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RESUMO

O presente estudo tem como objetivo avaliar a potencialidade da biomassa microalgal
como suplemento na alimentacdo humana e animal, a partir de espécies isoladas de
tanques de psiculturas. Dessa forma 10 espécies, de 9 géneros e duas Divisbes
diferentes, foram selecionadas para aumento de biomassa e cultivo em escala
laboratorial, isoladas a partir de sistemas de piscicultura no Municipio de Registro, Sdo
Paulo, Brasil. O cultivo foi do tipo batelada, sem asperséo direta de CO2, pH inicial de 7
+ 0,05 e aeracdo constante de 3,5 L/min de ar. Os cultivos foram realizados em
quadruplicada em meio ASM1 (Cyanophyta) e BBM (Chlorophyta), com in6culo inicial
de 3,0 x10° Cel/mL, com excecdo do cultivo de S. hirsutum, espécie com crescimento
mais lento, o qual foi de 3250 Cel/mL™. As maiores concentracbes de carboidratos
totais sollveis, ao final do experimento, foram encontradas nas espécies Chlorococcum
sp. (12 mg/g MS), Kirchneriella sp. (11,3 mg/g MS) e M. wesenbergii (11,3 mg/g MS).
Chlorococcum sp. também apresentou as maiores concentracfes de frutose (12,7 mg/g
MS), sacarose (16,6 mg/g MS) e amido (934 mg/ g MS). S. javanensis (357 mg/g MS),
C. pulchra (343 mg/ g MS), S. hirsutum (336 mg/g MS), Chlorococcum sp (307 mg/g
MS), H. reticulata (306 mg/g MS), Kirchneriella sp. (304 mg/ g MS) e C. vulgaris (303
mg/g MS) nédo diferiram estatisticamente entre si, em relagdo a concentragdo de
proteinas totais solGveis. Chlorococcum sp., Chlorella vulgaris e Kirchneriella sp.,
podem ser consideradas para utilizacdo na complementacdo da alimentacdo animal. O
elevado teor de amido encontrado nas espécies estudadas, sobretudo em Scenedesmus
sp., Chlorococcum sp. e S. hirsutum, indica ainda, potencial utilizagdo dessa biomassa
na producdo de bioetanol. O aumento do nitrogénio e da salinidade afetam
positivamente o acumulo de proteinas, enquanto que intensidades luminosas elevadas
favorecem a sintese de carboidratos e lipidios. As condi¢des ambientais empregadas em
cultivo afetam a composicao bioquimica das microalgas cultivadas e o tipo morfologico
da espécie pode influenciar na resposta metabdlica adotada. O conhecimento e a
manipulacdo desses pardmetros, associado ao tipo morfologico da microalga cultivada,
é uma forma efetiva para obtencdo de biomassa com maior valor agregado, nutricional e

comercial.

Palavras-chave: Cultivo de microalgas, bioprodutos, alimentagéo, piscicultura, meta-

analise.



ABSTRACT

The present study aims to evaluate the potential of microalgal biomass as a supplement
in human and animal nutrition, from species isolated from psiculture tanks. Thus, 10
species, from 9 genera and two different divisions, were selected for biomass increase
and laboratory-scale cultivation, isolated from fish farming systems in the Municipality
of Registro, Sdo Paulo, Brazil. The cultivation was of the batch type, without direct
spraying of CO., initial pH of 7 £ 0.05 and constant aeration of 3.5 L/min of air. The
cultures were performed in quadruplicate in ASM1 (Cyanophyta) and BBM
(Chlorophyta) medium, with an initial inoculum of 3.0 x10° Cel/mL?, with the
exception of S. hirsutum, a species with slower growth, which was of 3250 Cell/mL™.
The highest concentrations of total soluble carbohydrates, at the end of the experiment,
were found in Chlorococcum sp. (12 mg/g MS), Kirchneriella sp. (11.3 mg/g MS) and
M. wesenbergii (11.3 mg/g MS). Chlorococcum sp. also had the highest concentrations
of fructose (12.7 mg/g DM), sucrose (16.6 mg/g DM) and starch (934 mg/g DM). S.
javanensis (357 mg/g MS), C. pulchra (343 mg/g MS), S. hirsutum (336 mg/g MS),
Chlorococcum sp (307 mg/g MS), H. reticulata (306 mg/g MS) g MS), Kirchneriella
sp. (304 mg/g MS) and C. vulgaris (303 mg/g MS) did not differ statistically from each
other in terms of total soluble protein concentration. Chlorococcum sp., Chlorella
vulgaris and Kirchneriella sp., can be considered for use in supplementing animal feed.
The high starch content found in the studied species, especially in Scenedesmus sp.,
Chlorococcum sp. and S. hirsutum, also indicates the potential use of this biomass in the
production of bioethanol. The increase in nitrogen and salinity positively affects the
accumulation of proteins, while high light intensities favor the synthesis of
carbohydrates and lipids. The environmental conditions used in cultivation affect the
biochemical composition of cultivated microalgae and the morphological type of the
species can influence the adopted metabolic response. The knowledge and manipulation
of these parameters, associated with the morphological type of the -cultivated
microalgae, is an effective way to obtain biomass with greater added, nutritional and

commercial value.

Keywords: Cultivation of microalgae, bioproducts, food, fish farming, meta-analysis.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1 - Influéncia de fatores bidticos e abidticos no perfil bioquimico de

microalgas cultivadas: Uma meta-analise

Figura 01 - Fluxograma da busca na base de dados e artigos incluidos na presente meta-

ANALIS . e ettt ee e e e e ————eaee e e e e —————aaaeaeaaa—— 37

Figura 02 — “Forest plot” do efeito do fosforo no acumulo de carboidrato nos diferentes

tipos MOrfol0giCoS de MICIOAIGAS. .....cveuviieieieieiie e e 38

Figura 03 — “Forest plot” do efeito do foésforo no acumulo de lipidios nos diferentes

tipos MorfolOgicos de MICIOAIJAS.........ccuiiiiie e 39

Figura 04 — “Forest plot” do efeito do fésforo no acumulo de proteinas nos diferentes

tipos MOrfol0giCoS de MICIOAIGAS. .....c.veuviviieieiiiie e 40

Figura 05 — “Forest plot” do efeito do nitrogénio no acimulo de carboidratos nos

diferentes tipos morfol0gicos de MICIOAIgAS. ........ccvevueiiiieeie e 41

Figura 06 — “Forest plot” do efeito do nitrogénio no acimulo de lipidios nos diferentes

tipos MOrfol0giCoS de MICIOAIGAS. .....c.vcuviueieieiisiees e 42

Figura 07 — “Forest plot” do efeito do nitrogénio no acumulo de proteinas nos

diferentes tipos Morfol0gicos de MICIOAIGAS .........cccvevieiieieeie e 43

Figura 08 — “Forest plot” do efeito da salinidade no acimulo de carboidratos nos

diferentes tipos Morfoldgicos de MICIOAIGAS ..........eveererieiiiierece e 44

Figura 09 — “Forest plot” do efeito da salinidade no acumulo de lipidios nos diferentes

tipos Morfoldgicos de MICI0AIGAS.........ccuviiiiieii e 45

Figura 10 — “Forest plot” do efeito da salinidade no actimulo de proteinas nos

diferentes tipos morfol0gicos de MICrOAlgas. ........coviiiiriiiieieie e 46

Figura 11 — “Forest plot” do efeito da luminosidade no acimulo de carboidratos nos

diferentes tipos Morfol0gicos de MICIOAIGAS.........ccvevviiieieeie e 47

Figura 12 — “Forest plot” do efeito da luminosidade no acimulo de lipidios nos

diferentes tipos morfologicos de MICrOAIgaS. ........covveiiiieieiee e 48



Figura 13 — “Forest plot” do efeito da luminosidade no acumulo de proteinas nos

diferentes tipos morfoldgicos de MICrOAIgAS ........cuieriiiririiiieree e

Figura 14 — “Forest plot” do efeito da temperatura no acimulo de carboidratos nos

diferentes tipos morfol0gicos de MICIrOAIGAS .........ccvveiieiieieiiere e

Figura 15 — “Forest plot” do efeito da temperatura no acumulo de lipidios nos

diferentes tipos morfoldgicos de MICrOAIgAS .........ccieiiiriririre e

Figura 16 — “Forest plot” do efeito da temperatura no acimulo de proteinas nos

diferentes tipos morfol0gicos de MICrOAlgas. .......ecveiieieeie e

CAPITULO 2 - Caracterizacdo bioquimica e crescimento de dez espécies de

microalgas, associadas a piscicultura, para potencial aplicacdo alimentar

Figura 01 - Curva de crescimento doS CUITIVOS. .........ccooueiiiiiiiiiiirreee e

Figura 02 - Curva de crescimento de Staurastrum NirsSutum..........c.ccceevveveeienieeieece e

Figura 03 - Concentracdo de carboidratos totais hidrossoluveis, frutose e sacarose (mg/

g MS) na biomassa final das eSpecies CUltiVadas. .........ccccerereieieiiiiceceeee e

Figura 04 - Concentragdo de amido (mg/g MS) na biomassa final das espécies

CUIEIVATAS. ..ottt e e e et e ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e ee e eeeeeeeeenaaans

Figura 05 - Concentracdo de proteinas totais soltveis (mg/ g MS) na biomassa final das

ESPECIES CUIIVAUAS. .....evveeeeecie ettt e nre s renreeneens

Figura 06 - Concentracdo de clorofila ‘a’ e carotenoides totais, nos dias 05, 17 ¢ 29 de

UV e ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e eaaaaa

CAPITULO 3 - Perfil lipidico de microalgas associadas a piscicultura para

aplicaces biotecnologicas

Figura 01 - Concentracdo de lipideos totais (mg/ g de MS) de dez cepas de algas

cultivadas em escala 1aboratorial. ..........ooovovieieii

Figura 02 - Teor (% do total de AG) de acidos graxos saturados (Sat), monoinsaturados

(Mono), Di-insaturados (Dii), Tri-insaturados (Trii) e poli-insaturados (Polii)..............c.c......

92

... 18

...81

...81

...83

....104



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2 - Caracterizagdo bioquimica e crescimento de dez espécies de

microalgas, associadas a piscicultura, para potencial aplicacdo alimentar
Tabela 01. Parametros de crescimento das dez espécies de microalgas cultivadas..................... 79

Tabela 02. Variacdo e produtividade (P) em biomassa (MS) dos cultivos durante 29

CAPITULO 3 - Perfil lipidico de microalgas associadas a piscicultura para

aplicacdes biotecnoldgicas

Tabela 01. Composicdo de ésteres metilicos de acidos graxos (% do total de FAME)

extraidos da biomassa microalgal cultivada em [aboratorio.............ccovevvevevieieiene v 106
ANEXO

Tabela 01 — Principais caracteristicas dos artigos incluidos na meta-analise. ..............cccccceueenee. 116



SUMARIO

1 INTRODUGAO GERAL .....oovoeeeeeceeeeeveeeesees s essess s 18
2 OBIETVO GERAL .....oooveieeeeeeeeeeeeeeee st aes st 24
3 OBJIETIVOS ESPECIFICOS.......cooooiieicieeeeeeeeee e 24
4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........oovooieeeeveereeesveseesseesssssesaes s sssannes 25

CAPITULO 1 - INFLUENCIA DE FATORES BIOTICOS E ABIOTICOS NO
PERFIL BIOQUIMICO DE MICROALGAS CULTIVADAS: UMA META-ANALISE

CAPITULO 2 - CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E CRESCIMENTO DE DEZ
ESPECIES DE MICROALGAS, ASSOCIADAS A PISCICULTURA, PARA
POTENCIAL APLICACAO ALIMENTAR......coiieieeeeeteeteeteeteeeeeeseesee s 71

CAPITULO 3 - PERFIL LIPIDICO DE MICROALGAS ASSOCIADAS A
PISCICULTURA PARA APLICACOES BIOTECNOLOGICAS........ccccovvevrererernnn. 96

5 CONSIDERAGCOES FINAIS......cooviieieeceeeeeee e 115

ANEXOS . 116



1. INTRODUCAO GERAL

A medida que a populacdo mundial aumenta, com projecdes de atingir a marca de 9,8
bilhdes de pessoas até 2050, questiona-se se 0 modelo atual de produgdo de alimentos
sera capaz de suprir a crescente demanda populacional (CAPORGNO e MATHYS,
2018), uma vez que, as proteinas de origem animal também dependem do fornecimento
adequado de proteinas de origem vegetal com boa relagdo custo e beneficio (FAO,
2020). Com esse intuito, esforcos se concentram no melhoramento das culturas
comumente utilizadas e na busca por novas fontes alimentares. Plantas como a soja, 0
feijao, ervilha, lentilha e o grdo de bico séo as leguminosas utilizadas como principais
fontes de proteinas de origem vegetal para consumo na alimentacdo humana e animal
(DE RON et al., 2017).

Estudos indicam que 690 milhdes de pessoas no mundo, 8,9% da popula¢do mundial,
tenham sido subnutridas em 2019 (FAO, 2020). O melhoramento genético de plantas,
visando aumentar a produtividade e/ou a resisténcia das cultivares a infecgdes por
patdgenos, associado ao uso de agrotdxicos e técnicas para melhorar a colheita e evitar
0 desperdicio, alem de aumentar as areas de cultivos, sdo algumas das medidas ja

adotadas que podem ajudar a reduzir a demanda atual por alimentos (FAO, 2018).

No entanto, algumas dessas medidas podem desencadear uma serie de desordens
ambientais alterando de forma significativa as condicbes climaticas de determinadas
regides e até mesmo do planeta, como por exemplo, a degradacdo de solos, aumento do
desmatamento florestal, que levam a perdas na biodiversidade, contaminagdo de corpos
hidricos e uso excessivo de agua para irrigacdo (FAO, 2018). Bréda-Alves e
colaboradores (2021) alertam para o aumento da ocorréncia de floragdes de microalgas
potencialmente toxicas em corpos hidricos superficiais e subterraneos, devido a
lixiviacdo e ao escoamento horizontal de herbicidas amplamente utilizados em
plantagBes agricolas. Esses autores também comprovaram o efeito positivo do herbicida
clethodim no estimulo da producdo e liberacdo de cianotoxinas em cianobactérias
cultivadas (BREDA-ALVES et al., 2021).

Dentro do panorama da alimentacéo, a piscicultura é o setor de criagcdo animal voltado
para a obtencdo de proteina para a alimentagdo humana que mais cresce mundialmente,
sendo responsavel por um sexto da ingestdo global de proteinas (SEBRAE, 2015; FAO,
2020). Os principais paises produtores de peixes em sistemas de pisciculturas sdo a
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China, representando 45% da producdo mundial de pescado, seguido pela india,
Vietnam e Indonésia. O Brasil aparece na decima segunda colocagdo do ranque mundial
dos principais paises aquicolas (SEBRAE, 2015; FAO, 2020), sendo os Ciprinideos e a
tilapia do Nilo os peixes mais cultivados e comercializadas mundialmente (SEBRAE,
2015; BRABO et al., 2016; BALDISSEROTTO, 2009). A producéo aquicola, no Brasil,
representada em grande parte pela producdo de tilapias, é bastante diversificada e conta
também com empresas especializadas no cultivo de camar@es, ostras, vieiras e
mexilhdes, sendo realizada em todas as regides do pais com potencial expansao
nacional (FILHO et al., 2020). Sua manutencao depende da produtividade natural dentro

dos tanques e da sua suplementacédo alimentar (SMITH et al., 2008).

Na cadeia produtiva da piscicultura o principal insumo é a racao, que pode chegar a até
80% do custo de producdo quando comparada a outros insumos como alevinos, tanques-
rede e medicamentos (SEBRAE, 2015). A racdo usada também influencia no
rendimento de carne dos animais, na conversdo alimentar, sobrevivéncia e
produtividade (SEBRAE, 2015). Entretanto, o uso indiscriminado de suplementagao
alimentar por meio de racGes ricas em proteinas, nitrogénio e fésforo, juntamente com
outros fatores, contribuem para a eutrofizacdo dos tanques e para a proliferacdo
excessiva de microalgas (SMITH et al., 2008). Portanto, 0 aumento da atividade deve
vir acompanhado do desenvolvimento de técnicas sustentaveis e inovadoras nas areas de

alimentos para animais, selecdo genética e biosseguranca (FAO, 2020).

O ndmero de estudos com cultivo de microalgas onde se avalia a composi¢do quimica
de diferentes cepas e espécies aumentou nas Ultimas décadas, estes estudos tém como
finalidade buscar espécies de microalgas que se desenvolvam com facilidade e
produzam quantidades suficientes de biomassa e compostos bioquimicos com alto valor
agregado, quando cultivadas em larga escala. Os principais focos observados nesses
trabalhos sdo a producdo de lipideos para utilizacdo como mateira prima para
biocombustiveis (BANERJEE et al., 2019; PARICHEHREH et al., 2019) e producéo de
proteinas, lipideos e carboidratos voltados para a alimentagdo humana e animal
(TIBBETTS et al., 2015; MILITAO et al., 2019; HARINI et al., 2020; MORALES-
SANCHEZ et al., 2020).

Microalgas podem crescer em areas ndo araveis, necessitam de menos agua e area do
que plantas como a soja, apresentam taxa de crescimento e producdo de biomassa

expressiva, ndo necessitam da aplicacdo de herbicidas e podem ser cultivadas em meios
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alternativos (FAO, 2010; BECKER, 2013; SASSI et al., 2017). O emprego desses
organismos como fonte alternativa de alimento para seres humanos e animais, pode
contribuir para reduzir a demanda mundial por proteina, com vantagens em relacdo as
plantas mais consumidas e cultivadas (CAPORGNO e MATHYS, 2018).

Ummalyma e colaboradores (2020), cultivando microalgas dulcicolas em meio de
cultura a base de 4gua do mar, observaram que a microalga Chlorococcum sp. foi capaz
de produzir grandes quantidades de biomassa e lipideos, mostrando-se uma cepa
resistente a alteracBes no pH e salinidade, sendo seu perfil de acidos graxos indicado
para uso nas industrias nutracéuticas e de biocombustiveis. Diversos outros estudos
avaliam o potencial de crescimento, producao de biomassa e compostos bioquimicos de
interesse para a alimentacdo humana e de ragdo animal, em meios de cultura alternativos
de diversas origens como efluentes industriais e domesticos (ETHIER et al., 2011; ZHU
etal., 2013; HALFHIDE et al., 2014; WANG et al., 2015; SAFAFAR et al., 2016).

Além disso, microalgas sdo fontes de diversos compostos benéficos a salde como
carboidratos, aminoécidos essenciais, acidos graxos poli-insaturados, minerais e
vitaminas (TIBBETTS et al., 2015). Microalgas como suplementacdo nutricional é
utilizado em conjunto com ragbes comuns para otimizar a alimentacdo de peixes,
crustaceos, moluscos e até animais de fazenda, como galinaceos e porcos. Cerca de 30%
da biomassa microalgal produzida mundialmente é utilizada na alimentacdo animal,
principalmente na aquacultura (BHALAMURUGAN et al., 2018; HUNTLEY et al.,
2015; MOLINO et al., 2018). Microalgas sdo uma fonte rica em proteinas e com
elevado valor nutricional (ASLAM et al., 2020). Espécies utilizadas na alimentacao
animal incluem os géneros Chlorella, Scenedesmus, Haematococcus, Dunaliella e
Nannochloropsis (RAJVANSHI et al., 2019; BHALAMURUGAN et al., 2018).

Moheimani e colaboradores (2018), cultivaram as microalgas Chlorella sp. e
Scendesmus sp., em consorcio, utilizando efluente de suinocultura digerido
anaerobicamente como meio de cultura, observando que as microalgas podem crescer e
produzir quantidades adequadas de proteinas e lipideos, ricos em acidos graxos da
familia omega3. Sendo sugerido seu uso na alimentagdo de porcos, com adicdo de

aminoéacidos essenciais, substituindo assim o farelo de soja comumente utilizado.

Microalgas possuem celulose na composicéo da sua parede celular e essa caracteristica

impacta de forma diferente animais ruminantes e monogastricos. Enquanto, para
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animais ruminantes o consumo possa ser feito de forma direta, para animais
monogastricos um pré-tratamento € necessario antes da biomassa algal ser incorporada
na alimentacdo (MADEIRA et al., 2017). Nesse sentido novas pesquisas estdo sendo
realizadas com a finalidade de testar a digestibilidade “in vitro” da biomassa microalgal

antes da sua incorporacgdo na suplementacao da ragdo animal.

Tibbetts e colaboradores (2017) avaliaram a digestibilidade “in vitro” da microalga
marinha Nannochloropsis granulata para a alimentacdo do camardo branco
(Litopenaeus vannamei) e da truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Esses autores
concluiram que a digestibilidade da biomassa de N. granulata € consideravelmente alta,
quando n&o tratada, para camardes e peixes, no entanto, ao submeter a biomassa a um
pré-tratamento térmico, a capacidade de digestdo das enzimas dos peixes aumenta. Em
outro estudo, realizado por Tibbetts e colaboradores (2016), a digestibilidade “in vitro”
da biomassa de quatro microalgas foram avaliadas antes e depois da extracdo de
lipideos. Esses autores observaram que, além de ndo reduzir a digestibilidade da matéria
organica consumida pelos animais, a suplementacdo da alimentacdo com a biomassa de
Micractinium reisseri apds a extracao de lipideos, foi capaz de reduzir a producdo de
metano em cerca de 50%, indicando um potencial para a reducdo das emissdes de

metano entérico nesses animais, quando alimentados com microalgas.

A espécie Haematococcus pluvialis na fase vermelha (encistada) é utilizada, na forma
de biomassa liofilizada ou extrato de astaxantina, como corante aditivo na alimentagéo
de camardes, salmonideos e carpas. Dunaliella salina e Nannochloropsis sp. também
sdo comumente empregadas na suplementacdo desses animais devido aos altos indices
de proteinas, carotenoides e acidos graxos encontrados em sua biomassa (MOLINO et

al., 2018), bem como Nanofrustulum sp e Tetraselmis sp (KIRON et al., 2012).

O cultivo de Litopenaeus unnamei (camardo) em conjunto a trés microalgas, Chlorella
vulgaris, Chaetoceros muelleri e Platymonas helgolandica, mostrou efeito positivo na
performance de crescimento do camardo e na qualidade da agua dos tanques (GE et al.,
2016). O beta-caroteno extraido de algas do género Dunaliella é utilizado como corante
e fonte de vitamina A (BHALAMURUGAN et al., 2018), co-culturas de camarbes com
Dunaliella previne infecgbes por patdgenos, estimulando o sistema imune desses
animais (ASLAM et al., 2020).
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Na alimentacdo humana, o consumo de alimentos a base de microalgas pode trazer
beneficios a saude, além do alto teor nutricional, por esses microrganismos serem ricos
em compostos com agdes bioativas como antioxidantes, anti-hipertensivas e
anticancerigenas (CAPORGNO e MATHYS, 2018). Microalgas do género Chlorella e
Arthrospira acumulam proteinas, em quantidade e qualidade, adequadas para atender as
exigéncias da dieta humana, ambas apresentando perfil composto por aminoécidos
essenciais, similar a fontes convencionais de proteinas como ovo, soja e outras plantas
terrestres (WELLS et al., 2017; CAPORGNO e MATHYS, 2018).

Outras microalgas, como as do género Scenedesmus, Nannochloropsis e Dunaliella
podem apresentar perfil de aminoacidos altamente favordvel ao consumo humano
(KENT et al.,, 2015). Tibbetts e colaboradores (2015), cultivaram a microalga
Scenedesmus sp. e avaliaram seu perfil proteico, antes e ap0s a extracao de lipideos, e
observaram que em ambos 0S casos, a biomassa € rica em leucina, arginina,
fenilalanina, valina, treotina e lisina, em teores maiores do que o encontrado na soja.
Esses aminoacidos, considerados essenciais, sao obtidos através da dieta, uma vez que

animais ndo sdo capazes de sintetiza-los endogenamente.

Esses microrganismos sao ainda a primeira fonte dos acidos graxo eicosapentaenoico
(EPA) e docosahexandico (DHA) para o zooplancton, peixes e outros organismos
aquaticos, aumentando de concentracdo na teia alimentar. Animais ndo sdo capazes de
converter o &cido alfa-linolénico (ALA) em EPA e DHA em niveis consideraveis, sendo
a absorcdo pela dieta importante para a manutencdo da saude (WELLS et al., 2017).
EPA e DHA s&o acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, associados a prevencgao
ou melhoria de doencas cardiovasculares e renais (CAPORGNO e MATHYS, 2018).
Ummalyma e colaboradores (2020), registraram teores expressivos desses acidos graxos

na microalga Chlorococcum sp., cultivada em meios de cultura a base de &gua marinha.

Graziani e colaboradores (2013), estudaram a capacidade antioxidante da microalga
Galdieria sulphuraria, atingindo valores de 29,6 mmol/kg de massa seca quando em
cultivo autotréfico, atribuindo esse resultado ao elevado teor de p-caroteno produzido
por essa espécie. Outra caracteristica da biomassa de G. sulphuraria € a presenga de
grande quantidade de fibras insolUveis que, segundo os autores, pode contribuir para o
melhoramento da microflora intestinal humana. Carfagna e colaboradores (2015),
comprovaram a atividade antioxidante de G. sulphuraria, através de sua suplementagéo

na dieta de camundongos sob estresse oxidativo induzido por exercicios de longa
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duracdo. Esses autores afirmam que a capacidade antioxidante da biomassa microalgal
esta associada ao seu contetido de glutationa e C-ficocianina, este Gltimo sendo capaz de
proteger lipideos do dano oxidativo.

Sabe-se que as condicdes de cultivo como luz, temperatura, concentracao de nutrientes e
salinidade, além da sua disponibilidade, qualidade e fonte, podem afetar o crescimento e
acumulo de biomassa, assim como a composi¢cdo bioquimica das microalgas
(OLIVEIRA et al., 2021).

Com isso, diversos estudos concentram seus esforcos em investigar as melhores
condicdes de cultivo, por meio do estresse, para a producéo de biomassa com alto valor
agregado. Akgul (2021), avaliou o efeito de diferentes concentracfes de nitrogénio no
crescimento, producdo de biomassa e composi¢do bioquimica de Desmodesmus
communis, em meio com 75% de deplecdo de nitrogénio D. communis apresentou
maiores taxas de crescimento, teor de lipideos e de proteinas. Ja Lu e colaboradores
(2013), avaliaram o efeito da intensidade luminosa no crescimento e sintese de proteinas
e lipideos da microalga Chlorella sp., para essa cepa foi observado que 2000 lux é a
intensidade luminosa de saturacdo, dentro do fotoperiodo de 12 horas de luz e escuro,
acima desse valor as taxas fotossintéticas reduzem, assim como a concentracdo de
lipideos e proteinas. Peng e colaboradores (2020), cultivando Nannochloropsis sp.,
observaram que para maior producdo de lipideos as condicfes de pH 6, a 35 °C e com
5% de COz, sdo adequadas.

Diante de todas estas constatacdes, a presente pesquisa tem como objetivo avaliar a
potencialidade de uso da biomassa microalgal, de espécies isoladas a partir de tanques
de pisciculturas, para uso como suplemento na alimentacdo humana e animal. Além de
contribuir, para o melhor entendimento dos efeitos das condi¢des empregadas no cultivo

na composi¢ao bioguimica da biomassa cultivada.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a potencialidade da biomassa microalgal como suplemento na alimentacédo

humana e animal, a partir de espécies isoladas de tanques de psiculturas.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar, o efeito das principais condicdes de cultivo e como estas
condicionam o perfil bioquimico das microalgas cultivadas, por meio da meta-
anélise;

e ldentificar as microalgas mais frequentes em tanques de pisciculturas, que
apresentem potencial de uso e inovacdo, em laborat6rio, bem como microalgas
com efeitos deletérios, para conhecimento do seu ciclo de vida;

e Analisar o potencial biotecnolégico dos teores de lipideos, proteinas,
carboidratos e pigmentos das espécies testadas;

e Auvaliar a viabilidade da aplicacdo destas espécies como fonte alimentar humana

e animal, com base em seus perfis bioquimicos.
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CAPITULO 1 - Influéncia de fatores biéticos e abidticos no perfil bioquimico de

microalgas cultivadas: Uma meta-analise
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RESUMO

As condig0es de cultivo como luz, temperatura, concentracdo de nutrientes e salinidade,
além da sua disponibilidade, qualidade e fonte, podem afetar o crescimento e acimulo
de biomassa, assim como a composi¢do bioquimica das microalgas. Por esse motivo, ao
cultivar microalgas para finalidades especificas, tais como a alimentacdo, torna-se
essencial o conhecimento das condigdes a serem empregadas para obtengdo do melhor
rendimento e de compostos de interesse. Portanto, o presente estudo, através da meta-
analise, buscou investigar o efeito das principais condi¢cdes de cultivo e como estas
condicionam o perfil bioquimico das microalgas cultivadas, levando em consideracéo o
tipo morfoldgico de cada espécie. Uma busca sistemética utilizando um conjunto de
palavras chaves foi realizada no banco de dados “Web of Science”. As palavras chaves
utilizadas foram: “algae cultivation AND (protein OR lipid OR carbohydrate)”. Foram
encontrados 1937 potenciais estudos, compreendidos entre os anos de 1945 e 2021.
Porém, baseado em critérios de incluséo e exclusdo de trabalhos, foram considerados 71
artigos selecionados para a meta-analise de acordo com o objetivo desta pesquisa. O
aumento do nitrogénio e da salinidade afetam positivamente o acimulo de proteinas,
enquanto que intensidades luminosas elevadas favorecem a sintese de carboidratos e
lipidios. Por outro lado, a reducdo na concentracdo de nitrogénio e fésforo promovem a
sintese de lipidios e a reducdo da salinidade e da temperatura levam ao incremento do
teor de carboidratos da biomassa microalgal. A meta-analise evidenciou o efeito das
principais condic@es fisico-quimicas empregadas no cultivo de microalgas que podem
alterar de forma significativa a sintese e acumulo dos principais compostos bioquimicos
de interesse comercial, mostrando que a manipulacdo desses parametros, associado ao
tipo morfolégico da microalga cultivada, é uma forma efetiva para obtencdo de
biomassa com maior valor agregado, nutricional e comercial. Facilitando a tomada de
deciséo sobre as melhores condicGes para a implementacdo de culturas de microalgas

com foco especifico em determinados compostos bioguimicos.

Palavras-chave: microalgas, bioprodutos, alimentacdo, proteinas, lipideos,

carboidratos.
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ABSTRACT

Cultivation conditions such as light, temperature, nutrient concentration and salinity, in
addition to their availability, quality and source, can affect the growth and accumulation
of biomass, as well as the biochemical composition of microalgae. For this reason, in
the production of microalgae for specific purposes such as food, it is essential to know
which conditions to be used to obtain better yields and compounds of interest.
Therefore, the present study, through meta-analysis, sought to investigate the effect of
the main cultivation conditions and how they affect the cultivated microalgae’s
biochemical profile, considering the morphological type of each species. A systematic
search using a set of keywords was performed in the “Web of Science” database. The
keywords used were: “algae cultivation AND (protein OR lipid OR carbohydrate)”. A
total of 1937 potential studies were found, between the years 1945 and 2021. In the end,
a total of 71 articles were selected for the current meta-analysis. The increase in
nitrogen and salinity positively affects the accumulation of proteins, while high light
intensities favor the synthesis of carbohydrates and lipids. The reduction in the
phosphorus and nitrogen concentration promotes the synthesis of lipids and the
reduction of salinity and temperature leads to an increase in the carbohydrate content of
the microalgal biomass. The present meta-analysis puts in evidence the effect of the
main physicochemical conditions used in the cultivation of microalgae that can
significantly alter the synthesis and accumulation of main biochemical compounds of
commercial interest, showing that the manipulation of these parameters, associated with
the morphological type of the microalgae cultivated, is an effective way to obtain
biomass with greater quality and higher nutritional and commercial. Facilitating the
decision making on the best conditions for the implementation of microalgae cultures

with a specific focus on certain biochemical compounds.

Keywords: microalgae, bioproducts, food, proteins, lipids, carbohydrates.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, plantas como a soja, o feijao, ervilha, lentilha e o grdo de bico sdo as
leguminosas utilizadas como principais fontes de proteinas para consumo na
alimentacdo humana e animal (DE RON et al., 2017). Estima-se que a producéo atual de
alimentos deve dobrar de tamanho para atender as demandas alimentares de toda a
populacéo do planeta, que pode chegar a 9,8 bilhdes de pessoas em 2050 (CAPORGNO
e MATHYS, 2018). Além disso, estudos indicam que 690 milhdes de pessoas no
mundo, 8,9% da populacdo mundial, tenham sido subnutridas em 2019 e que o nimero

de pessoas afetadas pela fome no mundo continua aumentando (FAO, 2020).

Aumentar a area de cultivo, aplicacdo de técnicas para melhorar a produtividade e a
colheita, sdo medidas que podem ajudar a alcancar a crescente demanda por alimento.
No entanto, essas medidas vdo de encontro a uma série de questdes ambientais que
podem afetar as condi¢cfes climaticas do planeta, como a degradacdo de terras, aumento
do desmatamento florestal, perdas na biodiversidade, contaminacdo de corpos hidricos e

uso excessivo de agua para irrigacdo (FAO, 2018).

A utilizacdo de microalgas como fonte alternativa de alimento, tanto para alimentacéo
humana quanto para racdo animal, pode contribuir para reduzir a demanda global por
proteina, com certas vantagens em relacdo as plantas comumente consumidas e
cultivadas (CAPORGNO e MATHYS, 2018). Microalgas podem crescer em areas nao
araveis, necessitam de menos agua e area do que plantas como a soja, apresentam taxa
de crescimento e producdo de biomassa elevada, ndo necessitam da aplicacdo de
herbicidas e podem ser cultivadas com fontes de nutrientes alternativos e sustentaveis
(FAO, 2010; BECKER, 2013; SASSI et al., 2017) Além disso, microalgas sdo fontes de
diversos compostos benéficos a salde como carboidratos, aminoacidos essenciais,

acidos graxos poli-insaturados, minerais e vitaminas (TIBBETTS et al., 2015).

Nas Ultimas déecadas o numero de estudos com cultivo de microalgas nos quais se avalia
a composicdo quimica de diferentes cepas e espécies aumentou exponencialmente. Estes
estudos tém como objetivo principal buscar espécies de microalgas que quando
cultivadas se desenvolvam com facilidade e produzam quantidades suficientes de
biomassa e compostos bioguimicos com alto valor agregado. Sdo dois os focos
principais observados nesses trabalhos; producdo de lipideos para utilizacdo como
mateira prima para biocombustiveis (BANERJEE et al., 2019; PARICHEHREH et al.,
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2019) e producdo de proteinas, lipideos e carboidratos voltados para a alimentagédo
humana e animal (TIBBETTS et al., 2015; MILITAO et al., 2019; HARINI et al., 2020;
MORALES-SANCHEZ et al., 2020).

Sabe-se que as condigdes de cultivo como luz, temperatura, concentragao de nutrientes e
salinidade, além da sua disponibilidade, qualidade e fonte, podem afetar o crescimento e
acimulo de biomassa, assim como a composicdo bioquimica das microalgas
(OLIVEIRA et al., 2021). Por esse motivo, torna-se essencial, ao cultivar microalgas
para finalidades especificas como a alimentacdo, o conhecimento de quais condi¢bes
empregar para se obter melhor rendimento e compostos de interesse. Portanto, 0
presente estudo, através da meta-analise, buscou investigar o efeito das principais
condicdes de cultivo e como estas condicionam o perfil bioguimico das microalgas

cultivadas, levando em consideracao o tipo morfologico de cada espécie.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Estratégia de busca

A busca sistematica utilizando um conjunto de palavras chaves, em inglés para maior
abrangéncia, foi realizada no banco de dados “Web of Science” no més de setembro de
2021. As palavras chaves utilizadas foram: “algae cultivation AND (protein OR lipid

OR carbohydrate)”. Os artigos encontrados na busca foram entdo selecionados.
2.2 Critérios de selecdo

Todos os artigos encontrados na busca passaram por selecdo baseada em critérios, de
inclusdo ou exclusdo, previamente estabelecidos, e destes, 71 artigos foram
considerados. Os critérios de inclusdo foram: (1) Experimentos randomizados e
controlados; (2) presenca de pelo menos uma analise alvo (quantificacdo de proteinas,
lipideos ou carboidratos); (3) utilizacdo de cepas unialgais e ndo toxicas; (4) cultivo
fototrofico; e (5) presenga de pelo menos um tratamento controle. Os critérios de
excluséo foram: (1) Artigo ndo relacionado com o tema principal e/ou artigo de revisdo
bibliogréfica; (2) ndo apresenta alguma analise alvo; (3) experimentos com cultivos
mistos; (4) utilizacdo de meio de cultura alternativo (efluentes industriais, domésticos e
outras fontes); (5) utilizacdo de cepas de microalgas geneticamente modificadas; e (6)

ndo testou nenhuma variavel foco ou teve sobreposicéo de variaveis.
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2.3 Extracao dos dados

Foram extraidas as seguintes informacdes dos artigos elegiveis: (1) espécies utilizadas;
(2) tipo morfolégico das espécies (bidtico); (3) tratamento empregado (estresse

abiotico); (4) andlise alvo (concentracdo de proteina, lipideo e carboidrato).
2.4 Analises estatisticas

O tamanho do efeito de cada estudo foi calculado a partir da média, da maior diferenca
entre 0s niveis em cada estudo, e desvio padrdo (DP) dos resultados como diferenca
média ponderada (SMD) com 95% de intervalo de confianca (Cl) (BORENSTEIN et
al., 2009). Para o calculo dos tamanhos de efeito as seguintes formulas foram utilizadas:
D = X1 - X2, sendo D a diferenga entre os niveis e X1 e X2 a media do tratamento de
menor e maior nivel, respectivamente. Assumindo que o0s desvios padrdo ndo sdo 0s
mesmos, a variancia de D (VD) foi entdo calculada, VD = (S1/ nl) + (S2/ n2), sendo S1
e S2 o desvio padrdo de X1 e X2, e nl1 e n2 sdo o tamanho das amostras em cada nivel
X1 e X2, respectivamente. Por fim, a raiz quadrada de VD foi calculada
(BORENSTEIN et al., 2009). O céalculo do tamanho de efeito seguiu sempre na direcdo
do menor para o maior nivel observado. A meta-analise foi conduzida utilizando o
programa R (R CORE TEAM, 2021) com o pacote metafor (VIETCHBAUER, 2010).

A heterogeneidade dos estudos foi testada usando o teste Q de Cochrane. Quando p
<0,01, as diferencas entres os estudos sao consideradas significativas. Na meta-analise,
a significancia é comumente determinada pelo Cl acima de 95%. Um 12 de 50% e uma
estatistica Q de p <0,01 sdo evidéncias para sustentar a presenca de heterogeneidade.
Anédlises de subgrupos foram realizadas com base nos tipos morfoldgicos classificados
como unicelular, flagelado, filamentosa, colonial cendbio e colonial tetrasporal. Nos
trabalhos onde o DP ndo estava descrito em tabelas, os dados foram obtidos com o
auxilio do software WebPlotDigitizer ver. 4.5 (ROHATGI, 2021).
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3 RESULTADOS
3.1 Resultados da pesquisa e caracteristicas dos estudos

Um diagrama de fluxo que mostra o procedimento de selecéo dos estudos é apresentado
na Figura 01. A partir das buscas na base de dados “Web of Science”, foram
encontrados 1937 potenciais estudos, compreendidos entre os anos de 1945 e 2021. No
final, um total de 71 artigos foram selecionados para a meta-analise desta pesquisa. As
caracteristicas gerais dos estudos incluidos na meta-anélise estdo resumidas na Tabela
01 dos dados complementares. Estes incluiram estudos realizados entre os anos de 2002
a 2021, com cepas de microalgas de 9 Classes e 7 Divisdes taxonémicas. Os tipos
morfologicos registrados foram unicelular, unicelular flagelada, filamentosa, colonial
tetrasporal e colonial cendbio. Experimentos com diferentes niveis de luminosidade,
temperatura, nitrogénio, fosforo e salinidade foram realizados pelos estudos incluidos

nesta meta-analise.

Figura 01 — Fluxograma da busca na base de dados e artigos incluidos na presente

meta-analise.
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3.2 Efeito do fosforo e influéncia dos tipos morfologicos nos compostos bioquimicos

3.2.1 Fosforo e carboidratos totais

Para fosforo e carboidratos totais a meta-analise foi realizada em dados extraidos de 7

estudos (Figura 02). Os resultados mostram que o fésforo ndo tem influéncia

significativa no acumulo de carboidratos nas algas, independentemente do tipo
morfologico avaliado (SMD: -7,42; 95% Cl: -20,98 a 6,13; p = < 0,01; 1> = 99,1%).

Para os subgrupos filamentosa e cendbio, os valores de 12 foram 0%, indicando baixa de

heterogeneidade nos dados analisados.

Figura 02 — “Forest plot” do efeito do fésforo no acumulo de carboidrato nos diferentes

tipos morfoldgicos de microalgas.

Autor e Ano

SMD [95% CI]

Unicelular

Ghosh et al. 2019 —— 25.30[ 10.90, 39.70

Suthar et al. 2018 = : -110.40[-172.89, -47.92

Sun et al. 2015 = -35 -6.04, -0.95

Chen et al. 2015.1 l -3.39[ -5.88, -0.89
Modelo: Q = 26.41, df = 3, p = <.01 —_—— -15.93 [-64.65, 32.80]
2= 99.8%, tau? = 2265.43 §
Flagelado

Moussa et al. 2017 - 5,67 -9.26, -2.09

Chen et al. 2015.2 u 042] -1.19, 2.04
Modelo: Q = 9.22, df = 1, p = <.01 < -2.40 [-8.36, 3.55]
2 = 89.2%, tau? = 16.56 ;

Filamentosa :

Markou et al. 2012 —— -31.86 [ -44.66, -19.07]
Medelo: Q = 0, df = 0, p = =1.00 - -31.86 [-44.66, -19.07]
2= 0%, tau?=0 :

Cenobio

Hamouda et al. 2017 - -5.98 [ -9.73, -2.24]
Modelo: Q = 0, df = 0, p = =1.00 o -5.98 [-9.73, -2.24]
2=0%, tau*=0 ;

Modelo: Q = 65.65, df = 7, p = <.01 - -7.42[-20.98, 6.13]
2= 99.1%, tau? = 332.92 :
Diferenga entre grupos: Q= 0.49,df =0, p = 0.92
I I I I I I
200 150  -100 -50 0 50

Diferenca entre as médias padronizadas
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3.2.2 Fosforo e lipidios totais

Para fosforo (P) e lipidios totais a meta-analise foi realizada em dados extraidos de 18

estudos (Figura 03). Os resultados mostram que a reducdo da concentracdo de P nos

cultivos tem influéncia significativa no acimulo de lipidios nas microalgas (SMD: -
4,24; 95% CI: -7,45 a -1,03; p = 0,14; 1> = 97%). Com excecdo de trabalhos como o0s
realizados por Moussa e colaboradores (2017) (SMD: 11,11; 95% CI: 4,63 a 17,6) e
Hamouda e colaboradores (2017) (SMD: 55,85; 95% CI: 24,21 a 87,49), com algas

flageladas e colonial cendbio, respectivamente. Quando analisados de forma isolada, a

meta-andlise indicou efeito inversamente proporcional entre a concentracdo de P e o

acumulo de lipideos em microalgas unicelulares (SMD: -2,75; 95% CI: -5,17 a -0,33; p

=<0,01; 1> = 92,4%).

Figura 03 — “Forest plot” do efeito do fosforo no acimulo de lipidios nos diferentes

tipos morfoldgicos de microalgas.
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Flagelado §
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2= 94.8%, tau?= 1335.37 :

Modelo: Q = 177.06, df = 24, p = <.01 Y -4.24 [ -7.45, -1.03]
2= 97%, tau? = 56.15 :
Diferenga entre grupos: Qy = 6.88,df =0, p =0.14
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3.2.3 Fosforo e proteinas totais

Para fosforo e proteinas totais a meta-analise foi realizada em dados extraidos de 6
estudos (Figura 04). Os resultados mostram que o fdsforo ndo tem influéncia
significativa no acimulo de proteinas nas microalgas (SMD: 1,65; 95% CI: -11 a 14,3;
p =< 0,01; 12 = 99,1%). Embora, ao avaliar os diferentes tipos morfoldgicos, os estudos
aparentem indicar um efeito positivo do fésforo no acimulo de proteinas em microalgas
filamentosas, tal efeito é irrelevante e ndo pode ser considerado devido ao baixo valor
de 12, indicando que a variagdo observada pode ndo ser genuina (SMD: 22,57; 95% CI:
13,47 a 31,68; p = < 0,01; 1> = 0%). O mesmo ¢ observado para a deplecdo de P em
microalgas coloniais cendbio (SMD: -54,81; 95% CI: -85,87 a -23,76; p = < 0,01; I2 =
0%).

Figura 04 — “Forest plot” do efeito do fdsforo no acimulo de proteinas nos diferentes

tipos morfoldgicos de microalgas.
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3.3 Efeito do N e influéncia dos tipos morfolégicos nos compostos bioquimicos

3.3.1 Nitrogénio e carboidratos totais

Para nitrogénio (N) e carboidratos totais a meta-analise foi realizada em dados extraidos

de 11 estudos (Figura 05). Os resultados mostram que a concentracdo de N ndo tem

influéncia significativa direta no acumulo de carboidratos nas microalgas (SMD: -0,87;
95% Cl: -4,26 a 2,51; p = <0,01; 1> = 94%). No entanto, ao analisar os tipos

morfolodgicos, verificamos que para microalgas unicelulares ha relacdo direta entre o

aumento na concentragdo desse nutriente com o teor de carboidratos (SMD: 6,75; 95%
Cl: 0,74 a 12,76; p = <0,01; 1> = 98%).

Figura 05 — “Forest plot” do efeito do nitrogénio no acimulo de carboidratos nos

diferentes tipos morfoldgicos de microalgas.
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Diferenca entre as médias padronizadas
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3.3.2 Nitrogénio e lipidios totais

Para N e lipidios totais a meta-anélise foi realizada em dados extraidos de 35 estudos
(Figura 06). Os resultados mostram que a deplecdo de N favorece o acimulo de lipideos
nas microalgas (SMD: -4,25; 95% CI: -6,4 a -2,1; p = < 0,01; 12 = 95,8%), sobretudo
nas unicelulares (SMD: -5,44; 95% CI: -8 a -2,89; p = < 0,01; 12 = 94,7%).

Figura 06 — “Forest plot” do efeito do nitrogénio no acumulo de lipidios nos diferentes

tipos morfoldgicos de microalgas.

Autor e Ano

SMD [95% CI]

Unicelular
Silva et al. 2015

-143.26 [-224.33, -62.19]

Harini et al. 2020 = -29.96 [ -46.98, -12.93]
Setta et al. 2014 L} -0.14[ -1.38, 1.10]
Cho et al. 2020 (sl -11.78 [-20.18, -3.39]
Ghosh et al. 2019 L] -0.15[ -1.75, 1.45]
Maltsev et al. 2019 e -11.67 [-18.47, -4.88]
Kiran et al. 2015 L] -1.48[ -3.29, 0.32]
Metsoviti et al. 2019 - -35.32[-49.49, -21.14]
Bohnenberger et al. 2014.2 L} -1.02[ -2.72, 0.68]
Bohnenberger et al. 2014.1 " -0.60[ -2.23, 1.04]
Soru et al. 2019 - -3.59[ -6.76, -0.42]
El-Sheekh et al. 2019 " 1.27[ -0.48, 3.03]
Adamakis et al. 2018 - -5.32[ -8.73, -1.91]
Feng et al. 2020 - -7.78[-12.46, -3.10]
Chakraborty et al. 2016 il 8.82[ 3.58, 14.06]
Sun et al. 2015 - -5.74[ -9.36, -2.12]
Gim et al. 2016.2 - -5.55[ -9.08, -2.03]
Chen et al. 2015.1 [} -0.91[ -2.59, 0.77]
Zhu et al. 2015 i -7.16[-11.51, -2.80]
Lietal. 2014 = -25.14[-39.45,-10.82]
Liuetal. 2016 Y -7.37[-11.83, -2.90]
Feng et al. 2011 . -8.97 [-14.29, -3.65]
Feng et al. 2012 M -9.28[-14.77, -3.79]
Fan etal. 2014 - -5.59[ -9.14, -2.05]
Widjaja et al. 2009 " -3.24[ -5.68, -0.81]
Modelo: Q = 161.88, df = 24, p = <.01 o -5.44 [-8.00, -2.89]
I?=94.7%, tau* = 33.86 :
Tetrasporal :
Maltsev et al. 2021 . -17.84[-28.06, -7.62]
Bohnenberger et al. 2014.3 [] 0.89[ -0.79, 2.57]
Choi et al. 2011 i -18.36 [ -27.46, -9.26]
Ruangsomboon 2012 ] 3.71[ 1.42, 6.00]
Modelo: Q = 35.82, df = 3, p = <.01 > -7.05 [-18.60, 4.49]
12=97.9%, tau®*= 127.04 :
Flagelado :
Morales-sanchez et al. 2020 L] -1.20[ -2.93, 0.54]
Selvakumar et al. 2014.2 ] 2.34[ 0.26, 442]
Selvakumar et al. 2014.1 " 0.71[ -0.94, 2.36]
Moussa et al. 2017 o] 7.36[ 2.90, 11.82]
Gim et al. 2016.3 M -8.55[-13.64, -3.45]
Gim et al. 2016.1 ] -4.29[ -7.19, -1.38]
Chenetal. 2015.2 ] -3.76 [ -6.42, -1.10]
Modelo: Q = 43.65, df = 6, p = <.01 () -0.98 [-4.43, 2.48]
I?=92.6%, tau*= 19.26 :
Cendbio :
Akgul 2020 il 10.01[ 4.13, 15.90]
Bresaola et al. 2019 [ ] -0.49[ -2.48, 1.50]
Sonmez et al. 2016 L} -2.03[ -4.00, -0.06]
Wang et al. 2013 L B -12.28 [-19.41, -5.15]
Modelo: Q = 24.35, df = 3, p = <.01 & -1.06 [-9.40, 7.28]
I?=96.5%, tau*= 66.7 :
Modelo: Q = 282.74, df = 39, p = <.01 Q -4.25[ -6.40, -2.10]

I?=95.8%, tau?= 40.45

Diferenga entre grupos: Qy = 3.65,df =0, p = 0.30

-250

-200 150  -100 -50 0

Diferenga entre as médias padronizadas
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3.3.3 Nitrogénio e proteinas totais

Para N e proteinas totais a meta-analise foi realizada em dados extraidos de 14 estudos
(Figura 07). Os resultados mostram que 0 aumento na concentracdo de N no meio de
cultura influencia significativamente o acumulo de proteinas nas microalgas,
independentemente do tipo morfolédgico avaliado (SMD: 6,19; 95% CI: 2,04 a 10,33; p
=<0,01; 12 = 97,2%).

Figura 07 — “Forest plot” do efeito do nitrogénio no acumulo de proteinas nos

diferentes tipos morfoldgicos de microalgas.

Autor e Ano SMD [95% CI]
Unicelular :
Setta et al. 2014 - 1.56[0.15, 2.98]
Ghosh et al. 2019 HEH -2.31 [-4.38, -0.25]
Kiran et al. 2015 m 2.73[0.51, 4.96]
Metsoviti et al. 2019 : —a— 24.32 [14.52, 34 11]
Adamakis et al. 2018 I-I-I 1.38 [—0.40, 3.16]
Lietal 2019 : [ = | 35.83 [15.49, 56.16]
Sun et al. 2015 b 10.21[4.22, 16.21]
Chen et al. 2015.1 i 0.15[-1.45, 1.76]
Zhu et al. 2015 —m— 8.69 [ 3.52, 13.85]
Modelo: Q = 64.05, df = 8, p = <.01 <> 6.75[0.74, 12.76]
I2= 98%, tau? = 74.37 :
Flagelado :
Morales-sanchez et al. 2020 i 2.78[0.53, 5.02]
Moussa et al. 2017 Co—a— 15.74 [ 6.69, 24.78]
Chen et al. 2015.2 H 1.02 [-0.68, 2.72]
Yilancioglu et al. 2014 —— 7.08[2.76, 11.39]
Modelo: Q = 15.52, df = 3, p = <.01 T 5.40[0.22, 10.57]
I2=90.9%, tau?=22.7 :
Cenobio ;
Akgul 2020 HE-, -2.62 [-4.80, -0.44]
Bresaola et al. 2019 ' = | 32.12[9.78, 54 .47]
Modelo: Q = 9.2, df = 1, p = <.01 12.90 [-20.95, 46.75]

12=89.1%, tau® = 537.94

Modelo: Q = 102.2, df = 14, p = <.01 :
I2= 97.2%, tau? = 56.44 | - 6.19[2.04, 10.33]

Diferenga entre grupos: Qy =0.02,df =0, p = 0.99

I I I I I
-20 0 20 40 60

Diferenga entre as médias padronizadas
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3.4 Efeito da salinidade e influéncia dos tipos morfologicos nos compostos

bioquimicos

3.4.1 Salinidade e carboidratos totais

Para salinidade e carboidratos totais a meta-analise foi realizada em dados extraidos de

6 estudos (Figura 08). Os resultados mostram que a reducdo da salinidade favorece o
acumulo desse composto (SMD: -3,92; 95% CI: -7,53 a -0,31; p = < 0,01; I1?> = 95,3%),
principalmente em microalgas filamentosas (SMD: -9,52; 95% CI: -13,99 a -5,06; p =

0,02; I2 = 76,8%).

Figura 08 — “Forest plot” do efeito da salinidade no acimulo de carboidratos nos

diferentes tipos morfoldgicos de microalgas.

Autor e Ano

SMD [95% CI]

Unicelular
Rearte et al. 2018
Yang et al. 2015
Khatoon et al. 2014.2

Modelo: Q =13.16, df =2, p = <.01
1?=87.2%, tau®= 8.02

Flagelado
Morales-sanchez et al. 2020
Pugkaew et al. 2019
Khatoon et al. 2014 .1

Modelo: Q = 11.96, df =2, p = <.01
2= 85%, tau®=5.08

Filamentosa
Lawton et al. 2015.5
Lawton et al. 2015.4
Lawton et al. 2015.3
Lawton et al. 2015.2
Lawton et al. 2015.1

Modelo: Q = 11.99, df =4, p = =0.02
1?=76.8%, tau*=17.79

3.79[-6.47, -1.12]
1.26[-0.89, 3.40]
1.94[ 0.26, 3.63]

-0.08 [-3.52, 3.36]

3.21[ 0.79, 5.63]
0.61[-1.02, 2.25]
-1.83[-3.48, -0.18]

0.56 [-2.22, 3.34]

-13.60 [-20.41, -6.79]
7.31[-11.15, -3.47]
-6.57 [-10.07, -3.06]
6.11[-9.41, -2.81]

-25.82 [-38.55, -13.09]

-9.52 [-13.99, -5.06]

Modelo: Q =93.29, df = 10, p = <.01
1?=95.3%, tau® = 32.98

Diferenga entre grupos: Qy = 19.53,df = 0, p = 0.00

-40 -30 -20 -10 0 10

Diferenga entre as médias padronizadas

-3.92[-7.53, -0.31]
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3.4.2 Salinidade e lipidios totais

Para salinidade e lipidios totais a meta-analise foi realizada em dados extraidos de 17

estudos (Figura 09). Os resultados mostram que o aumento da salinidade influencia

significativamente o acumulo de lipidios nas microalgas (SMD: 2,46; 95% CI: 0,68 a

4,25; p = < 0,01; 1> = 92%), principalmente naquelas com tipo morfoldgico filamentoso
(SMD: 3,11; 95% ClI: 1,03 a 5,19; p = < 0,01; 1> = 94,9%). O efeito oposto é registrado

para microalgas coloniais tetrasporais, onde a reducédo da salinidade favorece o acimulo

de lipidios (SMD: -3,18; 95% CI: -5,26 a -1,09; p = < 0,01; 1> = 92,3%).

Figura 09 — “Forest plot” do efeito da salinidade no acimulo de lipidios nos diferentes

tipos morfoldgicos de microalgas.

Autor e Ano

SMD [95% CI]

Unicelular
Harini et al. 2020
Su et al. 2021
Rearte et al. 2018
Yang et al. 2015
Kim et al. 2016
Khatoon et al. 2014.2
Gorain et al. 2013.1

Modelo: Q = 40.94, df =6, p = <.01
12=92.3%, tau®= 22.74

Tetrasporal
Ruangsomboon 2012

Modelo: Q = 40.94, df =6, p = <.01
1?=92.3%, tau®=22.74

Flagelado
Morales-sanchez et al. 2020
Pugkaew et al. 2019
Kato et al. 2017
Khatoon et al. 2014.1
Takagi et al. 2006

Modelo: Q = 40.94, df =6, p = <.01
1?=92.3%, tau®=22.74

Filamentosa
Lawton et al. 2015.5
Lawton et al. 2015.4
Lawton et al. 2015.3
Lawton et al. 2015.2
Lawton et al. 2015.1
Shalaby et al. 2010

Modelo: Q =20.19, df =4, p = <.01
1?=94.9%, tau® = 27.55

Cendbio
Zhao et al. 2016
Srivastava et al. 2017
Kaewkannetra et al. 2012
Gorain et al. 2013.2

Modelo: Q =22.74, df =5, p = <.01
I?=82.3%, tau?*=5.24

-8.81 [-14.05, -3.58]
7.75[ 3.08,12.41]
427 1.37, 7.16]
1.22[-0.92, 3.35]
7.06 [ 2.76, 11.37]
-1.08 [ -2.80, 0.63]
2.31[ 0.24, 4.38]
1.87 [-1.89, 5.63]

-3.18 [ -5.26, -1.09]
-3.18 [-5.26, -1.09]

-0.50 [-2.13, 1.12]
A3 0.13, 4.13]
64 [ 9.73, 35.55]
99-0.71, 2.69]
68 [ 1.65, 11.70]

4.07 [-1.01, 9.14]

0
2
22.

2
0
6

4.63[ 1.97, 7.30]
464 1.98, 7.31]
0.19[-1.20, 1.58]
8.54 [ 4.13,12.94]
1.92 0.25, 3.60]
1.56 [ -0.26, 3.39]

3.11[1.03, 5.19]

-4.64 [ -6.53, -2.76]
4.05[ 1.26, 6.85]
23.47 [ 10.09, 36.84]
2.39[ 0.30, 4.49]

4.78 [-5.08, 14.63]

Modelo: Q = 156.92, df = 22, p = <.01
1?=92%, tau®*= 15.93

Diferenga entre grupos: Qy =2.15,df =0, p = 0.71

-20 -10 0 10 20 30 40

Diferen¢a entre as médias padronizadas

2.46[ 0.68, 4.25]



3.4.3 Salinidade e proteinas totais

Para salinidade e proteinas totais a meta-andalise foi realizada em dados extraidos de 6

estudos (Figura 10). Os resultados mostram que o aumento da salinidade ndo influencia

significativamente o acimulo de proteinas nas microalgas de modo geral (SMD: 2,5;

95% Cl: -2,31a7,3; p = <0,01; I =97,7%). No entanto, para microalgas filamentosas,

0 aumento da salinidade favorece o acimulo de proteinas (SMD: 8,78; 95% CI: 3,34 a

14,23; p =< 0,01; I = 89,7%).

Figura 10 — “Forest plot” do efeito da salinidade no acimulo de proteinas nos

diferentes tipos morfoldgicos de microalgas.

Autor e Ano

SMD [95% CI]

17=97.7%, tau® = 60.76

Unicelular
Rearte et al. 2018 Hy -1.06 [-2.77, 0.65]
Yang et al. 2015 Fa 1.36 [-0.81, 3.54]
Khatoon et al. 2014.2 HH 0.73[-0.70, 2.16]
Modelo: Q = 3.69, df= 2, p = =0.16 > 0.28 [-1.08, 1.64]
I2= 45.5%, tau?= 0.66 :
Flagelado
Morales-sanchez et al. 2020 HH -1.99[-3.95, -0.04]
Pugkaew et al. 2019 e -1.37 [-3.14, 0.41]
Khatoon et al. 2014 .1 : -17.71 [-26.50, -8.92]
Modelo: Q = 12.77, df =2, p = <.01 -<> -6.15[-15.67, 3.37]
2= 97.4%, tau® = 64.46
Filamentosa
Lawton et al. 2015.5 P 7.95[ 3.81,12.08]
Lawton et al. 2015.4 s . 523 2.31, 8.14]
Lawton et al. 2015.3 —. 18.24 [ 9.20, 27.29]
Lawton et al. 2015.2 - 2.54 [ 0.68, 4.41]
Lawton et al. 2015.1 : —a— 15.50[ 7.78, 23.22]
Modelo: Q = 23.76, df = 4, p = <.01 . 8.78 [3.34, 14.23]
2= 89.7%, tau?= 31.2
Modelo: Q = 87.16, df = 10, p = <.01 ’ 2.50[-2.31, 7.30]

Diferenga entre grupos: Qy = 12.41,df=0, p = 0.00

-30 -20 -10 0 10 20 30

Diferenca entre as médias padronizadas
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3.5 Efeito da luminosidade e influéncia dos tipos morfologicos nos compostos

bioquimicos
3.5.1 Luz e carboidratos totais

Para luminosidade e carboidratos totais a meta-analise foi realizada em dados extraidos
de 6 estudos (Figura 11). Os resultados mostram que o aumento da intensidade
luminosa influencia o acimulo de carboidratos nas microalgas, independentemente do
tipo morfoldgico (SMD: 1,81; 95% Cl: 0,15 a 3,47; p = <0,01; 1> = 68,7%). Para
microalgas flageladas, filamentosas e coloniais cendbio temos 12 = 0%, indicando que a

variancia observada pode nédo ser genuina devido a baixa amostragem encontrada.

Figura 11 — “Forest plot” do efeito da luminosidade no acimulo de carboidratos nos

diferentes tipos morfoldgicos de microalgas.

Autor e Ano SMD [95% CI]
Unicelular

Bilin et al. 2013 ; = 1280.36 [652.99, 1907.72]
Zhang et al. 2018 L] 6.06[ 2.27, 9.84]
Sun et al. 2015 2.39[ 0.29, 4.48]

Modelo: Q = 18.69, df = 2, p = <.01
I? = 100%, tau® = 435024.86

Flagelada

371.87 [-399.39, 1143.13]

Morales-sanchez et al. 2020 -0.19[-1.80, 1.41]
Modelo: Q = 0, df = 0, p = =1.00 i -0.19[-1.80, 1.41]
2= 0%, tau?= 0 :
Filamentosa ;
Markou et al. 2012 L] 0.69[-0.47, 1.86]
Modelo: Q = 0, df = 0, p = =1.00 i 0.69 [-0.47, 1.86]
2= 0%, tau?= 0 :
Cenébio é
Gris et al. 2014 i 246 0.34, 4.58]

Modelo: Q=0,df=0, p==1.00
12=0%, tau?=0

2.46 [0.34, 4.58]

Modelo: Q = 28.52, df =5, p = <.01
I?=68.7%, tau®* = 2.46

Diferenga entre grupos: Qy = 0.46,df = 0, p = 0.93

-500 0 500 1000 1500 2000

Diferencga entre as médias padronizadas

1.81[ 0.15, 3.47]

47



3.5.2 Luz e lipidios totais

Para luminosidade e lipidios totais a meta-analise foi realizada em dados extraidos de 13

estudos (Figura 12). Os resultados mostram que a 0 aumento da intensidade luminosa

influencia significativamente o acimulo de lipidios nas microalgas, independentemente
do tipo morfoldgico (SMD: 1,75; 95% CI: 0, 24 a 3, 26; p = <0,01; 12 = 81,4%). Quando

analisados separadamente, para microalgas dos subgrupos unicelulares, flageladas e

coloniais tetrasporal temos 12> = 0%, indicando que a variancia observada pode n&o ser

genuina devido a baixa amostragem encontrada.

Figura 12 — “Forest plot” do efeito da luminosidade no actimulo de lipidios nos

diferentes tipos morfol6égicos de microalgas.

Autor e Ano

SMD [95% CI]

Unicelular
Bilin et al. 2013

-777.42 [-1158.35, -396.49

Zhang et al. 2018 " 3.75] 1.09, 641
Chakraborty et al. 2016 L] 4.33 1.40, 7.25
Seo et al. 2017 L] 220 017, 4.23
Sun et al. 2015 [ 4.41 1.45, 7.37
Liu et al. 2016 " 3.89[ 1.17, 6.62
Modelo: Q = 18.5, df = 5, p = <.01 | 3.46 [2.30, 4.61]
2= 0%, tau?=0 :
Tetrasporal
Huang et al. 2017 L] 1.77 0.13, 3.40
Ruangsomboon 2012 n 1.32| -0.21, 2.85
Modelo: Q = 0.15, df = 1, p = =0.70 i 1.53[0.41, 2.65]
2= 0%, tau?=0 :
Flagelada
Morales-sanchez et al. 2020 L 1.20[ -0.54, 2.93]
Modelo: Q =0, df =0, p = =1.00 i 1.20 [-0.54, 2.93]
I2= 0%, tau*=0 :
Filamentosa i
Nagappan et al. 2020 n -1.27[ -3.41, 0.88
Markou et al. 2012 L] 022 -091, 1.36
Modelo: Q = 1.45, df = 1, p = =0.23 i -0.23 [-1.58, 1.11]
2= 30.9%, tau?= 0.34 :
Cenobio
Sforza et al. 2014 L] 25.81[ 11.12, 40.50
Gris et al. 2014 L 439 -7.34, -143
Modelo: @ = 15.6, df = 1, p = <.01 & 9.82[-19.72, 39.36]
I2=93.6%, tau? = 426.74 :
Modelo: Q = 66.09, df = 12, p = <.01 i 1.75[ 0.24, 3.26]
2= 81.4%, tau? = 5.28 :
Diferenga entre grupos: Qy = 30.39,df =0, p = 0.00 :
I I I |
-1500 -1000 -500 0 500

Diferenca entre as médias padronizadas
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3.5.3 Luz e proteinas totais

Para luminosidade e proteinas totais a meta-analise foi realizada em dados extraidos de

6 estudos (Figura 13). Os resultados mostram que a intensidade luminosa ndo tem

influéncia significativa no acimulo de proteinas nas microalgas, independentemente do
tipo morfolégico (SMD: -4,53; 95% CI: -10,28 a 1,21; p = <0,01; 1> = 94,6%). Quando

analisados separadamente, para microalgas flageladas, filamentosas e coloniais cenobio

temos 1> = 0%, indicando que a variancia observada pode ndo ser genuina devido a

baixa amostragem encontrada.

Figura 13 — “Forest plot” do efeito da luminosidade no acumulo de proteinas nos

diferentes tipos morfol6égicos de microalgas.

Autor e Ano

SMD [95% CI]

Unicelular
Bilin et al. 2013

-587.19 [-874.91, -299 .47]

Zhang et al. 2018 -1.78[ -3.68, 0.11]
Sun et al. 2015 -12.17 [-19.23, -5.10]
Modelo: Q = 23.6, df = 2, p = <.01 ; -173.65 [-523.80, 176.50]
12 = 100%, tau? = 89552.07 :

Flagelada

Morales-sanchez et al. 2020 . -1.51[ -3.33, 0.30]
Modelo: Q = 10.32, df = 3, p = =0.02 i -1.51 [-3.33, 0.30]
I = 73.6%, tau® = 3.28 :

Filamentosa

Markou et al. 2012 = -11.65[-16.45, -6.86]
Modelo: Q = 0, df = 0, p = =1.00 ¢ -11.65 [-16.45, -6.86]
2= 0%, tau®=0 :

Cenébio :

Gris et al. 2014 . 3.04[ 0.69, 5.40]
Modelo: Q = 0, df = 0, p = =1.00 ] 3.04 [0.69, 5.40]
2= 0%, tau®=0 :

Modelo: Q = 56.28, df = 5, p = <.01 q -4.531-10.28, 1.21]

1?=94.6%, tau? = 39.01

Diferenga entre grupos: Qy = 0.47,df =0, p = 0.93
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3.6 Efeito da temperatura e influéncia dos tipos morfolégicos nos compostos

bioquimicos

3.6.1 Temperatura e carboidratos totais

Para temperatura e carboidratos totais a meta-analise foi realizada em dados extraidos

de 6 estudos (Figura 14). Os resultados mostram que a reducdo da temperatura

influencia a sintese de carboidratos nas microalgas, independentemente do tipo
morfoldgico (SMD: -1,74; 95% Cl: -3,20 a -0,27; p = <0,01; 1% = 73%). Para microalgas

filamentosas temos 12 = 0%, indicando que a variancia observada pode ndo ser genuina

devido a baixa amostragem encontrada.

Figura 14 — “Forest plot” do efeito da temperatura no acimulo de carboidratos nos

diferentes tipos morfoldgicos de microalgas.

Autor e Ano

SMD [95% CI]

Unicelular
Zhang et al. 2018
Schipper et al. 2019.4
Yang et al. 2016.3
Yang et al. 2016.2
Yang et al. 2016.1

Modelo: Q = 12.44, df = 4, p = =0.01
?=42.6%, tau®= 1.42

Tetrasporal
Gacheva et al. 2013
Schipper et al. 2019.1

Modelo: Q =4.58, df = 1, p = =0.03
?=782%, tau?=4.15

Tetrasporal
Morales-sanchez et al. 2020
Schipper et al. 2019.2

Modelo: Q =5.57, df = 1, p ==0.02
1?=82%, tau®*= 6.38

Filamentosa
Schipper et al. 2019.3

Modelo: Q =0, df =0, p ==1.00
2= 0%, tau?=0

-18.05 [-28.39, -7.71]

-1.78 [ -4.09, 0.54]
-3.47[-6.00, -0.94]
-4.64[-7.72,-1.57]
-1.56 [ -3.39, 0.26]

-3.02 [-4.67, -1.37]

2.71[-4.93, -0.49]
0.55[-1.45, 2.54]

-1.04 [-4.24, 2.15]

1.07 [-0.64, 2.78]
-2.87[-5.67,-0.08]

-0.74 [-4.59, 3.11]

1.06 [ -1.03, 3.16]
1.06 [-1.03, 3.16]

Modelo: Q =35.83,df =9, p=<.01
I?=73%, tau*=3.78

Diferenga entre grupos: Qy = 4.24,df=0, p=0.24

-30 -20 -10 0 10

Diferenga entre as médias padronizadas

-1.74-3.20, -0.27]
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3.6.2 Temperatura e lipidios totais

Para temperatura e lipidios totais a meta-analise foi realizada em dados extraidos de 13

estudos (Figura 15). Os resultados mostram que 0 aumento da temperatura néo

apresenta influéncia significativa no acumulo de

lipidios

microalgas,

independentemente do tipo morfoldgico avaliado (SMD: 0,81; 95% CI: -0,62 a 2,25; p

= <0,01; 1> = 89,3%). Para microalgas filamentosas e coloniais cendbio temos 12

proximos a 0% o que significa que a variancia observada pode ndo ser verdadeira

devido a baixa amostragem encontrada.

Figura 15 — “Forest plot” do efeito da temperatura no acimulo de lipidios nos

diferentes tipos morfologicos de microalgas.

Autor e Ano SMD [95% CI]
Unicelular
Koh et al. 2019.3 (. 3.52[ 0.97, 6.08
Koh et al. 2019.2 : —a— 18.41[ 7.87,28.95
Koh et al. 2019.1 Po—a— 9.20| 3.75, 14.65
Xiaoling et al. 2020 (e 3! 1.2471-0.51, 2.98
Zhang et al. 2018 - -2.25[-4.29,-0.20
Schipper et al. 2019.4 - 0.78[-1.25, 2.81
Bohnenberger et al. 2014.2 HH -013[-1.73, 147
Bohnenberger et al. 2014.1 HH 0.05[-1.55, 1.65
Yang et al. 2016.3 P 7.73[ 3.07,12.38
Yang et al. 2016.2 P 7111 2.78,11.43
Yang et al. 2016.1 . -3.111-5.49,-0.73
Fogliano et al. 2010 —a— -8.63 [-13.78, -3.49
Chakraborty et al. 2016 i 260[ 043, 477
Modelo: Q = 77.49, df = 12, p = <.01 &> 2.06 [-0.77, 4.88]
2= 93.8%, tau® = 23.33 ;
Tetrasporal
Gacheva et al. 2013 H -0.98[-2.67, 0.72
Schipper et al. 2019.1 F— 1.24[-0.90, 3.39
Bohnenberger et al. 2014.3 . -2.38|-4.47,-0.29
Kalacheva et al. 2002 — -4.07 [ -6.87,-1.27
Modelo: Q = 10.32, df = 3, p = =0.02 < -1.43 [-3.51, 0.65]
2=73.6%, tau?= 3.28 :
Flagelada
Morales-sanchez et al. 2020 o 507[ 1.79, 8.36
Lietal. 2016.2 H -1.811-3.71, 0.09
Lietal. 2016.1 HH -0.511-2.14, 1.11
Schipper et al. 2019.2 (= 2] -1.66 [ -3.94, 0.61
Modelo: Q = 13.85, df = 3, p = <.01 <> 0.05[-2.82, 2.92]
2= 85.9%, tau*=7.21 :
Filamentosa
Schipper et al. 2019.3 i -0.13[-2.09, 1.83]
Modelo: Q = 0, df = 0, p = =1.00 <> -0.13[-2.09, 1.83]
2= 0%, tau*= 0 :
Cendbio :
Sonmez et al. 2016.2 - 2.88[ 0.60, 5.17
Sonmez et al. 2016.1 - 1.40[-0.39, 3.18
Modelo: @ = 1.01, df = 1, p = =0.31 o> 1.96 [0.55, 3.38]
2= 1.2%, tau? = 0.01 :
Modelo: Q = 119.78, df = 23, p = <.01 'S 0.81[-0.62, 2.25]
I? = 89.3%, tau®= 10.68 ;
Diferenga entre grupos: Qy =2.75,df =0, p = 0.60 :
| | i | | |
20 -10 0 10 20 30

Diferenca entre as médias padronizadas



3.6.3 Temperatura e proteinas totais

Para temperatura e proteinas totais a meta-analise foi realizada em dados extraidos de 5

estudos (Figura 16). A temperatura ndo influencia significativamente o acumulo de

proteinas nas microalgas, independentemente do tipo morfoldgico avaliado (SMD: -
0,74; 95% CI: -2,55 a 1,07; p = <0,01; 1% = 82,9%). Para microalgas filamentosas temos

12 = 0%, indicando pouca ou nenhuma variagao devido a baixa amostragem registrada.

Figura 16 — “Forest plot” do efeito da temperatura no acimulo de proteinas nos

diferentes tipos morfoldgicos de microalgas.

Autor e Ano

SMD [95% ClI]

Unicelular

Zhang et al. 2018 i 1.55[-0.28, 3.37

Schipper et al. 2019.4 r—— 1.78 1 -0.53, 4.10

Yang et al. 2016.3 —— -1.87[-3.79, 0.05

Yang et al. 2016.2 —a— -2.52[-4.66,-0.38

Yang et al. 2016.1 = : : -16.54 [-26.03, -7.04
Modelo: Q = 24.91, df = 4, p = <.01 _— -2.10[-6.54, 2.34]
I? = 94%, tau? = 22.03 §
Tetrasporal §

Gacheva et al. 2013 - -1.59 &—3.43, 0.24

Schipper et al. 2019.1 —-— 299 0.14, 5.85
Modelo: Q =7.02, df=1, p =<.01 — 0.56 [-3.92, 5.05]
I2 = 85.8%, tau?= 9.03 ;

Tetrasporal :

Morales-sanchez et al. 2020 —a— -5.01[-8.26, -1.75

Schipper et al. 2019.2 o 1.19[-0.94, 3.32
Modelo: Q =9.77, df= 1, p = <.01 — -1.78 [-7.85, 4.29]
2= 89.8%, tau>= 17.24 :

Filamentosa :

Schipper et al. 2019.3 i 0.60[-1.41, 2.60]
Modelo: Q = 0, df = 0, p = =1.00 <= 0.60 [-1.41, 2.60]
2= 0%, tau?=0 :

Modelo: Q = 42.71,df =9, p = <.01 ‘. -0.74 [ -2.55, 1.07]
I? = 82.9%, tau®= 6.56 :
Diferenga entre grupos: Qy = 0.70,df =0, p = 0.87
I I I
30 20 -10 0 10

Diferenga entre as médias padronizadas
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4 DISCUSSAO

A presente meta-analise evidenciou o efeito das principais condi¢des fisico-quimicas
empregadas no cultivo de microalgas que podem alterar de forma significativa a sintese
e acumulo dos principais compostos bioquimicos de interesse comercial, mostrando que
a manipulacéo dessas varidveis, associadas ao tipo morfoldgico da microalga cultivada,
é uma forma efetiva para obtencdo de biomassa com maior valor agregado, nutricional e

comercial.

O nitrogénio e o fosforo sdo dois, dos dez, macronutrientes inorgénicos fundamentais
para o desenvolvimento das microalgas (LOURENCO, 2006). O nitrogénio € um
constituinte essencial de compostos de carbono e substancias estruturais como
proteinas, acidos nucleicos e coenzimas. Ja o fésforo tem papel central em reacdes que
envolvem armazenamento e uso de energia, na composicao dos fosfolipidios e &cidos
nucleicos (LOURENCO, 2006; TAIZ e ZEIGER, 2013).

A partir desta meta-analise, padrdes de utilizacdo desses nutrientes puderam ser
observados. Concentragcdes menores de fosforo no meio de cultura possibilita maior
acumulo de lipidios na biomassa microalgal, sobretudo em microalgas unicelulares
imoveis. Dados semelhantes foram observados em estudos experimentais como o
realizado por Sonkar e Mallick (2018), que cultivaram cinco espécies de microalgas,
duas coloniais cenobio, duas unicelulares imdveis e uma unicelular flagelada, em meio
de cultura com deplecéo de fosforo e observaram aumento significativo na concentragédo

de lipideos, principalmente nas duas espécies de microalgas unicelulares.

Ao contrario do que se sabe para o fdésforo, as respostas metabdlicas das microalgas
para diferentes concentracfes de nitrogénio sdo amplamente discutidas na literatura.
Espera-se, para a grande maioria das microalgas, que em condi¢cdes de nitrogénio
abundante, haja aumento nas concentracdes de proteinas e clorofilas na biomassa e, para
meios com pouco ou nenhum nitrogénio, maiores concentragcdes de lipidios sejam
observadas (LOURENGCO, 2006). Uma vez que, nessas condicdes, o carbono orgénico
disponivel é direcionado para a sintese de compostos de reservas energéticas mais
eficientes, como € o caso dos triglicerideos (GONCALVES et al., 2016;
PARICHEHREH et al., 2019; AHIAHONU et al., 2021). No entanto, através da meta-
analise dos subgrupos, foi possivel constatar que microalgas unicelulares imoveis

acumulam preferencialmente proteinas e carboidratos em condi¢es de nitrogénio
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abundante, enquanto que, em condicdes de deplecédo de nitrogénio, microalgas com esse
tipo morfoldgico priorizam a sintese de lipideos. Outro subgrupo, o das microalgas
flageladas, prioriza a sintese de proteinas em condicdes de nitrogénio abundante e ndo
apresentam uma resposta clara na falta desse nutriente, podendo sintetizar tanto

carboidrato quanto lipideos.

Quanto maior a complexidade do ciclo de vida e do préprio organismo na fase
vegetativa, em uma escala onde o unicelular imovel é o nivel menos complexo e o
colonial tetrasporal o mais complexo, maior vai ser 0 tempo e energia gastos para que a
cultura chegue na fase estaciondria de crescimento. Organismos menores, com menor
area de superficie por volume, apresentam maior absor¢do e assimilacdo dos nutrientes
disponiveis no meio (PHATARPEKAR et al., 2000; ARKRONRAT et al., 2016),
corroborando os dados observados nas analises dos subgrupos para as concentracfes de

fésforo e nitrogénio.

N&o ha em literatura um consenso a respeito do efeito da salinidade no metabolismo de
carboidratos, proteinas e lipidios nas microalgas. No entanto, espera-se que microalgas
sob estresse salino, apresentem taxa de crescimento reduzida e baixa produgdo de
biomassa, devido a alteracdo da utilizacdo da energia disponivel, antes focada nos
processos de crescimento e fotossintese, para a osmorregulacdo (BLINDOW et al.,
2015; SUDHIR e MURTHY, 2004; COHEN e FONG, 2004). No presente estudo, foi
possivel observar o efeito da salinidade na composicdo bioquimica da biomassa
microalgal. De modo geral, menores niveis de salinidade tendem a induzir maior sintese
de carboidratos e quando em meios de cultura altamente salinos, a sintese de lipideos

pode ser priorizada.

A composi¢do bioquimica de microalgas filamentosas é extremamente influenciada
pelos niveis de salinidade do meio de cultura. Para carboidratos e salinidade um efeito
inversamente proporcional foi observado, ja para lipideos e proteinas o efeito da
salinidade foi diretamente proporcional. Lawton e colaboradores (2015), cultivando
diferentes cepas de Oedogonium sp., uma microalga filamentosa, observaram aumento
no teor de proteinas e reducdo no teor de carboidratos com o aumento da salinidade em
todas as cepas; ja quanto aos teores de lipidios totais, ndo foi observado padrdo,

variando de formas diferentes entre as cepas.
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O tipo morfoldgico da microalga utilizada em cultivo, ndo tem influéncia nas respostas
metabdlicas que serdo adotadas por estes microrganismos quando em cultivos com
diferentes intensidades luminosas. No entanto, ficou evidenciado que, de forma geral,
altas intensidades luminosas estimulam maiores acumulos de carboidratos e lipideos na
biomassa microalgal. Embora, o0 aumento da intensidade luminosa possa significar
aumento no crescimento e das taxas fotossintéticas, o que corrobora os resultados
obtidos na presente meta-analise, o tempo de exposi¢cdo e o excesso de luminosidade
pode provocar a inibicdo do crescimento, através do fendmeno conhecido como
fotoinibicdo (GUPTA et al., 2019). Esse fen6bmeno, causa danos no aparato
fotossintético, levando a formacdo de espécies reativas de oxigénio, sobretudo no
fotossistema |1, afetando o metabolismo da microalga (NAGAPPAN et al., 2020). He e
colaboradores (2015), observaram aumento no conteddo lipidico e reducdo no teor
proteico e de carboidratos nas microalgas Chlorella sp. e Monoraphidium sp. sob
intensidade luminosa elevada. Microalgas capazes de crescer sob altas irradiancias,
apresentam caracteristicas evolutivas em seu aparato fotossintético e de captura da
energia luminosa, como maior producdo de pigmentos acessorios secundarios, dentre
eles os carotenoides, que desempenham papel importante na protecdo dos fotossistemas
contra os efeitos da irradiagdo luminosa excessiva (LOURENCO, 2006; MORGAN-
KISS et al., 2006).

Como esperado, ndo foram observados padrdes entre a temperatura, o contetudo proteico
e o teor lipidico nas microalgas. O maior efeito da temperatura nos cultivos de
microalgas estd relacionado a taxa de crescimento. A temperatura ideal para o
crescimento da grande maioria das microalgas esta entre 20°C e 30°C (RAS et al., 2013;
BERNARD e REMOND, 2012). Temperaturas elevadas, acima do 6timo, causam a
desestruturacdo e desnaturacdo de proteinas e enzimas, levando a falhas no aparato
fotossintético (ALLAKHEVERDIEV et al., 2008). Entretanto, para carboidratos, um
condicionamento negativo pode ser observado, onde a diminui¢do da temperatura pode
levar ao maior acimulo desses agucares nas células, principalmente nas microalgas
unicelulares. Resultados semelhantes foram observados por Militdo e colaboradores
(2019), no cultivo de Pseudopediastrum boryanum em 30 e 20 °C, com maior teor de

carboidratos encontrado em 20 °C.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo avaliou, sob uma 6tica geral, mais ampla, e em subgrupos, baseados nos
principais tipos morfoldgicos, possiveis padrdes metabolicos adotados por cepas
microalgais submetidas a diferentes condi¢es de cultivo, podendo assim, confirmar
padrbes j& esperados, como 0 aumento da concentracdo de proteinas e reducdo no teor
de lipidios em microalgas cultivadas em meios ricos em nitrogénio. E, a0 mesmo
tempo, contribuir com novas observacdes de possiveis padrdes ainda ndo tdo bem
elucidados, como 0 aumento do teor proteico em microalgas filamentosas em condicdes
de salinidade elevada, reducdo do conteddo de lipideos em microalgas coloniais
tetrasporais em alta salinidade e o aumento do teor lipidico em microalgas unicelulares
imoveis sob deplecdo de fésforo, facilitando a tomada de decisdo sobre as melhores
condicdes para a implementacdo de culturas de microalgas com foco especifico em

determinados compostos bioquimicos.

No entanto, € importante ressaltar que a presente meta-analise separou o efeito das
diferentes condicdes e as analisou isoladamente; se analisado o efeito das condigfes em
conjunto, resultados diferentes dos aqui observados podem ser encontrados.
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RESUMO

O presente estudo tem como objetivo principal avaliar a composi¢do bioquimica de 10
microalgas isoladas a partir de tanques de piscicultura, necessarias para selecionar
espécies ideais para aplicacbes biotecnoldgicas especificas. O cultivo foi do tipo
batelada, sem asperséo direta de CO., pH inicial de 7 = 0,05 e aeragéo constante de 3,5
L/min de ar. Os cultivos foram realizados em quadruplicada em meio ASM1
(Cyanophyta) e BBM (Chlorophyta), com indculo inicial de 3,0 x10° Cel/mL™?, com
excecao do cultivo de S. hirsutum, espécie com crescimento mais lento, o qual foi de
3250 Cel/mL™, mantidas as proporcdes. Analises estatisticas mostraram haver diferenca
significativa nos pardmetros cinéticos de crescimento entre as espécies estudadas, com
incremento de biomassa. As maiores concentra¢fes de carboidratos totais sollveis, ao
final do experimento, foram encontradas nas espécies Chlorococcum sp. (12 mg/g MS),
Kirchneriella sp. (11,3 mg/g MS) e M. wesenbergii (11,3 mg/g MS). Chlorococcum sp.
também apresentou as maiores concentracdes de frutose (12,7 mg/g MS), sacarose (16,6
mg/g MS) e amido (934 mg/ g MS). S. javanensis (357 mg/g MS), C. pulchra (343 mg/
g MS), S. hirsutum (336 mg/g MS), Chlorococcum sp. (307 mg/g MS), H. reticulata
(306 mg/g MS), Kirchneriella sp. (304 mg/ g MS) e C. vulgaris (303 mg/g MS) néo
diferiram estatisticamente entre si, em relacdo a concentracdo de proteinas totais
soltveis. Microalgas isoladas, no presente estudo, a partir de tanques de psiculturas
podem ser consideradas fontes promissoras de biomassa para matéria prima utilizada na
complementacdo da alimentacdo animal. O elevado teor de amido encontrado indica

ainda, potencial utilizacdo dessa biomassa na producao de bioetanol.

Palavras-chave: Floracdo, tanques rede, Proteinas, Carboidratos.
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ABSTRACT

The aim of the present study is to compile information about the biochemical
composition of 10 microalgae isolated from fish farming ponds, necessary to select
ideal species for biotechnological applications. The cultivation was the batch type,
without direct spraying of COy, initial pH of 7 + 0.05 and constant aeration of 3.5 L/min
of air. The cultures were performed in quadruplicate in ASM1 (Cyanophyta) and BBM
(Chlorophyta) medium, with an initial inoculum of 3.0 x10° Cel/mL?, with the
exception of S. hirsutum, a species with slower growth, which was of 3250 Cel/mL™,
keeping the proportions. Statistical analyzes showed a significant difference in the
kinetic parameters of growth between the species studied, with an increasement in
biomass. The highest concentrations of total soluble carbohydrates, at the end of the
experiment, were found in the species Chlorococcum sp. (12 mg/g DM), Kirchneriella
sp. (11.3 mg/g DM) and M. wesenbergii (11.3 mg/g DM). Chlorococcum sp. also had
the highest statistically significant concentrations of fructose (12.7 mg/g DM), sucrose
(16.6 mg/g DM) and starch (934 mg/g DM). S. javanensis (357 mg/g DM), C. pulchra
(343 mg/g DM), S. hirsutum (336 mg/g DM), Chlorococcum sp. (307 mg/g DM), H.
reticulata (306 mg/g DM), Kirchneriella sp. (304 mg/g DM) and C. vulgaris (303 mg/g
DM) did not differ statistically from each other in terms of the concentration of total
soluble proteins. Microalgae isolated from fish-farming tanks can be considered
promising sources of biomass for raw material used to complement animal feed. The
high starch content found also indicates a potential use of this biomass in the production

of bioethanol.

Keywords: Microalgae cultivation, fish farming, proteins, carbohydrates, lipids.
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1 INTRODUCAO

A piscicultura é o setor de criagdo animal voltado para a alimentacdo humana que mais
cresce mundialmente. Sua manutencdo depende da produtividade natural dentro dos
tanques e da sua suplementacdo alimentar (SMITH et al., 2008). No mundo, o0s
principais paises produtores de peixes em sistemas de pisciculturas sdao a China,
representando 45% da produgdo mundial de pescado, seguido pela india, Vietnam e
Indonésia (SEBRAE, 2015). O Brasil aparece na décima segunda colocac¢do do ranque
mundial dos principais paises aquicolas (SEBRAE, 2015), sendo os Ciprinideos e a
tilapia do Nilo as espécies mais cultivadas e comercializadas mundialmente (SEBRAE,
2015; BRABO et al., 2016; BALDISSEROTTO, 2009).

Na cadeia produtiva da piscicultura o principal insumo é a racdo, que pode chegar a até
80% do custo de producdo. A racdo usada também influencia no rendimento de carne
dos animais, conversao alimentar, sobrevivéncia e produtividade (SEBRAE, 2015).
Entretanto, o uso indiscriminado de suplementagdo alimentar por meio de ragdes ricas
em proteinas, nitrogénio e fésforo, juntamente com outros fatores, contribuem para a
eutrofizacdo dos tanques e para a proliferacdo excessiva de microalgas (SMITH et al.,
2008).

O controle das floracGes de microalgas em tanques de piscicultura tem carater evasivo,
principalmente na aquicultura intensiva, pois além de receberem grandes insumos de
nutrientes que ndo sdo assimilados pelos peixes e as excretas nitrogenados desses
animais, esses sistemas sdo, em sua maioria, implementados em ambientes tropicais,

com condicGes adequadas para a proliferacdo de algas (SMITH et al., 2008).

Nas ultimas décadas o uso de microalgas como suplementacdo nutricional de racoes é
reconhecido e utilizado para otimizar a alimentacdo de peixes, crustaceos, moluscos e
até animais de fazenda, como galinaceos e porcos. Cerca de 30% da biomassa
microalgal produzida mundialmente é utilizada na alimentacdo animal, principalmente
no setor da aquacultura (BHALAMURUGAN et al., 2018; HUNTLEY et al., 2015;
MOLINO et al., 2018). Microalgas sdo uma fonte rica em proteinas e com elevado valor
nutricional (ASLAM et al., 2020). Espécies comumente utilizadas na alimentagdo
animal incluem os géneros Chloroella, Scenedesmus, Haematococcus, Dunaliella e
Nannochloropsis (RAJVANSHI et al., 2019; BHALAMURUGAN et al., 2018).
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Haematococcus pluvialis na fase vermelha (encistada) € utilizada como corante aditivo
na alimentacdo de camardes, salmonideos e carpas, na forma de biomassa liofilizada ou
como extrato de astaxantina. Dunaliella salina e Nannochloropsis sp. também sdo
utilizadas na suplementacdo desses animais devido aos altos indices de proteinas,
carotenoides e acidos graxos encontrados em sua biomassa (MOLINO et al., 2018), bem

como Nanofrustulum sp. e Tetraselmis sp. (KIRON et al., 2012).

O cultivo integrado de Litopenaeus unnamei (camardo) e trés microalgas, Chlorella
vulgaris, Chaetoceros muelleri e Platymonas helgolandica, teve efeito significativo na
performance de crescimento do camarao e na qualidade da agua dos tanques (GE et al.,
2016). O beta-caroteno extraido de algas do género Dunaliella é utilizado como corante
e fonte de vitamina A (BHALAMURUGAN et al., 2018), co-culturas de camardes com
Dunaliella previne infeccdes por patdgenos, estimulando o sistema inume desses
animais (ASLAM et al., 2020).

A pesar dos avan¢os consideraveis, produtividade e custo continuam sendo dois fatores
fundamentais a comercializacdo de produtos & base de microalgas (HUNTLEY et al.,
2015). Microalgas sdo um grupo extremamente diversificado de organismos, que por
sua vez apresentam grande variacdo em suas composicdes bioguimicas. Entretanto, essa
diversidade ndo € totalmente explorada (BOROWITZKA, 2013). A caracterizacdo da
composicdo bioquimica das diferentes espécies nos permite ndo s6 conhecer as
particularidades de cada microalga em produzir determinados compostos como acidos
graxos, proteinas, carboidratos e pigmentos, mas também identificar suas possiveis

aplicacdes em diferentes setores industriais (MOLINO et al., 2018)

Por seu clima tropical, o Brasil apresenta grande potencial de crescimento das
atividades relacionadas a aquicultura; no entanto, tais caracteristicas, atreladas ao
aumento de nutrientes disponiveis nos tanques, também favorecem o surgimento de
floracbes de microalgas. O presente estudo tem como objetivo principal avaliar a
composicao bioguimica de microalgas isoladas a partir de tanques de piscicultura, afim
de selecionar espécies ideais para aplicacbes biotecnoldgicas especificas, como a

alimentacdo animal e humana.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Obtencéo das cepas

As espécies de microalgas foram isoladas, por meio de pipetagem e dilui¢cdes sucessivas
(LOURENCO, 2006), a partir de amostras coletadas dos tanques de piscicultura, com
auxilio de uma rede de plancton (BICUDO e MENEZES, 2017), localizados nas
cidades de Fartura (23°22'44.4"S 49°35'15.7"W) e Registro (24°29'25.6"S
47°49'40.1"W), no estado de S&o Paulo, Brasil. Apo6s isolamento as cepas foram
mantidas sob condi¢BGes adequadas no Laboratério de Taxonomia e Ecologia de Algas
Continentais (LATEAC) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

Dessa forma 10 espécies, de 9 géneros e duas Divisbes diferentes, encontradas com
maior frequéncia nas pisciculturas, foram selecionadas para aumento de biomassa e
cultivo em escala laboratorial, sendo os tdxons: Scenedesmus javanensis, Pediastrum
duplex, Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp., Chlorococcum sp., Staurastrum hirsutum,
Kirchneriella sp., Crucigeniella pulchra, Hariotina reticulata (todas da Divisao
Chlorophyta) e Microcystis wesenbergii (Cyanophyta).

2.2 Condic0es de cultivo

Os cultivos foram realizados em erlenmeyers de 3L, contendo 2,5 litros de meio ASM1,
para cianobactérias, e BBM para cloroficeas, mantidos em estufas (Eletrolab, EL 202/3;
Brasil) ajustadas a temperatura de 23 °C, fotoperiodo de 12/12h (luz/escuro) com
iluminancia maxima de 40 umol m™ s. O cultivo foi do tipo batelada, sem aspersio
direta de CO., pH inicial de 7 + 0,05 e aeracdo constante de 3,5 L/min de ar. Os cultivos
foram realizados em quadruplicada em meio ASM1 (Cyanophyta) (GORHAM et al.,
1964) e BBM (Chlorophyta) (STEIN, 1975), com indculo inicial de 3,0 x10° Cel/mL™,
com excecdo do cultivo de S. hirsutum, espécie com crescimento mais lento, o qual foi

de 3250 Cel/mL™, mantidas as proporcdes.

Uma sequéncia pre-determinada de rodizio dos erlenmeyers nas estufas incubadoras foi
estabelecida para garantir a uniformidade das condigdes de cultivo. O experimento teve

duracgéo de 29 dias.
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2.3 Avaliacao do crescimento

A densidade celular foi determinada com auxilio de espectrofotémetro (Thermo
Scientific, Aquamate plus; EUA), baseado na obstrugdo fisica da luz pelas células. Para
isso, a cada 48h, foi realizada leitura da absorbancia de aliquotas de 3 mL dos cultivos
em comprimento de onda de 570 nm (LOURENCO, 2006).

A biomassa seca foi determinada através da filtracdo de aliquotas dos cultivos a cada 4
dias em filtros de fibra de vidro (Macherey-Nagel, GF1 47 mm), seguido de secagem
em estufa a 65°C até a obtencdo de peso constante. A produtividade (P, mg/ LY/ dial),
foi calculada de acordo com a seguinte equagdo: P = (Xt -XO0)/(t-t0 ), sendo Xt a
densidade celular (mg/ L) no tempo t (dia) e X0 é a densidade celular inicial (mg/ L™?)
no tempo inicial t0 (dia) (HO et al., 2013).

Nos calculos da taxa de crescimento (r), duplicacdes por dia (k) e tempo médio de
duplicacdo (G), foram utilizados os valores compreendidos na fase exponencial do
crescimento. Temos r = (LnN2- LnN1)/(T2-T1), sendo N1 e N2 o nimero de células nos
tempos T1 e T2. A partir de r, calcula-se o tempo médio de duplicacdo, G = 0,6931/r, e
as duplicacbes por dia, k = r/0,6931. O rendimento maximo (Rmax) foi calculado pela
subtragdo do maior valor de densidade obtido (Cel/mL) pelo valor inicial inoculado
(FOGG e TAKE, 1987).

2.4 Carboidratos hidrossolaveis, amido, proteinas totais e pigmentos

A determinacdo dos acUcares totais sollveis seguiu o método Fenol-Sulfurico
(DUBOIS et al., 1956). Também foram quantificadas as concentragdes de frutose livre e
ligada (JERMYN, 1956), sacarose (RIAZI et al., 1985) e amido (AMARAL et al.,
2007). As concentracfes de proteinas totais soltveis foram determinadas seguindo o
procedimento descrito por Lowry e colaboradores (1978). Clorofila ‘a’ e carotenoides
totais foram extraidos em acetona 90% (LOURENCO, 2006) e suas quantificagdes
realizadas em espectrofotometro (Thermo Scientific, Aquamate plus; EUA) utilizando
as equacdes proposta por Lorenzen (1967) e Strickland e Parsons (1968),
respectivamente. As analises de carboidratos totais solUveis, frutose, sacarose, amido e
proteinas foram realizadas com a biomassa liofilizada, apenas ao final do experimento.
As andlises de clorofila ‘a’ e carotenoides totais foram realizadas durante o

experimento, nos dias 05, 17 e 29 de cultivo.
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2.5 Analises estatisticas

Os dados obtidos nas andlises de crescimento, massa seca, proteinas totais sollveis,
acucares totais soluveis, frutose, sacarose, amido e pigmentos foram submetidos a
analise de normalidade de Shapiro-Wilk; os dados paramétricos foram submetidos a
analise de variancia ANOVA e ao teste a posteriori de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. O programa utilizado para a realizagdo dos testes foi o InfoStat versao
2019e (DI RIENZO et al., 2019).

3 RESULTADOS
3.1 Crescimento e massa seca

As curvas de crescimento das 10 espécies cultivadas, em escala laboratorial, sdo

mostradas nas figuras 01 e 02.

Figura 01 - Curva de crescimento dos cultivos
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PD = Pediastrum duplex; SJ = Scenedesmus javanensis; CV = Chlorella vulgaris; MW = Microcystis
wesenbergii; S = Scenedesmus sp.; C = Chlorococcum sp.; K = Kirchneriella sp.; SH = Staurastrum
hirsutum; CP = Crucigeniella pulchra; HR = Hariotina reticulata. Média £ DP (n = 4).
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Figura 02 - Curva de crescimento de Staurastrum hirsutum
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Ndo foram registradas espécies com fase de adaptacdo ao cultivo e apenas M.
wesenbergii, no 27° dia de cultivo, mostrou indicios de entrada na fase de crescimento

estaciondria, caracterizada pela densidade celular constante.

Analises estatisticas mostraram haver diferenca significativa nos parametros cinéticos
de crescimento entre as espécies estudadas (Tabela 01). Microcystis wesenbergii e
Scenedesmus sp. apresentaram as maiores taxas de crescimento, mais duplica¢fes por
dia e, um menor tempo de duplicacdo populacional, sem diferencas significativas entre
si. M. wesenbergii obteve rendimento celular significativamente maior que as demais

espécies.

Tabela 01 - Parametros de crescimento das dez espécies de microalgas cultivadas

Espécies r (Dia) k (Dia) G (Dia) Rmax (Cel/ mL)
SJ 0,54+£0,01c 0,77+0,01d 1,29+0,014 ¢ 3,47 x10%d
PD 0,53+0,01c 0,76 £0,01d 1,30+ 0,014 c 2,63x10%d
CcVv 0,55+0,01b 0,79+0,01c 1,25+0,024 d 6,23 x 10%¢
MW 0,60+0,01a 0,87+0,01a 1,15+ 0,018 ¢ 24,22 x 10% a
C 0,48 £0,02d 0,69 £ 0,02¢ 1,44 +0,047 b 9,94 x10°d

S 0,60 £ 0,00 a 0,86 £ 0,01 a 1,16 +£ 0,009 e 19,26 x 105 b
K 0,56+0,01b 0,80+ 0,02¢c 1,25+ 0,024 d 6,88 x 10°¢
SH 0,39+0,01e 0,56 £0,02 f 1,79+ 0,063 a 6,59 x 10*d
CP 0,57+£0,01b 0,82+0,01b 1,21+0,011d 10,05 x 108 ¢
HR 0,56+0,01b 0,81+0,01b 1,23+0,013d 8,17 x10%¢c

PD = Pediastrum duplex; SJ = Scenedesmus javanensis; CV = Chlorella vulgaris; MW = Microcystis
wesenbergii; S = Scenedesmus sp.; C = Chlorococcum sp.; K = Kirchneriella sp.; SH = Staurastrum
hirsutum; CP = Crucigeniella pulchra; HR = Hariotina reticulata. Valores seguidos por letras diferentes
na coluna (a, b, c, d, e, f) diferem estatisticamente entre si (p < 0,05). Média + DP (n = 4). r = taxa de
crescimento; k = duplicacGes por dia; G = Tempo de duplicagdo; Rmax = rendimento maximo.
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Houve incremento significativo em biomassa (F = 2.0290), quando comparados os dias
05 e 29 de cultivo, em todas as espécies, sendo M. wesenbergii a espécie com maior
biomassa e produtividade ao final do experimento, seguido de H. reticulata, S.
hirsutum, Scenedesmus sp., C. vulgaris e S. javanensis, essas sem diferenca significativa
entre si (Tabela 02).

Tabela 02 - Variacdo e produtividade (P) em biomassa (MS) dos cultivos durante 29

dias
Espécies Dia 5 (g/L™Y) Dia 11 (g/Lh) Dia 17 (g/L) Dia 23 (g/L ) Dia29 (g/LY) P (mg/LYdia?)
SJ 0,08 £0,01aC 0,15+0,04bC 0,26 £ 0,04 bC 0,43+0,05cB 0,60 + 0,05 bA 21,65b
PD 0,06 £ 0,02 aB 0,16 +0,03bB 0,26 £0,02bB  0,28+0,02cA  0,38+0,05cA 13,32 ¢
Ccv 0,05+0,02aC 0,15+0,00bC 0,27+£0,04bC 0,43+£0,04cB 0,66 +0,10 bA 25,33 b
MW 0,08 +£0,01aD 0,23+0,05aC 0,25+0,07 aC 0,73+0,13aB 0,92 +0,16 aA 34,98 a
S 0,11+0,01aD 0,25+0,03aC 0,39+0,03aC 0,53+0,06 bB 0,62 £ 0,07 bA 21,30 b
C 0,17+0,01aA 0,22+0,01aA 0,25+0,03bA 0,32+0,00cA 0,36 +0,02cA 792 ¢
K 0,09+0,01aB 0,21+0,03 aB 0,26 +0,01bA 0,33+0,05cA  0,33+0,02cA 10,00 c
SH 0,13+0,04 aC 0,28 £0,04 aB 0,37+£0,03aB  0,51+0,09bA  0,62+0,13 bA 20,32 b
CP 0,04 £0,01 aB 0,07 £ 0,01 bB 0,07 £0,02 cB 0,21+0,03cA 0,26 £0,03cA 935¢
HR 0,11+0,01aC 0,23+£0,05aC 0,39+0,02aB  0,33+0,20bA 0,71+ 0,06 bA 25,00 b

PD = Pediastrum duplex; SJ = Scenedesmus javanensis; CV = Chlorella vulgaris; MW = Microcystis
wesenbergii; S = Scenedesmus sp.; C = Chlorococcum sp.; K = Kirchneriella sp.; SH = Staurastrum
hirsutum; CP = Crucigeniella pulchra; HR = Hariotina reticulata. Valores seguidos por letras diferentes
diferem estatisticamente entre si (p < 0,05). Letras minusculas (a, b, ¢) comparam as espécies entre si por
dia, enquanto letras maiusculas (A, B, C e D) comparam a mesma espécie em relagcdo ao tempo de
cultivo. Média + DP (n = 4).

3.2 Carboidratos totais soluveis, frutose, sacarose e amido

As maiores concentracdes de carboidratos totais solUveis, ao final do experimento,
foram encontradas nas espécies Chlorococcum sp. (12 mg/g MS), Kirchneriella sp.
(11,3 mg/g MS) e M. wesenbergii (11,3 mg/g MS), sem diferenca significativa entre si.
A biomassa de Chlorococcum sp. também apresentou as maiores concentracoes,
estatisticamente significativas, de frutose (12,7 mg/g MS) e sacarose (16,6 mg/g MS)
(Figura 03).

Elevadas concentracdes de amido foram observadas em Chlorococcum sp. (934 mg/ g
MS), S. hirsutum (927 mg/g MS) e Kirchneriella sp. (803 mg/ g MS), essas sem
diferengas significativas entre si. Valores intermediarios de amido foram observados em
M. wesenbergii (577 mg/ g MS) e P. duplex (518 mg/ g MS), também sem diferenca

significativa entre si (Figura 04).
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Figura 03 - Concentracdo de carboidratos totais hidrossoluveis, frutose e sacarose (mg/
g MS) na biomassa final das espécies cultivadas

204
a
. I ’i Totais [ | Frutose [ ] Sacarose‘
a
13 al T
b b
@ a
z b I
o 10 I b
= | >
b C b b b
7 ¢ C c
b < <
3 i ] : c
d d
| AT
0 . . . . . . . . . []
PD Sl cv MW S G K SH cP HR

1000.0- a a
900 0- a
800.0-
700.0- b
600.0- b
500.0-
[
C
300.0-
C
200.0- d
100.01
i d
0.0 I
PD sJ oV s C K SH CcP

400.0

Espécies

PD = Pediastrum duplex; SJ = Scenedesmus javanensis; CV = Chlorella vulgaris; MW = Microcystis
wesenbergii; S = Scenedesmus sp.; C = Chlorococcum sp.; K = Kirchneriella sp.; SH = Staurastrum
hirsutum; CP = Crucigeniella pulchra; HR = Hariotina reticulata. Médias seguidas por letras diferentes
diferem estatisticamente entre si (p < 0,05). Média e DP (n = 4).

Figura 04 - Concentragdo de amido (mg/g MS) na biomassa final das espécies
cultivadas
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PD = Pediastrum duplex; SJ = Scenedesmus javanensis; CV = Chlorella vulgaris; MW = Microcystis
wesenbergii; S = Scenedesmus sp.; C = Chlorococcum sp.; K = Kirchneriella sp.; SH = Staurastrum

hirsutum; CP = Crucigeniella pulchra; HR = Hariotina reticulata. Médias seguidas por letras diferentes
diferem estatisticamente entre si (p < 0,05). Média e DP (n = 3).
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3.3 Proteinas totais soltveis

Os cultivos de S. javanensis (357 mg/g MS), C. pulchra (343 mg/ g MS), S. hirsutum
(336 mg/g MS), Chlorococcum sp. (307 mg/g MS), H. reticulata (306 mg/g MS),
Kirchneriella sp. (304 mg/ g MS) e C. vulgaris (303 mg/g MS) ndo diferiram
estatisticamente entre si, em relacdo a concentracdo de proteinas totais solUveis (Figura

05). A menor concentracdo foi observada em M. wesenbergii (139 mg/g MS).

Figura 05 - Concentracao de proteinas totais soltveis (mg/ g MS) na biomassa final das
espécies cultivadas
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Espécies

PD = Pediastrum duplex; SJ = Scenedesmus javanensis; CV = Chlorella vulgaris; MW = Microcystis
wesenbergii; S = Scenedesmus sp.; C = Chlorococcum sp.; K = Kirchneriella sp.; SH = Staurastrum
hirsutum; CP = Crucigeniella pulchra; HR = Hariotina reticulata. Médias seguidas por letras diferentes
diferem estatisticamente entre si (p < 0,05). Média e DP (n =4).

3.4 Clorofila ‘a’ e carotenoides totais

O tempo de cultivo influenciou de forma significativa o acimulo de clorofila ‘a’ (F =
37.5320) e carotenoides totais (F= 17.2399) em todas as espécies estudadas, alcancando
concentracdo maxima desses pigmentos no 29° dia, com excecao para a cianobactéria
W. wesenbergii, alcangando concentragio maxima de clorofila ‘a’ (3,6 pg/ L) ja no 27°
dia de cultivo. S. hirsutum (11,7 pg/ L), H. reticulata (10 pg/ L) e C. vulgaris (10,2
ug/ L) apresentaram as maiores concentragdes de clorofila ‘a’ ao final do cultivo, sem
diferenca significativa entre si (Figura 06). C. vulgaris (4,7 pug/ L) apresentou a maior
concentracdo de carotenoides totais, seguida por S. javanensis (3,5 pg/ L™,
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Scenedesmus sp (3,7 pg/ L™, S. hirsutum (3,9 pg/ L) e H. reticulata (3,8 pg/ L),

essas sem diferencas significativas entre si.

Figura 06 - Concentracdo de clorofila ‘a’ e carotenoides totais, nos dias 05, 17 ¢ 29 de

cultivo.
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Espécies

Cl 1, Cl 2 e ClI 3 correspondem as analises de clorofila ‘a’ realizadas nos dias 05, 17 e 29 de cultivo,
respectivamente, assim como Ca 1, 2 e 3 para carotenoides. PD = Pediastrum duplex; SJ = Scenedesmus
javanensis; CV = Chlorella vulgaris; MW = Microcystis wesenbergii; S = Scenedesmus sp.; C =
Chlorococcum sp.; K = Kirchneriella sp.; SH = Staurastrum hirsutum; CP = Crucigeniella pulchra; HR =
Hariotina reticulata. Médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente entre si (p < 0,05).
Médias e DP (n = 4).

4 DISCUSSAO
4.1 Crescimento e massa seca

Quando em cultivo, o crescimento das microalgas sofre influéncia de diversos fatores
fisicos, quimicos e fisiologicos (intensidade luminosa, temperatura, concentracdo de
nutrientes, pH, fotoperiodo, caracteristicas intrinsecas de cada espécie, entre outros) que
agem de maneira individual ou em conjunto causando efeitos diversos nas diferentes
espécies (ARKRONRAT et al., 2016).

No presente estudo, nenhuma das 10 espécies cultivadas apresentou fase de adaptacéo
ao crescimento (lag) quando inoculadas ao novo meio de cultura, evidenciando que 0s
indculos estavam aclimatados as condi¢des experimentais empregadas, mantendo-se na
fase exponencial de crescimento (log) a partir do dia 01 (LOURENCO, 2006). Com
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excecdo da cianobactéria W. wesenbergii, que a partir do 27° dia de cultivo mostrou
indicios de entrada na fase de crescimento estacionaria ou de transicdo, todas as 09
espécies da Classe Chlorophyceae permaneceram na fase log ao final dos 29 dias de

cultivo.

A avaliacdo dos parametros cinéticos do crescimento (r, k e G) permite comparar 0
crescimento de diferentes espécies submetidas a uma mesma condigdo experimental
(LOURENCO, 2006). Os dados levantados indicam que durante a fase log de
crescimento os cultivos de W. wesenbergii e Scenedesmus sp., aumentaram sua
densidade celular a uma taxa maior de crescimento, com mais duplicacdes por dia de
cultivo e, consequentemente, exigindo menos dias para que a populacdo duplique de
tamanho em relacdo as demais espécies. Quando comparadas, estima-se que S. hirsutum
necessitaria, de aproximadamente, o dobro do tempo que W. wesenbergii e Scenesmus

sp. para duplicar sua densidade populacional.

No presente estudo, espécies com menor densidade celular como S. hirsutum e H.
reticulata, apresentaram produtividade em biomassa igual ou superior aquelas
encontradas em espécies com maior densidade celular. Caracteristicas como o tamanho
e a complexidade das formas de reproducédo influenciam no crescimento e na producédo
em biomassa. Espécies de tamanho reduzido apresentam crescimento elevado, devido a
relacdo area/volume, a qual facilita a absor¢do de nutrientes do meio (ARKRONRAT et
al., 2016), o que ndo esta diretamente relacionado ao aumento em biomassa. Outros
fatores como o fotoperiodo, também influenciam no acimulo em biomassa. Chlorella
salina apresentou maior producdo de biomassa quando cultivada em 12:12h de
luz/escuro (0,411 g/L) em relacdo a 18:6h luz/escuro (0,366 g/L) (CHONG et al., 2019),
enguanto Botryococcus braunii e Scenedesmus obliquus obtiveram maior produtividade
quando cultivadas em 24h de luz (155 e 150 mg/L/dia, respectivamente) em relacdo ao
seu cultivo em 12:12 de luz/escuro (34 e 50 mg/L/dia) (KRZEMINSKA et al., 2013).

O cultivo em escala laboratorial, € um fator limitante em termos de produtividade
guando comparado a cultivos realizados em fotobiorreatores, Ho e colaboradores
(2013), cultivando C. vulgaris alcangaram valores maximos de biomassa (4,42 g/L) e
produtividade (210,5 mg/L/dia) em fotobiorretatores com ureia como fonte de
nitrogénio, enquanto Ho e colaboradores (2017), registraram para S. obliquus, também
cultivado em fotobiorreator, produtividade de biomassa de 408,4 mg/L/dia.
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4.2 Composicao bioquimica

A concentragdo dos principais componentes bioquimicos em microalgas varia de acordo
com a espécie estudada, as condi¢cBes de cultivo, fase de crescimento e condigdes
fisioldgicas das culturas, assim como diferentes protocolos adotados podem gerar
diferencas nos resultados alcancados (NICCOLAI et al., 2019). Ao comparar diferentes

estudos, esses fatores devem ser levados em consideragéo.

Os carboidratos constituem uma fragdo importante da biomassa microalgal, por sua vez,
esses sao constituidos por monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos (de reserva:
amido e glicogénio; e estruturais: celulose, hemicelulose e pectina) (TANG et al., 2016).
Os agucares provenientes da biomassa de microalgas tem se mostrado adequados para a
producdo de biocombustiveis renovaveis (bioetanol), uso na alimentacdo animal e

humana, producdo de farmacos e suplementos (RAJVANSHI et al., 2019).

O contetido de carboidratos totais solUveis da biomassa das microalgas analisadas é
similar e/ou maior que o encontrado em Scenedesmus obliquus (3,3 mg/g MS) e
Pseudopediastrum boryanum (4,36 mg/g MS), quando cultivados a 20°C (MILITAO et
al., 2019) e Haematococcus pluvialis (fase vegetativa) (1,3 mg/g MS) (MOLINO et al.,
2018). No entanto, estdo abaixo das registradas em literatura para outras espécies de
microalgas estudadas (3 — 64% MS) (LUM et al., 2013; MOLINO et al., 2018; KENT et
al., 2015). Niccolai e colaboradores (2019), em seu trabalho sobre a composi¢édo
bioquimica de 12 microalgas, dentre elas C. wvulgaris (5,9% MS), observaram
concentracdo de carboidratos entre 5 e 36% MS, variando a concentracdo de nitrogénio
disponivel nos meios de cultura. Valores mais expressivos foram registrados por Matos
e colaboradores (2016) para C. vulgaris (27% MS) e Spirulina platensis (21% MS),
uma cianobactéria filamentosa. Chlorococcum sp., quando cultivada sob limitacdo de
nitrogénio, pode produzir até 34% de carboidratos por grama de MS (REHMAN e
ANAL, 2019).

Foi avaliada a concentragdo de frutose (monossacarideo) e sacarose (dissacarideo) na
biomassa das 10 microalgas cultivadas no presente estudo. Observou-se variagdo no
acumulo desses compostos entre as diferentes espécies para frutose (0,83 a 12,75 mg/g
MS) e sacarose (1,29 a 16,60 mg/g MS). Chlorococcum sp. acumulou em média duas
vezes mais frutose (12,75 mg/g MS) e sacarose (16,6 mg/g MS) que as demais espécies
avaliadas. Trabalhos que avaliem as concentracdes de frutose e sacarose na biomassa de
microalgas sdo desconhecidos, até o momento. Muitos estudos (VELU et al., 2015;
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HAMED e KI, 2014; SHYAM e SARAMMA, 2017) avaliaram a utilizacdo desses
sacarideos como fonte de carbono organico no cultivo heterotréfico e mixotréfico de

microalgas, destacando o papel desses compostos como fonte de energia para a célula.

Microalgas séo capazes de acumular quantidades substanciais de polissacarideos em sua
biomassa, devido a essa caracteristica e ao avanco nas tecnologias de producédo, esses
microrganismos passaram a ser considerados, nos ultimos anos, potencial fonte de
matéria prima para a producéo de bioetanol por fermentagcdo (RAJVANSHI et al., 2019;
BHALAMURUGAN et al., 2018; MENETREZ, 2012). Sdo exemplos de microalgas
comummente utilizadas para a producao de bioetanol Chlorella sp., Chlamydomonas
reinhardtii, Chlorococcum sp., Scenedesmus sp. e Spirulina fusiformes
(BHALAMURUGAN et al., 2018).

A concentracdo de amido nas biomassas microalgais analisadas foi similar ou maior que
os valores encontrados em literatura. Hirano e colaboradores (1998) estudando a
producdo de bioetanol em C. vulgaris, observaram concentra¢do de amido igual a 37%
MS. Tibbetts e colaboradores (2015b) encontraram concentracdo menor de amido em C.
vulgaris (15,4% MS), Micractinium reisseri (19,3% MS), Nannochloris bacillaris
(1,3% MS) e Tetracystis sp. (1,5% MS). Outras microalgas que tiveram seu conteddo
de amido avaliado foram Scenedesmus sp. (8-9% MS) (TIBBETTS et al., 2015a),
Chlorella salina (9,19% MS) (CHONG et al., 2019), Chlorella sorokiniana (16,24%
MS) e Chlorella ermersonii (13% MS) (TAKESHITA et al., 2014).

A diferenca na concentracdo de amido e carboidratos totais encontradas nas diferentes
espécies estudadas pode estar relacionada as diferentes fases do ciclo de vida em que se
encontrava cada cultura. Branyikova e colaboradores (2011), observaram que a
concentracdo de amido em C. vulgaris era maior (46% MS) antes do primeiro ciclo de
divisdes celulares e durante a divisdo celular (13% MS) em relacdo as culturas antes e
durante o segundo ciclo de divisdes (26 e 7% MS, respectivamente). Xu e colaboradores
(2016), também observaram um aumento na concentracdo de amido em Dunaliella

salina nos periodos de luz e um decréscimo nos periodos de escuro.

Embora ndo quantificadas no presente estudo, as reservas de amido de C. vulgaris, e
possivelmente as demais espécies da Classe Chlorophyceae, contém B-1,3-glucano,
molécula responsavel por estimular a resposta imune, combater o cancer e promover

resisténcia a doencgas infecciosas (RAJVANSHI et al., 2019). Essa propriedade tem o
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potencial de aumentar o valor econémico da biomassa de algas como ingrediente
funcional para a alimentagéo. (TIBETTES et al., 2015b)

Embora haja diferencgas significativas na composicdo bioquimica entre as Classes,
espécies e cepas de microalgas, de acordo com as condi¢cdes de cultivo a que estdo
submetidas, usualmente, apresentam proteinas como biomoléculas em maior
concentracédo, seguidas por lipideos e carboidratos (BECKER, 2013). A alta quantidade
de proteinas e a presenca de aminoacidos essenciais como histidina e fenilalanina, séo
fatores que levam esses microrganismos a serem considerados potenciais fontes de
alimento para animais e humanos (KENT et al., 2015; BECKER, 2013).

Os valores de proteinas totais sollveis encontrados, para as espécies analisadas no
presente estudo (13 — 36% MS), estdo de acordo com a literatura. Para espécies como C.
vulgaris (28,9% MS) e Scenedesmus sp. (28% MS), diversos autores registraram
concentracdes acima do observado. Molino e colaboradores (2018), analisaram o
contetdo proteico de C. vulgaris (45,6% MS), Scenedesmus almeriensis (13% MS) e
Arthrospira platensis (47% MS). Matos e colaboradores (2016), estudaram o teor de
proteinas em C. vulgaris (41,4% MS), Nannochloropsis oculata (42% MS) e
Porphyridium cruentum (35,4% MS). Kent e colaboradores (2015), registraram 30,9%
de proteinas por grama de MS em Scendesmus sp., enquanto Militdo e colaboradores
(2019), registraram para Scenedesmus obliquus e Pseudopediastrum boryanum teores
de 67,3% de proteinas por grama de MS.

Ja é sabido que alteragcdes nas condi¢bes de cultivo, afetam a composi¢do bioguimica
das microalgas (BECKER, 2013; LOURENCO, 2006). C. vulgaris pode produzir até
60,38% de proteina por grama MS quando cultivada em meio enriquecido com
nitrogénio, e esse valor decai para 21,09% MS quando seu cultivo é realizado em meio
com déficit desse nutriente (HO et al., 2013). Mudancas na temperatura também alteram
a concentracdo de proteinas na biomassa. A diminuicdo de 30 para 20°C provoca
aumento na concentracdo de proteinas de 46,7% MS para 67,3% MS em P. boryanum
(MILITAO et al., 2019).

Pigmentos naturais, além da sua funcdo no metabolismo fotossintético, possuem
importantes beneficios biologicos para humanos e animais (D’ALESSANDRO et al.,
2016). Clorofila ‘a’ apresenta atividades antioxidantes (PANGESTUTI e KIM, 2011),
anti-inflamatorias (BECKER, 2013) e diminuigdo do risco de cancer colorretal
(BALDER et al., 2006). Da mesma forma carotenoides como o B-caroteno, precursor da
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vitamina A, e a astaxantina, apresentam atividades antioxidantes, antimutagénicas
(MILLEDGE, 2011; BEGUN et al., 2015) e anticancerigenas (JAYAPPRIYAN et al.,
2013). Aliado ao fato de que microalgas sdo cultivaveis durante todo o ano, esses
microrganismos sdo considerados potencial fonte de clorofila e carotenoides
(RAJVANSHI et al., 2019).

No entanto, os dados obtidos no presente estudo estdo abaixo do encontrado em
literatura para espécies comumente utilizadas para obtencdo de pigmentos. Kent e
colaboradores (2015) registrou valores de clorofilas totais e carotenoides,
respectivamente, em Nannochloropsis sp. (30,5 e 8,6 mg/g MS), Scenedesmus sp. (19 e
4,2 mg/g MS) e Dunaliella sp. (23,6 e 5,12 mg/g MS). Molino e colaboradores (2018)
registraram, 34,6 e 28,7 mg/g MS de carotenoides totais na biomassa de Dunaliella

salina e Haematococcus pluvialis, respectivamente.

5 CONSIDERACOES FINAIS

A grande biodiversidade de microalgas encontradas nos ambientes brasileiros e em
colecdes de cultivo, precisam de avaliacdo em termos de potenciais aplicacdes e
seguranca antes da sua exploracdo nos setores da alimentacdo animal e humana. O
presente estudo prove informacgBes a respeito da cinética de crescimento e da
composicdo bioquimica da biomassa de dez microalgas, que podem ser exploradas,

futuramente, para fins biotecnoldgicos.

Microalgas isoladas a partir de tanques de pisciculturas, com destaques para
Chlorococcum sp., Chlorella vulgaris e Kirchneriella sp. analisadas no presente estudo,
podem ser consideradas fontes promissoras de biomassa para matéria prima utilizada na
complementacdo da alimentacdo animal, onde a racdo é o principal insumo, podendo
chegar a até 80% do custo de producdo. No entanto, estudos a respeito da qualidade
nutricional, digestibilidade, conteudo de fibras, vitaminas, minerais e outros bioativos

devem ser considerados.

O elevado teor de amido encontrado nas espécies estudadas, sobretudo em Scenedesmus
sp, Chlorococcum sp. e S. hirsutum, indica ainda, potencial utilizacdo dessa biomassa na

producéo de bioetanol.
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RESUMO

O presente estudo buscou avaliar, em escala laboratorial, o potencial do perfil de acidos
graxos de ésteres metilicos de microalgas crescidas naturalmente em sistemas de
pisciculturas para identificar potenciais aplicacbes comerciais, com foco principal na
suplementacdo alimentar de humanos e ragdes animais. Os cultivos foram realizados em
erlenmeyers de 3L, contendo 2,5 litros de meio ASM1, para cianobactérias, e BBM para
cloroficeas, mantidos em estufas ajustadas a temperatura de 23 °C, fotoperiodo de
12/12h (luz/escuro) com iluminancia maxima de 40 umol m™ s™. O cultivo foi do tipo
batelada, sem asperséo direta de CO,, pH inicial de 7 = 0,05 e aeragéo constante de 3,5
L/min de ar. Os cultivos foram realizados em quadruplicada em meio ASM1
(Cyanophyta) (GORHAM et al., 1964) e BBM (Chlorophyta) (STEIN, 1975), com
indculo inicial de 3,0 x10° Cel/mL™. As espécies S. javanensis (14,1%), P. duplex
(12,9%), Scenedesmus sp. (11,5%), Chlorococcum sp. (10,7%), S. hirsutum (12%), H.
reticulata (11,5%) e Kirchneriella sp (10,9%) apresentaram maior teor de lipideos totais
(por biomassa seca) quando comparados com as espécies C. pulchra (7,1%), C. vulgaris
(7,8%), M. wesenbergii (7,6%), ndo diferindo estatisticamente entre si (F = 9,92, p <
0,01). Chlorococcum sp. (52,3%), Kirchneriella sp. (54,6%) e S. javanensis (42,2%)
tem sua fracdo lipidica constituida majoritariamente por acidos graxos saturados. Por
sua vez, H. reticulata (40,6%) tem em maior concentracdo acidos graxos tri-insaturados
e C. vulgaris ndo apresenta diferenca significativa entre os teores de acidos graxos tri
(42,1%) e poli-insaturados (41,7%). A presenca de acidos graxos essenciais no perfil
lipidico torna a biomassa dessas microalgas, principalmente Kirchneriella sp. e H.
reticulata, promissora para uso na suplementacdo alimentar e de ragdes para peixes

cultivados em pisciculturas.

Palavras-chave: Lipideos, acidos graxos, microalgas, alimentacdo, alimentacdo animal.
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ABSTRACT

The present study aims to evaluate, on a laboratory scale, the potential of the fatty acid
profile of methyl esters of microalgae naturally grown in association with fish farms to
identify potential commercial applications, with a main focus on human and animal feed
supplementation. The cultures were carried out in 3L Erlenmeyer flasks containing 2.5
liters of ASM1 medium for cyanobacteria and BBM for chlorophytes, kept in incubators
adjusted to a temperature of 23 °C, photoperiod of 12 /12h (light/dark) with maximum
illuminance of 40 umol m s, The cultivation was of the batch type, without direct
spraying of COg, initial pH of 7 + 0.05 and constant aeration of 3.5 L/min of air.
Cultures were performed in quadruplicate in ASM1 (Cyanophyta) (GORHAM et al.,
1964) and BBM (Chlorophyta) (STEIN, 1975) culture media. The species S. javanensis
(14.1%), P. duplex (12.9%), Scenedesmus sp. (11.5%), Chlorococcum sp. (10.7%), S.
hirsutum (12%), H. reticulata (11.5%) and Kirchneriella sp. (10.9%) had a higher
percentage of total lipids (by dry biomass) when compared to the species C. pulchra
(7.1%), C. vulgaris (7.8%), M. wesenbergii (7.6%), not statistically different from each
other (F = 9.92, p < 0.01). Chlorococcum sp. (52.3%), Kirchneriella sp. (54.6%) and S.
javanensis (42.2%) have their lipid fraction composed mostly by saturated fatty acids.
In turn, H. reticulata (40.6%) has a higher concentration of tri-unsaturated fatty acids
and C. vulgaris does not indicates a significant difference between the components of
tri-unsaturated (42.1%) and poly-unsaturated (41, 7%). The presence of essential fatty
acids in the lipid profile makes the microalgae’s biomass, mainly Kirchneriella sp. and

H. reticulata, promising for use in food and feed supplementation for fish in fish farms.

Keywords: Lipids, fatty acids, microalgae, food, animal feed.
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1 INTRODUCAO

Microalgas sdo microrganismos capazes de converter carbono inorganico, nutrientes e
luz em compostos de relevancia comercial como proteinas, carboidratos, vitaminas,
aminoacidos, acidos graxos poli-insaturados e pigmentos (DERNER; OHSE;
VILLELA, 2006; MARCHETTI et al., 2012). Por esse motivo, o cultivo de microalgas
vem recebendo bastante atengdo nas Ultimas décadas. Os lipideos microalgais sdo ricos
em triglicerideos e sdo considerados a proxima fonte de matéria prima para a producgéo
de biocombustiveis, sendo essa a linha de pesquisa mais estudada (CHISTI, 2007;
MARTIN et al., 2014).

Os oOleos produzidos pelas microalgas sdo ainda fonte de nutrientes essenciais
comumente requeridos na alimentacdo humana e animal (MOREIRA et al., 2002;
MUHLROTH et al., 2013). A presenca de acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa, como o &cido eicosapentaendico (EPA), acido docosahexandico (DHA), acido
araquidoénico (AA) e seus precursores sdo de grande interesse por seus efeitos benéficos
na prevencao de doencas cardiovasculares, sobretudos aqueles da familia dos émegas 3
(DRAAISMA et al., 2013).

Um dos maiores problemas do cultivo comercial de microalgas € a quantidade excessiva
de &gua limpa e nutrientes necessarios para a obtencdo de biomassa algal (MURPHY e
ALLEN, 2011). Estima-se que aproximadamente 6.000 L de &gua sdo consumidos por

litro de 6leo de algas produzido nos sistemas de lagoas abertas (OZKAN et al., 2012).

A maior fonte de 6leos 6mega 3/ 6mega 6 na alimentacdo humana, sdo 0s peixes
provenientes da pesca selvagem, no entanto, o0 aumento populacional e consequente
aumento na demanda desse produto faz com que a atividades como a piscicultura
crescam cada vez mais a fim de evitar a pesca excessiva em ambientes naturais
(ADARME-VEGA et al., 2014; SPRAGUE et al., 2016). Entretanto, peixes criados em
sistemas de piscicultura normalmente precisam de suplementacdo de &cidos graxos para
uma sintese eficiente de EPA, DHA e AA durante o cultivo (ADARME-VEGA et al.,
2014).

No Brasil a producéo de peixe em sistemas de piscicultura vem aumentando a cada ano.
Em 2015 dados do IBGE apontam um crescimento de 1,5% em relacdo a 2014, com a
producdo de 483 mil toneladas de peixe (BRASIL, 2017). O consumo também segue
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essa tendéncia, passando de 6,15 para 14,4 kg/hab/ano, entre os anos de 1999 e 2015,
respectivamente (BRASIL, 2017; SEBRAE, 2015).

A suplementacdo alimentar requerida em excesso, por meio de ragdes ricas em
nitrogénio, fosforo e proteinas, associado as condicdes ambientais favoraveis
contribuem para a eutrofizacdo dos tanques e para a proliferagdo de microalgas, que
pode trazer prejuizos (SMITH et al., 2008). Estudos indicam que 66% do fésforo usado
na alimentacdo intensiva em peixes vao para o sedimento, 11% ficam dissolvidos na
agua e 23% sao incorporados pelos animais (ALVES; BACARIN, 2005).

Por esse motivo, o objetivo do presente estudo foi avaliar, em escala laboratorial, o
potencial do perfil de acidos graxos de ésteres metilicos de microalgas, associadas com
pisciculturas, para identificar potenciais aplicagdes comerciais, com foco principal na

suplementacdo alimentar de humanos e ra¢fes animais.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Obtencao das cepas

As espécies de microalgas foram isoladas, por meio de pipetagem e dilui¢cdes sucessivas
(LOURENCO, 2006), a partir de amostras coletadas dos tanques de piscicultura, com
auxilio de uma rede de plancton (BICUDO e MENEZES, 2017), localizados na cidade
de Registro (24°29'25.6"S 47°49'40.1"W), no estado de S&o Paulo, Brasil. Apods
isolamento as cepas foram mantidas sob condi¢cdes adequadas no Laboratério de
Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais (LATEAC) da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES).

Desta forma, 10 espécies distribuidas em 9 géneros e duas DivisBes diferentes, foram
selecionadas para aumento de biomassa e cultivo em escala laboratorial, sendo os
taxons: Scenedesmus javanensis, Pediastrum duplex, Chlorella vulgaris, Scenedesmus
sp, Chlorococcum sp., Staurastrum hirsutum, Kirchneriella sp., Crucigeniella pulchra,
Hariotina reticulata (todas da Divisdo Chlorophyta) e Microcystis wesenbergii

(Cyanophyta).
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2.2 Condic0es de cultivo

Os cultivos foram realizados em erlenmeyers de 3L, contendo 2,5 litros de meio ASM1,
para cianobactérias, e BBM para cloroficeas, mantidos em estufas (Eletrolab, EL 202/3;
Brasil) ajustadas a temperatura de 23 °C, fotoperiodo de 12/12h (luz/escuro) com
iluminancia maxima de 40 umol m™ s*. O cultivo foi do tipo batelada, sem aspersdo
direta de CO., pH inicial de 7 + 0,05 e aeracdo constante de 3,5 L/min de ar. Os cultivos
foram realizados em quadruplicada em meio ASM1 (Cyanophyta) (GORHAM et al.,
1964) e BBM (Chlorophyta) (STEIN, 1975), com indculo inicial de 3,0 x10° Cel/mL™.
com excecdo do cultivo de S. hirsutum, espécie com crescimento mais lento, o qual foi

de 3250 Cel/mL™, mantidas as proporgdes.

Uma sequéncia pré-determinada de rodizio dos erlenmeyers nas estufas incubadoras foi
estabelecida para garantir a uniformidade das condicdes de cultivo. O experimento teve

duracdo de 29 dias.

2.3 Lipideos totais e perfil de ésteres metilicos de &cidos graxos

Os lipideos foram extraidos usando o método descrito por Bligh & Dyer (1959). O
macerado liofilizado foi suspenso em tampdo PBS e, em seguida, adicionou-se 42 mL
da solucdo contendo o padrdo interno, composto por 5 mg/mL de tritridecanoina em
hexano (C13:0, T3882 Sigma), e 4,15 mL de cloroférmio, metanol e agua, na proporcao
de 2:2:1. A mistura foi centrifugada e a fase cloroférmica foi transferida para outro
frasco e seca sob atmosfera de N2 (g). O contetdo total de lipideos foi determinado
gravimetricamente e o residuo de gordura foi transmetilado para a avaliacdo do

conteddo de acidos graxos.

A reacdo de metilacdo dos acidos graxos a ésteres metilicos de &cidos graxos (FAME;
fatty acid methyl ester) foi feita dissolvendo-se o extrato seco de lipideos em 500 mL de
BF3 (7% em metanol) e a mistura foi incubada por 1h a 100 °C. Ap6s o término da
reacdo, deixou-se esfriar a temperatura ambiente, adicionou-se 1,25 mL de agua e

extraiu-se o0s FAME com 500 mL de hexano.

Os FAME foram analisados por CG-EM, em coluna capilar de silica fundida (VF-Wax,
com dimensfes de 30 mm, 0,25 mm, 0,25 mm de espessura do filme, Agilent). A

temperatura de injecdo foi de 220 °C, volume de 1 L, no modo Split. Utilizou-se helio
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como gas de arraste, com um fluxo de 1 mL.min, e a seguinte rampa de temperatura:
temperatura inicial de 60 °C, com aumento de 5 °C por min, até 260 °C, mantidos por 10

min.

O padréo utilizado para a identificacdo dos picos foi o Supelco 37 (47885-U). Os &cidos
graxos foram identificados por comparagdo com os tempos de retengéo dos padroes e/ou
por comparacdo de seus espectros de massa com espectros da biblioteca (NIST). Os
FAME que ndo constavam no padrdo e que apresentaram indice de similaridade abaixo

de 90% nao foram considerados.

A gquantificacdo da maioria dos FAME foi feita com a equacdo da reta da curva padrao
do respectivo FAME do padrdo Supelco 37. Para os FAME que ndo constavam no
padrdo supelco, a quantificagéo foi feita considerando a concentragdo do padrdo interno
(C13:0), uma vez que area do pico é proporcional a concentracdo de FAME.

2.4 Analises estatisticas

Os dados obtidos nas analises de lipideos totais e de &cidos graxos foram submetidos a
analise de normalidade de Shapiro-Wilk; os dados paramétricos foram submetidos a
analise de variancia ANOVA e ao teste a posteriori de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. O programa utilizado para a realizacdo dos testes foi o InfoStat versao
2019 (DI RIENZO et al., 2019).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Lipideos totais e perfil de ésteres metilicos de acidos graxos

O perfil bioquimico da biomassa das cepas varia de acordo com a composi¢do do meio
de cultura e espécies isoladas (BARTEN et al., 2020). As concentrag¢fes dos lipideos
totais (LT), perfil de ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) e sua composicao,
encontradas nas cinco cepas de microalgas estudadas estdo ilustradas na Figura 01,

Tabela 01 e Figura 02, respectivamente.

Como evidenciado na Figura 01, as espécies S. javanensis (14,1%), P. duplex (12,9%),
Scenedesmus sp. (11,5%), Chlorococcum sp. (10,7%), S. hirsutum (12%), H. reticulata
(11,5%) e Kirchneriella sp. (10,9%) apresentaram maior teor de LT (por biomassa seca)
quando comparados com as espécies C. pulchra (7,1%), C. vulgaris (7,8%), M.

wesenbergii (7,6%), ndo diferindo estatisticamente entre si (F = 9,92, p <0,01).

A condic¢do genética das cepas avaliadas e sobretudo suas necessidades nutricionais para
completar seus diferentes ciclos de vida, podem contribuir para um maior acimulo de
lipideos na biomassa microalgal (AHIAHONU et al., 2021), devido ao esgotamento
acelerado do nitrogénio no meio de cultura em cultivos de cepas com crescimento
elevado (PARICHEHREH et al., 2019). Diversos estudos concluem que o consumo dos
nutrientes, principalmente nitrogénio, disponiveis no meio de cultura e sua exaustdo
ativam uma série de sinais bioguimicos que levam ao maior acumulo de lipideos na
maioria das microalgas verdes (GONG e JIANG, 2011; PARICHEHREH et al., 2019;
AHIAHONU et al., 2021).

Com isso, pode-se considerar que o0 metabolismo da microalga é governado
primariamente pela concentracdo de nitrogénio disponivel, podendo levar a conversao
da fracdo proteica em outros compostos bioquimicos, incluindo lipideos, quando em
concentragbes de N menores que 3 mg/ L (HUANG et al., 2021). Isso porque, a
privacdo de nitrogénio do meio de cultura causa a reducdo no contetdo das membranas
dos tilacoides, que leva ao aumento na atividade enzimatica da acil-CoA hidrolase e
subsequente hidrolise dos fosfolipidios, aumentando a concentragdo extracelular de
acetil-CoA. Ao mesmo tempo ocorre a ativagdo da enzima diacilglicerol aciltransferase,
responsavel pela conversdo da acetil-CoA em triacilglicerol (TAG) (GONCALVES et
al., 2016; PARICHEHREH et al., 2019).
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Figura 01. Concentracdo de lipideos totais (mg/ g de MS) de dez cepas de algas

cultivadas em escala laboratorial.
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PD = Pediastrum duplex; SJ = Scenedesmus javanensis; CV = Chlorella vulgaris; MW = Microcystis
wesenbergii; S = Scenedesmus sp.; C = Chlorococcum sp.; K = Kirchneriella sp.; SH = Staurastrum
hirsutum; CP = Crucigeniella pulchra; HR = Hariotina reticulata. Letras mindsculas comparam as
concentragdes de LT entre as espécies. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si. Média e DP (n =4). MS — Massa seca.

Valores de LT proximos aos do presente estudo foram registrados para as espécies
Pseudopediastrum boryanum (96,3 mg/ g ou 9,6%) e Scenedesmus obliquus (95,5 mg/ g
ou 9,5%) (MILITAO et al., 2019), C. vulgaris (9,6% — 15,9%) (EL-SHEEKH et al.,
2019), S. platensis (8% - 9%) (SHALABY et al., 2010), Tetradesmus obliquus (11,9%),
T. lagerheimii (12,7%), C. vulgaris (13,7%), Chlorella minutissima (17,8%) e
Chlamydomonas sp. (10,3%) (SONKAR e MALLICK, 2018). Outros trabalhos, sob
diferentes condicdes de cultivo, utilizando Scenedesmus sp. (20,9%) (SONMEZ et al.,
2016), Chlorococcum sp. (11,2% - 17,5%) (KIRAN et al., 2015), C. vulgaris (26,5%)
(KOH et al., 2019) e Chlorella sp. (31,2% - 40,2%) (BILIN et al., 2013) registraram
valores acima dos encontrados no presente estudo, indicando que, sob as condi¢Ges em
que foram cultivadas, as células ndo estdo utilizando toda a sua capacidade para a
sintese de lipideos (PARICHEHREH et al., 2019).

Levando em consideragdo os pardmetros de crescimento, a composi¢do bioquimica

(Capitulo 2) e o teor de LT das cepas cultivadas no presente estudo, cinco cepas foram
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Composigdo (%)

selecionadas para andlise do perfil de ésteres metilicos de &cidos graxos (FAME), sendo
S. javanensis, C. vulgaris, Chlorococcum sp., Kirchneriella sp., H. reticulata. O teor de
insaturacgdes e o perfil dos FAMEs das cepas selecionadas estéo descritos nas Figura 02

e Tabela 01, respectivamente.

Figura 02. Teor (% do total de AG) de &cidos graxos saturados (Sat), monoinsaturados

(Mono), Di-insaturados (Dii), Tri-insaturados (Trii) e poli-insaturados (Polii).
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C = Chlorococcum sp.; CV = Chlorella vulgaris; HR = Hariotina reticulata; K = Kirchneriella sp.; SJ =
Scenedesmus javanensis. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
Letras minGsculas comparam as concentra¢fes de Sat, Mono, Dii, Trii e Polii na mesma espécie. Média
(n=4).

O perfil de FAMES varia significativamente entre as espécies de microalgas e nas cepas
analisadas o perfil é constituido em sua maioria por acidos graxos saturados, tri-
insaturados, di-insaturados, monoinsaturados e poli-insaturados, respectivamente, com
algumas excecdes. Chlorococcum sp. (52,3%), Kirchneriella sp. (54,6%) e S. javanensis
(42,2%) tem sua fracdo lipidica constituida majoritariamente por acidos graxos
saturados. Por sua vez, H. reticulata (40,6%) tem em maior concentra¢do acidos graxos
tri-insaturados e C. vulgaris ndo apresenta diferenca significativa entre os teores de

acidos graxos tri (42,1%) e poli-insaturados (41,7%), Figura 02.
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Tabela 01. Composicédo de esteres metilicos de acidos graxos (% do total de FAME)

extraidos da biomassa microalgal cultivada em laboratério.

FAME C cv HR K SJ
(C14) Miristico 3,16+2,8 4,93 +0,4 451+0,2 1,82+0 0,60+0,1
(C15) 0,32+0 0,37+0 0,29+0 0,56 +0 0,26 +0
(C16) Palmitico 28,63+11  3260+09  29,62+0,7 46,11+0,1 35,75+ 0,7
(C16:1 A 9) Palmitoléico 2,26 +0,2 1,65+0,1 1,73+0,1 3,65+0,1 1,35+0,1
(C17) 0,37+0 0,61+0 0,28+0 0,61+0 0,49+0
(C17:1 A 11) 0,31+0 - - - -
(C18) Esteérico 1,33+0,2 2,27+0 1,80+ 0 421+0,2 2,36+0,1
(C18:1 A 9) Oleico 3,16 0,5 8,40 +0,1 522+0 12,22 +0,3 6,10+0
(C18:2 A9, 12) Linoléico 23,03+0,6 441+0,1 11,65+0,3 5,93+0 18,96 + 0,3
(C21) 18,01 +0,7 0,41+05 151+05 - 2,38+0,1
(C18:3 A9, 12, 15) a -Linolénico - 0,30+ 0 0,50+ 0 1,00+ 0 0,50+ 0
(C18:3 A 6,9, 12) g -Linolénico 17,69 +0,3 42,10+ 0,2 40,57 +0 19,52+ 0 30,05 +0,6
(C20:1 A 11) 0,27 +0 0,11+0,1 0,21+0,5 0,25+0 0,16 0
(C22) 0,19+0,2 - - - -
(22:1) Erucico - - 0,25+0,3 - -
(C23) 0,33+0 0,58+0 0,26+0 1,36+ 0 0,33+0
(20:4 A5, 8, 11, 14) Araquidonico 0,82+0 0,82+0 0,97+0 1,34+ 0 043+0
(C20:5 A5, 8,11, 14, 17) EPA 0,16 +0 0,50 +0 0,55+0 1,45+ 0 0,31+0

L SAT 5228+07a 41,75+02b 3839+06c 54,65+03a 42,18+0,7b
Z MONO 6,03+0,4c 10,16+02c 741+05b 16,12+02c  7,61+0.1c
ZPOLII 4169+03b 4808+03a 5420:03a 29,23+01b  50,21+03a
Total de Acidos Graxos (mg/ g MS) 3690+4a 1560+08c 1942+1b  2043+06b  2047+09b

C = Chlorococcum sp.; CV = Chlorella vulgaris; HR = Hariotina reticulata; K = Kirchneriella sp.; SJ =
Scenedesmus javanensis. Letras mindsculas comparam as concentracdes dos FAME entre as espécies. As
médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Média e DP (n = 4).

Teores similares foram observadas em outras microalgas estudadas para fins
alimenticios como por exemplo, Picochlorum sp., Tetraselmis sp., Dunaliella sp.,
Synechococcus e Leptolyngbya sp. que apresentam em sua composi¢ao acidos graxos
saturados (29,12%, 44,74%, 38,96%, 52,1% e 44,7%), monoinsaturados (6,9%, 13,4%,
7,5%, 22,4%, 38,1%) e poli-insaturados (64%, 41%, 53,5%, 20,4%, 17,3%),
respectivamente (BARTEN et al., 2020).

O teor elevado de acidos graxos com insaturacfes torna a biomassa dessas espécies
potenciais fontes para a producdo de Oleos comestiveis (BARTEN et al., 2020).
Sobretudo em C. vulgaris (48,1%), H. reticulata (54,2%) e S. javanensis (50,2%) que
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apresentam teores de acidos graxos com duas ou mais insaturacdes em concentracdes

elevadas, Tabela 01.

No entanto, o teor elevado de acidos graxos saturados na fracdo lipidica de
Chlorococcum sp. (52,3%) e Kirchneriella sp. (54,6%), 0s quais em sua maioria s&o
nutrientes ndo essenciais e que consumidos em excesso podem aumentar o nivel de
colesterol LDL no sangue, juntamente com o baixo teor de acidos graxos
monoinsaturados, consideradas fontes de energia de facil digestdo, podem comprometer
0 uso da biomassa para fins de alimentacdo animal e humana (TIBBETTS et al., 2015;
HUANG et al.,, 2016). A fim de melhorar a composicdo de FAMES da biomassa
microalgal, alteracbes podem ser realizadas em suas condi¢Oes de cultivo. Estudos
indicam que microalgas cultivadas em altas temperaturas, comumente apresentam
acidos graxos saturados de cadeia curta em teor elevado, por necessitar de menor fluidez
da membrana lipidica, caracteristica dada pela presenca dos &cidos graxos insaturados
(BARTEN et al., 2020). Cultivos realizados em baixas temperaturas também favorecem
0 aumento da concentracdo total de &cidos graxos, como observado por Militdo e
colaboradores (2019).

Os FAMEs encontrados em maiores concentracGes na fracdo lipidica das microalgas
analisadas foram os acidos graxos palmitico (28,65 — 46,1%), g-linolénico (17,7% -
42,1), linoleico (4,4% - 23%) e oleico (3,1% - 12,2%). Os A4acidos graxos
Heptadecendico (C17:1 A 11) e Docosandico (C22:0), s6 foram registrados na biomassa
da microalga Chlorococcum sp. (0,31% e 0,2%, respectivamente), enquanto que o acido

Erdcico (22:1) sé foi registrado em H. reticulata (0,25%).

O é&cido graxo palmitico (C16), encontrado em quantidades elevadas nas biomassas
algais, € o produto final da enzima sintetase de acido graxo, podendo ser alongado para
acido estearico (C18), importante para a sintese de acidos graxos poli-insaturados
(MOREIRA et al., 2002). Outros acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa
observados em teores elevados como o acido araquidonico (AA, C20:4 n6),
eicosapentaendico (EPA, C20:5 n3), linoleico (AL, C18:2 n6), a-linolenico (AAL,
C18:3 n3) e g-linolénico (AGL, C18:3 n6) sdo considerados nutrientes essenciais,
importantes componentes da dieta humana e animal (MUHLROTH et al., 2013;
UMMALYNA et al., 2018), e, portanto, os 0leos produzidos a partir dessa biomassa

microalgal podem vir a ser usados na suplementagéo de alimentos e ragdes.

107



Concentrages similares de acidos graxos aos do presente estudo foram registradas para
Chlorococcum sp. (AL: 7,6-37,9%) (UMMALYNA et al., 2018), Chroococcidiopsis sp.
(AL: 0,5-0,8%), Tetraselmis subcordiformis (AL: 10-15%; EPA: 0,12-0,5%),
Leptolyngbya sp. (AL: 4-14,1%), Picochlorum maculatum (AL: 17-24%; EPA: 0,6-
1,1%) (SCHIPPER et al., 2019), Pavlova lutheri (AL: 0,7-3%; AGL: 0,2-0,8%; EPA:
8,7-20,5%; AA: 0,2-1,7% ) (GUIHENEUF e STENGEL, 2017), S. obliquus (AL: 11-
22%; AGL: 0,4-1,4%) e P. boryanum (AL: 8,5-18,8%; AGL: 15,8-27,4%) (MILITAO
etal., 2019).

Oleos vegetais utilizados na alimentagdo humana, como o 6leo de soja (AL: 48,9%;
AAL: 5,1%) e oleo de girassol (AL: 59,4%; AAL: 0,3%) (SPRAGUE et al., 2016),
apresentam teores elevados de acidos graxos 6mega 6 e baixos teores de acidos 6mega

3, quando comparado as microalgas.

Nas células animais o AL é elongado e dessaturado, passando pelo AGL, ao &cido
dihomo-g-linolénico (20:3 n6) que é posteriormente dessaturado ao AA (MOREIRA et
al., 2002). O AA e o EPA, sintetizado a partir do acido a-linolénico (C18:3 n3),
encontrados nas membranas das células podem ser metabolizados em eicosanoides,
horménios como as prostaglandinas e os tromboxanos, envolvidos na modulacdo de
intensidade da resposta imune, além de serem agentes pro inflamatorios, agregadores
plaquetarios, vasoconstritores (AA) e vasodilatadores (EPA) (MOREIRA et al., 2002;
MUHLROTH et al., 2013).

Nesse processo, 0s AA e EPA competem pelas mesmas enzimas lipoxigenases e
cicloxigenases, e seu consumo deve respeitar uma proporcdo de 6mega 6/6mega 3 (n6/
n3) de aproximadamente 4:1 reduzindo o risco de doengas cronicas cardiovasculares,
cancer colorretal, cancer de mama, desordens imunolégicas e asma (MARTIN et al.,
2006; SIMOPOULOS, 2004). Ainda em animais, o0 consumo de concentracfes
adequadas de AA e EPA, ou seus precursores, nos primeiros estagios de vida sdo
importantes para o desenvolvimento visual e cognitivo, além de efeitos positivos contra

infeccOes virais, bacterianas e fungicas (MUHLROTH et al., 2013).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Microalgas crescem naturalmente nos tanques de piscicultura devido ao aporte
excessivo de nutrientes e condi¢cbes ambientais adequadas, trazendo prejuizo para os
produtores, como a mortandade dos peixes, e influenciando na qualidade final do
pescado, devido a alteragcdes no cheiro e sabor da carne. Por sua vez, peixes cultivados
em sistemas artificiais comumente precisam de suplementacdo de acidos graxos para
melhor acumular EPA e DHA em sua biomassa. A presenca de acidos graxos essenciais
no perfil lipidico torna a biomassa dessas microalgas, principalmente Kirchneriella sp. e
H. reticulata, promissora para uso na suplementacéo alimentar e de racGes para peixes

cultivados em pisciculturas.

AlteracGes nas condicGes de cultivo pode favorecer a reducdo do teor de &cidos graxos
saturados e 0 aumento da concentracdo de &cidos graxos monoinsaturados e poli-
insaturados de cadeia longa da familia dos ©megas 3. Além disso, outras
potencialidades da biomassa, com base em seus perfis de ésteres metilicos evidenciados
no presente estudo, podem ser exploradas como, por exemplo, sua utilizacdo nas

indUstrias do biodiesel.
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5. CONSIDERACOES FINAIS GERAIS

As condi¢bes ambientais empregadas em cultivo afetam a composicdo bioquimica das
microalgas cultivadas e o tipo morfologico da espécie pode influenciar na resposta
metabolica adotada. O conhecimento e a manipulacdo destas varidveis, associado ao
tipo morfolégico da microalga cultivada, € uma forma efetiva para obtencdo de

biomassa com maior valor agregado, nutricional e comercial.

Microalgas que crescem naturalmente nos tanques de piscicultura sédo fontes de
proteinas, carboidratos e acidos graxos essenciais, aléem de nutrientes e vitaminas,
tornando a biomassa desses organismos uma matéria prima promissora para exploracédo
comercial, com uso na suplementacdo alimentar humana e de racdes para peixes e

outros animais.

Chlorococcum sp., Chlorella vulgaris e Kirchneriella sp. analisadas no presente estudo,
podem ser consideradas para utilizacdo na complementacdo da alimentacdo animal,
onde a racdo € o principal insumo. O elevado teor de amido encontrado nas espécies
estudadas, sobretudo em Scenedesmus sp., Chlorococcum sp. e S. hirsutum, indica
ainda, potencial utilizacdo dessa biomassa na producédo de bioetanol. Além disso, outras
potencialidades da biomassa, com base em seus perfis de ésteres metilicos, podem ser

exploradas como, por exemplo, sua utilizacdo nas industrias do biodiesel.

Por fim, indica-se que estudos que testem a viabilidade de consumo e de produgdo em
escalas maiores sejam empregados, com base nas conclusdes obtidas através da meta-

analise sejam realizados.
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ANEXOS

Tabela 01 — Principais caracteristicas dos artigos incluidos na meta-analise.

Tipo

Autores Ano Espécie Classe Divisdo - Medida* Andlise
morfoldgico
Takagi et al. 2006 Dunaliella tertiolecta Chlorophyceae Chlorophyta Flagelado Salinidade Lipideos
Widjaja et al. 2009 Chlorella vulgaris Trebouxiophyceae Chlorophyta Unicelular N Lipideos
Fan et al. 2014 Chlorella pyrenoidosa Trebouxiophyceae Chlorophyta Unicelular N, P Lipideos
Yilancioglu et al. 2014 Dunaliella salina Chlorophyceae Chlorophyta Flagelado N Proteina
Ruangsomboon 2012 Botryococcus braunii Trebouxiophyceae Chlorophyta Cenbbio Is_alilzml(;ladpe Lipideos
Feng et al. 2012 Chlorella zofingiensis Trebouxiophyceae Chlorophyta Unicelular N, P Lipideos
Feng et al. 2011 Chlorella zofingiensis Trebouxiophyceae Chlorophyta Unicelular N Lipideos
Gorain et al. 2013 C. vulgaris Trebouxiophyceae Chlorophyta Unicelular Salinidade Lipideos
Scenedesmus obliquus Chlorophyceae Chlorophyta Cenbbio Salinidade Lipideos
Kaewkannetra et al. 2012 S. obliquus Chlorophyceae Chlorophyta Cenbbio Salinidade Lipideos
Lipideos,
Tetraselmis sp. Chlorodendrophyceae Chlorophyta Flagelado Salinidade prgteina,
Khatoon et al. 2014 car_b(_)ldrato
Lipideos,
Nannochloropsis sp. Eustigmatophyceae Ochrophyta Unicelular Salinidade proteina,
carboidrato
Wang et al. 2013 S dimorphhus Chlorophyceae Chlorophyta Cenbbio N Lipideos
Liu et al. 2016 Chlorella zofingiensis Trebouxiophyceae Chlorophyta Unicelular N, Luz Lipideos
Lietal. 2014 Chlorella protothecoides Trebouxiophyceae Chlorophyta Unicelular P,N Lipideos
Lipideos,
Gris et al. 2014 S. obliquus Chlorophyceae Chlorophyta Cenbbio Luz proteina,
carboidrato
Lipideos,
Markou et al. 2012 Arthrospira platensis Cyanophyceae Cyanobacteria Filamentosa Luz, P proteina,
carboidrato
Kalacheva et al. 2002 B. braunii Trebouxiophyceae Chlorophyta Tetrasporal Temperatura Lipideos
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Tabela 01 — Continuacéo.

Choi et al. 2011 B. braunii Trebouxiophyceae Chlorophyta Tetrasporal N Lipideos
Kim et al. 2016 C. sorokiniana Trebouxiophyceae Chlorophyta Unicelular Salinidade Lipideos
Sirvastava et al. 2017 Chlorella sp. Trebouxiophyceae Chlorophyta Unicelular Salinidade Lipideos
Desmodesmus sp. Chlorophyceae Chlorophyta Cenobio Salinidade Lipideos
Lipideos,
Zhu et al. 2015 C. zofingiensis Trebouxiophyceae Chlorophyta Unicelular N proteina,
carboidrato
Lipideos,
N. salina Eustigmatophyceae Ochrophyta Unicelular N, P proteina,
Chen et al. 2015 car-bgldrato
Lipideos,
D. salina Chlorophyceae Chlorophyta Flagelado N, P proteina,
carboidrato
Isochrysis galbana Coccolithophyceae Haptophyta Flagelado N Lipideos
Gim et al. 2016 N. oculata Eustigmatophyceae Ochrophyta Unicelular N Lipideos
D. salina Chlorophyceae Chlorophyta Flagelado N Lipideos
Lipideos,
Sun et al. 2015 C. protothecoides Trebouxiophyceae Chlorophyta Unicelular N, P, Luz proteina,
carboidrato
Sforza et al. 2014 S. obliquus Chlorophyceae Chlorophyta Cenobio Luz Lipideos
Shalaby et al. 2010 Spirulina platensis Cyanophyceae Cyanobacteria Filamentosa Salinidade Lipideos
Lipideos,
Moussa et al. 2017 Tetraselmis marina Chlorodendrophyceae Chlorophyta Flagelado N, P proteina,
carboidrato
Lipideos,
Lietal. 2019 Porphyridium purpureum Porphyridiophyceae Rhodophyta Unicelular N proteina,
carboidrato
Kato et al. 2017 Chlamydomonas sp. Chlorophyceae Chlorophyta Flagelado Salinidade Lipideos
Seo et al. 2017 Ettlia sp. Chlorophyceae Chlorophyta Unicelular Luz Lipideos
Chakraborty et al. 2016 C. minutissima Trebouxiophyceae Chlorophyta Unicelular N, P, Luz, Lipideos
Temperatura
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Tabela 01 — Continuacéo.

Yang et al.

Fogliano et al.
Feng et al.

Adamakis et al.

Suthar e Verma

Lawton et al.

Ou et al.

El-Sheekh et al.
Zhao et al.

Sonmez et al.

Selvakumar et al.

Yang et al.

Soru et al.

Bohnenberger et al.

Metsoviti et al.

Pugkaew et al.

2015

2010
2020

2018
2018

2015

2005

2019
2016

2016

2014

2016

2019

2014

2019

2019

Monoraphidium dybowskii
Koliella antarctica
Chlorella sp.

C. vulgaris

C. vulgaris
Oedogonium sp.

Microcystis aeruginosa

C. vulgaris
Desmodesmus sp.
Scenedesmus sp.

Micractinium sp.

T. gracilis
Platymonas convolutae

Chlorella sp.

Coccomyxa melkonianii

Monoraphidium contortum
M. aeruginosa

C. vulgaris

T. suecia

Chlorophyceae
Trebouxiophyceae
Trebouxiophyceae
Trebouxiophyceae

Trebouxiophyceae
Chlorophyceae

Cyanophyceae

Trebouxiophyceae
Chlorophyceae
Chlorophyceae

Trebouxiophyceae

Chlorodendrophyceae
Chlorodendrophyceae

Trebouxiophyceae

Trebouxiophyceae

Chlorophyceae
Cyanophyceae

Trebouxiophyceae

Chlorodendrophyceae

Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta

Chlorophyta

Cyanobacteria

Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta

Chlorophyta

Chlorophyta
Chlorophyta

Chlorophyta

Chlorophyta
Chlorophyta

Cyanobacteria

Chlorophyta

Chlorophyta

Unicelular
Unicelular
Unicelular
Unicelular

Unicelular
Filamentosa

Tetrasporal

Unicelular
Cendbio
Cendbio

Cenbbio

Flagelado
Flagelado

Unicelular

Unicelular

Unicelular
Tetrasporal

Unicelular

Flagelado

Salinidade

Temperatura
N, P

N
N, P

Salinidade

P

N
Salinidade
Temperatura
N, P,
Temperatura
N
N

Temperatura

N
N, P,
Temperatura
N, P,
Temperatura

N

Salinidade

Lipideos,
proteina,
carboidrato
Lipideos
Lipideos
Lipideos,
proteina
Carboidrato
Lipideos,
proteina,
carboidrato
Proteina,
carboidrato
Lipideos
Lipideos
Lipideos

Lipideos

Lipideos
Lipideos
Lipideos,
proteina,
carboidrato
Lipideos

Lipideos

Lipideos

Lipideos,
proteina
Lipideos,
proteina,
carboidrato
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Tabela 01 — Continuacéo.

Schipper et al.

Hamouda et al.

Kiran et al.

Maltsev et al.

Sonkar e Mallick

Zhang et al.
Li et al.
Maltsev et al.
Bresaola et al.

Rearte et al.

2019

2017

2015

2019

2018

2018

2016
2021

2019

2018

Chroococcidiopsis sp.

Tetraselmis subcordiformis

Leptolyngbya sp.

Picochlorum maculatum

S. obliquus

Chlorococcum sp.

Coccomyxa elongata
Tetradesmus obliquus
Tetradesmus lagerheimii
C. vulgaris
C. minutissima
Chlamydomonas sp.

Nitzschia plea

I. galbana
Nephrochlamys yushanlensis

Ankistrodesmus braunii

Golenkinia sp.

Cyanophyceae

Chlorodendrophyceae

Cyanophyceae

Trebouxiophyceae

Chlorophyceae

Chlorophyceae

Trebouxiophyceae
Chlorophyceae
Chlorophyceae

Trebouxiophyceae

Trebouxiophyceae
Chlorophyceae

Bacillariophyceae

Coccolithophyceae
Trebouxiophyceae

Chlorophyceae

Chlorophyceae

Cyanobacteria

Chlorophyta

Cyanobacteria

Chlorophyta

Chlorophyta

Chlorophyta

Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta

Bacillariophyta

Haptophyta
Chlorophyta

Chlorophyta

Chlorophyta

Tetrasporal

Flagelado

Filamentosa

Unicelular

Cendbio

Unicelular

Unicelular
Cenobio
Cenobio

Unicelular

Unicelular

Flagelado

Unicelular

Flagelado
Tetrasporal

Cenbbio

Unicelular

Temperatura

Temperatura

Temperatura

Temperatura

N, P

U U U U T -~

Luz,
Temperatura

Temperatura
N, P

N

Salinidade

Lipideos,
proteina,
carboidrato
Lipideos,
proteina,
carboidrato
Lipideos,
proteina,
carboidrato
Lipideos,
proteina,
carboidrato
Lipideos,
proteina,
carboidrato
Lipideos,
proteina,
carboidrato
Lipideos
Lipideos
Lipideos
Lipideos
Lipideos
Lipideos
Lipideos,
proteina,
carboidrato
Lipideos
Lipideos
Lipideos,
proteina
Lipideos,
proteina,
carboidrato

119



Tabela 01 — Continuacéo.

Huang et al.

Morales-sanchez et al.

Ghosh et al.

Nagappan et al.
Xiaoling et al.

Gacheva et al.
Cho et al.
Koh et al.

Setta et al.

Bilin et al.

Su et al.

Morales-sanchez et al.

Harini et al.
Akgul

Silva et al.

2017

2020

2019

2020
2020

2013

2020

2019

2014

2013

2021

2020

2020
2020
2015

B. braunii

Chlamydomonas malina

Podohedriella sp.

Nostoc sp.
Nannochloropsis sp.

Gloeocapsa sp.
Chlorella sp.
C. vulgaris

Synechococcus subsalsus

Chlorella sp.
Chlorococcum sp.
Chlamydomonas malina

Nitzschia sp.
D. communis

N. oculata

Trebouxiophyceae

Chlorophyceae

Chlorophyceae

Cyanophyceae
Eustigmatophyceae

Cyanophyceae
Trebouxiophyceae
Trebouxiophyceae

Cyanophyceae

Trebouxiophyceae
Chlorophyceae
Chlorophyceae

Bacillariophyceae
Chlorophyceae

Eustigmatophyceae

Chlorophyta

Chlorophyta

Chlorophyta

Cyanobacteria
Ochrophyta

Cyanobacteria
Chlorophyta
Chlorophyta

Cyanobacteria

Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta

Bacillariophyta
Chlorophyta
Ochrophyta

Tetrasporal

Flagelado

Cenobio

Filamentosa
Unicelular

Tetrasporal
Unicelular
Unicelular

Unicelular

Unicelular
Unicelular
Flagelado

Unicelular
Cendbio

Unicelular

Luz

Salinidade, Luz,
N

N, P

Luz
Temperatura

Temperatura
N
Temperatura

N

Luz
Salinidade
Temperatura

N, P, salinidade
N
N

Lipideos
Lipideos,
proteina,
carboidrato
Lipideos,
proteina,
carboidrato
Lipideos
Lipideos
Lipideos,
proteina,
carboidrato
Lipideos,
carboidrato
Lipideos
Lipideos,
proteina,
carboidrato
Lipideos,
proteina,
carboidrato
Lipideos
Lipideos,
proteina,
carboidrato
Lipideos
Lipideos,
proteina
Lipideos
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