; p < 0,05) e SA_RF2 (438,4
+ 30,4 mg/100 g; +33,0 % do que SA_CTR; p < 0,05), bem como, da diminuicdo dos teores de EPA
no tratamento SA_RF1 (165,0 + 16,5 mg/100g; -18,1 % do que SA CTR; p < 0,05; Tabela 3.2). Por
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outras palavras, seguindo o padrdo encontrado nas quatro racfes, os teores de EPA+DHA nos
tratamentos SA_RF2 (620,4 + 41,0 mg/100 g; +16,8 % do que SA_CTR) e SA_RF3 (681,7 + 50,6
mg/100 g; +28,4 % do que SA_CTR) foram significativamente maiores do que o do SA_CTR (531,0 +
8,9 mg/100 g; p < 0,05; Tabela 3.2). No entanto, 0 mesmo néo se verificou no tratamento RF1 (546,0
+ 17,3 mg/100 g; p > 0,05), apesar das trés racdes terem sido fortificadas com a mesma percentagem
de microalgas Schizochytrium sp., Tetraselmis sp. e Chlorella sp. (ricas em PUFA w3; Tabela 2.2). A
auséncia de diferencas significativas entre os teores de DHA dos tratamentos SA_CTR e SA_RF1,
assim como o teor mais baixo de EPA neste Ultimo tratamento, estao certamente relacionados com o
facto de se ter diminuido a percentagem de 6leo de peixe usada na ragdo SA_RF1 (Tabela 2.2). Tal
como referido anteriormente, esta diminuicdo de 6leo de peixe foi feita com o objetivo de tentar
desenvolver uma racdo mais ecologicamente sustentavel, isto €, requerendo menores quantidades
de Oleo de peixe vulgarmente utilizados na producéo de ragdes, 6leos esses que sdo extraidos a partir
de espécies de pequenos peixes pelagicos capturadas em meio selvagem. Ora, os resultados obtidos

demonstraram o seguinte:

1) Através da incorporacéo de 3,2 % Schizochytrium sp. e do aumento da quantidade de microalgas
Tetraselmis sp. e Chlorella sp. (+30 % do que em SA_CTR), conseguiu-se reduzir a percentagem
de dleo de peixe usada na racdo para dourada, sem que a qualidade nutricional (em termos de
PUFA w3) dos filetes de dourada fosse alterada (isto é, teores de PUFA w3, nomeadamente de
EPA+DHA nos tratamentos SA_CTR e SA_RF1 nao foram significativamente diferentes um do

outro), o que constitui um resultado positivo do ponto de vista da sustentabilidade;

2) As estratégias de fortificagéo utilizadas nas ra¢des para dourada ndo permitiram alcangcar uma
razdo PUFA w3:PUFA w6 mais equilibrada do que a que existia nos filetes de dourada do
tratamento controlo/sem fortificagcéo (isto €, razdo PUFA w3:PUFA w6 ao redor de 0,6 em todos

o0s tratamentos);

3) Para se fortificar os filetes de dourada de forma mais eficaz (melhorando a razdo PUFA w3:PUFA
w6) e sustentavel (isto é, usando uma menor quantidade de 6leo de peixe) seria necessario utilizar-
se uma quantidade maior de microalgas, nomeadamente de Schizochytrium sp., solu¢cdo que
certamente ficaria bastante mais dispendiosa (e, logo, menos interessante) para os produtores de
pescado de aquacultura. Isto revela entdo que é necessario explorar outras estratégias de
fortificacdo para a dourada, usando outros ingredientes como fonte alternativa de PUFA w3 (como
por exemplo, 6leo de salmao feito a partir de desperdicios, como se fez no ensaio da carpa), em

substituicdo ou em conjunto com a microalga Schizochytrium sp.

E também importante referir que nenhuma das estratégias de fortificacdo estudadas na
dourada aumentou o teor de EPA+DHA com tanta eficacia como se viu no ensaio da carpa, isto &, no
ensaio de fortificagdo da dourada o incremento maximo de EPA+DHA foi de 28,4 % (em SA_RF3), ao
passo que no ensaio da carpa todos os tratamentos de fortificacdo resultaram em incrementos de
EPA+DHA superiores a 100 %. Este resultado terd a ver com o fato da dourada, selvagem ou de

aquacultura, ser uma espécie marinha e, por isso, apresentar, a partida, niveis mais elevados de PUFA
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w3 do que as espécies de agua doce, como a carpa. Assim, os resultados obtidos neste estudo
revelaram que o processo de fortificacdo com PUFA w3 nas espécies de aquacultura marinha € mais
complexo, dispendioso e menos promissor do que o das espécies de aquacultura de agua doce
(Almeida & Franco, 2006).

3.2.Efeito da cozedura a vapor na estabilidade dos PUFA w3 nos filetes de pescado
fortificado

3.2.1. Carpa

Os teores de acidos gordos obtidos nos filetes de carpa cozidos a vapor estdo representados na
Tabela 3.3 (os valores percentuais de cada &cido gordo detetado nestas amostras também podem
ser consultados no Anexo 8).

Em geral, a cozedura a vapor alterou significativamente os teores de acidos gordos nos filetes
de carpa independentemente do tratamento (p < 0,05), com excec¢do do }16:1 (nos tratamentos
CC_RF1 e CC_RF3) e do 20:4w6 (tratamento CC_RF1), cujos teores ndo apresentaram diferencas

significativas relativamente aos observados em cru (p > 0.05; Tabela 3.3).

Comecando pelo tratamento controlo (CC_CTR), verificou-se que a cozedura a vapor, em regra,
promoveu o aumento dos teores de todos os &cidos gordos, o que esta certamente relacionado com
0 aumento dos teores totais de gordura ap6s a confecdo. Como tem sido referido na literatura, esse
aumento decorreu provavelmente da perda de humidade nos filetes durante a confecéo, devido a
exposicao a temperaturas elevadas que, por sua vez, se refletiu num aumento aparente dos teores
dos restantes constituintes do pescado, isto é, de proteina, gordura, vitaminas e sais minerais
(Maulvault et al., 2011; Maulvault et al., 2012). Estes resultados vao de encontro ao reportado por
Moradi et al. (2011) que descreveu um aumento de 32 % de teores de acidos gordos em filetes cozidos

de uma espécie de peixe de agua doce, a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss).

No tratamento CC_CTR, os PUFA foram o grupo de acidos gordos que revelou o maior aumento
apos a cozedura a vapor (+50,3 %; p < 0,05), ao passo que 0os SFA e MUFA refletiram aumentos ao
redor de 40 % (Tabela 3.3). No estudo feito por Amira et al. (2009) sobre o efeito da fritura na
composicao dos acidos gordos da dourada (Sparus aurata), obtiveram-se resultados semelhantes,
isto é, a fritura em 6leo de soja resultou num aumento de teores de PUFA (47,18 %) e de SFA (19,08
%).

Apesar dos teores de gordura serem, a partida (isto €, em cru), mais elevados nos tratamentos
fortificados, verificou-se que a percentagem de aumento de SFA, MUFA e PUFA (w3 e w6) apods a
confecdo, geralmente, foi menor do que no tratamento CC_CTR (p < 0,05; Tabela 3.3). Este padrdo
sugere que, apesar de ter havido um aumento aparente do teor de acidos gordos promovido pela
perda de humidade e consequente aumento da gordura nos filetes cozidos, durante a confecéo,

também terdo ocorrido algumas perdas ou conversao de uns compostos noutros devido a exposicao
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ao calor (Mnari Bhouri et al., 2010), perdas essas que parecem ter sido maiores nos filetes fortificados,

sobretudo nos pertencentes ao tratamento CC_RF3.
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Tabela 3.3 - Teores dos principais acidos gordos (mg/100 g; média + desvio-padrao; n = 3) nos filetes de carpa cozinhados e percentagens (%) de aumento (1) ou diminuicao ()
nos teores de acidos gordos apos a confegcdo das amostras controlo (CC_CTR) e fortificadas (CC_RF1, CC_RF2 e CC_RF3), relativamente aos valores obtidos nos filetes crus
de cada tratamento, respetivamente.

Em cada linha (correspondente a cada acido gordo), letras diferentes representam diferencas significativas (p > 0,05) entre tratamentos.

Abreviaturas: ns — N&o significativo; 16:0 — Acido palmitico; 18:0 — Acido estearico; 3 SFA — Somatério dos acidos gordos saturados; Y 16:1 — Somat6rio dos &cidos gordos
16:1w9 e 16:1w7; 3 18:1 - Somatodrio dos acidos gordos 18:1w9 e 18:1w7; Y MUFA- Somatério dos acidos gordos monoinsaturados; 18:2w6 — Acido linoleico; 18:3w3 - Acido a-
linolénico; 20:4w6 - Acido araquidénico; 20:5w3 - Acido eicosapentaendico (EPA); 22:6w3 — Acido docosahexaendico (DHA); YPUFA — Somatério dos acidos gordos
polinsaturados; Y PUFA w3 — Somatdrio dos acidos gordos polinsaturados do tipo w3; > PUFA w6 — Somatoério dos acidos gordos polinsaturados do tipo w6.

Acido gordo

16:0

18:0
>SFA
>16:1
>18:1
YMUFA
18:2w6
18:3w3
20:4w6
20:5w3
22:6w3
YPUFA

Y PUFA w3
> PUFA w6
EPA+DHA

CC_CTR
mg/100 g

569,7 + 18°
124,8 +1,7°
799,8 + 19,9°
189,2 + 8,40
1324,6 + 32,5°
1589,9 + 41,5P
497,1 + 20,3°
42,8 +26°
113,4£9,02
9,1+0,5b
64,2 + 3,9¢
815,7 + 40,8°
134,0+ 7,20
674,8 + 34,8°
73,2 £ 4,3°

140,3%
152,9%
142,0%
131,0%
141,1%
140,6%
141,7%
137,0%
168,5%
179,9%
166,0%
150,3%
163,3%
147,9%
167,6%

CC_RF1

mg/100 g

541,8 + 8,6°
125,2 +2,4°
780,9 + 6,1°
164,8 + 14,7°
1195,7 + 74,00
1472,4 + 105,8°
528,4 + 14,7°
86,9 £ 24,92
42,7 £ 17,0°
52,3 +£19,72
209,0 + 6,62
1026,9 + 71,9°
4112 £71,92
609,8 + 8,8°
261,3 + 26,32

116,8%
124,8%
113,3%
ns
128,7%
125,8%
121,4%
151,4%
ns
153,0%
125,5%
128,6%
143,2%
121,2%
130,2%

CC_RF2
mg/100 g

7453 +7,72
174,4 +7,6°
1072,1 + 22,22
292,6 + 11,22
1828,7 + 66,0
2286,3 + 90,42
748,3 + 21,00
84,7+1,32
83,5+ 18,3
46,4 + 4,42
227,6 + 39,22
1298,1 + 80,9°
410,3 + 46,3
879,1 + 34,82
274,0 + 43,62

124,6%
135,2%
123,7%
122,3%
127,1%
127,8%
130,3%
134,9%
163,8%
158,4%
180,0%
141,1%
163,4%
133,9%
175,9%

CC_RF3

mg/100 g

737,5+ 15,82
160,1 + 3,3°
1033,9 £ 22,02
229,7 + 23,8°
1816,0 £ 98,32
2178,6 £ 135,12
746,5 + 41,22
97,4 +£11,62
92,0 £ 13,7°
31,1+1,8
161,4 + 16,52
1223,0 £ 90,82
328,8 £ 27,62
889,7 £ 61,92
192,5+18,1°

114,9%
123,8%
113,8%
ns
118,1%
118,0%
118,6%
135,7%
125,0%
125,7%
129,2%
122,6%
131,5%
120,9%
128,6%
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Por exemplo, com a cozedura a vapor, ocorreu uma retencao de gordura que resultou no
aumentoem 47,9% do teor de PUFA w6 no tratamento CC_CTR, ao passo que nos tratamentos
CC_RF1, CC_RF2 e CC_RF3 os teores aumentaram 21,2%, 33,9% e 20,9%, respetivamente
(Tabela 3.3). No que respeita aos PUFA w3, o tratamento CC_RF2 pareceu constituir uma excec¢éo,
apresentando percentagens de ganho deste tipo de acidos gordos, em particular de EPA+DHA, mais
elevadas ndo s6 relativamente aos outros tratamentos fortificados, mas também em relagcéo ao
tratamento CC_CTR (Tabela 3.3). Assim, apesar de se ter obtido teores mais elevados (em cru) nos
trés tratamentos de fortificacdo estudados, os resultados obtidos sugerem que os PUFA w3,
nomeadamente o EPA e DHA, incorporados no muasculo da carpa apresentaram maior estabilidade,
face a exposicdo a altas temperaturas, nos tratamentos CC_RF2 e CC_CTR do que nos tratamentos
CC_RF1 e CC_RF3. Tais resultados poderdo dever-se, por um lado, as diferentes quantidades de
microalga Schizochytrium sp. usadas nas ragbes CC_RF1 (3,2%) e CC_RF2 (1,6%) e, por outro
lado, ao fato da fortificagdo em PUFA w3 na racdo CC_RF3 ter sido feita através da adi¢cdo de 6leo
de salméo, em vez de Schizochytrium sp. (Tabela 2.1).

A oxidacéo dos lipidos, decorrente da exposi¢do ao ar, luz e diferencas de temperatura constitui
uma das maiores preocupac¢des do setor de producdo e processamento de pescado, uma vez que
esta reacdo pode levar a deteriorac@o da qualidade do pescado (particularmente, nas espécies com
elevado teor de PUFA) e, no limite, inviabilizar a comercializagdo do mesmo (Secci & Parisi, 2016).
Para além da diminui¢éo dos teores de PUFA e da qualidade nutricional em geral, a peroxidacao
lipidica pode traduzir-se também na formacg&o de compostos que, ndo s6 conferem um sabor e odor
desagradavel ao pescado, mas também representam riscos para a salde humana (Secci & Parisi,
2016). A Figura 3.1 apresenta os valores de peroxidagdo lipidica (expressos em teor de MDA)

obtidos nos filetes de carpa apds confecao.
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Tratamento CC_CTR Tratamento CC_RF1 Tratamento CC_RF2 Tratamento CC_RF3

Efeito da confegdo a vapor

Figura 3.1 - Peroxidacgéo lipidica (LPO; média + desvio padrao; nmolIMDA/mg lipidos) nos filetes cozinhados
da carpa (CC_RF1, CC_RF2 e CC_RF3).

Letras diferentes sao indicativas das diferencas significativas (p < 0,05) entre tratamentos.

Abreviaturas: CC — Cyprinus carpio; CTR - Controlo; RF1 — Ragéo fortificada 1; RF2 — Racao fortificada2; RF3
— Racéo fortificada 3.
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Apesar da potencial menor estabilidade, face a cozedura, dos PUFA w3 no tratamento
CC_RF3, os valores de LPO, isto &, os teores médios de MDA obtidos nos tratamentos CC_CTR e
CC_RF1 foram significativamente maiores que o do tratamento CC_RF3 (p < 0,05), respetivamente
(Figura 3.1). Isto sugere que a cozedura a vapor tera dado origem a uma maior formacao de radicais
livres nos filetes de carpa provenientes dos tratamentos CC_CTR e CC_RF1, alterando a
permeabilidade, fluidez e integridade das membranas celulares do musculo do pescado, e
danificando os lipidos estruturais (homeadamente, os PUFA) que as constituem (Yin et al., 2011;
Secci & Parisi, 2016). A menor LPO observada nos filetes cozinhados do tratamento CC_RF3
podera estar relacionada com o facto da fortificagdo em PUFA w3 neste tratamento ter sido feito,
em grande parte, através da adicdo de 6leo de salmao, que geralmente apresenta niveis elevados
de compostos antioxidantes, como o a-tocoferol (vitamina E) e carotendides (astaxantina, por
exemplo), capazes de prevenir a formacgéo de radicais livres e consequente oxidagdo dos lipidos do
musculo do pescado (Chitchumroonchokchai & Failla, 2017). E também importante referir que, tal
como descrito por Secci & Parisi (2016), este resultado pode também estar relacionado com o facto
dos filetes de carpa do tratamento CC_RF3 apresentarem teores de gordura mais elevados (4,2%
nos filetes crus e 5,0 % nos filetes cozidos) dos que os dos tratamentos CC_CTR e CC_RF1 (a volta
de 3 % nos filetes crus e 3,7 % nos cozidos; Anexo 6), isto porque a atividade e concentracéo dos
compostos antioxidantes sera tanto maior quanto maior for o teor de gordura do pescado (Secci &
Parisi, 2016).

3.2.2. Dourada

Os teores de acidos gordos obtidos nos filetes de dourada cozidos a vapor estédo representados
na Tabela 3.4 (os valores percentuais de cada acido gordo detetado nestas amostras também

podem ser consultados no Anexo 9).

Na maioria dos casos, a cozedura a vapor alterou significativamente os teores da maioria dos
acidos gordos nos filetes de dourada (p < 0,05). No entanto, houve algumas excecdes, isto é, apds
a confecdo, os somatorios dos &cidos gordos 16:1 (todos os tratamentos), PUFA (SA_RF2 e
SA_RF3), PUFA w3 (SA_CTR), PUFA w6 (SA_FR1) e EPA+DHA (todos os tratamentos), bem como
os &cidos gordos ALA (SA_RF1 e SA_RF2), EPA (todos os tratamentos) e DHA (SA_CTR, SA_RF2
e SA_RF3) néo revelaram teores significativamente diferentes dos observados nos filetes crus (p >
0,05).

Comecando pelo tratamento controlo (SA_CTR), verificou-se que a cozedura a vapor, em geral,
promoveu a diminuicao dos teores de todos os acidos gordos exceto, AA. Essa diminuicdo de teores
de &cidos gordos pode ser devida a perda de gordura para o exterior (dripping) ou oxidacdo dos
compostos insaturados (PUFA) durante a cozedura. Segundo Nasopoulou et al, (2013) durante a
confecdo dos alimentos ocorrem reages fisicas e quimicas, que resultam na desnaturacdo de
proteinas e na perda (por oxidacdo ou dripping) de gordura que ocorre, sobretudo, nas espécies

mais gordas.
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Tabela 3.4 - Teores dos principais &cidos gordos (mg/100 g; média + desvio-padréo; n = 3) nos filetes de dourada cozinhados e percentagens (%) de aumento (1) ou diminui¢cao
(1) nos teores de acidos gordos apoés a confecéo das amostras controlo (SA_CTR) e fortificadas (SA_RF1, SA_RF2 e SA_RF3), relativamente aos valores obtidos nos filetes crus
de cada tratamento, respetivamente.
Em cada linha (correspondente a cada acido gordo), letras diferentes representam diferencas significativas (p > 0,05) entre tratamentos.
Abreviaturas: ns — N&o significativo; 16:0 — Acido palmitico; 18:0 — Acido estearico; Y SFA — Somatério dos acidos gordos saturados; ¥ 16:1 — Somatério dos &cidos gordos
16:1w9 e 16:1w7; > 18:1 - Somatodrio dos acidos gordos 18:1w9 e 18:1w7; YMUFA- Somatorio dos acidos gordos monoinsaturados; 18:2w6 — Acido linoleico; 18:3w3 - Acido a-
linolénico; 20:4w6 - Acido araquidénico; 20:5w3 - Acido eicosapentaendico (EPA); 22:6w3 — Acido docosahexaendico (DHA); SPUFA — Somatério dos &cidos gordos
polinsaturados; Y PUFA w3 — Somatdrio dos acidos gordos polinsaturados do tipo w3; > PUFA w6 — Somatoério dos acidos gordos polinsaturados do tipo w6.

Acido gordo

16:0

18:0
>SFA
>16:1
>18:1
YMUFA
18:2w6
18:3w3
20:4w6
20:5w3
22:6w3
YPUFA

Y PUFA w3
> PUFA w6
EPA+DHA

SA_CTR
mg/100 g

1001,0 + 29,1°
243,3+4,1°
1496,6 + 31,9°
298,5+13,7°
2164,3 +18,9°
2615,4 + 7,5
1072,8 £5,9¢
243,7 +5,6°
38,1+4,0°
168,3 + 1,4°
321,5+ 24,45
2140,3 + 39,8°
924,0 + 29,8°
1174,3 +2,8°
489,8 + 25,6°

127,9%
129,0%
125,1%
ns
121,3%
120,2%
123,9%
126,9%
193,3%
ns
ns
19,8%
ns
121,9%
ns

SA_RF1
mg/100 g

1180,7 £ 6,12
272,4+9,12
1736,8 £7,32
351,0+17,22
2460,0 £ 41,62
2966,8 £ 17,52
1233,9 £ 58,62
267,6 +17,82
47,3 £ 3,8%
166,4 + 3,0°
467,0 £ 4,42
2511,2 + 34,82
1104,3 £ 23,72
1351,8 + 28,82
633,4 + 7,22

121,6%
120,5%
118,2%
ns
17,9%
16,8%
17,2%
ns
1>100,0%
ns
122,6%
110,8%
130,9%
ns

ns

SA_RF2
mg/100 g

1156,7 £ 40,02
267,2 + 14,62
1714,8 + 48,62
344,9 + 25,52
2297,3 + 20,8°
2807,3 £ 18,8°
1124,9 + 15,40
247,2 +7,1°
48,2 + 4,62
185,9 + 10,42
477,8 £ 25,92
24425 + 81,42
1126,4 £ 52,62
1266,2 + 17,10
663,7 + 34,92

129,1%
126,4%
125,6%
ns
114,1%
112,7%
113,7%
ns
1>100,0%
ns
ns
ns
123,7%
19,9%
ns

SA_RF3

mg/100 g

1184,8 £ 19,42
267,6 + 10,8
1751,9 £ 31,22
343,9 £ 9,92
2365,7 £ 57,72
2887,4 + 50,8°
1180,0 £ 32,82
267,0 + 4,82
45,8 +1,9%
196,8 £ 7,02
490,5 + 19,72
25248 + 12,22
1172,2 £ 17,52
1304,7 + 28,82
687,3 + 23,42

%( /)

130,1%
127,9%
126,6%
ns
117,1%
114,9%
120,0%
119,6%

1>100,0%

ns
ns
ns
115,0%
117,5%
ns
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Nos tratamentos fortificados (SA RF1, SA RF2 e SA RF3) a cozedura teve um efeito
ligeiramente diferente do observado no SA_CTR, isto é, houve uma diminuicdo dos SFA e MUFA
(no caso dos MUFA as perdas nos tratamentos fortificados foram sempre menores que as do
tratamento SA_CTR; - 20,2 %, -6,8 %, -12,7 % e -14,9 % nos tratamentos SA_CTR, SA_RF1,
SA_RF2 e SA _RF3, respetivamente; p < 0,05; Tabela 3.4). Por outro, verificou-se ao mesmo tempo,
uma retencdo significativa de alguns PUFA, como por exemplo, de AA (em todos os tratamentos,
sendo superior nos fortificados, isto €, >100 %), DHA (+22,6 % no tratamento SA_RF1) e PUFA w3
(+30,9 %, +23,7 % e +15,0 % nos tratamentos SA_RF1, SA RF2 e SA_RF3, respetivamente;
Tabela 3.4). Nasopoulou et al. (2013) também observou no seu estudo com sardinha (Sardina
pilchardus) um aumento significativo nos teores de PUFAw3, especialmente de EPA apds a
grelhagem. Este aumento dos teores de PUFA, sobretudo, no tratamento SA_RF1, levam a crer,
mais uma vez, que as perdas que ocorreram durante a confe¢éo terdo sido maioritariamente devido
a escorréncia/dripping para o exterior, e ndo a oxidacao lipidica (que ocorre, essencialmente, ao
nivel dos PUFA), como confirmam os resultados da analise de LPO apresentados na Figura 3.2,

gue néo revelou diferencas significativas entre tratamentos (p > 0,05).

25 T+

20 +

16,42
15 1

12,22 , 11,12
o] P

LPO (nmol MDA/mg lipidos)

Tratamento SA_CTR Tratamento SA_RF1 Tratamento SA_RF2 Tratamento SA_RF3
Efeito da confegdo a vapor

Figura 3.2 - Peroxidacéo lipidica (LPO; média + desvio padrdao; nmol MDA/mg lipidos) nos filetes cozinhados
da dourada (SA_RF1, SA_RF2 e SA_RF3).

Letras diferentes séo indicativas das diferengas significativas (p < 0,05) entre tratamentos.

Abreviaturas: SA — Sparus aurata; CTR - Controlo; RF1 - Ragéo fortificada 1; RF2 — Racao fortificada 2 RF3
— Racéo fortificada 3.

Apesar da andlise estatistica ndo ter revelado ganhos ou perdas significativas no que
respeita aos teores de EPA+DHA (os principais compostos abordados neste trabalho) nos 3
tratamentos fortificados, é de salientar que a estabilidade durante a confecdo dos restantes
compostos do tipo PUFA w3 parece ter sido maior no tratamento SA RF1, tendo em conta a
percentagem de aumento que se observou neste tratamento no somatdrio dos teores de todos os
PUFA w3 (Tabela 3.4). Costa et al. (2013) também nao observou diferencas significativas nos teores

de EPA+DHA do musculo de corvina (Argyrosomus regius) apds a cozedura.
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3.3. Efeito da congelagdo e armazenagem em congelado na estabilidade dos PUFA w3 nos

filetes de pescado fortificado
3.3.1. Carpa

Os teores dos principais acidos gordos detetados nos filetes de carpa ao fim de 24 horas e 3
meses de congelacéo estao representados na Tabela 3.5 (os valores percentuais de cada &cido

gordo detectado nestas amostras também podem ser consultados no Anexo 10).

Tabela 3.5 - Teores dos principais acidos gordos (mg/100 g; média + desvio-padrao; n = 3) nos filetes de carpa
congelados e percentagens (%) de aumento (1) ou diminuicao (|) nos teores de acidos gordos apés 3 meses
de congelacédo das amostras controlo (CC_CTR) e fortificada (CC_RF3), relativamente aos valores obtidos
apos as primeiras 24h de congelac¢éo, em cada um dos respetivos tratamentos.

Em cada linha (correspondente a cada acido gordo), letras diferentes representam diferencas significativas (p
> 0,05) entre tratamentos.

Abreviaturas: ns — Nao significativo; 16:0 — Acido palmitico; 18:0 — Acido estearico; S SFA — Somatério dos
acidos gordos saturados; > 16:1 — Somatério dos acidos gordos 16:1w9 e 16:1w7; Y 18:1 - Somatdrio dos acidos
gordos 18:1w9 e 18:1w7; YMUFA—~ Somatdrio dos acidos gordos monoinsaturados; 18:2w6 — Acido linoleico;
18:3w3 - Acido a-linolénico; 20:4w6 - Acido araquiddnico; 20:5w3 - Acido eicosapentaendico (EPA); 22:6w3 —
Acido docosahexaenédico (DHA); YPUFA — Somatério dos acidos gordos polinsaturados; YPUFA w3 —
Somatdrio dos acidos gordos polinsaturados do tipo w3; YPUFA w6 — Somatdrio dos &cidos gordos
polinsaturados do tipo w6.

mg/100 g

mg/100 g % (/) mg/100 g mg/100 g % (/)

16:0 791,2 +70,9% 671,6 + 60,4° 115,1% 933,4 £ 73,42 799,4 +119,4° 114,4%
18:0 231,9 + 65,6 142,3+9,1 ns 187,5+ 19,2 165,8 + 21,2 ns
>SFA 1138,6 + 126,4% 903,8 + 75,8° ns 1264,0 + 83,5% 1086,3 + 146,82 ns
>16:1 149,4 + 75,5% 110,7 +8,5° ns 166,4 + 18,12 145,6 + 32,3% ns
>18:1 1670,6 = 47,72 1200,7 = 78,5° 128,1% 1573,4 £ 110,82 1366,6 + 33,9° 113,1%
>MUFA 2039,6 + 102,32 1454,9 + 64,3° 128,7% 1950,6 + 68,22 1676,7 + 68,0° 114,0%
18:2w6 641,0 £ 25,92 467,8 +21,6° 127,0% 671,9 £ 64,22 640,6 £ 92,62 14,7%
18:3w3 70,3 +10,82 43,6 £2,6° 138,0% 76,9 +£7,32 70,3+ 11,82 ns
20:4w6 4,0+0,5 30£1,1 ns 53+£1.2 56+£15 ns
20:5w3 10,2+1,3 5,2+0,3° 148,6% 249+ 8,52 20,7 +4,0% ns
22:6w3 92,3 +£4,92 37,6 +5,6° 159,3% 147,4 + 74,82 112,4 + 21,92 ns
>PUFA 846,0 + 33,82 576,5 + 19,1° 131,9% 965,6 + 143,22 883,3+111,82 ns
>PUFA w3 173,5+ 16,1 86,9 + 4,0° 149,9% 251,5 +89,9° 208,0 + 32,42 ns
>PUFA w6 672,6 + 24,12 489,6 + 21,4° 127,2% 714,1 £ 67,12 675,3+91,92 ns
EPA+DHA 102,5 + 4,42 42,8+5,8° 158,3% 172,3 + 83,22 133,1 + 25,92 ns

Em geral, no tratamento CC_CTR verificaram-se diminuicdes significativas (p < 0,05) dos
teores de quase todos os acidos gordos (exceto nos teores dos acidos oleico, palmitoleico, AA e no
teor total de SFA; p > 0,05) apds 3 meses de congelacdo, relativamente aos valores inicialmente
observados (ao fim de 24 h de congelacdo; Tabela 3.5). Para além disso, as perdas ao fim de 3
meses de congelagdo foram mais notérias nos teores de PUFA (-31,9 % relativamente ao teor total
de PUFA observado ao fim de 24 h; p < 0,05) do que nos de MUFA (-28,7 % relativamente ao teor
total de MUFA observado ao fim de 24 h; p < 0,05). De entre os PUFA, é também de referir que as

perdas derivadas da congelacdo foram maiores nos PUFA w3 (principalmente, no EPA e DHA; EPA:
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-48,6 %, p < 0,05; DHA: -59,3 %; p < 0,05 ) do que nos PUFA w6 (-27,2 % no Y PUFA w6; p < 0,05),
0 que esta relacionado com facto do AA nao ter sofrido alteracdes significativas apds os 3 meses
de congelacédo (p > 0,05). Segundo Aydin & Gokoglu (2014), ao longo da congelacdo ocorre
oxidacao lipidica do pescado, devido a exposicao a luz e ao ar (oxigénio), o que por vezes pode
resultarna conversao de PUFA em SFA. Para além disso, observou-se uma diminui¢céo significativa
nos teores de PUFA apés 3 meses congelacao (-31,9 %; p < 0,05), mas ndo nos teores de SFA (p
> 0,05), o que se deve ao alto grau de insaturacdo destes primeiros compostos nos tecidos de
peixes, que os torna particularmente suscetiveis a oxidacdo e deterioracdo (Nazemroaya et al.,
20009).

Contrariamente a CC_CTR, no tratamento CC_RF3, a maioria dos acidos gordos nao
apresentou uma diminuicdo significativa ao fim dos 3 meses de congelagdo, relativamente as
primeiras 24 h de congela¢éo, com excecéo do &cido palmitico (-14,4 %; p < 0,05), oleico (-13,1 %;
p < 0,05), LA (-4,7 %; p < 0,05) e do teor total de MUFA (-14,0 %; p < 0,05; Tabela 3.5). A auséncia
de diferencas significativas no tratamento CC_RF3 podera, mais uma vez, estar relacionada com o
fato de se ter fornecido aos peixes deste tratamento uma ragéo suplementada com 6leo de salméo
(para fortificar os filetes com PUFA w3), naturalmente rico em antioxidantes (por exemplo, vitamina
E e carotendides) capazes de prevenir a oxidacao lipidica e, consequentemente, a degradacao da
qualidade nutricional do produto (Chitchumroonchokchai & Failla, 2017). Este padrdo confirmou-se
também através da determinacdo dos teores de MDA (isto é, da LPO) nos filetes de carpa
congelados, que revelou um aumento significativo entre as primeiras 24 h de congelagéo e os 3
meses de congelacdo dos filetes do tratamento CC_CTR (p < 0,05), mas nao revelou diferencas
significativas no tratamento CC_RF3 em relacdo as primeiras 24h de congelacdo dos filetes quer
desse tratamento, quer do tratamento CC_CTR (p > 0,05; Figura 3.3).
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Figura 3.3 - Peroxidacéo lipidica (LPO; média + desvio padrdo; nmol MDA/mg lipidos) nos filetes congelados
(24 h e 3 meses) da carpa sem fortificacdo (CC_CTR) e com fortificacdo (CC_RF3).

As letras diferentes sao indicativas das diferencas significativas (p < 0,05) entre tratamentos.

Abreviaturas: CC — Cyprinus carpio; CTR - Controlo; RF3 — Ragéo fortificada 3.

De modo semelhante, Raeisi et al. (2014) também verificou no seu estudo com truta arco-iris

(Oncorhynchus mykiss) uma menor oxidacao lipidica nos filetes dos peixes alimentados com uma
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racdo enriquecida com extrato de uva e 6leo essencial de Zataria multiflora, conhecidos pelos seus

efeitos antioxidantes.

3.3.2. Dourada

Os teores dos principais acidos gordos detetados nos filetes de dourada ao fim 24 h e trés
meses de congelagéo estdo representados na Tabela 3.6 (os valores percentuais de cada &cido

gordo detectado nestas amostras também podem ser consultados no Anexo 11).

Tabela 3.6 -Teores dos principais acidos gordos (mg/100 g; média + desvio-padrao; n = 3) nos filetes de
dourada congelados e percentagens (%) de aumento (1) ou diminui¢éo (/) nos teores de &cidos gordos apds 3
meses de congelagdo das amostras controlo (SA_CTR) e fortificada (SA_RF3), relativamente aos valores
obtidos apds as primeiras 24h de congelagdo, em cada um dos respetivos tratamentos.

Em cada linha (correspondente a cada acido gordo), letras diferentes representam diferencas significativas (p
> 0,05) entre tratamentos.

Abreviaturas: ns — Nao significativo; 16:0 — Acido palmitico; 18:0 — Acido estearico; S SFA — Somatério dos
acidos gordos saturados; > 16:1 — Somatério dos acidos gordos 16:1w9 e 16:1w7; Y 18:1 - Somatdrio dos acidos
gordos 18:1w9 e 18:1w7; YMUFA—~ Somatério dos acidos gordos monoinsaturados; 18:2w6 — Acido linoleico;
18:3w3 - Acido a-linolénico; 20:4w6 - Acido araquidonico; 20:5w3 - Acido eicosapentaendico (EPA); 22:6w3 —
Acido docosahexaenédico (DHA); YPUFA — Somatério dos acidos gordos polinsaturados; YPUFA w3 —
Somatodrio dos acidos gordos polinsaturados do tipo w3; YPUFA w6 — Somatdrio dos &cidos gordos
polinsaturados do tipo w6.

mg/100 g

mg/100 g % (/) mg/100 g mg/100 g

16:0 1204,2 + 14,3° 1818,7 £ 90,32 151,0% 955,8 + 24,7°¢ 1846,8 + 49,82 193,2%
18:0 262,6 + 6,2° 436,7 + 23,62 166,3% 212,5 + 8,9° 404,9 £ 23,52 190,6%
>SFA 1711,1 + 16,1° 2615,6 + 128,72 152,9% 1368,2 + 38,8° 2625,9 + 47,42 191,9%
>16:1 303,5 + 6,20 378,9 + 49,52 124,9% 237,2 +18,2° 401,5 £ 24,5 169,2%
>18:1 2137,7 + 40,8° 3132,6 £ 90,12 146,5% 1550,7 + 15,1¢ 2917,4 + 69,5° 188,1%
>MUFA 2557,9 + 29,1° 3685,5 + 125,52 | 144,1% 1872,9 £ 30,7¢ 3493,6 + 74,12 186,5%
18:2w6 1291,4 + 41,2° 1532,4 £ 42,12 118,7% 899,2 + 15,3° 1619,6 £ 56,12 180,1%
18:3w3 317,5+6,7° 336,6 + 22,9 ns 213,4 +17,0° 376,8 + 26,3 176,5%
20:4w6 21,8 +1,1° 28,5+ 0,52 130,6% 14,1 +0,7° 30,7 £ 1,42 1>100,0%
20:5w3 167,2 £10,3° 219,2 +6,2° 131,1% 119,8 + 4,24 2443 +7,32 1>100,0%
22:6w3 263,4 + 23,6° 417,3 + 33,5° 158,4% 255,6 + 13,1°¢ 639,0 + 63,72 1>100,0%
>PUFA 1780,9 + 87,4° 2646,6 + 51,5° 148,6% 1689,7 £+ 69,2°¢ 3032,3 + 29,52 179,5%
>PUFA w3 659,4 + 38,0° 992,5 + 12,5° 150,5% 679,7 + 13,8° 1279,1 + 47,82 188,2%
w 5152, ,1 £40, 147,5% ,0£58, 2144, 173,6%
PUFA w6 1121,5+52,1°¢ 1654,1 + 40,4° 47,5% 1010,0 £ 58,8° 1753,2 £ 44,1 73,6%
EPA+DHA 407,0 £ 24,1° 636,5 + 33,5° 156,4% 445,0 £ 12,9¢ 883,3 + 70,82 198,5%

Em geral, no tratamento SA_CTR e SA_RF3 verificaram-se aumentos significativos (p > 0,05)
dos teores de quase todos os acidos gordos apdés trés meses de congelacédo, relativamente aos
valores inicialmente observados (ao fim de 24 h de congelacéo), com excecdo do ALA do tratamento
SA_CTR (p > 0,05; Tabela 3.6). Este aumento tem certamente a ver com alguma formagéo de
cristais de gelo e desidratacdo (perda de humidade) dos filetes ao longo da congelacdo, que depois

se refletiu no aumento dos teores de gordura (e, consequentemente, de acidos gordos) ao fim de 3
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meses (Aydin & Gokoglu, 2014). O aumento dos teores de acidos gordos foi superior nos filetes
fortificados, sendo que as diferencas entre os tratamentos SA CTR e SA_RF3 foram
particularmente evidentes no que respeita aos teores AA, EPA e DHA (isto é, em SA_CTR os
incrementos foram de 30,6 %, 31,1 % e 58,4 %, respetivamente, ao passo que em SA RF3 o
aumento foi sempre superior a 100% nestes trés PUFA; Tabela 3.6). A Figura 3.4 apresenta 0s

resultados obtidos a partir da analise da LPO nas amostras de dourada congelada.
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Figura 3.4 - Peroxidacéo lipidica (LPO; média + desvio padrdo; nmol MDA/mg lipidos) nos filetes congelados
(24h e 3 meses) da dourada sem fortificagdo (SA_CTR) e com fortificagdo (SA_RF3).

As letras diferentes s&o indicativas das diferencgas significativas (p < 0,05) entre tratamentos.

Abreviaturas: SA — Sparus aurata; CTR - Controlo; RF3 — Ragéo fortificada.

Apesar de se verificar um aumento dos teores de PUFA, os resultados apresentados na Figura
3.4 indicam que ocorreu oxidacdo lipidica (com a consequente degradacéo da qualidade dos filetes)
durante os 3 meses de congelacao, tanto no tratamento SA_CTR (10,9 + 1,6 nmol MDA/mg lipidos)
como no SA_RF3 (13,5 + 0,9 nmol MDA/mg lipidos; p < 0,054). Por outras palavras, observaram-se
diferencas significativas nos teores de MDA ao longo do tempo de congelacdo (p < 0,05), mas nao
entre os tratamentos controlo e fortificado (p > 0,05). Estes resultados indicam que, ao contrario dos
filetes de carpa fortificada com a ragdo CC_RF3 (no qual se realizou a fortificagdo através da adigao
de dleo de salmao), a estratégia de fortificacdo usada na preparagéo das racdes para dourada (que
consistiu apenas na adi¢édo de 3,2 % de microalga) ndo pareceu ter acrescentado nenhum valor ao
produto no que respeita a introducdo de compostos potencialmente antioxidantes (como por
exemplo, as vitaminas e carotendides naturalmente presentes no 6leo de salméo). De qualquer
modo, € importante referir que, apesar dos teores elevados de PUFA, os valores de LPO nos filetes
de dourada foram muito menores que os obtidos nos filetes de carpa, o que sugere uma maior

resisténcia a LPO na dourada, mesmo sem a adi¢éo de 6leo de salméo. .
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4. Concluséao e perspetivas futuras

Este estudo permitiu concluir que as trés estratégias de fortificacdo escolhidas para a carpa
permitiram melhorar substancialmente os teores de PUFA w3, em particular de EPA+DHA
(aumentos superiores a 100 %), nos filetes desta espécie. Por outras palavras, se o consumo de
150 g de filetes de carpa sem fortificacéo apenas fornecia 13 % da dose diaria recomendada pela
ISSFAL para a ingestdo de EPA+DHA, com a fortificacdo é possivel alcancar-se entre 45 %
(tratamentos CC_RF2 e CC_RF3) e 60 % (tratamento CC_RF1) do valor diario recomendado para
estes acidos gordos através do consumo de filetes de carpa. Seguindo a recomendacédo (menos
conservadora) da EFSA, o consumo de filetes de carpa fortificados fornece (em qualquer dos casos)
mais de 90% da dose diaria recomendada de EPA+DHA. Para além disso, as estratégias de
fortificagdo permitiram também melhorar a relacdo PUFA w3:PUFA w6 nos filetes de carpa (de 0,2
em CC_CTR, para 0,4 em CC_RF2 e CC_RF3 ou 0,6 em CC_RF1), valorizando assim a qualidade

nutricional deste produto.

Apesar do tratamento CC_RF3 ter evidenciado, & partida, uma menor qualidade nutricional
(tendo em conta os teores de EPA+DHA e a razdo PUFA w3:PUFA w6) quando comparado com o
CC_RF1, é importante refor¢ar o facto deste tratamento constituir também uma estratégia de
fortificacdo eficaz e que, ao mesmo tempo, valoriza a economia circular (aproveitando os
desperdicios decorrentes do processamento de uma espécie de aquacultura, o salméo, para extrair
Oleo de peixe naturalmente rico em PUFA w3). Outro beneficio associado a esta estratégia de
fortificacdo é o facto do 6leo de salméo ser uma fonte natural de antioxidantes (vitamina E e
carotendides) que previnem a degradacdo dos filetes de carpa, quer durante a confecdo, quer ao
longo da congelagdo. Assim, dada a eficacia e custos associados a producao das diferentes racoes,
a racdo CC_RF3 parece ser a estratégia de fortificacdo mais interessante para os produtores de

pescado de aquacultura e, por isso, a mais promissora.

Relativamente a fortificagdo dos filetes de dourada, este estudo permitiu concluir que a
incorporagdo de 3,2 % Schizochytrium sp. e o aumento da quantidade de microalgas Tetraselmis
sp. e Chlorella sp. (+30 % do que em SA_CTR) representam uma alternativa muito interessante sob
0 ponto de vista da sustentabilidade dos sectores da pesca e aquacultura, uma vez que esta
estratégia permite reduzir a percentagem de 6leo de peixe usada na racdo para dourada sem que
a qualidade nutricional (em termos de PUFA w3) final deste produto seja alterada. No entanto, do
ponto de vista da fortificacéo, as estratégias utilizadas na formulacéo das ra¢des para dourada nao
permitiram aumentar os teores de EPA+DHA com a mesma eficacia que se observou nos ensaios
da carpa (apenas +17 % e +28 % nos tratamentos SA_RF2 e SA_RF3, respetivamente, do que no
controlo), nem alcancar uma razdo PUFA w3:PUFA w6 mais equilibrada do que a que existia
originalmente (isto €, razdo PUFA w3:PUFA w6 ao redor de 0,6 em todos os tratamentos). Tal se
deveu ao fato da dourada ser uma espécie marinha e que, por isso, apresenta, a partida, niveis
muito elevados de PUFA w3. Assim, pode-se concluir que a fortificacdo sustentavel de PUFA w3
nas espécies marinhas de aquacultura devera ser um processo mais complexo, dispendioso e

menos promissor do que a fortificagdo das espécies de aquacultura de agua doce, uma vez que
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envolvera certamente utilizacdo de maiores quantidades de microalgas e/ou de outros ingredientes
como fonte alternativa de PUFA w3, como é o caso de 6leo de salmdo feito a partir de desperdicios.
Mais, a semelhanga do ensaio realizado na carpa, a utilizacéo de 6leo de salméo na racdo para
dourada poderia inclusive ter um efeito benéfico, prevenindo a degradacéo da qualidade nutricional
dos filetes desta espécie que se observou apdés trés meses de congelacao. Por Ultimo, apesar das
estratégias de fortificacdo utilizadas na dourada ndo terem sido tdo notoriamente eficazes quanto
as utilizadas na carpa, € importante referir que, de acordo com os resultados obtidos neste estudo,
0 consumo de 150 g de dourada (com ou sem fortificacdo) fornece mais de 100 % das doses
recomendadas tanto pela EFSA e como pela ISSFAL para o consumo diario de EPA+DHA, ,

resultados estes que valorizam os atributos nutricionais deste produto.
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ANEXOS

Anexos

Anexo 1 — Perfil de acidos gordos (média + desvio padréo; %) nas racfes para

carpa.

Acido gordo

14:0
15:0
16:0
170
18:0
20:0
21:0
22:0
23:0
24:0
>16:1
>17:1
>18:1
>20:1
>22:1
>24:1
18:2w6
18:3w3
18:3w6
20:2w6
20:3w6
20:4w6
20:5w3
22:6w3

0,8+0,0
0,1+0,0
239+0,1
0,1+0.0
22+0,1
0,1+0,0
0,0+0,0
0,1+0,0
0,0+£0,0
0,1+0,0
24+0,0
0,9+0,0
34+0,4
0,6+0,0
0,3+0,0
0,1+0,0
299+0,1
3,5+0,0
0,3+0,0
0,1+0,0
0,3+0,0
0,1+0,0
0,3+0,0
0,6+0,0

1,6+0,0
0,3+0,0
18,9+0,2
0,2+0,0
4,2+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+£0,0
0,2+0,0
29+0,0
0,8+0,0
314+0,1
1,8+0,0
0,3+0,0
0,4+0,0
253+0,1
4,2+0,1
0,3+0,0
0,0+0,0
0,3+0,0
0,2+0,0
22+00
53+0,0

23+0,1
0,2+0,0
31,5+0,3
0,400
8,0+0,1
0,0+0,0
0,0+0,0
0,5+0,1
0,0+0,0
0,3+0,0
15+0,1
0,0+0,0
27,3+0,6
1,7+0,0
0,3+0,0
0,4+0,0
18,3+0,2
21+0,1
0,4+0,0
0,0+0,0
0,9+0,0
0,2+0,0
11+01
23+0,1

0,8+0,1
0,1+0,0
21,2+0,3
0,1+0,0
4,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,2+0,0
0,0+0,0
0,2+0,0
1,4+0,0
0,4+0,0
33,6+0,3
12+0,1
0,0+0,0
0,2+0,0
293+04
3,7+0,4
0,3+0,0
0,0+0,0
0,4+0,0
0,1+0,0
1,2+0,0
2,0+0,0

Abreviaturas: CC— Cyprinus carpio; CTR — Controlo; RF1 — Racéo fortificada 1; RF 2- Racdo

fortificada 2; RF3 — Racao fortificada 3.
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Anexos

Anexo 2 — Perfil de acidos gordos (média + desvio padréo; %) nas racfes para

dourada.

Acido gordo

14:0
15:0
16:0
17:0
18:0
20:0
21:0
22:0
23:0
24:0
>16:1
>17:1
>18:1
>20:1
>22:1
>24:1
18:2w6
18:3w3
18:3w6
20:2w6
20:3w6
20:4w6
20:5w3
22:6w3

28+0,0
0,2+0,0
13,1+0,1
0,2+0,0
3,2+0,0
0,0+£0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,1+0,0
3,0+0,0
0,3+0,0
332+0,1
1,4+0,1
0,3+0,0
0,3+0,0
241+0,2
8,0+0,0
0,3+0,0
0,0+0,0
0,3+0,0
0,2+0,0
54+0,0
3,7+0,1

3,0+£0.0
0,4+0,0
18,5+0,2
0,2+0,0
30+0,1
0,0+0,0
0,0+0,0
0,2+0,0
0,0+0,0
0,1+0,0
24+0,1
0,2+0,0
29,6 +0,1
1,1+0,0
0,2+0,0
0,2+0,0
22,3+0,4
7,4+0,0
0,3+0,0
1,0+0,1
0,3+0,0
0,1+0,0
4,2+0,0
53+0,0

45+0,0

0,5+0,0
245+0,0
0,3+0,0

42+0,1

0,0+0,0

0,0+0,0

0,2+0,0

0,0+0,0

0,2+0,0

24+0,1

0,2+0,0
27,1+0,2
1,3+0,0

0,2+0,0

0,2+0,0

18,1+0,1
54+0,0

0,5+0,0

0,0+0,0

06+0,1

0,1+0,0

4,1+0,0

51+0,0

45+0,2
0,5+0,0
24+0,1
05+0,1
4,2+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,2+0,0
0,0+0,0
0,1+0,0
23+0,1
0,2+0,0
27,6 +0,2
14+01
0,2+0,0
0,3+0,0
17,9+ 0,0
54+0,0
0,5+0,0
0,0+0,0
0,6+0,0
0,1+0,0
4,1+0,0
54+0,2

Abreviaturas: SA— Sparus aurata; CTR — Controlo; RF1 — Racéo fortificada 1; RF 2- Ragéo

fortificada 2; RF3 — Racao fortificada 3.
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Anexos

Anexo 3 — Dados biométricos da carpa (média * desvio padréo).

Tratamento CC_CTR 890,3 + 1485

Tratamento CC_RF1 1031,3 + 216,8
Peso total (g)

Tratamento CC_RF2 1161,8 + 135,6

Tratamento CC_RF3 1158,8 + 161,9

Tratamento CC_CTR 36,5+2,1

Tratamento CC_RF1 38,1+25
Comprimento total (cm)

Tratamento CC_RF2 39,5+1,3

Tratamento CC_RF3 40,1+ 1,8

Abreviaturas: CC — Cyprinus carpio; CTR — Controlo; RF1 — Ragéo fortificada 1; RF 2- Racgédo
fortificada 2; RF3 — Racéao fortificada 3.

Anexo 4 — Dados biométricos da dourada (média + desvio padréo).

Tratamento SA_CTR 616,4 + 59,5

Tratamento SA_RF1 586,5 + 98,1
Peso total (g)

Tratamento SA_RF2 573,2+ 72

Tratamento SA_RF3 537,8 + 49,6

Tratamento SA_CTR 329+1,4

Tratamento SA_RF1 327+15
Comprimento total (cm)

Tratamento SA_RF2 32,3+1,1

Tratamento SA_RF3 321+1,2

Abreviaturas: SA- Sparus aurata; CTR — Controlo; RF1 — Racao fortificada 1; RF 2- Racédo
fortificada 2; RF3 — Racdao fortificada 3.

63



Anexos

Anexo 5 — Perfil de acidos gordos (média + desvio padrao; %) nos filetes de carpa

(crua).

Acido gordo

Tratamento

CC_CTR

Tratamento

CC_RF1

Tratamento

CC_RF2

Tratamento

CC_RF3

14:0
15:0
16:0
17:0
18:0
19:0
20:0
21:0
22:0
23:0
24:0
>16:1
>17:1
>18:1
>20:1
>22:1
>24:1
16:2w4
16:3w4
16:4w3
18:2w6
18:3w3
18:4w3
20:2w6
20:4w6
20:3w3
20:4w3
20:5w3
21:5w3
22:4w6
22:5w6
22:5w3
22:6w3

0,8+0,1
0,2+0,0
179+11
0,2+0,0
36+0,1
09+0,0
0,0+£0,0
1,0+£0,0
0,0+£0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
6,4+0,2
0,0+0,0
414+1,4
21+0,3
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,2+0,0
0,0+£0,0
155+0,3
1,4+0,1
0,1+0,0
0,3+0,0
3,0+£0,2
0,0+0,0
0,0+0,0
0,2+0,0
0,0+0,0
0,4+0,0
1,0£0,1
0,1+0,1
1,7+0,1

1,3+0,0
0,3+0,0
16,9+0,2
0,3+0,0
3,7+0,1
0,4+0,0
0,2+0,0
0,8+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
57+0,3
0,0+0,0
338+13
28+0,4
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,3+0,0
0,0+£0,0
159+04
21+0,1
0,2+0,0
0,5+0,0
15+0,1
0,1+0,0
0,2+0,0
12+0,1
0,0+0,0
0,1+0,0
0,4+0,0
05+0,0
6,1+0,2

1,1+0,0
0,3+0,0
16,5+0,1
0,2+0,0
36+0,1
0,5+0,0
0,1+0,0
0,8+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
6,6+0,3
0,0+0,0
39,8+0,5
26+0,3
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,3+0,0
0,0+0,0
15,9+ 0,6
1,7+0,1
0,2+0,0
0,4+0,0
1,4+0,1
0,1+0,0
0,2+0,0
0,8+0,0
0,1+0,0
0,2+0,0
0,2+0,0
0,4+0,0
35+0,2

09+0,1
0,2+0,0
16,8 £ 0,3
0,1+0,0
3,4+0,2
06+0,1
0,1+0,0
09+0,1
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
55+0,6
0,0+0,0
40,3+ 2
24+0,1
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,3+0,0
0,0+0,0
16,5+ 0,6
19+0,1
0,1+0,0
0,4+0,0
19+04
0,1+0,0
0,1+0,0
06+0,1
0,0+0,0
0,2+0,2
0,3+0,2
0,4+0,0
3,3+x0,7

Abreviaturas: CC— Cyprinus carpio; CTR — Controlo; RF1 — Racéo fortificada 1; RF 2- Racdo

fortificada 2; RF3 — Racao fortificada 3.
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Anexos

Anexo 6 — Teor de gordura total nos filetes de carpa e dourada (média + desvio

padrao; g/100g).

CC_CTR (cru)

CC_RF1 (cru)

CC_RF2 (cru)

CC_RF3 (cru)

CC_CTR cozido a vapor
CC_RF1 cozido a vapor
CC_RF2 cozido a vapor
CC_RF3 cozido avapor
CC_CTR congelado (24 h)
CC_RF3 congelado (24 h)
CC_CTR congelado (3 meses)
CC_RF3 congelado (3 meses)
SA_CTR (cru)

SA_RF1 (cru)

SA_RF2 (cru)

SA_RF3 (cru)

SA_CTR cozido a vapor
SA_RF1 cozido a vapor
SA_RF2 cozido a vapor
SA_RF3 cozido a vapor
SA_CTR congelado (24 h)
SA_RF3 congelado (24 h)
SA_CTR congelado (3 meses)

SA_RF3 congelado (3 meses)

26+0,0
3,1+0,3
4,0+£0,5
4,2+0,3
3,7+0,1
3,7+0,4
53+04
50+0,2
45+0,5
46+04
3,3+0,2
4,1+0,7
8,4+0,3
8,3+0,1
8,6+0,6
9,2+0,2
7,0+0,3
8,0+ 0,3
78+0,2
8,0+0,1
7,1+0,3
53%0,5
9,8+0,6
10+0,9

Abreviaturas: CC — Cyprinus carpio (carpa); SA— Sparus aurata (dourada); CTR — Controlo; RF1 —

Racéo fortificada 1; RF 2- Racdao fortificada 2; RF3 — Racdo fortificada 3.
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Anexos

Anexo 7 — Perfil de &cidos gordos (média + desvio padrdo; %) nos filetes de

dourada (crua).

Acido gordo

Tratamento

Tratamento

Tratamento

Tratamento

14:0
15:0
16:0
17:0
18:0
20:0
21:0
22:0
23:0
24:0
>16:1
>17:1
>18:1
>20:1
>22:1
>24:1
16:2w4
16:3w4
16:4w3
18:2w6
18:3w3
18:4w3
20:2w6
20:4w6
20:3w3
20:4w3
20:5w3
21:5w3
22:4w6
22:5w6
22:5w3
22:6w3

SA_CTR

25+0,1
0,2+0,0
18,1+0,4
0,2+0,0
45+0,2
0,2+0,0
0,0+0,0
0,3+0,1
0,0+0,0
0,0+0,0
44+0,1
0,2+0,1
359+04
1,4+0,0
04+0,1
0,4+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
18,4+0,4
4,4+04
0,0+0,0
0,5+0,0
0,3+0,0
0,1+0,0
0,0+0,0
26+0,2
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
4,3+0,2

SA_RF1

26+0,1
0,3+0,0
199+1,2
0,2+0,0
45+0,2
0,2+0,0
0,0+0,0
0,3+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
43+0,1
0,1+0,0
353%+0,9
1,4+0,0
04+0,1
0,4+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
17,6 £0,8
3,9+0,3
0,0+0,0
0,5+0,0
0,2+0,0
0,1+0,0
0,0+0,0
22+0,2
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
50+0,4

SA_RF2

28+0,2
0,3+0,0
20,8+0,8
0,2+0,0
46+0,3
0,2+0,0
0,0+0,0
0,3+0,0
0,0+0,0
0,1+0,0
4,4+0,2
0,2+0,0
34,1+0,3
1,4+0,0
0,4+0,0
0,4+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
16,6 £ 0,5
3,6+0,2
0,0+0,0
0,5+0,0
0,2+0,0
0,1+0,0
0,0+0,0
23+0,2
0,0+0,0
0,0+£0,0
0,0+£0,0
0,0+0,0
56+0,4

SA_RF3

2701
0,3+0,0
20,1 +0,7
0,2+0,0
4,4+0,2
0,2+0,0
0,0+0,0
0,3+0,0
0,0+0,0
0,1+0,0
4,4+0,2
0,2+0,0
339+0,4
14+01
0,0+0,0
0,4+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
175+0,4
3,9+0,3
0,0+0,0
0,5+0,0
0,2+0,0
0,1+0,0
0,0+0,0
2503
0,0+x0,0
0,0+x0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
55,6 +0,3

Abreviaturas: SA— Sparus aurata; CTR — Controlo; RF1 — Racéo fortificada 1; RF 2- Racdo

fortificada 2; RF3 — Racao fortificada 3.
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Anexos

Anexo 8 — Perfil de acidos gordos (média + desvio padrao; %) nos filetes de carpa

cozinhada.

Acido gordo

Tratamento

CC_CTR

Tratamento

CC_RF1

Tratamento

CC_RF2

Tratamento

CC_RF3

14:0
15:0
16:0
17:0
18:0
19:0
20:0
21:0
22:0
23:0
24:0
>16:1
>17:1
>18:1
>20:1
>22:1
>24:1
16:2w4
16:3w4
16:4w3
18:2w6
18:3w3
18:4w3
20:2w6
20:4w6
20:3w3
20:4w3
20:5w3
21:5w3
22:4w6
22:5w6
22:5w3
22:6w3

0,7+0,1
0,1+0,0
17,3+0,5
0,2+0,0
3,8+0,1
09+0,0
0,1+0,0
1,2+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
57+0,3
0,0+0,0
40,2+1,0
2,2+0,2
0,2+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,2+0,0
0,0+£0,0
15,1+ 0,6
1,3+0,1
0,1+0,0
0,4+0,0
3,4+0,3
0,0+0,0
0,1+0,0
0,3+0,0
0,0+0,0
0,4+0,0
1,1+£0,1
0,3+0,0
19+0,1

1,4+05
0,3+0,0
16,2+ 0,3
0,3+0,0
3,7+0,1
0,5+0,0
0,2+0,0
0,7+0,3
0,1+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
49+04
0,3+0,0
357+2.2
25+0,7
0,5+0,0
0,0+0,0
0,2+0,1
0,0+0,0
0,2+0,0
158+0,4
26+0,7
0,3+0,2
0,5+0,0
1,3+0,5
0,1+0,0
0,3+0,1
16+0,6
0,2+0,3
0,2+0,1
0,4+0,0
0,8+0,5
6,2+0,2

1,0+0,1
0,2+0,0
15,7+0,2
0,3+0,0
3,7+0,2
0,6+0,0
0,1+0,0
10+£0,1
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
6,1+0,2
0,2+0,1
384+14
28+0,3
04+0,1
0,0+0,0
0,1+0,0
0,1+0,2
0,1+0,1
15,7+0,4
1,8+0,0
0,2+0,0
04+0,1
1,8+0,4
0,1+0,0
0,2+0,0
10+£0,1
0,0+x0,0
0,2+0,1
0,3+0,1
05+0,1
48+0,8

0,8+0,0
0,2+0,0
16,3+0,3
0,2+0,0
35+0,1
0,7+0,0
0,2+0,0
1,0+£0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
51+05
0,3+0,0
40,1+ 2,2
25+0,3
0,2+0,1
0,0+0,0
0,1+0,0
0,0+0,0
0,1+0,0
16,5+ 0,9
2,2+0,3
0,2+0,0
0,5+0,0
2,0+0,3
0,1+0,0
0,1+0,1
0,7+0,0
0,0+0,0
0,3+0,1
04+0,1
0,4+0,0
36+04

Abreviaturas: CC — Cyprinus carpio; CTR — Controlo; RF1 — Racéo fortificada 1; RF 2- Racédo

fortificada 2; RF3 — Racao fortificada 3.
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Anexos

Anexo 9 — Perfil de &cidos gordos (média + desvio padrdo; %) nos filetes de

dourada cozinhada

Acido gordo

Tratamento

SA_CTR

Tratamento

SA_RF1

Tratamento

SA_RF2

Tratamento

SA_RF3

14:0
15:0
16:0
17:0
18:0
19:0
20:0
21:0
22:0
23:0
24:0
>16:1
>17:1
>18:1
>20:1
>22:1
>24:1
16:2w4
16:3w4
16:4w3
18:2w6
18:3w3
18:4w3
20:2w6
20:4w6
20:3w3
20:4w3
20:5w3
21:5w3
22:4w6
22:5w6
22:5w3
22:6w3

2,2+0,2
0,3+0,0
15,7+ 0,5
0,4+0,0
3,8+0,1
05+0,1
0,2+0,0
0,3+0,0
0,1+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
4,7+0,2
0,1+0,0
34+0,3
1,6+0,0
0,8+0,0
0,0+0,0
0,3+0,1
0,3+0,1
0,2+0,0
16,9+0,1
38+0,1
0,5+0,0
0,5+0,0
06+0,1
0,2+0,0
0,4+0,0
2600
0,1+0,0
0,2+0,0
0,2+0,0
1,4+£0,0
51+04

2,1+0,0
0,3+0,0
16,2+0,1
0,4+0,0
3,7+0,1
0,5+0,0
0,2+0,0
0,3+0,0
0,1+0,1
0,0+0,0
0,0+0,0
48+0,2
0,0+0,0
33,8+0,6
16+0,1
0,5+0,5
0,0+0,0
0,3+0,0
0,4+0,0
0,2+0,0
17+0,8
3,7+0,2
0,5+0,1
0,6+0,0
0,7+0,1
0,1+0,1
0,4+0,0
2300
0,1+0,1
0,1+0,1
0,3+0,3
1,3+£0,0
6,4+0,1

23+0,2
0,4+0,0
16,3+ 0,6
0,4+0,0
3,8+0,2
0,4+0,0
0,2+0,0
0,3+0,0
0,1+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
49+04
0,1+0,0
32,3+0,3
15+0,2
0,8+0,1
0,0+0,0
0,3+0,0
0,3+0,1
0,2+0,0
15,8+0,2
3,5+0,1
0,5+0,0
0,5+0,0
0,7+0,1
0,2+0,0
0,5+0,0
26+0,1
0,1+0,0
0,2+0,0
0,5+0,0
15+0,1
6,7+0,4

2,3+0,2
04+0,1
16,3+0,3
0,4+0,0
3,7+0,1
0,4+0,0
0,2+0,0
0,3+0,0
0,1+0,1
0,0+0,0
0,0+0,0
4,7+0,1
0,0+0,0
325+0,8
1,6+0,0
0,8+0,0
0,0+0,0
0,3+0,1
0,3+0,1
0,2+0,0
16,2+ 0,5
3,7+0,1
0,5+0,0
0,5+0,0
0,6+0,0
0,2+0,0
0,5+0,0
2701
0,1+0,1
0,1+0,1
0,3+0,3
15+£0,0
6,7+0,3

Abreviaturas: SA— Sparus aurata; CTR — Controlo; RF1 — Racéo fortificada 1; RF 2- Racédo

fortificada 2; RF3 — Racao fortificada 3.
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Anexo 10 — Perfil de acidos gordos (média + desvio padrao; %) nos filetes de carpa

congelada (ao fim de 24 h e 3 meses).

14.0
15:0
16:0
17:0
18:0
19:0
20:0
21:0
22:0
23:0
24:0
>16:1
>17:1
>18:1
>20:1
>22:1
>24:1
16:2w4
16:3w4
16:4w3
18:2w6
18:3w3
18:4w3
20:2w6
20:3w3
20:4w6
20:4w3
20:5w3
21:5w3
22:4w6
22:5w6
22:5w3
22:6w3

0,8+0,1
0,1+0,0
19,7+1,8
0,2+0,0
58+1,6
0,0+0,0
0,4+0,2
0,0+£0,0
1,2+0,1
0,0+0,0
0,1+0,1
3,719
0,0+0,0
415+1,2
53+0,5
0,0+£0,0
0,1+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
15,9+0,6
1,7+0,3
0,2+0,0
0,4+0,0
0,0+0,0
0,1+0,0
0,0+0,0
0,3+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
23+0,1

1,0£0,2
0,2+0,0
22,3+1,8
0,2+0,0
45+0,5
0,0+0,0
04+0,1
0,0+0,0
1,4+04
0,0+0,0
0,1+0,0
40+04
0,0+0,0
376+2,6
49+11
0,0+0,0
0,1+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
16,1+1,5
1,8+0,2
0,2+0,0
04+0,1
0,1+0,0
0,1+0,0
0,0+0,0
0,6+0,2
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
35+1,8

0,8+0,0
0,2+0,0
229+21
0,2+0,0
49+0,3
0,0+£0,0
0,5+0,1
0,0+0,0
1,2+0,2
0,0+£0,0
0,1+0,0
3,8+0,3
0,0+£0,0
41+ 27
4,8+0,8
0,0+0,0
0,1+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
16+ 0,7
15+0,1
0,2+0,0
0,3+0,0
0,0+0,0
0,1+0,0
0,0+0,0
0,2+0,0
0,0+£0,0
0,0+£0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
1,3+£0,2

Anexos

1,0£0,1
0,2+0,0
219+33
0,2+0,0
45+0,6
0,0+£0,0
0,5+0,1
0,0+0,0
1,3+0,1
0,0+£0,0
0,1+0,0
4,0+0,9
0,0+£0,0
37,5+0,9
43+0,3
0,0+0,0
0,1+0,0
0,0+£0,0
0,0+£0,0
0,0+£0,0
176+25
19+0,3
0,2+0,0
0,4+0,0
0,1+0,0
0,2+0,0
0,0+£0,0
0,6+0,1
0,0+£0,0
0,0+£0,0
0,0+0,0
0,0+0,0
3,1+0,6

24h_Tratamento | 24h_Tratamento 3meses_Tratamento | 3meses_Tratamento

Abreviaturas: CC-Cyprinus carpio; CTR — Controlo; RF3 — Racéao fortificada 3.
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Anexos

Anexo 11 - Perfil de &cidos gordos (média + desvio padrdo; %) nos filetes de
dourada congelada (ao fim de 24 h e 3 meses).

24h_Tratamento | 24h_Tratamento 3meses_Tratamento | 3meses_Tratamento

14:0 26x0,0 28+0,1 2,7x0,2 26=x0,2
15:0 0,2+0,0 0,3+0,0 0,3+x0,0 0,3+x0,0
16:0 18,7+ 0,2 19,8+ 0,5 202+1,0 20,1+0,5
17:0 0,3+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0
18:0 41+0,1 4,4+0,2 49+0,3 4,4+0,3
19:0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0£0,0
20:0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0
21:0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0
22:0 0,3+0,0 04+0,1 0,5+0,0 05+0,1
23:0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0£0,0
24:0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0
>16:1 4,7+0,1 49+04 4,2+0,6 4,4+0,3
2171 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0
>18:1 33,1+0,6 32,1+0,3 34,8+1,0 31,7+0,8
>20:1 1,3+0,1 12+0,1 1,3+01 1,2+0,0
>22:1 0,3+0,0 0,4+0,0 0,5+0,1 0,5+0,1
>24:1 0,5+0,0 0,5+0,0 0,5+0,0 0,5+0,0
16:2w4 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0
16:3w4 0,0+0,0 0,000 0,0+£0,0 0,0+£0,0
16:4w3 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0
18:2w6 20+0,6 18,6 £ 0,3 17+0,5 17,6 £ 0,6
18:3w3 49+0,1 4,4+04 3,7+0,3 4,1+0,3
18:4w3 0,0+0,0 0,000 0,0+£0,0 0,0+£0,0
20:2w6 0,6+0,0 05+0,0 0,4+0,0 0,5+0,0
20:3w3 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0
20:4w6 0,3+0,0 0,3+0,0 0,3+0,0 0,3+0,0
20:4w3 0,0+0,0 0,000 0,0+£0,0 0,0+£0,0
20:5w3 26+0,2 25+0,1 24+0.1 2701
21:5w3 0,0+0,0 0,000 0,0+£0,0 0,0+£0,0
22:4w6 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0
22:5w6 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+x0,0
22:5w3 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+x0,0
22:6w3 41+04 53+0,3 4604 6,9+0,7

Abreviaturas: SA— Sparus aurata; CTR — Controlo; RF3 — Racéo fortificada 3.
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