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RESUMO

Martins, A.P. Avaliagdo do Potencial Biotecnoldgico de Macroalgas Marinhas. 2013.
188p. Tese de Doutorado - Programa de Pds-Graduacao em Bioquimica. Instituto de Quimica,

Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo.

Neste trabalho, foi estudado o potencial biotecnoldgico, com énfase na producdo de biodiesel,
de 25 espécies de macroalgas marinhas pertencentes as divisdes Rhodophyta, Chlorophyta e
Heterokontophyta coletadas no litoral brasileiro, avaliando-se a sua composi¢do bioquimica e
a sua taxa de fotossintese. Também foram realizados estudos com 6 espécies de macroalgas
coletadas na Baia do Almirantado, na Peninsula Antértica, para comparar os resultados
apresentados por esses organismos, que habitam um ambiente de condicdes extremas e
adversas. Para a analise bioguimica, foram quantificados os pigmentos (clorofila a, para todos
os grupos de macroalgas, e ficobiliproteinas -aloficocianina, ficocianina e ficoeritrina-, para
as algas vermelhas), as proteinas e carboidratos sollveis totais e os lipideos totais e acidos
graxos. As espécies Dictyota menstrualis e Ulva lactuca apresentaram os maiores valores de
fotossintese méaxima. Foram observadas diferencas no contetdo de clorofila a entre as
espécies de macroalgas estudadas, sendo que os valores variaram de 0,20 + 0,01 mg/g massa
seca (Gigartina skottsbergii) a 6,82 + 0,46 mg/g massa seca (Spatoglossum schroederi).
Também houve grande variacdo no contetdo de lipideos, carboidratos e proteinas, sendo que
os maiores valores foram encontrados em D. menstrualis (98,8 + 4,9 mg/g massa seca de
lipideos), Gracilaria mammillaris, Laurencia dendroidea e Plocamium cartilagineum (742,0 +
31,9, 675,3 + 11,0 e 660,2 £ 27,2 mg/g massa seca de carboidratos, respectivamente) e
Palmaria decipiens e Aglaothamnion uruguayense (21,7 £ 1,7 e 18,0 + 0,4 mg/g massa seca
de proteinas, respectivamente). Houve grande variacdo na concentracdo e no perfil de acidos
graxos das espécies estudadas, sendo que D. menstrualis e S. schroederi foram as espécies
que apresentaram os maiores valores. Além disso, D. menstrualis exibiu a maior proporcao de
acidos graxos monoinsaturados. A partir dos resultados obtidos com as algas coletadas em
campo, concluimos que D. menstrualis foi a espécie que apresentou as melhores
caracteristicas para ser utilizada como fonte para producdo de biodiesel, devido a sua alta taxa
fotossintetizante, alto teor de lipideos e &cidos graxos e alto teor de &cidos graxos
monoinsaturados. Dessa forma, D. menstrualis foi utilizada na segunda etapa do trabalho,
sendo estabelecido o seu cultivo em laboratério, com uma taxa de crescimento (TC) de 11,1

% d*. Foram realizados experimentos para avaliar os efeitos do aumento da concentracéo de



dioxido de carbono (CO;), em condi¢des de limitacdo e saturacdo de nitrogénio (na forma de
nitrato, NO3), sobre a TC, a fotossintese, a atividade das enzimas nitrato redutase (NR),
Anidrase Carbonica (AC) e Rubisco e sobre a composicdo bioquimica de D. menstrualis
cultivada em biorreatores e sobre a captacdo do CO, por D. menstrualis cultivada em
laboratério. A TC, o conteudo de proteinas e de N total no tecido de D. menstrualis foram
maiores nos tratamentos contendo NOs, independente da adicdo de CO,. Entretanto, houve
um aumento nos valores de fotossintese maxima, na atividade da Rubisco e NR, e no teor de
carboidratos e lipideos totais quando D. menstrualis foi cultivada em meio com adi¢do de
CO,, com saturacdo de NOj". Houve pouca variacdo na atividade da AC entre os diferentes
tratamentos testados. O perfil de &cidos graxos de D. menstrualis cultivada nos biorreatores
foi caracterizado por um alto conteddo de acidos graxos poliinsaturados, com destaque para
0os omegas-3. Ndo houve diferenca significativa na taxa de remocdo de CO, entre o0s
tratamentos com e sem adi¢do NO3". A remocdo de CO, nos meios com e sem adi¢do de CO,
foi alta, variando de 71,5% a 34,8%, respectivamente. Os resultados evidenciam que quando
essa especie foi cultivada em biorreatores, houve um aumento no seu teor de acidos graxos
poliinsaturados e -3, 0 que a torna mais interessante para ser utilizada como nutracéutico do
gque como matéria-prima para a producdo de biodiesel. Apesar disso, a sua aplicagdo como
fonte de biodiesel ndo deve ser desconsiderada, uma vez que alteracfes nas condicdes de
cultivo acarretam em modificacfes no perfil de &cidos graxos. Com base nos resultados
obtidos, as perspectivas para a producédo de biodiesel a partir de macroalgas marinhas deverdo
contemplar estudos para encontrar as melhores condi¢Ges de cultivo para que ocorra o

aumento na biossintese de acidos graxos monoinsaturados.

Palavras-chave: Biodiesel, algas marinhas, cultivo, biorreator, CO; e nitrogénio



ABSTRACT

Martins, A.P. Evaluation on Biotehcnological Potential of Marine Macroalgae
Biotechnological Potential. 2013. 188p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry.

Instituto de Quimica, Universidade de Séo Paulo, Séo Paulo.

The biotehcnological potential, with biodiesel producing emphasis, on 25 species of marine
benthic algae from the phylum Rhodophyta, Chlorophyta and Heterokontophyta collected
along the Brazilian coast, were evaluated assessing their biochemical composition and their
photosynthetic rate. Studies have also been performed with 6 seaweed species collected in
Admiralty Bay, Antarctic Peninsula, to compare the results presented by these organisms
inhabiting an environment of extreme and adverse conditions. For biochemical analysis,
pigments (chlorophyll a, for all groups of macroalgae, and phycobiliproteins,
allophycocyanin, phycocyanin and phycoerythrin, for the red algae), total soluble protein,
total soluble carbohydrates and total lipids and fatty acids were quantified. The species
Dictyota menstrualis and Ulva lactuca showed the highest values of maximum
photosynthesis. There were differences in chlorophyll a content between the seaweeds
studied, and the values ranged from 0.20 = 0.01 mg / g dry mass (Gigartina skottsbergii) to
6.82 + 0.46 mg / g dry weight (Spatoglossum schroederi). There was also wide variation in
the content of lipids, carbohydrates and proteins, and the highest values were found in the
species Dictyota menstrualis (98.8 £ 49 mg / g dry weight of lipids), Gracilaria
mammillaris, Laurencia dendroidea and Plocamium cartilagineum (742, 0 £ 31.9, 675.3 + 11.0
and 660.2 £ 27.2 mg / g dry weight of carbohydrates, respectively) and Palmaria decipiens
and Aglaothamnion uruguayense (21.7 + 1.7 and 18.0 £ 0, 4 mg / g dry weight of proteins,
respectively). There was a wide variation on fatty acids contents and profile of the species
studied; D. menstrualis and Spatoglossum schroederi showed the highest lipids values. In
addition, D. menstrualis exhibited the highest proportion of monounsaturated fatty acids.
From the results obtained with algae collected in the field, D. menstrualis is the species with
the best characteristics to be used as a source for biodiesel production due to their high
photosynthetic rate, high content of lipids and fatty acids and a high content of
monounsaturated fatty acids. Thus, D. menstrualis was used in the second stage of this study,
being established it’s cultivation in the laboratory, with a growth rate (GR) of 11.1% d™.
Experiments to evaluate the effect of increasing carbon dioxide (CO;) concentration, under
nitrogen (NO3) limiting and saturation conditions, on the GR, photosynthesis, the activity of



nitrate reductase (NR), carbonic anhydrase (CA) and Rubisco and on the biochemical
composition of D. menstrualis grown in bioreactors and on the CO, capture by D.
menstrualis grown in the laboratory were performed. The GR, protein content and N content
in the tissue of D. menstrualis were higher in treatments containing NO3’, regardless of the
addition of CO,. However, there was an increase in the values of maximum photosynthesis, of
Rubisco and NR activity, and of total soluble carbohydrates and total lipids when D.
menstrualis was grown in medium with addition of CO2, with NOj3™ saturation. There was
little variation in the AC activity among different treatments. The fatty acid profile of D.
menstrualis cultivated in bioreactors was characterized by a high content of polyunsaturated
fatty acids, especially the omegas-3. There was no significant difference in the rate of CO,
removal between treatments with and without NO3. CO, removal in medium with and
without addition of CO, was high, ranging from 71.5% to 34.8%, respectively. The results
show that when this species was cultivated in bioreactors, there was an increase in its content
of polyunsaturated fatty acids and ®-3, which makes it interesting for use as a nutraceutical
than as raw material for biodiesel production. Nevertheless, its application as a source of
biodiesel can not be disregarded, since changes in culture conditions lead to changes in fatty
acid profile. Based on these results, the prospects for the production of biodiesel from marine
macroalgae should include studies to find the best growing conditions to occur the increase in

the monounsaturated fatty acids biosynthesis.

Keywords: Biodiesel, seaweed, cultivation, bioreactor, CO, and nitrogen
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1. INTRODUCAO

1.1. Bioenergia

As demandas de energia e de servigos associados crescem a cada ano, uma vez que sdo
imprescindiveis para o desenvolvimento social e econdmico da Humanidade. O uso global de
combustiveis fosseis (carvdo, petréleo e gas) aumentou desde meados do século 20 até ser a
principal fonte de energia, 0 que ocasionou uma rapida progressdo nas emissdes de dioxido de
carbono (CO;) e nas concentracGes atmosféricas dos gases do efeito estufa (GEE), os quais, por
sua vez, sdo responsaveis pela maior parte da elevacdo nas temperaturas médias globais. As
emissdes destes gases continuam a crescer e, até o final de 2010, as concentracBes de CO,
aumentaram para mais de 390 ppm, 39% acima do niveis existentes no periodo pré-industrial
(Edenhofer et al., 2012). As mudancas climaticas globais, por sua vez, ttm um impacto
significativo sobre as populacdes de animais e plantas (Root et al., 2003).

A realizacdo de medidas que reduzam as emissdes de GEE a partir do sistema de geracédo
de energia é de extrema importancia. Algumas op¢des sdo a substituicdo dos combustiveis fosseis
pela utilizacdo de energia renovavel bem como o captura e armazenamento do carbono
(Edenhofer et al., 2012). As possiveis fontes de energia renovavel que o IPCC destaca sdo: a
bioenergia, a energia solar, geotérmica e hidrelétrica. A bioenergia pode ser produzida a partir de
uma variedade de fontes de biomassa, incluindo florestas, residuos agricolas e da pecuaria, entre
outros, e, atualmente, é a maior fonte de energia renovavel. Através de uma variedade de
processos, estas matérias-primas podem ser utilizadas para a producédo de eletricidade ou de calor
ou podem ser usadas para gerar 0s biocombustiveis gasosos ou liquidos (Edenhofer et al., 2012).

O uso de biocombustiveis é visto como uma alternativa para a crise ambiental e o futuro
energético do planeta, tendo enorme importancia no mercado mundial. Entretanto, € importante

ressaltar questes como: i. a possivel relacdo entre o aumento dos precos dos géneros
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alimenticios e a producdo de biocombustiveis, que nos ultimos anos, estariam por tras do
surgimento de uma crise alimentar; ii. grande parte dos plantios destinados a producdo de
biocombustiveis usa sistemas monocultores, bem como insumos agricolas artificiais (agrotdxicos
e produtos quimicos); iii. a disponibilidade de agua e terras cultivaveis no planeta (Miranda &
Carmo, 2009).

No Brasil, cerca de 45% da energia e 18% dos combustiveis consumidos ja sdo
renovaveis. Os dois principais biocombustiveis liquidos usados sdo o etanol, proveniente da cana-
de-acucar, e o biodiesel, produzido a partir do 6leo de soja (80%), seguido da gordura bovina
(10%) (ANP, 2012). A éarea cultivada com cana-de-acUcar colhida na safra 2011/2012 e destinada
a atividade sucroalcooleira foi estimada em 8.368,4 mil hectares (Conab, 2011). Para a obtencgéo
de biodiesel, a estimativa de quantidade de area plantada que seria necessaria para suprir o B5
(5% de Biodiesel e 95% de Oleo Diesel Convencional) é de 2916 mil hectares, sendo que sera
obrigatério o uso dessa mistura em territorio nacional a partir de 2013, pela lei 11.097/2005
(Foschiera, 2008).

Assim, fica evidenciado o interesse pela busca de recursos alternativos para a producéo de
biocombustivel, em que ndo seja necessaria a utilizacdo de terras agricolas bem como de &gua
doce para a obtencdo da matéria-prima desejada, destacando-se a implementacdo de tecnologias
que utilizem a biomassa aquatica. O uso de biomassa algacea como fonte de energia €
interessante devido a sua alta taxa fotossintetizante em comparagdo com as plantas terrestres e a
possibilidade de cultivo em diferentes condicdes e em aguas marinhas (Aresta et al., 2005),

evitando a utilizacdo de terras araveis.
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1.2. Importancia e utilizacdo das macroalgas marinhas

As macroalgas marinhas constituem um grupo muito diversificado de organismos
multicelulares, pertencentes aos filos Rhodophyta (algas vermelhas), Chlorophyta (algas verdes)
e Heterokontophyta (algas pardas). Os representantes desses filos, além de possuirem elevada
diversidade morfologica, apresentam diferencas em relagdo ao conteddo pigmentar, aos produtos
de reserva e aos componentes da parede celular, entre outros (van den Hoek et al., 1995).

As algas sdo importantes componentes autotroficos em muitos ecossistemas costeiros e
estuarinos, desempenhando um papel relevante nas transformacdes energéticas e na reciclagem de
nutrientes dos ambientes em que habitam (Hanisak, 1983), uma vez que participam da
assimilacdo do carbono e do nitrogénio e da liberacdo de O,. Por possuirem essas caracteristicas,
muitos estudos tém sido realizados para avaliar a capacidade desses organismos em remover
determinados nutrientes e poluentes dissolvidos na agua do mar e os resultados mostram que existe
um potencial significativo para a utilizacdo das algas para a remediacdo de COz2, nitrato, nitrito,
amonio, fosfato, entre outros (Chung et al., 2011; Hayashi et al., 2008).

As algas também produzem inimeros compostos de interesse econémico e sdo utilizadas pelo
homem hé séculos, para as mais diferentes finalidades, sendo que a sua utilizacdo global na industria
move bilhdes de dolares.

A aplicabilidade dos compostos quimicos isolados das diferentes classes de algas é muito
ampla, e a pesquisa na area de bioprodutos tem emergido desde a década de 1970. Diversos
metabolitos de algas foram identificados com diferentes atividades farmacoldgicas, como 0s
carotendides e os aminoacidos do tipo micosporinas, que atuam como compostos fotoprotetores,
e 0s compostos halogenados (terpenos, fendis, acidos graxos e hidrocarbonetos halogenados

volateis), que podem apresentar atividades bactericidas e antitumorais e, ainda, serem utilizados
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na prevencdo de doencas cardiovasculares, como ocorre com o0 acido graxo poliinsaturado
eicosapentenoico (Cardozo et al., 2006).
Atualmente, outro setor que tem demonstrado interesse na utilizacdo de compostos

oriundos de algas é o de producéo de biocombustivel.

1.3. Utilizacdo das macroalgas para a producdo de biocombustivel, nutracéuticos e co-
produtos

O biodiesel é uma alternativa renovavel ao petrodiesel e é produzido principalmente a
partir de Oleos extraidos de vegetais oleaginosos. Durante a sintese do biodiesel, sdo necessarios
dois passos, a extracdo dos triacilglicerdis a partir da matéria-prima e a transesterificacdo para
gerar os ésteres metilicos de acidos graxos (Chisti, 2007).

A maioria dos estudos sobre a producdo de biodiesel de algas tem como objeto de
trabalho as microalgas, por serem organismos ricos em 6leos, cujo conteddo varia entre 20% e
50% do peso seco (Chisti, 2007). Entretanto, o seu cultivo tem um custo e uma complexidade
maior do que o das macroalgas marinhas, que ja sao cultivadas no mar em alguns paises, como a
China, que apresenta um rendimento anual de 5 milhdes de toneladas (massa fresca), sendo que a
maior parte do cultivo destina-se a producdo de Kombu, a partir da macroalga Saccharina
japonica (Areschoug) C.E.Lane, C.Mayes, Druehl & G.W.Saunders (Phaeophyceae) (McHugh,
2003). Embora a maioria das macroalgas marinhas apresente quantidades menores de 6leos,
existem espécies com alta produtividade, como Dictyota acutiloba J.Agardh e Dictyota
sandvicensis Sonder in Kitzing (Phaeophyceae), que apresentam 16% e 20% do peso seco de
lipideos, respectivamente (McDermid & Stuercke, 2003), o que evidencia a possibilidade de sua

utilizacdo para a producédo de compostos a base de 0Oleo.
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Além disso, as macroalgas marinhas possuem outras caracteristicas que as tornam
promissoras para a producao de biocombustivel: i. crescimento rapido, com producao de grandes
quantidades de biomassa. Esse rendimento elevado se da pelo fato de que esses organismos
requerem menos energia para a producdo de tecido de suporte do que as plantas terrestres e
devido a capacidade de assimilar os nutrientes por toda a superficie do talo (Adams et al., 2009);
ii. possibilidade de cultivo no mar e do cultivo integrado com outros organismos (Hayashi et al.,
2008); iii. o residuo de algas oleaginosas gerado apds a extracdo do 0leo, rico em carboidratos e
proteinas, pode ser usado para a obtencdo de agUcares fermentaveis para a producdo de bioetanol
ou ser transformado em muitos produtos, tais como alimentos, racdes, fertilizantes, pigmentos,
entre outros (van lersel & Flammini, 2010).

O conhecimento do perfil dos acidos graxos das macroalgas marinhas € de extrema
importancia para determinar se o 6leo obtido é adequado para ser usado como fonte de biodiesel,
uma vez que ira influenciar nas suas propriedades como numero de cetano, indice de iodo,
estabilidade oxidativa e ponto de obstrucdo de filtro a frio, sendo que o 6leo rico em &cidos
graxos monoinsaturados possui as melhores caracteristicas (Ramos et al., 2009).

O numero de espécies de macroalgas marinhas com o perfil de &cidos graxos elucidado é
baixo, sendo que a maioria dos estudos se detém na composicdo quimica bruta (% de lipideos,
carboidratos, proteinas, etc.), tendo como objetivo conhecer o perfil nutricional para o uso em
aquicultura ou para o consumo humano (Gosch et al., 2012).

No Brasil, poucos trabalhos foram publicados dentro desse contexto até a presente data,
gerando o conhecimento do perfil de acidos graxos de aproximadamente 20 espécies de
macroalgas marinhas (Gressler et al., 2010; Gressler et al., 2011; Ferreira et al., 2012). Esse
numero € muito baixo, quando comparado ao numero de taxons encontrados na costa brasileira

(643 taxons de macroalgas marinhas, sendo 388 pertencentes a Rhodophyta, 88 a Pheaophyceae e
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167 a Ulvophyceae) (Oliveira et al., 1999), e essa informacéo € extremamente importante para a
selecdo de espécies de macroalgas marinhas com potencial para a producdo de biodiesel, o que
ird contribuir para o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico do nosso pais.

A quantidade e a qualidade dos &cidos graxos variam entre os diferentes grupos e espécies
de macroalgas (Gosch et al., 2012). Essa diversidade proporciona um potencial para identificar
novas espécies com o contetido de 6leo elevado e com um perfil adequado para a sua utilizacao
como fonte de biodiesel. Além disso, espécies que ndo possuirem um perfil bom para o biodiesel,
podem ser aproveitadas para outras finalidades como, por exemplo, para a alimentacao rica em
nutracéuticos, que sdo alimentos, ou parte de alimentos, que proporcionam beneficios a salde,
como a prevencdo e tratamento de doencas (Moraes & Colla, 2006).

Em relacdo a nutracéutica, destacam-se os acidos graxos linoléico (w-6) e linolénico (o-
3), que sdo nutrientes essenciais por ndo serem sintetizados pelos mamiferos (Patarra, 2008).
Esses acidos graxos sdo precursores dos &cidos araquidénico (AA), eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaenoico (DHA), importantes para manter as membranas integras e fluidas, e para a
sintese de eicosanoides (Moreira et al., 2002).

Uma vez que os eicosanoides oriundos do AA tém efeitos opostos dos oriundos do EPA, a
alimentacdo humana deve conter uma relacdo -6 / ®-3 ao redor de 5:1, pois um aumento na
ingestdo de -6 ocasiona um estado fisiologico protrombotico, proconstritivo e proinflamatorio.
Apesar disso, a relagdo ®-6 /®-3 proveniente da ingestdo de acidos graxos pela populacdo de
diversos paises esta entre 10:1 a 20:1 (Pararra, 2008). Isso acontece porque 0 ®-6 esta presente
em oOleos vegetais, leite, ovos e carnes, enquanto as principais fontes de ®-3 sdo as algas e 0s

peixes.
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Além do que ja foi exposto, 0s acidos graxos ®-3 também atuam na prevencdo e na
modulacdo de doencas coronarias, de doencas inflamatorias e da hipertensdo, entre outras
(Pararra, 2008).

Ao estudar uma macroalga para avaliar seu potencial como fonte de biodiesel e/ou
nutracéutico, além da quantidade e qualidade dos acidos graxos, devem ser observadas outras
caracteristicas como: fotossintese e crescimento, pois além de ter alto teor de lipideos e um perfil
adequado de acidos graxos, 0 organismo deve apresentar um bom desenvolvimento e
crescimento; e avaliacdo do seu contetdo de proteinas, pigmentos e carboidratos, uma vez que a
biomassa restante pode ser utilizada para a sintese de co-produtos, como alimentos, racdes,
fertilizantes, pigmentos, entre outros, agregando valor econdmico a espécie (van lersel &

Flammini, 2010).

1.4. Influéncia dos fatores ambientais sobre o0 metabolismo e a fisiologia das algas

As macroalgas dependem do carbono inorganico (Ci) para realizar a fotossintese e para o
seu crescimento. O Ci esta disponivel na dgua do mar em trés formas: CO, dissolvido,
bicarbonato e ions carbonatos, sendo que essas espécies fazem parte do sistema carbonato e as
suas concentragdes variam em funcéo, principalmente, da alcalinidade e do pH do meio (figuras 1
e 2). O CO; dissolvido reage com a agua, formando o acido carbdnico, que rapidamente se
dissocia dando origem aos ions bicarbonato e hidrogénio. O ion bicarbonato, por sua vez,
dissocia-se formando os ions carbonato e hidrogénio. Devido a alta alcalinidade da agua do mar,
a forma dominante de Ci é o bicarbonato, que ocorre na concentracdo de aproximadamente 2
mM, enquanto o CO; dissolvido esté presente na concentracdo de aproximadamente 12 uM (Zou

& Gao, 2010; Stumm & Morgan, 1996; Kleypas & Langdon, 2002).
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Figura 1. Esquema do sistema carbonato em ambiente marinho (Amancio, 2007, adaptado de
Kleypas & Langdon, 2002).

co, HCO, co,”

concentracao relativa (%)

Figura 2. Variagdo da concentragéo das diferentes formas do carbono inorgénico dissolvido na
agua do mar em funcéo do pH (Amancio, 2007, adaptado de Raven, 2005).

A fotossintese corresponde a primeira etapa da conversao da luz a energia quimica, sendo
0 processo central na producdo dos compostos requeridos para a sintese de biocombustivel:
prétons e elétrons (para bio-hidrogénio), aglcares e amido (para bioetanol), 6leos (para biodiesel)
e biomassa (para biometano) (Schenk et al., 2008) (figura 3).

O NADPH e ATP, sintetizados na fase fotoquimica da fotossintese, sdo utilizados no ciclo
de Calvin e outras rotas metabdlicas para produzir as biomoléculas precursoras dos
biocombustiveis (Schenk et al., 2008). O ciclo de Calvin faz parte da fase quimica da

fotossintese, onde o Ci sera assimilado pela Ribulose-1,5-bifosfato carboxilase oxigenase
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(Rubisco), principal enzima responsavel pela conversdo do carbono inorgéanico a organico, e que

requer o CO, como substrato (Taiz & Zeiger, 2004).
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Figura 3. O processo da fotossintese converte a luz em energia quimica e é a chave para a
producédo de biocombustiveis (Schenk et al. 2008).

Como o HCO3 é a forma mais abundante na dgua do mar, as algas marinhas devem
utiliza-lo ativamente, o que pode ser feito de duas maneiras: i. captacdo ativa do HCO3 para
dentro da célula por um transportador especifico, onde o converte a CO; pela a¢do da enzima
anidrase carbonica; e ii. conversdo do HCO3 a CO, na superficie do talo pela acdo da anidrase
carbdnica extracelular (Lobban & Harrison, 1994). O carbono fixado fornecera os esqueletos de
carbono necessarios para a sintese de proteinas, lipideos e carboidratos.

A luz, a temperatura, a salinidade e a disponibilidade de nutrientes e de CO, na agua do
mar tém efeitos sobre a fotossintese e sobre outras rotas metabdlicas, influenciando diretamente a
biossintese dos metabdlitos das algas. Assim, a alteracdo de alguns fatores ambientais permite
manipular as vias metabdlicas, redirecionando a fungdo celular para a sintese dos produtos de

interesse (Rosenberg et al., 2008).
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Com o aumento da concentracdo de CO,, algumas algas apresentaram um aumento no
conteddo de carboidratos, uma diminuicao no contetdo de proteinas (Mercado et al.,1999) e um
aumento na quantidade total de acidos graxos e no conteddo do &acido oléico (Tsuzuki et al.
1990). O aumento da salinidade, temperatura ou irradiancia também ocasionou um incremento no
teor de carboidratos (Hellebust, 1976; Perfeto et al., 2004).

Outro mecanismo natural pelo qual as algas podem alterar o metabolismo de lipideos é a
resposta ao estresse por falta de nitrogénio. No ambiente marinho, o nitrogénio é considerado o
principal nutriente limitante para o crescimento das algas marinhas bentdnicas (Lobban &
Harrison, 1994) e é encontrado nas formas de nitrato, nitrito, amoénio, dinitrogénio e nitrogénio
organico dissolvido (Tyrrel, 1999). Dentre essas formas, o nitrato é a mais abundante e, ao ser
captado pela célula, é reduzido a nitrito, pela acdo da enzima nitrato redutase, e este & amonia,
que € incorporada as moléculas organicas. (DeBoer, 1981; Lea, 1993; Lobban & Harrison, 1994).
Embora a deficiéncia desse nutriente iniba o ciclo celular e a producdo de quase todos 0s
componentes celulares, a taxa de sintese de lipideos permanece alta, o que leva a um acimulo de
6leos em células desnutridas (Rosenberg et al. 2008).

Dentro desse contexto, o estudo do metabolismo das algas é uma ferramenta de trabalho
interessante, pois permite identificar parte dos metabdlitos produzidos por esses organismos e
acompanhar a alteracdo das suas vias metabolicas frente a modificacdo de um determinado fator
ambiental. A manipulacdo de fatores abioticos € uma importante técnica para 0 melhoramento

quantitativo e qualitativo na produgdo do composto de interesse.

1.5. Costa brasileira e antartica
A costa brasileira engloba quatro zonas climaticas, denominadas zona equatorial, zona

nordeste-oriental, zona sudeste e zona sul (Oliveira et al., 1999). Dentre essas regides, a nordeste-
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oriental, com limites entre a costa oeste do Ceara e norte do Rio de Janeiro, contém a flora
marinha mais diversificada do pais, seguida da zona Sudeste. Essas zonas sao caracterizadas por
aguas oligotroficas e abundéncia de substratos duros propicios ao crescimento de algas
bentbnicas (Oliveira et al., 1999).

Ja o ambiente natural das algas antarticas € caracterizado por condicGes abidticas
extremas, com uma forte sazonalidade de luz e temperaturas baixas constantes. Por exemplo, em
latitudes mais baixas, como na llha Rei George (62°S), o periodo de dia varia entre 20 h no veréao
e 5h no inverno (Wiencke & Bishof, 2012). Podem também ocorrer variagfes da temperatura nas
regibes do meso e supralitoral, onde ja foram observadas temperaturas de 14° C em pocgas de
maré durante o verdo, sendo que no inverno a temperatura pode chegar a - 27° C (Wiencke &
Bishof, 2012). Em relacdo aos nutrientes, os niveis de nitrato e fosfato sdo altos, ao longo de todo
0 ano, no Oceano Antartico (Wiencke & Bishof, 2012).

O continente Antartico esta sofrendo alteracbes ambientais ocasionadas pelas mudancas
climaticas globais e pelas atividades antrépicas (Wiencke, 2011). O conhecimento da sua
biodiversidade e da ecofisiologia e composi¢do bioquimica das macroalgas presentes nessa regido
é muito relevante para 0 seu manejo, uma vez que esses organismos tém importante papel nas
teias alimentares bentdnicas tanto das aguas rasas como profundas, fornecendo alimento e
protecdo para um grande numero de invertebrados e peixes (Wiencke & Bishof, 2012).

Além disso, por habitarem um ambiente extremo e muito diferente da costa brasileira, o
estudo da fotossintese e da composi¢cdo bioquimica dessas algas, bem como a comparagdo com as

algas que ocorrem no Brasil, € muito interessante.
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1.6. Exploracéo e cultivo de algas marinhas da costa brasileira

No Brasil, o principal uso das algas marinhas se refere a extracdo dos ficocoldides de
algas vermelhas, sendo que espécies de Gracilaria e Hypnea (para a extracdo de agar e
carragenana, respectivamente) tém sido exploradas na costa nordeste do pais ha décadas, o que
tem prejudicado e esgotado 0s bancos naturais dessas espécies (Furtado, 2004).

A crescente demanda pela matéria algacea para utilizacdo em diversos setores produtivos,
como as industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos tem causado um empobrecimento
dos bancos naturais, sendo necessario o desenvolvimento de sistemas de cultivo para a obtencéo
da matéria-prima desejada, sem a explotacdo direta dos bancos naturais das algas (van lersel &
Flaminni, 2010).

As algas requerem para o0 seu crescimento luz, CO, e nutrientes dissolvidos (N, P, metais
tracos e vitaminas) (Rorrer & Cheney, 2004). Os sistemas de cultivo devem simular as condicdes
ambientais de modo a permitir o crescimento e o desenvolvimento das algas marinhas.

As macroalgas marinhas podem ser cultivadas em tanques e no mar, ou em sistemas
fechados (em laboratdrio e em biorreatores). O cultivo em areas abertas € mais apropriado para a
obtencdo de grande biomassa, sendo que a escolha do local de cultivo é fundamental e depende
da espécie que sera cultivada. O cultivo em laboratério e em biorreatores sdo 0s sistemas mais
adequados para a obtengcdo do crescimento em condi¢cGes de iluminagdo, trocas gasosas,
nutrientes e temperaturas controladas (Rorrer & Cheney, 2004), sendo interessantes para a escala

experimental, uma vez que possibilitam total controle dos parametros ambientais.
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1.7. Justificativa

O conhecimento das caracteristicas ecofisiologicas e bioquimicas das macroalgas
marinhas gera um maior entendimento da sua importancia ecoldgica e econémica. Além disso, o
estudo do potencial de uma macroalga marinha que ocorre na costa brasileira para a producéo de
biodiesel, bem como a avaliacdo dos efeitos de alguns fatores ambientais sobre a fisiologia, 0
metabolismo e a sintese dos compostos de interesse dessa espécie sdo de extrema importancia
tanto para o desenvolvimento econémico do Brasil, propiciando a utilizacdo sustentavel dos

recursos marinhos do pais, como para a contribuicdo cientifica.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos gerais do presente estudo foram: i. contribuir para o conhecimento sobre o
desempenho fotossintetizante e a composicdo bioquimica de macroalgas marinhas que ocorrem
no litoral brasileiro e antartico, dando énfase ao contetido de &cidos graxos; ii. selecionar uma
espécie de macroalga marinha da costa brasileira com potencial para a producéo de biodiesel; iii.
estabelecer o cultivo em laboratorio da espécie selecionada ; iv. avaliar os efeitos de alguns
fatores ambientais sobre o metabolismo e a composicdo bioquimica da macroalga marinha
selecionada.

Para alcancar esses objetivos, foram desenvolvidas as seguintes etapas:

1. Coleta de macroalgas marinhas na costa brasileira e na regido antartica;

2. Avaliacdo da fotossintese de alguns representantes de algas vermelhas, verdes e pardas,
no local de coleta;

3. Avaliacdo do conteudo de pigmentos, proteinas solUveis totais, carboidratos sollveis
totais, lipideos totais e da composicdo e do teor de acidos graxos das macroalgas marinhas
coletadas;

4. Escolha da espécie com melhor perfil para a producdo de biodiesel e cultivo em
laboratdrio avaliando-se 0 seu crescimento e desempenho fotossintetizante;

5. Andlise dos efeitos do aumento do CO,, em condicGes de saturacdo e limitagdo de
nitrogénio, sobre a espécie selecionada cultivada em biorreatores, avaliando-se 0s seguintes
processos:

e Taxa de crescimento e fotossintese;

¢ Assimilacdo de CO; e nitrogénio: foi avaliada pela atividade das enzimas pertencentes

ao metabolismo do carbono (anidrase carbdnica e rubisco) e do nitrogénio (nitrato redutase);
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e Armazenamento interno de compostos: avaliado pela quantificacdo de pigmentos,
proteinas solUveis totais, carboidratos sollveis totais, composi¢cdo monossacaridica, conteido de
lipideos totais, composicao de &cidos graxos e contetdo de C e N;

6. Avaliacdo da captacdo de CO; pela espécie selecionada cultivada em laboratorio.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Desempenho fotossintetizante e composicdo bioquimica de macroalgas marinhas
brasileiras e antarticas

Coleta

As espécies de macroalgas brasileiras utilizadas no presente estudo foram coletadas na
Praia da Fortaleza, Praia Dura e Praia Brava no municipio de Ubatuba (SP) e em Rio do Fogo
(RN), Brasil (figuras 4 e 5). As espécies antarticas foram coletadas na Baia do Almirantado,
localizada na Ilha Rei George, Peninsula Antartica (figura 6).

As coletas foram realizadas durante o periodo de maré-baixa, selecionando-se 0s
representantes de roddfitas, cloréfitas e fedfitas (tabelas 1 e 2 e figuras 7 a 11). Os espécimes
foram limpos com a retirada dos organismos epifiticos e lavagens com agua do mar. Eles foram
identificados de acordo com a sua morfologia e foi utilizado o sistema de classificacdo proposto
por Wynne (2005). Alguns exemplares de cada espécie foram fixados em formol (4% em agua do
mar) para a confeccdo das exsicatas, e foram depositados no Herbério do Instituto de Boténica,
Sdo Paulo. O restante do material foi congelado a -20°C para a quantificacdo do conteido

pigmentos, proteinas soluveis totais, carboidratos solUveis totais, lipideos totais e acidos graxos.

Figura 4. A. Praia de Fortaleza, uma das areas de coleta em Ubatuba, SP. A. Aspecto geral dos
substratos rochosos; B. Aspecto de uma populacdo de Caulerpa racemosa (Forsskal) J.Agardh
(Ulvophyceae, Chlorophyta).
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Figura 5. Aspecto geral da area de coleta de algas marinhas em Rio do Fogo, RN.

Figura 6. Aspecto geral de uma das areas de coleta na Baia do Almirantado, Ilha Rei George,
Antartica.



47

Tabela 1. Espécies de rodofitas, clorofitas e heterocontofitas coletadas na costa brasileira.

ESPECIE Local de coleta N° de deposito
em Herbario
RHODOPHYTA
Ceramiales
Acanthophora spicifera (M.Vahl) Bgrgesen Praia da Fortaleza, SP SP 427971
23°53’15.6”S e 45°16°35.6”W
Aglaothamnion uruguayense (W.R. Taylor) Praia Brava da Fortaleza, SP SP 427972
Aponte, D.L. Ballantine & J.N.Norris 23952°15.6”S e 45°16°63.5”W
Bryocladia thyrsigera (J.Agardh) F.Schmitz Praia Brava da Fortaleza, SP SP 427973
23°52°15.6”S e 45°16°63.5”W
Bryothamnion seaforthii (Turner) Kiitzing Praia Dura, SP SP 427974
23°50°15.6”S e 45°17°40.5°W
Laurencia dendroidea J.Agardh Rio do Fogo, RN SP 427961
5°27°79.9"S € 35°37°56°W
Palisada flagellifera (J. Agardh) K.W.Nam Praia Dura, SP SP 427970
23°50°15.6”S ¢ 45°17°40.5”°W
Bonnemaisoniales
Asparagopsis taxiformis (Delile) Trevisan de Praia Dura, SP SP 427975
Saint-Léon 23°50°15.6”S e 45°17°40.5°W
Halymeniales
Cryptonemia crenulata (J.Agardh) J.Agardh Rio do Fogo, RN SP 427962
5°27°79.9”S € 35° 37°56’W
Nemaliales
Dichotomaria marginata (J.Ellis & Solander) Praia da Fortaleza, SP SP 427976
Lamarck 23°53°15.6”S ¢ 45°16°35.6”W
Gracilariales
Gracilaria birdiae Plastino & E.C.Oliveira Rio do Fogo, RN
5°27°79.9°S € 35° 37°56°W
Gracilaria cervicornis (Turner) J.Agardh Rio do Fogo, RN SP 427963
5°27°79.9"S € 35°37°56’W
Gracilaria mammillaris (Montagne) M.A.Howe  Rio do Fogo, RN SP 427964
5°27°79.9°S € 35°37°56’W
Gigartinales
Hypnea musciformis (Wulfen) J.V.Lamouroux Praia Brava da Fortaleza, SP SP 427377
23°52°15.6”S e 45°16°63.5”W
Solieria filiformis (Ktzing) P.W.Gabrielson Rio do Fogo, RN SP 427965

5°27°79.9”S € 35° 37°56’'W
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ESPECIE Local de coleta N° de deposito
em Herbério
CHLOROPHYTA
Bryopsidales

Caulerpa racemosa (Forsskal) J.Agardh Praia da Fortaleza, SP SP 427977

23°53°15.6”S € 45°16°35.6”W
Siphonocladales
Cladophoropsis membranacea (Hofman Bang ex  Praia da Fortaleza, SP SP 427978
C.Agardh) Bargesen 23°53°15.6”S ¢ 45°16°35.6"W
Cladophorales

Rhizoclonium africanum Kutzing Mangue da Praia Dura, SP SP 427966

23°50°15.6”S € 45°17°40.5°W
Ulvales

Ulva lactuca Linnaeus Praia Dura, SP SP 427379

23°50°15.6”S € 45°17°40.5”°W
HETEROKONTOPHYTA
Dictyotales

Dictyopteris delicatula J.V.Lamouroux Praia da Fortaleza, SP SP 427979
23°53°15.6”S € 45°16°35.6"W

Dictyota menstrualis (Hoyt) Schnetter, Rio do Fogo, RN SP 427967

Horning & Weber-Peukert 5°27°79.9°S € 35° 37°56’W

Lobophora variegata (J.V.Lamouroux) Rio do Fogo, RN

Womersley ex E.C.Oliveira 5°27°79.9”S € 35° 37°56°W

Padina gymnospora (Kiitzing) Sonder Rio do Fogo, RN SP 427968
5°27°79.9”S € 35° 37°56°W

Spatoglossum schroederi (C.Agardh) Kiitzing Rio do Fogo, RN SP 427969
5°27°79.9”S € 35° 37°56’W

Fucales

Sargassum cymosum C.Agardh Praia da Fortaleza, SP SP 427378
23°53°15.6”S € 45°16°35.6”W

Sargassum stenophyllum Martius Praia Brava da Fortaleza, SP SP 427980

23°52°15.6”S e 45°16°63.5"W




Fonte: Cristina Nassar
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Figura 7. Aspecto geral das espécies da ordem Ceramiales estudadas no presente trabalho. A.
Acanthopfora spicifera; B. Aglaothamnion uruguayense; C. Bryocladia thyrsigera; D.
Bryothamnion seaforthii; E. Laurencia dendroidea; F. Palisada flagellifera.
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algaebase

Figura 8. Aspecto geral de algumas espécies das ordens Bonnemaisoniales, Halymeniales,
Nemaliales, Gracilariales e Gigartinales estudadas no presente trabalho. A. Asparagopsis
taxiformis; B. Cryptonemia crenulata; C. Dichotomaria marginata; D. Gracilaria cervicornis; E.
Hypnea musciformis; F. Solieria filiformis.
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Figura 9. Aspecto geral das espécies das ordens Bryopsidales, Siphonocladales, Cladophorales e
Ulvales estudadas no presente trabalho. A. Caulerpa racemosa; B. Cladophoropsis
membranacea; C. Rhizoclonium africanum; D. Ulva lactuca.
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Figura 10. Aspecto geral de algumas espécies das ordens Dictyotales e Fucales estudadas no

presente trabalho. A. Dictyopteris deliculata; B. Dictyota menstrualis; C. Lobophora variegata;
D. Padina gymnospora; E. Spatoglossum schroederi; F. Sargassum cymosum.
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Tabela 2. Espécies de rodofitas, clordfitas e heterocontofitas coletadas na Baia do Almirantado,

localizada na Ilha Rei George, Peninsula Antartica.

ESPECIE Local de coleta N° de depbsito
em Herbério
RHODOPHYTA
Gigartinales
Gigartina skottsbergii Setchell & N.L.Gardner Arctowski SP 401727

Palmariales

Palmaria decipiens (Reinsch) R.W.Ricker

Plocamiales
Plocamium cartilagineum (Linnaeus) P.S.Dixon

62°09°54.9°°S € 58°8°23.7°W

Escurra SP 401731
62°09°07.8°°S e 58°32°29.0”’W

Punta Plaza SP 401726
62°05°26.0S € 58°24°26.5°W

HETEROKONTOPHYTA
Ascoseirales
Ascoseira mirabilis Skottsberg

Desmarestiales
Desmarestia anceps Montagne

Himantothallus grandifolius (A.Gepp &
E.S.Gepp) Zinov

Arctowski SP 427970
62°09°54.9°°S ¢ 58°8°23.7°W

Punta Plaza

62°05°26.0S ¢ 58°24°26.5°W

Arctowski SP 427962
62°09°54.9”°S e 58°8°23.7°W
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Figura 11. Aspecto geral das espécies coletadas na Antartica estudadas no presente trabalho. A.
Gigartina skottsbergii; B. Palmaria decipiens; C. Plocamium cartilagineum; D. Ascoseira
mirabilis; E. Desmarestia anceps; F. Himantothallus grandifolius.
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Variaveis analisadas

Fotossintese

A taxa fotossintetizante de alguns representantes de algas vermelhas, verdes e pardas foi
avaliada pela andlise da fluorescéncia da clorofila a do fotossistema Il, segundo a metodologia
descrita por Necchi (2004) e Necchi & Alves (2005). A fluorescéncia da clorofila foi medida
usando um fluorébmetro subaquatico com pulso de amplitude modulada (PAM) (Diving-PAM ,
Walz, Effeltrich, Germany).

A energia luminosa que é absorvida pela clorofila a pode seguir por trés caminhos
diferentes: i. ser utilizada para o a processo fotossintetizante através da transferéncia de elétrons
entre o fotossistema Il e fotossistema | (dissipacdo fotoquimica); ii. ser dissipada na forma de
calor (dissipagdo ndo-fotoquimica); iii. ser re-emitida como luz, processo chamado de
fluorescéncia. Esses trés processos ocorrem em competicdo de modo que o aumento na eficiéncia
de um deles causara um decréscimo no rendimento dos outros dois (Maxwell & Johnson, 2000).

O rendimento da fluorescéncia pode ser quantificado expondo a alga a uma luz de
comprimento de onda conhecido e definido (luz de excitacdo) e medindo a quantidade de luz re-
emitida em comprimentos de ondas maiores. Com 0s sistemas que usam pulsos de amplitudes
moduladas (PAM), a fonte de luz usada para excitar e medir a fluorescéncia é modulada (ligada e
desligada em alta frequéncia) e o detector detecta apenas a fluorescéncia que foi excitada por esta
luz de medicdo (com a mesma frequéncia da luz de excitagdo) (Maxwell & Johnson, 2000; Heinz
Walz GmbH, 1998).

A aplicacdo de um pulso de luz saturante (PS) de alta intensidade e curta duracdo ocasiona
o fechamento de todos os centros de reagdo do fotossistema Il e suprime a zero a dissipacdo da

energia luminosa pela via fotoquimica. Assim, durante o PS o rendimento da fluorescéncia atinge
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o valor que seria alcancado na auséncia de dissipacdo fotoquimica, a fluorescéncia maxima
(Fm’). Diferente da fotoquimica, ndo € possivel inibir totalmente a dissipacdo nao-fotoquimica
por calor. Entretanto, quando se faz a aclimatacdo da planta ao escuro, ndo ha perda por calor e
pode-se obter a fluorescéncia maxima (Fm) de uma planta aclimatada ao escuro. Assim, em uma
planta sob iluminacdo, a Fm’ é menor, devido a dissipacdo ndo-fotoquimica por calor. Além
disso, quando a planta esta sob iluminacdo, hd um aumento no valor da fluorescéncia basal (Ft),
pois no momento da medida parte dos centros de reacdo estd aberta (oxidada) e parte estd
fechada. Quando se faz aclimatacdo ao escuro, obtém-se o menor valor da fluorescéncia basal, o
Fo, uma vez que todos os centros de reacao estdo abertos (figura 12) (Maxwell & Johnson, 2000;
Heinz Walz GmbH, 1998).

Assim, a medida é iniciada quando a luz de medicdo é ligada, dando o valor da
fluorescéncia minima, Fp; ou Ft, se a planta estiver aclimatada ao escuro ou claro,
respectivamente. Em seguida € aplicado o PS e obtém-se a fluorescéncia maxima, Fm ou Fm’, se

a planta estiver aclimatada ao escuro ou claro, respectivamente (figura 12).

Alga aclimatada

Nno escuro Alga na luz
Fm ———f - —— - ——— - A
J Dissipagéo néo-
\ ‘; fotoquimica
Fv J Fm> _ -
J |I Dissipacéo fotoquimica
K Ft — ll-.j
Fo I e | T ops
f ' ps
t o semedicie -
| Luz de medigdo Luz de medigéo

Figura 12. Dindmica da medicdo da fluorescéncia da clorofila a do fotossistema Il, modificado
de Heinz Walz GmbH (1998).



S7

Com os resultados obtidos na analise da fluorescéncia da clorofila a, podem-se obter os
seguintes parametros fotoquimicos (a e b) e ndo-fotoquimicos (c):

a. Rendimento quantico efetivo (RQE):

O RQE é um dos parametros mais estudados e mede a propor¢do de luz absorvida pela
clorofila a associada ao PSII que é usada na fotoquimica. Uma vez que ndo ha adaptacdo da
planta ao escuro, é possivel obter a performance fotossintetizante real que a planta apresenta no
momento da medida. Este pardmetro é dado pela relacdo AF/Fm’, onde AF = Fm' — Ft. O RQE
pode ser utilizado para calcular a taxa de transporte de elétrons (ETR), através da equacédo
AF/Fm’ x PAR x coeficiente de absorcdo x 0,5, onde: PAR ¢é a radiacdo fotossinteticamente ativa
(umol fotons m™ s™); Coeficiente de absorcio é a % de quanta absorvida pela planta; 0,5 = fator
que explica a divisdo de energia entre PSII e PSI (Maxwell & Johnson, 2000; Heinz Walz GmbH,
1998).

b. Rendimento quéntico potencial (RQP):

A eficiéncia quantica maxima do PSII pode ser observada ap6s a adaptacdo da planta ao
escuro, quando todos os centros de reacdo estdo abertos (todos os aceptores primarios estdo
oxidados) e a dissipacdo por calor é minima. Mudancas em seus valores (diminui¢do) sdo
resultados da dissipacdo da energia por calor e por efeitos da fotoinibicdo. Seus valores sdo
obtidos pela equagdo Fv/Fm (Maxwell & Johnson, 2000; Heinz Walz GmbH, 1998).

c. NPQ (dissipagdo ndo-fotoquimica)

O NPQ estd linearmente relacionado a dissipacdo por calor e é calculado através da
equacdo AF (Fm — Fm’) / Fm’. Os valores de NPQ medem mudangas na eficiéncia da dissipacéo

do excesso de energia por calor, relativo ao estado de uma planta adaptada ao escuro. Esse
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parametro pode ser associado aos processos de fotoprotecédo e fotoinibicdo (Maxwell & Johnson,
2000; Heinz Walz GmbH, 1998).

No equipamento Diving-PAM existe uma funcdo que permite a realizacdo de medidas de
curvas de luz (curvas de fotossintese x irradiancia ou curvas FI), em que as amostras séo
submetidas a 8 irradiancias crescentes, por periodos que variam de 15s a 3 min, e 0o RQE e a
ETR sdo coletados em cada ponto de luz. Os dados obtidos dessa andlise fornecem informac6es
de como a planta consegue aclimatar o aparato fotossintetizante as rapidas mudancas na
intensidade luminosa. (Heinz Walz GmbH, 1998).

Além disso, a analise da curva de luz fornece informacdes sobre 0s seguintes parametros:
eficiéncia fotossintetizante (alfa), irradiancia de saturacéo (ik), fotossintese maxima (ETRmax) e
fotoinibicao (beta).

O desempenho fotossintetizante foi avaliado “in vivo” para alguns representantes de cada
filo, incluindo as ordens que foram mais representativas (A. spicifera, D. marginata, G.
skottsbergii, G. cervicornis, H. musciformis, P. decipiens, P. cartilagineum, C. racemosa, C.
membranacea, U. lactuca, A. mirabilis, D. anceps, D. menstrualis, H. grandifolius, P.
gymnospora, S. cymosum). Segmentos do talo de cada espécie estudada (n=3) foram colocados
diretamente sobre a extremidade da fibra Optica utilizando um adaptador (figura 13 A e B). As

analises foram realizadas em campo, no mesmo local da coleta.
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Figura 13. Medicdo da fotossintese de macroalgas marinhas com o equipamento Diving-PAM.
A. Visdo geral. B. Detalhe do adaptador utilizado para colocar os talos das macroalgas sobre a
fibra optica.

Para cada amostra, os dois parametros principais foram determinados: o RQE e a taxa de
transporte de elétrons relativa (rETR), onde rETR ¢ AF/Fm’ x PAR x 0,5.

Foram realizadas curvas de fotossintese versus irradiancia (Curvas FI) com base nos
valores de rETR obtidos em 8 niveis crescentes de irradiancia, pelo periodo de 15s . Os
parametros derivados da curva Fl (alfa, ik e ETRmax) foram calculados pela equagéo de Platt et
al. (1980):

ETRmax= ETRs {[OL/(OL + B)][B/(OL + B)]}B/OL

Preparacdo das amostras para as analises bioquimicas
Para as analises bioquimicas, as amostras congeladas das macroalgas coletadas em campo
foram maceradas em nitrogénio liquido, liofilizadas e mantidas no escuro, a -80 °C, até o

momento das analises. Todas as analises foram realizadas com trés repeticdes.
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Pigmentos

- Clorofila a:

O macerado liofilizado (50 mg) foi suspendo em 1,6 mL de acetona 90% até a obtencgéo
de um homogeneizado. A solucdo foi centrifugada a 12000 g (4 °C, durante 15 min) e o
sobrenadante, contendo a clorofila, foi transferido para tubos de ensaio, vedados e mantidos no
escuro até a leitura em espectrofotémetro.

A determinacdo da concentracdo da clorofila a foi realizada utilizando-se as férmulas

descritas por Jeffrey & Humphrey (1975).

- Ficobiliproteinas:

O macerado liofilizado (27 mg) foi suspenso em 1,5 mL de tampdo de extracdo (0,1 M de
tampdo fosfato, pH 6,5 e temperatura de 4 °C). A solucdo foi centrifugada a 12000 g (4 °C,
durante 20 min) e o sobrenadante, contendo as ficobiliproteinas, retirado e mantido no escuro em
tubos de ensaios vedados, até a leitura em espectrofotémetro.

A determinacdo da concentracdo de aloficocianina (AFC), ficocianina (FC) e ficoeritrina

(FE) foi realizada utilizando-se as férmulas descritas por Kursar et al. (1983).

Proteinas soluveis totais

O macerado liofilizado (100 mg) foi suspenso em 1,5 mL de tampdo de extragéo (0,2 M
de tampdo fosfato, pH 8,0, 5 mM EDTA e 1 mM DTT) e o extrato bruto foi centrifugado a 12000
g (4 °C, durante 20 min). A concentracdo das proteinas sollveis totais foi determinada por
espectrofotometria a 595 nm, apos a adicdo de solucdo para ensaio protéico da Bio-Rad, segundo

0 método de Bradford (1976).
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A quantificacdo das proteinas solUveis totais foi feita a partir da equacdo da reta gerada a

partir da curva de calibracéo realizada com albumina sérica bovina (BSA).

Carboidratos sollveis totais

O macerado liofilizado (15 mg) foi suspenso em 1 mL de etanol 70%, até a obtencédo de
um homogeneizado. A solucdo foi incubada em banho-maria por 3h a 70 °C e, em seguida,
centrifugada a 5000 g durante 5 minutos (Karsten et al. 1999). A concentracdo de carboidratos
solGveis totais foi determinada por espectrofotometria a 490 nm, ap6s a adicdo de acido sulfurico
e fenol (5%), segundo o método colorimétrico do acido fenol sulfurico (Dubois et al. 1956).

A quantificacdo dos carboidratos solUveis totais foi feita a partir da equacdo da reta gerada

a partir da curva de calibracdo realizada com glicose.

Lipideos totais

Foram testados trés métodos para a extracdo dos lipideos totais em trés espécies de
macroalgas marinhas (anexo ). Com base nos resultados obtidos, o método descrito abaixo foi o
escolhido para ser utilizado no presente trabalho.

Os lipideos foram extraidos usando o método descrito por Bligh & Dyer (1959). O
macerado liofilizado (330 mg) foi suspenso em tamp&o PBS e, em seguida, adicionou-se 125 uL
da solucdo contendo o padrdo interno, composto por 5 mg/mL de tritridecanoina em hexano
(C13:0, T3882 Sigma), e 12,5 mL de cloroférmio, metanol e agua, na proporcdo de 2:2:1. A
mistura foi centrifugada e a fase cloroférmica foi transferida para outro frasco e seca sob
atmosfera de N, (g). O contetdo total de lipideos foi determinado gravimetricamente e o residuo

de gordura foi transmetilado para a avaliagdo do conteudo de acidos graxos.
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Acidos graxos

- Metilacéo:

Foram testados dois métodos para a transesterificacdo dos acidos graxos em trés espécies
de macroalgas marinhas (anexo I). Com base nos resultados obtidos, 0 método descrito abaixo foi
o0 escolhido para ser utilizado no presente trabalho.

A reacdo de metilacdo dos acidos graxos a ésteres metilicos de acidos graxos (FAME;
fatty acid methyl ester) foi feita dissolvendo-se o extrato seco de lipideos em 500 pL de 5% de
HCI em metanol e a mistura foi incubada por 2h a 100 °C. Ap6s o término da reacdo, deixou-se
esfriar a temperatura ambiente, adicionou-se 1,25 mL de agua e extraiu-se os FAME com 1,25
mL de hexano.

- Anélise cromatografica:

Os FAME foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massas (CG-EM), em coluna capilar de silica fundida (VF-Wax, com dimensdes de 30 m, 0,25
mm, 0,25 um de espessura do filme, Agilent). A temperatura de injecéo foi de 220 °C, volume de
1 pL, no modo Split. Utilizou-se hélio como gés 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.

- Identificacdo de picos e célculos:

O padréo utilizado para a identificagdo dos picos foi o Supelco 37 (47885-U, figura 50 do
apéndice ). Os acidos graxos foram identificados por compara¢do com os tempos de retencéo
dos padrdes e/ou por comparacao de seus espectros de massa com espectros da biblioteca (NIST).
FAME que ndo constavam no padrdo e que apresentaram indice de similaridade abaixo de 90%

nao foram considerados.
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A quantificacdo da maioria dos FAME foi feita com a equacao da reta da curva padréo do
respectivo FAME do padrdo Supelco 37. Para os FAME que nédo constavam no padréo supelco, a
quantificacédo foi feita considerando a concentracdo do padrdo interno (C13:0), uma vez que area

do pico é proporcional a concentracdo de FAME.

3.2. Taxa de crescimento e desempenho fotossintetizante de Dictyota menstrualis (Hoyt)
Schnetter, Horning & Weber-Peukert (Phaeophyceae) cultivada em laboratorio
Espécie selecionada e utilizada no estudo

A continuacdo do estudo foi realizada com D. menstrualis. Esta espécie geralmente
habita a regido do mesolitoral e tem ampla distribuicdo ao longo do litoral brasileiro, sendo
encontrada desde o litoral do RS até o MA (Nunes, 2001). D. menstrualis tem sua importancia
atribuida a producéo de diterpendides, moléculas com potencial bioativo, com atividade anti-HIV
(Pereira et al., 2004) e contra o virus da Herpes Simplex tipo-1 (Abrantes et al., 2010).

A espécie foi coletada em Rio do Fogo, RN, e transportada ao Laboratério de Bioquimica
e Biologia Molecular de Algas, IQ/USP, onde foi isolada e propagada em laboratério. O cultivo
dessa espécie esta sendo mantido no Laboratorio de Culturas de Algas e Cianobactérias “Marilza
Cordeiro Marino” do Nucleo de Pesquisa em Ficologia do Instituto de Boténica, Sdo Paulo, SP

(figura 14).
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Figura 14. Aspecto geral de um tetrasporofito de Dictyota menstrualis (Phaeophyceae,
Heterokontophyta) cultivada em laboratorio.

Isolamento e manutencao das culturas unialgaceas em laboratério

Logo que chegaram do campo, as plantas foram lavadas com &gua do mar esterilizada
para retirada das impurezas e epibiontes. Com o auxilio do microscopio estereoscopico, foram
selecionados 0s apices mais saudaveis e menos epifitados. Esses apices foram mantidos em meio
de cultura composto por dgua do mar esterilizada enriquecida com a solucdo de von Stosch
(tabela 3), com a concentragdo reduzida a 25%. Foi também adicionado GeO, (1 mg.L™) para
evitar a contaminacdo por diatoméceas. A troca de meio foi feita semanalmente e, a cada troca de
meio, os &pices foram lavados por 30 s com &gua do mar acrescida de detergente (4 mL.L™ de
agua do mar) e apenas 0s apices mais saudaveis e menos epifitados continuaram a ser cultivados.

A 4agua do mar utilizada no cultivo das algas foi coletada no CEBIMAR, em S&o
Sebastido, SP. Essa agua foi esterilizada por filtragem em membrana Millipore AP 20 e
autoclavada a 121 °C, por 30 min.

Ap0s o isolamento, as culturas unialgaceas foram mantidas em meio de cultura composto

por agua do mar esterilizada enriquecida com a solucdo de von Stosch (Tabela 1), na
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concentracdo de 50% (referido com a abreviatura VSES/2). A troca do meio de cultura foi feita
semanalmente e foram utilizados Erlenmeyers (500 mL), contendo 350 mL de meio.

As culturas unialgaceas foram mantidas em sala de cultivo, nas seguintes condicdes:
temperatura média de 24 * 2 °C, fotoperiodo de 14 h, salinidade 30-32 ups, pH 8, densidade de
fluxo fotdnico de 60 a 90 umol de fétons.m™.s™, fornecidas por duas lampadas fluorescentes de
40 W, do tipo “luz do dia”, dispostas horizontalmente acima dos frascos de cultura.

Foram avaliadas a taxa de crescimento e a taxa de fotossintese de D. menstrualis cultivada
por 30 dias em agua do mar com e sem a adicdo de VSES/2. Para cada tratamento, foram
utilizados 6 segmentos apicais de 2 cm de comprimento. Cada tratamento foi testado com 3
repeticdes simultaneas e a troca do meio foi realizada semanalmente.

A taxa de crescimento (TC) foi avaliada semanalmente por meio de medidas da massa
fresca e calculada utilizando-se a férmula: TC = (In Massa final — In Massa inicial)/(Tempo final
— Tempo inicial).

Os parametros fotossintetizantes foram determinados como descrito no item 3.1.
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Tabela 3. Composi¢do quimica da solugdo de von Stosch preparada segundo Edwards (1970),
com modificagdes segundo Yokoya (1996).

Componentes  Concentracdo para 1 L de meio

NaNO; 0,50 mM
NayHPO4.12H,0 30 uM
FeS0..7H,0 1uM
MnCl,.4H,0 0,1 uM
Tiamina.HCI 0,59 uM*
Biotina 4,10 nM*
Cianocobalamina 1 nM*

* Concentracdo equivalente a 50% em relacdo a composicdo original proposta por Edwards
(1970).

3.3. Efeitos do aumento do CO,, em condi¢bes de saturacdo e limitacdo de nitrogénio, sobre
0 metabolismo e a composicdo bioquimica de D. menstrualis cultivada em biorreatores

Esta etapa do presente trabalho foi realizada no Laboratério de Culturas de Algas e
Cianobactérias “Marilza Cordeiro Marino” do Nucleo de Pesquisa em Ficologia do Instituto de
Botéanica, Sao Paulo, SP.

Os experimentos foram realizados em um sistema de biorreatores (modelo TE-BIT-E3,
Tecnal, Brasil) composto por seis vasos de reacdo (volume de 2,5 L) com tampa de inox com
entradas para sensores de temperatura (Tecnal), pH (Metter Toledo), oxigénio (Metter Toledo),
CO; (Metter Toledo) e com borbulhador de ar em ago inox sintetizado. Os vasos de reacao

estavam conectados a um sistema de controle e de aquisi¢do de dados (Techio-soft, Tecnal) de
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temperatura, pH, oxigénio e CO, dissolvidos do meio de cultura. Os biorreatores e 0s sensores
foram esterilizados por autoclavagem a 121 °C por 60 min antes do inicio dos experimentos.

O experimento foi realizado utilizando agua do mar esterilizada enriquecida com a
solucdo de VSES/2, com e sem adi¢do de nitrato (NOj3’), na proporc¢do de 400 mg de biomassa
para 1,6 L de meio. Os dois tratamentos (com e sem NO3’) foram aerados com e sem adi¢édo de
CO,. Também foram realizados dois tratamentos (com e sem NOj3’) sem aeracdo e adicdo de CO,.
Cada tratamento foi testado com 3 repeti¢cdes simultaneas. O meio foi trocado semanalmente e o
experimento teve duracdo de 2 semanas.

A aeracdo e a injecdo de CO, foram constantes durante todo o periodo experimental,
sendo que o ar e o CO, foram injetados por entradas diferentes. Tanto o ar, proveniente do
sistema de aeracdo modulo Tec-Bio-A (Tecnal), como o CO,, proveniente de um cilindro, foram
filtrados e depois umedecidos. A saida do ar e de CO, para 0s vasos dos biorreatores foi feita por
um manifold com 6 saidas e a regulagem do fluxo de ar de cada saida foi feita com um rotametro.

Um sensor de pH, temperatura, O, e CO; dissolvido foi acoplado a um dos vasos e esses
parametros foram acompanhados durante todo o periodo experimental (figuras 15 e 16). A
medida desses parametros foi realizada em todas as amostras (tabela 4).

A concentragdo das formas do carbono inorganico dissolvido (DIC) (tabela 4) foi
estimada a partir do pH e da alcalinidade total (At) do meio utilizando a equagdo descrita por
Dickson et al. (2007). Os calculos para foram feitos com auxilio do pacote seacarb (Lavigne et
al. 2008), com a

colaboracéo do MSc. Carlos Eduardo Amancio
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Tabela 4. Concentracdo de nutrientes e parametros abidticos acompanhados durante o
experimento realizado com Dictyota menstrualis cultivada em biorreatores, com e sem adigdo de
nitrato e com e sem adi¢do de CO,. Os valores correspondem a média + o desvio padréo (n=3).

Tratamentos testados

Sem Aeracdo  Sem Aeracdo  Aeracdo Aeracdo  Aeracdo+CO,  Aeracdo +CO,
+N -N +N -N +N -N
(+N) (-N) (Ar+N) (Ar-N) (CO,+N) (CO,-N)
[NO3T;
250 250 250
uM
[CO.];
M 0,008+0,0 0,005+0,0 0,007+0,0  0,005+0,0 0,44+0,0 0,44+0,0
m
HCO;;
M 1,7£0,07 1,5+0,01 1,5+0,03 1,6+0,02 2,2+0,00 2,3+0,01
m
[O:];
9,4+0,4 10,8+0,6 7,7£0,2 7,7£0,1 7,5£0,2 7,6%0,1
mg/L
pH 8,2+0,1 8,310,0 8,3+0,1 8,2+0,1 6,6+0,1 6,5+0,2
Temperatura;
o 25,8+0,7 25,8+0,7 25,8+0,7 25,8+0,7 25,8+0,7 25,8+0,7

Ao final do periodo de cultivo, as macroalgas foram congeladas em nitrogénio liquido e

armazenadas a -80°C até o0 momento das analises.

Variaveis analisadas

Crescimento

A TC foi avaliada como descrito no item 3.2.
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Fotossintese

A fotossintese foi analisada como descrito no item 3.1. Entretanto, além das curvas Fl,
foram analisadas curvas de inducdo escuro/luz (Curva de Kautsky), seguida de uma curva de
recuperacdo. Nessa analise, as amostras aclimatadas ao escuro por 30 min sdo submetidas a um
pulso de saturacdo, para obter o valor de RQP e, em seguida, a luz actinica é ligada e sdo
aplicados 13 pulsos adicionais, a intervalos de 15 s, para determinar 0 RQE (Curva de Kautsky).
Apbs o desligamento da luz actinica, sdo dados 6 pulsos saturantes adicionais, em intervalos de
10 s, 30 s, 1 min, 2 min, 5 min e 10 min (Curva de Recuperacgdo). A curva de Kautsky fornece
informac@es sobre as enzimas do ciclo de Calvin, que sdo ativadas durante os primeiros minutos
de iluminacgdo, enquanto durante a curva de recuperacao sdo obtidas informacdes de reagdes de

pos-iluminacdo, como a extincdo da fotoinibicéo.

Nitrato redutase (NR)

A biomassa fresca (200 mg) foi macerada em nitrogénio liquido e suspensa em 1,15 mL
de tampé&o de extragédo (0,2 M tampdo fosfato, pH 8,0, 5 mM EDTA; 1mM DTT e BSA 0,3%
w/v). A solugdo foi centrifugada a 12000 g (4 °C, durante 15 min). O sobrenadante foi
dessalinizado por colunas comerciais de 5 mL com matriz de sephadex G-25 superfina que
fornece uma massa de corte de 5000 Da, garantindo a separacdo da proteina do nitrato.

Para a determinacdo da atividade da NR, o extrato bruto (150 ul) foi pré-incubado em
uma mistura de reagéo (0,2 M de tampéo fosfato, pH 8,0, 6 mM KNOz e 0,5 mM MgSOa), por 10
min. A mistura foi incubada por um tempo adicional de 30 min apés a adi¢do de 40 uM NADH
para iniciar a reacdo. Os controles foram feitos sem a adicdo de NADH ou sem a adi¢do de NOs.

A reacdo foi interrompida adicionando 1,4 mM de ZnSOa4 e etanol 43% v/v. A solucédo foi
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centrifugada a 12000 g (20 °C, durante 10 min). A concentracdo de NO2 foi determinada por
espectrofotometria a 543 nm apos a adicdo de 9,6 mM sulfanilamida e 0,7 mM n-(1-naftil)
etilendiamina diidrocloreto (NED).

O conteddo de NO2 produzido foi transformado em atividade da NR por massa fresca
considerando que 1 unidade da NR (U) corresponde a 1 pumol de NO2 produzido por minuto
(Chapman & Harrison, 1988).

A quantificagcdo do NO2 foi feita utilizando a equacéo da reta gerada a partir da curva de
calibracdo realizada com NOz2. Para obtencdo da atividade especifica da NR, fez-se a razdo da
concentracdo de NO2 pelo tempo e pela concentracdo de proteinas totais obtida por uma curva
padrdo de proteinas totais feita pela deteccdo de BSA através do método de coomasie blue

(Bradford, 1976).

Anidrase Carbonica (AC)

A atividade da AC foi analisada utilizando o método de Haglund et al. (1992). A extracao
foi realizada através da maceracdo das amostras em nitrogénio liquido. O macerado foi suspenso
em um tampé&o de extracdo (50 mM Tris(hidroximetil)aminometano, 5 mM EDTA, 25 mM &cido
ascorbico e pH 8,5) na proporcdo de 100 mg de biomassa fresca por 2 mL de tampédo e as
amostras foram mantidas no gelo até o0 momento das analises.

O ensaio da atividade enzimatica foi realizado adicionando-se 1 mL de agua Milli-Q
saturada em CO, e mediu-se o tempo de caida do pH de 7,9 a 7,3. As amostras, mesmo durante o
ensaio, sempre foram mantidas no gelo. O tempo de decaimento do pH, apds a adi¢do de 1 mL de
agua Milli-Q saturada em CO,, foi também avaliado no controle, composto por 2 mL de tampéo,

sem extrato de alga.
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A atividade relativa da AC, denominada como REA (relative enzymatic activity), foi
calculada atraves da formula:
[(to/tc) -1]/PF, onde t, € o tempo de reducdo do pH dentro do limite estabelecido no

controle; tc é o tempo de reducéo do pH na amostra com a alga; PF é o peso fresco (g).

Rubisco

A determinacdo da atividade inicial da Rubisco foi feita utilizando o método de Gerard &
Driscoll (1996) modificado por Wang et al. (2011). A extracdo foi realizada através da
maceracdo das amostras em nitrogénio liquido. O macerado foi suspenso em um tampéo de
extracdo (40 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl;, 0,25 mM EDTA, 5mM de glutationa reduzida e pH
7,6) na proporgéo de 0,2 g de biomassa fresca por 500 pL de tampéo. A solugdo foi centrifugada
a 2000 g (4 °C, durante 2 min) e o sobrenadante retirado e mantido no gelo por 30 min, para a
ativacdo da enzima.

A mistura de reacdo foi composta por tampao de reacéo (0,1 M Tris-HCI, 12 mM MgCl,,
0,4 mM EDTA e pH 7,8) e 0,01 mM NaHCOs3, 0,34 mM NADH, 3,44 mM ATP, 3,44 mM de
creatina fosfato, 5 unidades de creatina fosfoquinase, 5 unidades de gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase / fosfoglicerato quinase e 100 uL de extrato bruto. A reagdo foi iniciada pela
adicdo de 2 mM de ribulose-1,5-bisfosfato. A oxidagdo do NADH foi acompanhada pela
diminuicdo da absorbancia a 340 nm. A oxidacdo espontanea do NADH foi estimada por alguns
minutos antes do inicio da reacdo e subtraida da atividade da Rubisco medida. A atividade da
Rubisco foi relacionada a concentragdo de proteinas e calculada como descrito por Wang et al.

(2011).
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Pigmentos, proteinas sollveis totais, carboidratos solUveis totais, lipideos totais e acidos graxos
Para a medida desses compostos, seguiu-se a metodologia descrita no item 3.1, com
excecao da reacdo de metilagcdo dos &cidos graxos, que foi realizada como descrito abaixo.
A reacdo de metilacdo dos &cidos graxos a FAME foi feita dissolvendo-se o extrato seco
de lipideos em 1 mL de BF3 (7% em metanol) e 0,5 mL de tolueno e aquecendo-se a 100 °C por
45 min. Apds o término da reacdo, deixou-se esfriar a temperatura ambiente, adicionou-se 2,5 mL

de &gua e extraiu-se os FAME com 1 mL de hexano.

Conteudo de Ce N
A analise elementar para quantificar o teor de C e N no tecido algaceo foi realizada
utilizando o equipamento CHN 2400 Perkin-Elmer, pela Central Analitica do Instituto de

Quimica da USP.

Contetdo de manitol

- Extracéo e hidrolise:

Os polissacarideos foram extraidos e hidrolisados usando o método descrito por Kim et al.
(2011). O macerado liofilizado (250 mg) foi suspenso em 2,5 mL de 0,1N HCI e mantido a 121
°C por 15 min. Para a hidrolise enzimatica, o pH do hidrolisado filtrado foi ajustado para 5,5 e,
em seguida, adicionou-se a enzima Celluclast® 1.5 (C2730 Sigma), na proporcéo de 0,01 g por g
de massa seca. Para a reacdo de sacarificacdo, o hidrolisado foi mantido a 50 °C, em um shaker
rotatorio, a 150 rpm, por 24 h.

As amostras foram secas sob atmosfera de N, (g) para a derivatizagcdo dos agucares a

acetatos de alditois, apos a adi¢do do padréo interno (20 pg mio-inositol).
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- Reducéo dos monossacarideos a alditois:

Para a reducdo dos monossacarideos a alditdis, o residuo seco contendo o0s
monossacarideos foi dissolvido em 100 ul de agua Milli-Q e, em seguida, adicionou-se 20 ul de
15 M amoénia e 1 mL de 0,5 M boroidreto de sodio dissolvido em DMSO. As amostras foram
vortexadas e incubadas por 90 min a 40 °C. O excesso de boroidreto de sodio foi destruido
adicionando-se 100 ul de acido acético glacial. Antes da reacdo de acetilagdo, as amostras foram
secas sob atmosfera de N, (g) e lavadas, por trés vezes, com 250 ul de 5% de acido acético em
metanol (Melton & Smith, 2001; Oxley et al., 2004).

- Acetilacdo dos alditdis:

Para a acetilacdo dos alditdis, foi adicionado 250 ul de anidrido acético as amostras secas.
Em seguida, as amostras foram sonicadas por 5 min e incubadas por 2,5 h a 100 °C. O excesso de
anidrido acético foi destruido adicionando 2 mL de 4gua a amostra. Os acetatos de alditdis foram
extraidos com 500 pl de diclorometano (Oxley et al., 2004).

- Anélise cromatografica:

Os acetatos de alditdéis foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas (CG-EM), em coluna capilar DB-23 (com dimensdes de 30 m, 0,25
mm, 0,25 um de espessura do filme, Agilent). A temperatura de injecdo foi de 240 °C, volume de
1 pL, no modo Split. Utilizou-se hélio como gés de arraste, com um fluxo de 1 mL.min™, e a
seguinte rampa de temperatura: temperatura inicial de 170 °C mantida por 2 min, com aumento
de 3 °C por min, até 240 °C, mantidos por 10 min.

- Identificacdo de picos e célculos:

Os acetatos de alditois foram identificados por comparacdo de seus espectros de massa

com espectros da biblioteca (NIST). A quantificacdo foi feita considerando a concentracdo do
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padrdo interno (mio-inositol), uma vez que area do pico é proporcional a concentracdo do acetato

de alditol.

3.4. Efeitos do aumento do CO,, em condicGes de saturacéo e limitacédo de nitrogénio, sobre
a captacao de CO; por D. menstrualis cultivada em laboratério

O experimento foi realizado utilizando 4gua do mar esterilizada enriquecida com VSES/2,
com e sem adicdo de NO3". Os dois tratamentos foram aerados com e sem CO; (tabela 5). Foram
utilizados Erlenmeyes de 250 mL, mantendo-se a propor¢do de 150 mg de biomassa por 150 mL
de meio de cultura. O experimento teve a duracdo de uma semana e os dados de pH, alcalinidade,
concentracdo de O, e temperatura, necessarios para o calculo das formas de DIC foram coletados
nos tempo inicial (logo apos a injecdo de ar e/ou CO,), 1 h, 24 h e ap6s uma semana do inicio.

Para cada tratamento, testado com 3 repeti¢cdes simultdneas, foram feitos controles sem
alga, onde a medicdo dos dados necessarios para o calculo das formas de DIC foi realizada no
mesmo momento das amostras contendo a alga, para acompanhar se haveria variagdo na
concentracdo de CO,, ao longo do tempo.

A aeracéo e injecdo de CO, de cada frasco foram realizadas com a bomba de ar e o cilindro
de CO, utilizados nos experimentos com os biorreatores. O fluxo de ar e de CO, foi regulado pelo
manifold e a injecdo no meio foi feita com uma pipeta pasteur, adicionada a outra extremidade da
mangueira acoplada a saida do manifold. Todos os frascos foram aerados com o mesmo fluxo de
ar e pelo mesmo tempo. O fluxo de entrada de CO, foi ajustado para 20 mL/ min e todos 0s
frascos foram aerados por 1 min. Apos a aeracdo os frascos foram completamente vedados até o

momento das analises.
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Tabela 5. Concentracdo inicial de CO,, ap06s aeragdo com ou sem CO,, na &gua do mar com e
sem adicdo de nitrato. Os valores correspondem a média + desvio padrao (n=6).

Tratamentos
Ar+N Ar-N CO,+N CO,-N
[COs]
0,01+0,00 0,01+0,00 0,48+0,01 0,48+0,01
(mM)

A porcentagem de remocdo de CO, (%) foi calculada baseando-se na seguinte formula:
100 x {([inicial]-[final])[inicial] '}, onde [inicial] = [CO2] no tempo zero e [final] = [CO,] apds X

dias de incubagéo.

3.5. Anélises estatisticas

Todas as analises foram realizadas com trés repeti¢cfes. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) de um fator, seguido do teste de comparacdo multipla de Student-
Newman-Keuls, considerando-se um limite de confianga de 95%, utilizando o programa
SigmasStat (verséo 1.0).

Um dos objetivos do presente trabalho foi avaliar as diferencas entre as espécies que
ocorrem no litoral do Brasil para escolher uma espécie com potencial para a producdo de
biodiesel, além de fazer a comparacdo dessas espécies com as procedentes da Antartica.
Entretanto, como foram realizadas coletas em duas localidades diferentes no Brasil, Ubatuba — SP
e Rio do Fogo — RN, realizamos, para cada variavel analisada, a média dos resultados das
rodofitas, clorofitas e heterocontofitas provenientes de cada localidade, para avaliar as diferencas

entre cada grupo de macroalga e entre as diferentes localidades.
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4. RESULTADOS
4.1. Desempenho fotossintetizante e composicdo bioquimica de macroalgas marinhas
procedentes do Brasil e Antartica

Foram determinados o conteldo de pigmentos, proteinas sollveis totais, carboidratos
sollveis totais, lipideos totais e a composicdo de &cidos graxos de 25 espécies de macroalgas
coletadas no litoral brasileiro (Ubatuba, SP e Rio do Fogo, RN) e de 6 espécies coletadas na Baia
do Almirantado, localizada na llha Rei George, Peninsula Antartica. Dentre as espécies coletadas
na Antartica, ndo constam representantes de clorofitas, uma vez que a biomassa coletada de
Monostroma hariotii Gain, macroalga verde encontrada em maior quantidade, ndo foi suficiente
para a realizacdo das extracGes dos compostos citados acima. O desempenho fotossintetizante foi
avaliado para alguns representantes de cada filo, incluindo as ordens mais representativas.

A taxa fotossintetizante dos espécimes coletados na costa brasileira foi avaliada, uma vez
que é um importante pardmetro a ser analisado durante a selecdo da espécie que foi objeto do
presente estudo, pois ela deve conter, além de um alto teor de acidos graxos, uma alta taxa de
crescimento e de produtividade priméria, caracteristicas importantes para a producdo do
metabdlito de interesse. Esse parametro foi também estudado para as macroalgas marinhas
provenientes da Antartica, tanto para comparar com os resultados apresentados pelos espécimes
da costa brasileira, como para avaliar as condigdes fisiologicas desses organismos que habitam
esse ambiente de condicdes tdo extremas e adversas.

As curvas Fl das macroalgas estudadas mostram que as espécies procedentes do Brasil
que apresentaram maior desempenho fotossintetizante, dentro de cada grupo, foram Acantophora
spicifera, Ulva lactuca e Dictyota menstrualis. Para as algas provenientes da Antartica, foram

Gigartina skottsbergii, Plocamium cartilagineum e Ascoseira mirabilis (figuras 17 e 18).
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Figura 17. Curvas de fotossintese-irradiancia baseadas na fluorescéncia da clorofila a de
representantes de rodofitas (A), cloréfitas (B) e heterocontdfitas (C) coletados no litoral
brasileiro. Os valores correspondem a média £ o desvio padréo (n=3).
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Figura 18. Curvas de fotossintese-irradiancia baseadas na fluorescéncia da clorofila a de
representantes de rodofitas (A) e heterocontofitas (B) coletados na Antartica. Os valores
correspondem a media + o desvio padrdo (n=3).



81

Houve diferenca significativa nos resultados apresentados pelas diferentes espécies, sendo

que Ulva lactuca e Dictyota menstrualis apresentaram o0s maiores valores de ETRmax

(303,6+£39,1 e 269,5+318, respectivamente) e Ik (930,5+48,7 e 685,1+117,1, respectivamente).

Os menores valores desses dois parametros ocorreram em Palmaria decipiens (3,0 + 0,5 para

ETRmax e 18,6 = 2,9 para Ik) (tabela 6). Os maiores valores de RQE e alfa ocorreram nas

heterocontéfitas Padina gymnospora e Ascoseira mirabilis, respectivamente (tabela 6).

Tabela 6. Pardmetros fotossintetizantes (rendimento quéantico efetivo — RQE, fotossintese
maxima — ETRmax, eficiéncia fotossintetizante — alfa e pardmetro de saturagdo — Ik) de
representantes de roddfitas, cloréfitas e heterocontofitas coletados no litoral brasileiro e antartico.
Os valores correspondem a média * o desvio padrao (n=3).

Espécie RQE ETRmax Alfa Ik
A. spicifera 0,688 +0,0%® 322+69° 03+00°" 114,7 + 29,0%
D. marginata 0,606 0,0 215+1,8° 02+00%*  116,6+239%
Roddéfitas G. skottsbergii 0,615+0,0° 65+1,0° 0,3+0,0% 251+1,4°
G. cervicornis 0,533+0,0° 8,4+16% 0,2 0,0 47,124
H. musciformis 0,566 +0,0° 21,2 +4,9° 0,2+0,0" 102,9 +2,9%
P. decipiens 0,505+0,0° 3,020,5 0,2+0,0% 18,6 +2,99
P. cartilagineum 0,607 +0,0™ 7,8+0,3% 0,2+0,0° 52,0 +2,2°
C. racemosa 0,626 +0,1™ 400+51™ 04+0,0° 112,5+16,9%
Clordfitas C. membranacea 0,705+0,0%® 737+3,7® 02+0,0"  349,5+80,3°
U. lactuca 0,718 +0,1® 303,6+39,1° 025+0,1°  930,5+48,7°
A. mirabilis 0695+01® 157+1,1° 05%0,1° 34,0+ 347
D. anceps 0,726 +0,0® 101+11" 03+0,0" 415+83°
Heterocontofitas ~ D. menstrualis ~ 0,761+0,0° 269,5+31,8* 04+0,0°  6851+117,1°"
H. grandifolius 0,664 +0,0* 54 +1,0° 0,4+0,0° 147+31"
P.gymnospora  0,777+0,0° 767+103® 04+00°  183,9+221%
S. cymosum 0,710+0,1%* 69,6 +50®  04+0,0° 195,0 + 24,9
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Ao comparar o rendimento quantico efetivo (RQE) e os parametros derivados das curvas
FI (fotossintese maxima - ETRmax, eficiéncia fotossintetizante - alfa e irradiancia de saturacdo -
Ik) entre os diferentes filos de macroalgas, observou-se que as heterocontdfitas apresentaram
maior RQE e alfa do que as clordéfitas e rodofitas, tanto para as algas coletadas no Brasil quanto
para as coletadas na Antartica (figura 19). As heterocontoéfitas e clordfitas procedentes do Brasil
também apresentaram maior ETRmax e Ik do que as rodofitas provenientes do mesmo local,
sendo que ndo houve diferenca significativa desse Gltimo pardmetro entre os dois grupos de
macroalgas coletados na Antartica (figura 19).

Ao observar os resultados apresentados por cada filo de macroalga, comparando-se o local
de coleta, verificou-se que as rododfitas e heterocontofitas coletadas no Brasil exibiram maior
ETR max e Ik do que as algas do mesmo grupo provenientes da Antartica. O RQE das
heterocontdfitas brasileiras também foi significativamente maior do que o das antarticas (figura

19).



83

| EEZ]Rodédfitas | EE Rododfitas
[ Clordfitas 3004 [ Cloréfitas
1,04 Il Heterocontofitas ] [ ] Heter%contéﬂias
e ] ae 250+ L a-
‘U! 0,8" b T A [ '
o | C
w £ B
&} ‘D 0,64
e ]
€ 0,44
0,2
J Ao
T | B*
0.0 . ; . oAbl . —
Brasil Antartica Brasil Antartica
0,6 900
EZZ Roddfitas L a Rodofitas
I Clordfitas 800 [IClorofitas
Il Heterocontdfitas A A 700_‘ Il Heterocontofitas
a .
o ae
oy b b £ 600+
o « & 5004
“(_U E C —_— 9 4
<o B 3 4001
E 024 [ E 3004
* °
0,0 T v T aal o M-
Brasil Antartica Brasil Antartica

Figura 19. Variacdo do rendimento quantico efetivo (RQE) e dos parametros derivados das
curvas FI (fotossintese maxima - ETRmax, eficiéncia fotossintetizante - alfa e irradiancia de
saturacdo - Ik) entre os trés filos de macroalgas estudados (rodofitas, clorofitas e
heterocontdfitas) e entre os locais de coleta (Brasil e Antartica). Os valores representam a média
+ 0 desvio padrdo incluindo todas as espécies de cada filo. Filos com letras distintas sdo
significativamente diferentes entre si, segundo o teste de comparagdo mudltipla de Student-
Newman-Keuls. Letras minudsculas indicam diferencas significativas entre os filos coletados no
Brasil; letras maiusculas indicam diferencas significativas entre os filos coletados na Antartica; *
indica diferencas significativas entre os locais de coleta, para as roddfitas; * indica diferencas
significativas entre os locais de coleta, para as heterocontéfitas.
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Houve diferenca significativa no contetdo de clorofila a entre as espécies de macroalgas
estudadas, sendo que os valores variaram de 0,20 + 0,01 mg/g massa seca (Gigartina
skottsbergii) a 6,82 + 0,46 mg/g massa seca (Spatoglossum schroederi). O conteudo de clorofila a
foi também maior nas espécies Dictyota mentrualis e Padina gymnospora, € menor nas espécies

Asparagopsis taxiformis e Cryptonemia crenulata (figura 20).
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Figura 20. Conteudo de clorofila a (Cla) de representantes de rodofitas, clordfitas e
heterocontdfitas coletados em Ubatuba-SP, Rio do Fogo - RN e Antartica. Os valores
correspondem a média + o desvio padrdo (n=3). Espécies com letras distintas séo
significativamente diferentes entre si, segundo o teste de comparacdo mudltipla de Student-
Newman-Keuls.

1. Acantophora spicifera; 2. Aglaothamnion uruguayense; 3. Asparagopsis taxiformis; 4. Bryocladia
thyrsigera; 5. Bryothamnion seaforthii; 6. Cryptonemia crenulata; 7. Dichotomaria marginata; 8.
Gigartina skottsbergii 9. Gracilaria birdiae; 10. Gracilaria cervicornis; 11. Gracilaria mammillaris; 12.
Hypnea musciformis; 13. Laurencia dendroidea; 14. Palisada flagellifera; 15. Palmaria decipiens; 16.
Plocamium cartilagineum; 17. Solieria filiformis; 18. Caulerpa racemosa; 19. Cladophoropsis
membranacea; 20. Rhizoclonium africanum; 21. Ulva lactuca; 22. Ascoseira mirabilis; 23. Desmarestia
anceps; 24. Dictyopteris deliculata; 25. Dictyota menstrualis; 26. Himantothallus grandifolius; 27.
Lobophora variegata; 28. Padina gymnospora; 29. Sargassum cymosum; 30. Sargassum stenophyllum;
31. Spatoglossum schroederi.
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As heterocontofitas coletadas em Ubatuba-SP, Rio do Fogo-RN e na Antartica
apresentaram maior conteudo de Cla do que as rodofitas provenientes do mesmo local (figura
21). O mesmo foi observado para as clorofitas, coletadas apenas em Ubatuba-SP. Em relacdo ao
local de coleta, houve diferenca significativa no contetdo de Cla das heterocontdfitas, que foi
maior nos representantes desse grupo coletados em Rio do Fogo — RN, sendo que ndo houve
diferenca nos resultados obtidos com as heterocontofitas coletadas em Ubatuba — SP e na

Antartica (figura 21).

s Roddfitas

{ C—Clordfitas A
Il Heterocontofitas

Concentracéo
(mg/ g massa seca)
N

# |
sy
] sy

Ubatuba - SP Rio do Fogo - RN Antartica

Figura 21. Variacdo do conteudo de clorofila a (Cla) entre os trés filos de macroalgas estudados
(roddfitas, clorofitas e heterocontofitas) e entre os locais de coleta (Ubatuba-SP, Rio do Fogo -
RN e Antartica). Os valores representam a media = o desvio padréo incluindo todas as espécies
de cada filo. Filos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo o teste
de comparagdo multipla de Student-Newman-Keuls. Letras mindsculas indicam diferencas
significativas entre os filos coletados em Ubatuba — SP; letras mailsculas indicam diferengas
significativas entre os filos coletados em Rio do Fogo — RN; letras minusculas em itéalico indicam
diferengas significativas entre os filos coletados na Antartica; * indica diferencas significativas
entre os locais de coleta, para as heterocontofitas.
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O conteado de AFC foi maior nas espécies Acantophora spicifera, Aglaothamnion
uruguayense, Bryothamnion seaforthii, Gigartina skottsbergii, Laurencia dendroidea, Palmaria
decipiens e Plocamium cartilagineum. A concentracdo desse pigmento foi menor nas espécies
Asparagopsis taxiformis, Bryocladia thyrsigera, Dichotomaria marginata, Gracilaria birdiae e
Gracilaria cervicornis, ndo sendo detectado em Cryptonemia crenulata (figura 22). Aglaothamnion
uruguayense, Gigartina skottsbergii, Palmaria decipiens e Plocamium cartilagineum também
apresentaram maior concentracdo de FC e FE. Asparagopsis taxiformis foi a espécie que

apresentou menor contetdo de FE (figura 22).
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Figura 22. Contetdo de aloficocianina (AFC), ficocianina (FC) e ficoeritrina (FE) de representantes de
rodofitas coletados em Ubatuba-SP, Rio do Fogo - RN e Antartica. Os valores correspondem a média + 0
desvio padréo (n=3). Espécies com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo o
teste de comparagdo maltipla de Student-Newman-Keuls.
1. Acantophora spicifera; 2. Aglaothamnion uruguayense; 3. Asparagopsis taxiformis; 4. Bryocladia thyrsigera; 5.
Bryothamnion seaforthii; 6. Cryptonemia crenulata; 7. Dichotomaria marginata; 8. Gigartina skottsbergii 9.
Gracilaria birdiae; 10. Gracilaria cervicornis; 11. Gracilaria mammillaris; 12. Hypnea musciformis; 13. Laurencia
dendroidea; 14. Palisada flagellifera; 15. Palmaria decipiens; 16. Plocamium cartilagineum; 17. Solieria filiformis.
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O conteudo das ficobiliproteinas (AFC, FC e FE) foi maior nas roddfitas provenientes da
Antartica. Ndo houve diferenca significativa na concentracdo desses pigmentos nas rodofitas

coletadas em Ubatuba — SP e Rio do Fogo — RN (figura 23).
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Figura 23. Variacdo do contetido de ficobiliproteinas (aloficocianina — AFC, ficocianina — FC e
ficoeritrina — FE) nas roddfitas provenientes de diferentes locais (Ubatuba-SP, Rio do Fogo - RN
e Antértica). Os valores representam a média + o desvio padrdo incluindo todas as espécies de
rodofitas. Letras mindsculas indicam diferencas significativas no conteddo de AFC entre as
rodofitas coletadas em diferentes locais; letras mailUsculas indicam diferencas significativas no
contetdo de FC entre as rodofitas coletadas em diferentes locais; letras mindsculas em italico

indicam diferencas significativas no contetdo de FE entre as rodofitas coletadas em diferentes
locais.
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As analises bioquimicas de 31 espécies de macroalgas revelaram uma distribuicdo distinta
na sua composicdo. Houve grande varia¢do no contetdo de lipideos totais, carboidratos solUveis
totais e proteinas solUveis totais entre as diferentes espécies estudadas (figuras 24 e 25). Dictyota
menstrualis apresentou o maior contetdo de lipideos totais (98,8 £ 4,9 mg/ g massa seca),
enquanto Gracilaria cervicornis apresentou o menor valor (10,0 £ 1,0 mg/ g massa seca). Em
relacdo aos carboidratos solUveis totais, os maiores valores foram encontrados nas roddfitas
Gracilaria mammillaris, Laurencia dendroidea e Plocamium cartilagineum (742,0 £ 31,9, 675,3 +
11,0 e 660,2 + 27,2 mg/ g massa seca, respectivamente) e o menor valor na heterocontofita
Sargassum stenophyllum (129,3 £ 5,7 mg/ g massa seca). A maior concentracdo de proteinas
solUveis totais ocorreu em Palmaria decipiens e Aglaothamnion uruguayense (21,7 £ 1,7 € 18,0 +
0,4 mg/ g massa seca, respectivamente) e a menor nas espécies Asparagopsis taxiformis,
Caulerpa racemosa, Ascoseira mirabilis, Dictyopteris delicatula, Dictyota menstrualis,
Lobophora variegata, Sargassum cymosum e Sargassum stenophyllum (figura 24 A, B e C).

De um modo geral, as espécies que apresentaram maior concentracdo de lipideos, como
Dictyota menstrualis e Spatoglossum schroederi, exibiram menores valores de proteinas e
carboidratos. O mesmo foi observado para Palmaria decipiens, que possui alta concentracdo de
proteinas e baixa concentracdo de lipideos e carboidratos. Entretanto, as espécies Aglaothamnion
uruguayense e Plocamium cartilagineum apresentaram altos valores de proteinas e carboidratos

e de lipideos e carboidratos, respectivamente (figura 25 A, B e C).
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Figura 24. Conteudo de lipideos totais (A), carboidratos sollveis totais (B) e proteinas sollveis totais (C)
de representantes de roddfitas, heterocontofitas e cloréfitas coletados em Ubatuba-SP, Rio do Fogo - RN e
Antértica. Os valores correspondem a média = 0 desvio padréo (n=3). Espécies com letras distintas sdo
significativamente diferentes entre si, segundo o teste de comparacdo multipla de Student-Newman-Keuls.
1. Acantophora spicifera; 2. Aglaothamnion uruguayense; 3. Asparagopsis taxiformis; 4. Bryocladia thyrsigera; 5.
Bryothamnion seaforthii; 6. Cryptonemia crenulata; 7. Dichotomaria marginata; 8. Gigartina skottsbergii 9.
Gracilaria birdiae; 10. Gracilaria cervicornis; 11. Gracilaria mammillaris; 12. Hypnea musciformis; 13. Laurencia
dendroidea; 14. Palisada flagellifera; 15. Palmaria decipiens; 16. Plocamium cartilagineum; 17. Solieria filiformis;
18. Caulerpa racemosa; 19. Cladophoropsis membranacea; 20. Rhizoclonium africanum; 21. Ulva lactuca; 22.
Ascoseira mirabilis; 23. Desmarestia anceps; 24. Dictyopteris deliculata; 25. Dictyota menstrualis; 26.
Himantothallus grandifolius; 27. Lobophora variegata; 28. Padina gymnospora; 29. Sargassum cymosum; 30.
Sargassum stenophyllum; 31. Spatoglossum schroederi.
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Figura 25. Diagrama de dispersdo com valores de lipideos totais e carboidratos sollveis totais
(A), lipideos totais e proteinas sollveis totais (B) e proteinas solUveis totais e carboidratos
sollveis totais (C) de representantes de rodofitas, heterocontéfitas e clorofitas coletados em
Ubatuba-SP, Rio do Fogo - RN e Antartica.
1. Acantophora spicifera; 2. Aglaothamnion uruguayense; 3. Asparagopsis taxiformis; 4. Bryocladia
thyrsigera; 5. Bryothamnion seaforthii; 6. Cryptonemia crenulata; 7. Dichotomaria marginata; 8.
Gigartina skottsbergii 9. Gracilaria birdiae; 10. Gracilaria cervicornis; 11. Gracilaria mammillaris; 12.
Hypnea musciformis; 13. Laurencia dendroidea; 14. Palisada flagellifera; 15. Palmaria decipiens; 16.
Plocamium cartilagineum; 17. Solieria filiformis; 18. Caulerpa racemosa; 19. Cladophoropsis
membranacea; 20. Rhizoclonium africanum; 21. Ulva lactuca; 22. Ascoseira mirabilis; 23. Desmarestia
anceps; 24. Dictyopteris deliculata; 25. Dictyota menstrualis; 26. Himantothallus grandifolius; 27.
Lobophora variegata; 28. Padina gymnospora; 29. Sargassum cymosum; 30. Sargassum stenophyllum;

31. Spatoglossum schroederi.
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Houve diferenca significativa entre os filos estudados apenas para as macroalgas coletadas
em Rio do Fogo — RN, sendo que as heterocontofitas apresentaram valores mais elevados de
lipideos do que as rodofitas (figura 26 A). Ao comparar o local de coleta, pode-se observar que as
rodofitas procedentes da Antartica possuem maior teor de lipideos do que as rodofitas
encontradas em Rio do Fogo — RN, sendo que ndo houve diferenca significativa entre as rodofitas
coletadas em Rio do Fogo — RN e Ubatuba — SP (figura 26 A).

As rodofitas provenientes de Ubatuba — SP e Rio do Fogo — RN apresentaram maior
conteddo de carboidratos solUveis totais e proteinas solUveis totais do que as heterocontoéfitas
procedentes do mesmo local (figura 26 B e C), sendo que nao houve diferenca significativa entre
os filos coletados na Antartica. Em relacdo ao local de coleta, as heterocontéfitas coletadas na
Antartica apresentaram maior concentracdo desses compostos do que as algas procedentes do
Brasil e ndo houve diferenca significativa entre as algas de Ubatuba — SP e Rio do Fogo — RN

(figura 26 B e C).
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Figura 26. Variacdo do conteldo de lipideos totais (A), carboidratos sollveis totais (B) e
proteinas solUveis totais (C) entre os trés filos de macroalgas estudados (rodofitas, clorofitas e
heterocontdfitas) e entre os locais de coleta (Ubatuba-SP, Rio do Fogo - RN e Antéartica). Os
valores representam a média + o desvio padrdo incluindo todas as espécies de cada filo. Filos
com letras distintas séo significativamente diferentes entre si, segundo o teste de comparagéo
multipla de Student-Newman-Keuls. Letras minusculas indicam diferencas significativas entre os
filos coletados em Ubatuba — SP; letras maiusculas indicam diferencas significativas entre os

filos coletados em Rio do Fogo — RN; * indica diferencas significativas entre os locais de coleta,

para as rodofitas; < indica diferencas significativas entre os locais de coleta, para as
heterocontdfitas.
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Ao comparar o teor de carboidratos, lipideos e proteinas de cada filo, observa-se que
todos os grupos de macroalgas estudados apresentam maior porcentagem de carboidratos (figura
27). Entretanto, as algas pardas destacam-se também pelo elevado teor de lipideos, que pode
chegar a aproximadamente 20% do peso seco. Os niveis protéicos sdo baixos nas algas estudadas,
quando comparados aos teores de carboidratos e lipideos. Entretanto, as rodéfitas procedentes da

Antartica tém um teor de proteinas maior do que o dos 0s outros grupos.

1. Litoral 1 Antartica 2. Litoral

brasileiro brasileiro
88% 90%

9.5%
129027 2.3% 0.73%

3. Litoral
g00, Drasileiro

3. Antértica
88%

[JLipidios
[ Proteinas
[ Carboidratos

12%

0.44% 18% 0.87%

Figura 27. Percentual de lipideos, proteinas e carboidratos nas roddfitas (1), clordfitas (2) e
heterocontdfitas (3) coletadas no litoral brasileiro e na Antartica.
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O conteldo de acidos graxos totais, saturados, monoinsaturados e poliinsaturados variou
entre as espécies estudadas, sendo maior em Spatoglossum schroederi e Dictyota menstrualis. As
especies que apresentaram menor concentracao desses compostos foram Gracilaria cervicornis e
Hypnea musciformis, entre outras (figura 28 e tabela 7). Spatoglossum schroederi se destaca das
demais espeécies por apresentar altos valores de todos os tipos de acidos graxos (figura 29 A, B e
C). Ja Dictyota menstrualis destaca-se pelo seu alto conteido de acidos graxos monoinsaturados,
mas apresenta uma concentracdo de acidos graxos saturados e poliinsaturados semelhante a das

outras espécies, embora seja significativamente maior (figura 29 A, B e C).
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% Monoinsaturados
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Figura 28. Conteldo de &cidos graxos totais, saturados, monoinsaturados e poliinsaturados de
representantes de roddfitas, heterocontofitas e clorofitas coletadas em Ubatuba-SP, Rio do Fogo - RN e
Antartica. Os valores correspondem a média + 0 desvio padrdo (n=3).

1. Acantophora spicifera; 2. Aglaothamnion uruguayense; 3. Asparagopsis taxiformis; 4. Bryocladia thyrsigera; 5.
Bryothamnion seaforthii; 6. Cryptonemia crenulata; 7. Dichotomaria marginata; 8. Gigartina skottsbergii 9.
Gracilaria birdiae; 10. Gracilaria cervicornis; 11. Gracilaria mammillaris; 12. Hypnea musciformis; 13. Laurencia
dendroidea; 14. Palisada flagellifera; 15. Palmaria decipiens; 16. Plocamium cartilagineum; 17. Solieria filiformis;
18. Caulerpa racemosa; 19. Cladophoropsis membranacea; 20. Rhizoclonium africanum; 21. Ulva lactuca; 22.
Ascoseira mirabilis; 23. Desmarestia anceps; 24. Dictyopteris deliculata; 25. Dictyota menstrualis; 26.
Himantothallus grandifolius; 27. Lobophora variegata; 28. Padina gymnospora; 29. Sargassum cymosum; 30.
Sargassum stenophyllum; 31. Spatoglossum schroederi.
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Figura 29. Diagrama de dispersdo com valores de acidos graxos saturados e monoinsaturados
(A), poliinsaturados e saturados (B) e poliinsaturados e monoinsaturados (C) de representantes de
rodofitas, heterocontdéfitas e clorofitas coletados em Ubatuba-SP, Rio do Fogo - RN e Antartica.
1. Acantophora spicifera; 2. Aglaothamnion uruguayense; 3. Asparagopsis taxiformis; 4. Bryocladia
thyrsigera; 5. Bryothamnion seaforthii; 6. Cryptonemia crenulata; 7. Dichotomaria marginata; 8.
Gigartina skottsbergii 9. Gracilaria birdiae; 10. Gracilaria cervicornis; 11. Gracilaria mammillaris; 12.
Hypnea musciformis; 13. Laurencia dendroidea; 14. Palisada flagellifera; 15. Palmaria decipiens; 16.
Plocamium cartilagineum; 17. Solieria filiformis; 18. Caulerpa racemosa; 19. Cladophoropsis
membranacea; 20. Rhizoclonium africanum; 21. Ulva lactuca; 22. Ascoseira mirabilis; 23. Desmarestia
anceps; 24. Dictyopteris deliculata; 25. Dictyota menstrualis; 26. Himantothallus grandifolius; 27.
Lobophora variegata; 28. Padina gymnospora; 29. Sargassum cymosum; 30. Sargassum stenophyllum;
31. Spatoglossum schroederi.
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Tabela 7. Conteudo de acidos graxos totais, saturados, monoinsaturados e poliinsaturados (mg /
g massa seca) de representantes de roddfitas, clorofitas e heterocontofitas coletados no litoral
brasileiro e antartico. Os valores correspondem a média + o desvio padrdo (n=3). Para cada &cido
graxo, espéecies com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo o teste de
comparacdo maltipla de Student-Newman-Keuls.

Eenéc Acidos Acidos graxos  Acidos graxos ~ Acidos graxos
Spectes graxos totais saturados monoinsaturados poliinsaturados
Acantophora spicifera 6,60+0,74%" 3 82+0,47% 1,03+0,09 "k 1,75+0,31%
Aglaothamnion uruguayense ~ 5,24+0,74%"  3,11+0,26" 1,52+0,67°% 0,61+0,05"
Asparagopsis taxiformis 7,01+0,62%"%  4,97+0,34" 1,26+0,13%""i 0,770,149
Bryocladia thyrsigera 3,96+0,40 ™ 2 36+0,26%"k 0,63+0,06"* 0,98+0,09°""
Bryothamnion seaforthii 3,55+0,20%  2,05+0,22 "k 0,49+0,10 1,01+0,05°""
Cryptonemia crenulata 3,54+0,12" 2 ,73+0,08°" "k 0,53+0,03"% 0,28+0,02!
Dichotomaria marginata 4,97+1,099  3,70+0,56% 1,04+0,521"k 0,30+0,03’
Gigartina skottsbergii 3,90+0,95%  1,91+0,42% 0,28+0,00* 1,71+0,53 %"
Gracilaria birdiae 3,73+0,30%  2,57+0,21""k 0,46+0,04 0,71+0,06 "
Gracilaria cervicornis 2,07+0,26 % 1,61£0,19% 0,27+0,02 0,19+0,05!
Gracilaria mammillaris 4,25+0,50"™  3,05+0,35°"" 0,49+0,06 0,71+0,08"
Hypnea musciformis 2,64+0,10 1,80+0,16 0,43+0,10 0,41+0,03"
Laurencia dendroidea 6,09+1,00°"  3,32+0,47%" 0,830,209 1,94+0,38 ¢
Palisada flagellifera 4,59+0,50%" 2 53+0,18""k 0,72+0,25* 1,53+0,14%9n
Palmaria decipiens 5,54+0,08 " 2,78+0,38°"" 1,12+0,19°"0"k 1,630,19%"
Plocamium cartilagineum 5,09+0,209"  2,95+0,07¢"" 0,43+0,01% 1,71+0,15 %"
Solieria filiformis 5,09+0,50 " 2,90+0,22¢"" 1,10%0,09°"e"k 1,81+0,25 *
Caulerpa racemosa 10,08+0,10° 5,38+0,53° 1,87+0,27°% 2,84+0,41°
Cladophoropsis membranacea  5,46+0,03""  3,04+0,13%"" 1,44+0,07%"" 0,98+0,05°""
Rhizoclonium africanum 8,18+0,50®  4,19+0,27“ 2,25%0,15° 1,730,09 *'
Ulva lactuca 5,07+0,30%"  2,67+0,11°" "k 1,580,250 0,65+0,07 "
Ascoseira mirabilis 7,12+1,20%%  3,90+0,29% 1,77+0,45% 1,4620,420%¢"
Desmarestia anceps 7,09+0,50%" 2 95+0,13°"" 1,17+0,04°f" 3,37+0,33°
Dictyopteris deliculata 7,79+0,40®"  4,88+0,24" 2,01+0,11 0,90+0,04°""
Dictyota menstrualis 13,83+1,20° 5,13+0,45" 4,67+0,41° 4,03+0,36°
Himantothallus grandifolius ~ 6,63+0,60*""  2,73+0,11°" 1 19+0,06%" 2,71+0,38°
Lobophora variegata 5,20+0,30%"  3,25+0,15%"" 1,12+0,08°fonik 0,82+0,08 "
Padina gymnospora 8,80+1,30% 4,17+0,59% 1,91+0,33°¢ 2,72+0,40°
Sargassum cymosum 5,12+1,209"  2,87+0,80°"" 1,260,260 0,99+0,20°""
Sargassum stenophyllum 5,44+0,40"  3,06+0,25°" 1,350,271 %o 1,04+0,10°""
Spatoglossum schroederi 22,79+1,60° 9,41+0,46° 5,70+0,41° 7,68+0,71°

Em relacdo aos diferentes grupos de macroalgas, observou-se que as clorofitas coletadas

em Ubatuba — SP apresentaram maior teor de acidos graxos totais e monoinsaturados do que as
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rodofitas procedentes do mesmo local (figura 30 A e C). As heterocontofitas, coletadas em Fogo
— RN e na Antartica, também apresentaram maior contetdo de acidos graxos totais, saturados,
monoinsaturados e poliinsaturados do que as rodofitas provenientes dos mesmos locais (figura 30
A, B, C e D). Ao comparar os diferentes locais de coleta, observou-se um maior teor de acidos
graxos totais, saturados e poliinsaturados nas macroalgas provenientes de Rio do Fogo — SP. As
rodofitas antarticas também apresentaram mais 4acidos graxos poliinsaturados do que as

brasileiras (figura 30 A, B, C e D).
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Figura 30. Variacdo do contetido de acidos graxos totais (A), saturados (B), monoinsaturados (C) e poli-insaturados
(D) entre os trés filos de macroalgas estudados (rodoéfitas, clordfitas e heterocontdfitas) e entre os locais de coleta
(Ubatuba-SP, Rio do Fogo - RN e Antéartica). Os valores representam a média + o desvio padrao incluindo todas as
espécies de cada filo. Filos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo o teste de
comparacdo maltipla de Student-Newman-Keuls. Letras minudsculas indicam diferencas significativas entre os filos
coletados em Ubatuba — SP; letras mailsculas indicam diferencas significativas entre os filos coletados em Rio do
Fogo — RN; letras mindsculas em italico indicam diferencas significativas entre os filos coletados na Antéartica; *
indica diferencas significativas entre os locais de coleta, para as roddéfitas; * indica diferencas significativas entre os
locais de coleta, para as heterocontdfitas.
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Para todas as espécies estudadas, o acido hexadecandico (C16:0) foi o &cido graxo
saturado majoritario, seguido do &cido tetradecandico (C14:0). As espécies que apresentaram
maior concentracdo dos acidos hexadecandico e tetradecandico foram, respectivamente,
Spatoglossum schroederi e Caulerpa racemosa e Spatoglossum schroederi e Dictyopteris
deliculata. O &cidos pentadecandico (C15:0), heptadecanoico (C17:0) e octadecandico (C18:0)
ocorreram em baixas concentracGes, sendo que apenas o C18:0 foi quantificado em todas as
especies (figura 31 e tabela 8). Os acidos dodecanoico (C12:0), eicosanoico (C20:0), docosandico

(C22:0) e tetracosandico (C24:0) tiveram baixa representatividade entre os organismos estudados
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Figura 31. Conteudo dos acidos graxos saturados tetradecandico (C14:0), hexadecandico (C16:0) e
octadecandico (C18:0) de representantes de rodoéfitas, heterocontdfitas e clordfitas coletados em Ubatuba-
SP, Rio do Fogo - RN e Antartica. Os valores correspondem a média + 0 desvio padrao (n=3).

1. Acantophora spicifera; 2. Aglaothamnion uruguayense; 3. Asparagopsis taxiformis; 4. Bryocladia
thyrsigera; 5. Bryothamnion seaforthii; 6. Cryptonemia crenulata; 7. Dichotomaria marginata; 8.
Gigartina skottsbergii 9. Gracilaria birdiae; 10. Gracilaria cervicornis; 11. Gracilaria mammillaris; 12.
Hypnea musciformis; 13. Laurencia dendroidea; 14. Palisada flagellifera; 15. Palmaria decipiens; 16.
Plocamium cartilagineum; 17. Solieria filiformis; 18. Caulerpa racemosa; 19. Cladophoropsis
membranacea; 20. Rhizoclonium africanum; 21. Ulva lactuca; 22. Ascoseira mirabilis; 23. Desmarestia
anceps; 24. Dictyopteris deliculata; 25. Dictyota menstrualis; 26. Himantothallus grandifolius; 27.
Lobophora variegata; 28. Padina gymnospora; 29. Sargassum cymosum; 30. Sargassum stenophyllum;
31. Spatoglossum schroederi.
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Tabela 8. Contelido de acidos graxos saturados (mg / g massa seca) de representantes de roddfitas, clorofitas e heterocontdfitas
coletados no litoral brasileiro e antartico. Os valores correspondem a média + o desvio padrdo (n=3). Para cada &cido graxo, espécies
com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo o teste de comparacdo multipla de Student-Newman-Keuls.

Espécies C12:0 C14:0 C15:0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:0  C22:0 C24:0

Acantophora spicifera 0,50+0,08 "  0,07+0,01°®  3,00+0,38°* 0,05™ 0,20+0,03%
Aglaothamnion uruguayense 0,29+0,03"™ 0,06 2,54+0,20°1" 0,05 0,17+0,03%"
Asparagopsis taxiformis 0,07+0,00°  1,01#0,11° 0,06°" 3,55+0,38° 0,05 0,23%0,05%"
Bryocladia thyrsigera 0,400,059 0,05 1,65+0,17m 0,05 0,20%0,04%"
Bryothamnion seaforthii 0,13+0,01" 0,05" 1,67+0,14Km 0,05™ 0,17+0,05%"
Cryptonemia crenulata 0,17+0,02"™ 0,08° 2,360,110 0,13

Dichotomaria marginata 0,12+0,01" 0,05' 2,94+0,45% 0,14+0,03° - 0,15%0,02*  0,31+0,05
Gigartina skottsbergii 0,19+0,10 4™ 0,05' 1,27+0,41™ 0,05° 0,35+0,01°
Gracilaria birdiae 0,23+0,024™ 2,210,239 0,13+0,01"
Gracilaria cervicornis --- 0,19+0,02 " - 1,31£0,17" 0,11' ---
Gracilaria mammillaris 0,38+0,04™K 0,05' 2,390,289 0,05 0,18+0,04%
Hypnea musciformis 0,35+0,04K™ 0,05' 1,27+0,12" 0,14+0,03
Laurencia dendroidea 0,73+0,13° 0,08£0,01°  2,36+0,33°"" 0,14+0,01¢
Palisada flagellifera 0,45+0,05%" 0,05' 1,82+0,16"K™ 0,05™ 0,16+0,03°
Palmaria decipiens 0,89° 1,4740,214" 0,05™ 0,41+0,03°
Plocamium cartilagineum ~ 0,13%0,04*  0,54+0,01°" 0,06 1,69+0,03"m 0,45%0,05° - 0,08+0,01°
Solieria filiformis 0,20+0,01 1™ 0,05' 2,51+0,24°"%" 0,15+0,01°"

Caulerpa racemosa 0,17+0,03"™ 4,15+0,20° 0,16+0,04°" 0,33+0,06°
Cladophoropsis membranacea 0,68+0,05°" 0,05" 2,14+0,10%"k 0,05™ 0,16+0,03°

Rhizoclonium africanum 0,98+0,07° 0,05' 2,770,191 0,05™ 0,15 0,20+0,01°
Ulva lactuca 0,16+0,04'™ 2,22+0,07%" 0,170,04°" 0,12°
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Espécies C12:0 C14:0 C15:0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:0 C22:0 C24:0
Ascoseira mirabilis 1,08+0,10° 0,07°% 2,020,049 0,07+0,01° 0,660,29
Desmarestia anceps 1,01+0,06" 0,05" 1,58+0,18™m 0,05™ 0,38+0,03"

Dictyopteris deliculata 1,81+0,09" 0,11+0,01°  2,56+0,15°" 0,05™ 0,21+0,03%f 0,13°
Dictyota menstrualis 1,36+0,16° 0,11+0,01° 3,26+0,34% 0,25+0,03°" 0,15°
Himantothallus grandifolius 0,71% 0,06% 1,47+0,104™ 0,05™ 0,43+0,04"
Lobophora variegata 0,91+0,05" 0,06% 2,020,099 0,05° 0,14+0,03 0,10°
Padina gymnospora 0,67+0,04°" 0,07* 3,23+0,14“ 0,05° 0,23+0,04%
Sargassum cymosum 0,61+0,10°®  0,06+0,01%"  2,49+0,35°"" 0,05™ 0,13+0,03°
Sargassum stenophyllum 0,56:+0,06°"" 0,06%" 2,26+0,18" 0,05™ 0,15+0,03°
Spatoglossum schroederi 2,70+0,12° 0,13+0,01° 5,73+0,34° 0,06° 0,33+0,03"®  0,22+0,01* 0,10 017"

Observacéo: Os cromatogramas do perfil de acidos graxos metilados de cada espécie estdo no apéndice I.
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Em relacdo aos acidos graxos monoinsaturados, para a maioria das espécies estudadas, o
acido graxo octadecenoico (C18:1A9) foi o &cido majoritario, seguido do acido hexadecendico
(C16:1A9). Entretanto, para as espécies Solieria filiformis e Dictyota menstrualis, o acido
C16:1A9 foi o &cido graxo monoinsaturado mais abundante, e para a espécie Ulva lactuca foi o
acido ocatadecenotico (C18:1A11) (figura 32, tabela 9). Os acidos C16:1A7 e C18:1A11 néo
ocorreram em todos os organismos estudados, embora tenham tido uma boa representatividade,
sendo que 0 mesmo nado ocorreu com os acidos C20:1A11, C22:1A13 e C14:1A15 (tabela 9).

As espécies que apresentaram maior concentracdo do acido C18:1A9 foram Spatoglossum
schroederi e Dictyota menstrualis, sendo que esta Ultima também apresentou o maior conteudo
de C16:1A9. As clorofitas foram as algas que apresentaram 0s maiores valores do &cido

C18:1A11 (tabela 9).

N C16:1A9
= C18:1A9 ==
51 C—ci1s1a11

Concentracao
(mg/ g massa seca)

8 9 101112 131415 1617 181920 212223 2425 26 27 2829 30 31
Espécies

Figura 32. Contelido dos &cidos graxos monoinsaturados hexadecendico (C16:1A9) e octadecendico (C18:1A9 e
C18:1A11) de representantes de roddfitas, heterocontofitas e clordfitas coletados em Ubatuba-SP, Rio do Fogo - RN
e Antartica. Os valores correspondem a média + o desvio padréo (n=3).

1. Acantophora spicifera; 2. Aglaothamnion uruguayense; 3. Asparagopsis taxiformis; 4. Bryocladia thyrsigera; 5.
Bryothamnion seaforthii; 6. Cryptonemia crenulata; 7. Dichotomaria marginata; 8. Gigartina skottsbergii 9.
Gracilaria birdiae; 10. Gracilaria cervicornis; 11. Gracilaria mammillaris; 12. Hypnea musciformis; 13. Laurencia
dendroidea; 14. Palisada flagellifera; 15. Palmaria decipiens; 16. Plocamium cartilagineum; 17. Solieria filiformis;
18. Caulerpa racemosa; 19. Cladophoropsis membranacea; 20. Rhizoclonium africanum; 21. Ulva lactuca; 22.
Ascoseira mirabilis; 23. Desmarestia anceps; 24. Dictyopteris deliculata; 25. Dictyota menstrualis; 26.
Himantothallus grandifolius; 27. Lobophora variegata; 28. Padina gymnospora; 29. Sargassum cymosum; 30.
Sargassum stenophyllum; 31. Spatoglossum schroederi.
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Tabela 9. Contetido de &cidos graxos monoinsaturados (mg / g massa seca) de representantes de rodofitas, clorofitas e heterocontofitas
coletados no litoral brasileiro e antartico. Os valores correspondem a média + o desvio padrdo (n=3). Para cada &cido graxo, espécies
com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo o teste de comparacdo multipla de Student-Newman-Keuls.

Espécies C16:1A7  C16:1A9  C18:1A9* C18:1A9+ C18:1A11 C20:1A11 C22:1A13 C24:1A15
Acantophora spicifera 0,04+0,02" 0,10+0,01° 0,61+0,10"" 0,17+0,01%
Aglaothamnion uruguayense ~ 0,07+0,01%" 0,20+0,02° 0,41+0,04¢" 0,36+0,03°
Asparagopsis taxiformis 0,13+0,02° 0,28+0,03° 0,56+0,06™"! 0,29+0,03“
Bryocladia thyrsigera 0,24+0,03°  0,32+0,04" 0,03°
Bryothamnion seaforthii 0,01" 0,14+0,01°  0,18+0,01 0,08+0,01°
Cryptonemia crenulata 0,02" 0,13+0,01°  0,28+0,02" 0,10+0,01°

Dichotomaria marginata 0,04+0,01™" 0,10+0,01° 0,37+0,07™ 0,10+0,01° 0,10+0,01°
Gigartina skottsbergii 0,06° 0,22" 0,23+0,01°%
Gracilaria birdiae 0,06° 0,27+0,03" 0,13+0,02%
Gracilaria cervicornis 0,06° 0,19+0,02! 0,02
Gracilaria mammillaris 0,01" 0,06° 0,37+0,04" 0,06+0,02°"
Hypnea musciformis 0,02+0,01" 0,08+0,01° 0,21+0,02" 0,05+0,01°
Laurencia dendroidea 0,03+0,02""  0,16+0,03° 0,50+0,08%" 0,06+0,02"
Palisada flagellifera 0,01" 0,09+0,01°  0,34+0,03" 0,08+0,01° 0,08

Palmaria decipiens 0,31+0,08° 0,41+0,07%" 0,10+0,02°" 0,11+0,02% 0,20+0,04°
Plocamium cartilagineum 0,19° 0,16+0,01/ 0,08
Solieria filiformis 0,03%" 0,85+0,08° 0,15 0,07
Caulerpa racemosa 0,11 0,29+0,08° 0,41+0,07°" 0,94+0,37°
Cladophoropsis membranacea  0,05+0,01°" 0,11° 0,48+0,039" 0,81+0,05%

Rhizoclonium africanum 0,10+0,01°®  0,22+0,01° 0,78+0,04°" 0,91+0,07* 0,13+0,01° 12°

Ulva lactuca 0,67+0,37¢ 0,15 0,76+0,06"
Ascoseira mirabilis --- 0,07+0,01°  1,70+0,54° - - - - ---
Desmarestia anceps 0,14+0,02°  1,02+0,04% 0,01
Dictyopteris deliculata 0,14+0,01° 0,16+0,01° 1,59+0,09° 0,12+0,03%
Dictyota menstrualis 0,19+0,03° 2,1740,23*  1,96%0,20° 0,11 0,25+0,03°
Himantothallus grandifolius 0,06°™" 0,24+0,03°  0,89:+0,04%
Lobophora variegata 0,08° 1,04+0,07%
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Espécies
Padina gymnospora
Sargassum cymosum
Sargassum stenophyllum
Spatoglossum schroederi

C16:1A7

0,11+0,02%
0,20+0,05"
0,0820,02%
0,36+0,02°

C16:1A9

0,55+0,08°
0,25+0,07¢
0,26+0,02¢
1,34+0,11°

C18:1A9*

1,19+0,22¢
0,7620,13%"
0,680,06""
3,93+0,28°

C18:1A9+

C18:1A11

0,07+0,01°"
0,05

0,0620,01°"
0,08+0,01°

C20:1 A1l
0,10+0,01°
0,13+0,01°

C22:1A13

0,07+0,01

C24:1A15

Observagao: Os cromatogramas do perfil de &cidos graxos metilados de cada espécie estdo no apéndice I.
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Houve grande variacdo na qualidade e quantidade dos acidos graxos poliinsaturados entre
as diferentes espécies estudadas. O unico acido graxo poliinsaturado presente em todas as
espeécies foi o acido octadecadiendico (C18:2 A 9,12), sendo que a sua concentracdo foi maior em
Rhizoclonium africanum. A maioria das espécies apresentou como &cido graxo poliinsaturado
majoritario ou o &cido eicosatetraenodico (C20:4 A5,8,11,14) ou o &cido eicosapentaendico
(C20:5 A5,8,11,14,17). Os acidos C18:2 A 9,12 e C18:3 A 9,12,15 foram majoritarios para as
espeécies Rhizoclonium africanum e Caulerpa racemosa, respectivamente. A concentracao do acido
C20:4 A5,8,11,14 foi maior em Spatoglossum schroederi enquanto a do acido C20:5 A5,8,11,14,
17 foi maior nas espécies Laurencia dendroidea, Palmaria decipiens, Solieria filiformis e
Desmarestia anceps (figura 33 A, tabelas 10 e 11).

Os acidos C16:2 A7,10, C20:2 A8,11, C22:5 A7,10,13,16,19 e C22:6 A4,7,10,13,16,19
foram encontrados apenas nas espécies Caulerpa racemosa, Dictyota menstrualis,
Himantothallus grandifolius e Bryocladia thyrsigera, respectivamente. Os acidos C16:2 A9,12,
C18:2 A6,9, C20:2 Al11,14, C20:3 A5,8,11, C20:3 A8,11,14 ¢ C22:4 A7,10,13,16 também foram
pouco representativos (tabelas 10 e 11).

Spatoglossum schroederi, Desmarestia anceps e Palmaria decipiens foram as espécies
que apresentaram maior concentragdo de ®-3, enquanto as espécies Spatoglossum schroederi,
Rhizoclonium africanum, Desmarestia anceps, Dictyota menstrualis, Himantothallus grandifolius
e Padina gymnospora apresentaram maior concentragdo de ®-6. A maior razdo de ®-6/ ®-3
ocorreu em Dictyopteris deliculata, Lobophora variegata e Sargassum cymosum, sendo que 0s
menores valores ocorreram em Aglaothamnion sp., Dichotomaria marginata, Palmaria

decipiens, Plocamium cartilagineum e Ulva lactuca (figura 33 B, tabela 11).
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Figura 33. Conteldo dos &cidos graxos poliinsaturados octadecadiendico (C18:2A9,12),
octadecatriendico (C18:3A9,12,15), eicosatetraendico (C20:4 A5,8,11,14) e eicosapentaendico
(C20:5 A5,8,11,14, 17) (A) e -3 e »-6 (B) de representantes de rododfitas, heterocontéfitas e
clordfitas coletados em Ubatuba-SP, Rio do Fogo - RN e Antéartica. Os valores correspondem a
média £ o desvio padrdo (n=3).

1. Acantophora spicifera; 2. Aglaothamnion uruguayense; 3. Asparagopsis taxiformis; 4. Bryocladia thyrsigera; 5.
Bryothamnion seaforthii; 6. Cryptonemia crenulata; 7. Dichotomaria marginata; 8. Gigartina skottsbergii 9.
Gracilaria birdiae; 10. Gracilaria cervicornis; 11. Gracilaria mammillaris; 12. Hypnea musciformis; 13. Laurencia
dendroidea; 14. Palisada flagellifera; 15. Palmaria decipiens; 16. Plocamium cartilagineum; 17. Solieria filiformis;
18. Caulerpa racemosa; 19. Cladophoropsis membranacea; 20. Rhizoclonium africanum; 21. Ulva lactuca; 22.
Ascoseira mirabilis; 23. Desmarestia anceps; 24. Dictyopteris deliculata; 25. Dictyota menstrualis; 26.
Himantothallus grandifolius; 27. Lobophora variegata; 28. Padina gymnospora; 29. Sargassum cymosum; 30.
Sargassum stenophyllum; 31. Spatoglossum schroederi.
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Tabela 10. Contetido dos acidos graxos poliinsaturados (de C16:2 A7,10 até C20:3 A5,8,11) (mg / g massa seca) de representantes de
roddfitas, clorofitas e heterocontéfitas coletados no litoral brasileiro e antartico. Os valores correspondem a meédia + o desvio padrdo
(n=3). Para cada acido graxo, espécies com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo o teste de comparacao

maltipla de Student-Newman-Keuls.

Esoc C16:2 C16:2 C18:2 C18:2 C18:3 C18:3 C20:2 C20:2 C20:3

SPecies A7,10 A9,12 A6,9 A 9,12 A6,9,12 A9,12,15 A8,11 Al11,14 A5,8,11
Acantophora spicifera 0,11+0,02" 0,09+0,01°
Aglaothamnion uruguayense --- --- 0,08+0,01" --- 0,07 --- - —
Asparagopsis taxiformis 0,05+0,01° 0,08+0,01" 0,06°
Bryocladia thyrsigera 0,10+0,01" 0,10+0,01°
Bryothamnion seaforthii 0,17+0,01%" 0,07
Cryptonemia crenulata 0,07"
Dichotomaria marginata 0,07+0,01"
Gigartina skottsbergii 0,09+0,03" 0,08° 0,08
Gracilaria birdiae 0,07"
Gracilaria cervicornis 0,06"
Gracilaria mammillaris 0,07"
Hypnea musciformis 0,07"
Laurencia dendroidea 0,12+0,02%"
Palisada flagellifera 0,09+0,01"
Palmaria decipiens 0,11+0,02" 0,06¢
Plocamium cartilagineum 0,10" 0,08¢
Solieria filiformis 0,02° 0,08" 0,07
Caulerpa racemosa 0,22+0,01 0,81+0,15° 1,21+0,36°
Cladophoropsis membranacea - - - 0,47+0,03  0,16+0,01° —- - - .
Rhizoclonium africanum --- --- 1,35+0,07° --- --- --- 0,08° -
Ulva lactuca 0,22+0,03%"" 0,35+0,05>
Ascoseira mirabilis 0,25+0,09°" 0,06° 0,20+0,09°
Desmarestia anceps 0,44° 0,09+0,02° 0,58+0,08"
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Espécies

C18:2
A 9,12

C18:3
A6,9,12

C18:3
A9,12,15

C20:3
AS5,8,11

Dictyopteris deliculata
Dictyota menstrualis
Himantothallus grandifolius
Lobophora variegata
Padina gymnospora
Sargassum cymosum
Sargassum stenophyllum
Spatoglossum schroederi

0,19+0,01°"
0,30+0,03°f
0,31+0,04¢
0,15+0,029"
0,79+0,12°
0,19+0,06°""
0,20+0,02°1"
1,23+0,10°

0,33+0,03°
0,11+0,02°
0,28+0,04°

0,45+0,04°

0,10¢
0,38+0,04™

0,58+0,08"
0,15+0,04°
0,16+0,02*
1,19+0,12°

1,00+0,12°

0,06+0,01°

Observagdo: Os cromatogramas do perfil de acidos graxos metilados de cada espécie estdo no apéndice |I.
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Tabela 11. Contetdo dos acidos graxos poliinsaturados (de C10:3 A8,11,14 até a razdo -6/ ®-3) (Mg / g massa seca) de
representantes de roddfitas, clordfitas e heterocontdfitas coletados no litoral brasileiro e antértico. Os valores correspondem a média =
0 desvio padrdo (n=3). Para cada acido graxo, espécies com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo o teste
de comparacdo multipla de Student-Newman-Keuls.

Espécies C20:3 C20:4 C20:5 C22:4 C22:5 C22:6 0.3 06 06/ 03
A8,11,14  A5,8,11,14 A5,8,11,14,17 A7,10,13,16 A7,10,13,16,19 A4,7,10,13,16,19
A. spicifera 0,07+0,01° 0,530,090  0,99+0,16™ 1,05+0,20°%"  0,71+0,12°  0,68+0,02°"

A. uruguayense 0,14+0,01"  0,33+0,03% 0,40+0,03"  0,22+0,02*  0,54+0,029"
A. taxiformis 0,07° 0,16+0,02"  0,39+0,05° 0,39+0,05"  0,33+0,08 0,83+0,12°™
B. thyrsigera 0,54+0,07°®  0,13+0,01° 0,09+0,01 0,32+0,02"  0,64+0,08% 1,97+0,18°

B. seaforthii 0,30+0,015"  0,47+0,02°% 0,54+0,03""  0,47+0,03“ 0,87 ©fon
C. crenulata 0,22+0,02" 0,28+0,02%
D. marginata 0,16+0,03¢ 0,16+0,03'  0,07+0,01¢  0,41+0,04"

G. skottsbergii 0,57+0,25*"  0,90+0,38" 0,90+0,31°""  0,81+0,22°  0,94+0,08°

G. birdiae 0,07° 0,57+0,06% 0,71+0,06™
G. cervicornis - 0,15+0,02" --- --- 0,19+0,05%

G. mammillaris ~ 0,07+0,01°  0,57+0,07%" 0,71+0,08%

H. musciformis 0,08' 0,20+0,02" 0,20£0,02"  0,14+0,01° 0,70+0,05°""
L. dendroidea 0,60+0,11%  1,2240,25% 1,22+0,25%  0,72+0,13  0,59+0,02™"
P. flagellifera 0,61+0,07"  0,63+0,06" 0,83+0,03°"  0,70+0,08%  0,94+0,02°

P. decipiens 0,07+0,01' 1,39+0,20° 1,46+0,17"  0,18+0,02 0,12'
P. cartilagineum 0,50+0,07°  1,03+0,12" 1,11+0,10°®  0,60+0,06% 0,53%"
S. filiformis 0,07+0,01° 0,48+0,07°""  1,09+0,17® 1,09+0,17°®"  0,70+0,08 0,64+0,03°""
C. racemosa 0,16+0,03"  0,34+0,07°™ 1,30+0,51®  1,06+0,28° 0,860,12°™"
C. membranacea 0,370,025 0,99+0,05™
R. africanum 0,21+0,01%" 0,09+0,01° 1,73+0,09°
U. lactuca 0,08+0,01¢ 0,43+0,05%"™  0,22+0,03% 0,519
A. mirabilis 0,54+0,20°®  0,40+0,14°" 0,60+0,19°%""  0,86+0,23*  1,46+0,07°
D. anceps 1,2240,17°  1,18+0,27% 1,7620,32°  1,89+0,38° 1,07+0,04°
D. deliculata 0,11° 0,37+0,02°5™" 0,149 0,23+0,01"  0,67+0,03° 2,91+0,06°
D. menstrualis 1,06+0,10°  0,57+0,06°  0,25+0,04° 0,95+0,08°%%  193+0,17° 2,04+0,01°
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Espécies C20:3 C20:4 C20:5 A5,8,11,14,17 C22:5 C22:6 0.3 06 06/ 03
A8,11,14  A5,8,11,14 C22:4 A7,10,13,16 A7,10,13,16,19 A4,7,10,13,16,19

H. grandifolius 1,1620,20°  0,70+0,10°®  0,23+0,05° 0,31+0,08 1,01+0,14%*"  1,71+0,24° 1,70+0,01“
L. variegata 0,28+0,03%"  0,21+0,04" 0,21+0,04"  0,54+0,07* 2,57+0,13%
P. gymnospora 0,86+0,15°  0,19+0,02" 0,77+0,10%M" 193+0,30°  2,51+0,10°
S. cymosum 0,07° 0,47+0,08%"  0,14+0,02¢ 0,28+0,07"  0,71+0,13% 2,62+0,34 %
S. stenophyllum  0,07+0,01°  0,43+0,04°"  0,17+0,02" 0,33+0,03"  0,68+0,05*  2,05+0,07 ¢
S.schroederi ~ 0,50+0,04*  3,03+0,29°  0,98+0,10™ 2,1740,22%  3,53+1,22%  1,66+0,59

Observagdo: Os cromatogramas do perfil de acidos graxos metilados de cada espécie estdo no apéndice |I.
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4.2 Taxa de crescimento e desempenho fotossintetizante de Dictyota menstrualis (Hoyt)
Schnetter, Horning & Weber-Peukert cultivada em laboratorio

Com os resultados obtidos no item 4.1, foi possivel selecionar a espécie com as melhores
caracteristicas para a producdo de biodiesel. A espécie escolhida foi D. menstrualis, pois ela
apresentou alto desempenho fotossintetizante e elevado contetido de lipideos, acidos graxos totais
e monoinsaturados.

Apds a escolha da espécie, foi feito o estabelecimento do seu cultivo em laboratério,
avaliando-se a TC e a taxa de fotossintese. Além disso, foi também avaliada a presenca e
auséncia de VSES/2 na 4gua do mar.

A espécie apresentou alta TC e alta taxa de fotossintese quando cultivada em laboratério.
A presenca de VSES/2 na agua do mar teve efeitos positivos tanto sobre a TC como sobre a
ETRmax e Ik. Ndo houve diferenca significativa na eficiéncia fotossintetizante (figura34 AeBe

tabela 12).
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Figura 34. Taxas de crescimento (A) e curvas de fotossintese-irradiancia baseadas na
fluorescéncia da clorofila a (B) de Dictyota menstrualis cultivada em laboratério em agua do mar
com e sem a adicdo da solucéo de enriquecimento de von Stosch, a 50% (VSES/2). Os valores
correspondem a média + o desvio padrdo (n=3). Tratamentos com letras distintas sdo
significativamente diferentes entre si, segundo o teste de comparacdo mdltipla de Student-
Newman-Keuls.

Tabela 12. Taxa de crescimento (% d™) e pardmetros fotossintetizantes (fotossintese maxima —
ETRmax, eficiéncia fotossintetizante — alfa e parametro de saturagdo — Ik) de Dictyota
menstrualis cultivada em laboratério em agua do mar com e sem a adicdo da solucdo de
enriquecimento de von Stosch, a 50% (VSES/2). Os valores correspondem a média + o desvio
padréo (n=3). Tratamentos com letras distintas s&o significativamente diferentes entre si, segundo
o teste de comparacdo mdaltipla de Student-Newman-Keuls.

Tratamento TC ETRmax Alfa 1k
VSES/2 11,1+06  176+1,2° 0,5+0,0 35,7 +2,4°
Sem VSES 6,9+ 0,6 10,2 +0,8" 0,5+0,1 21,8+0,9°
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4.3. Efeitos do aumento do CO, em condic¢des de saturacgao e limitacédo de nitrogénio sobre o
metabolismo e a composicdo bioquimica de Dictyota menstrualis cultivada em biorreatores e
sobre a captacédo do CO, por D. menstrualis cultivada em laboratério

Foram realizados experimentos para verificar os efeitos do aumento da concentracdo de
CO, em condigdes de saturacao e limitacdo de nitrogénio no desenvolvimento de D. menstrualis,
avaliando-se a influéncia desses fatores sobre a TC, fotossintese, NR (enzima responsavel pela
assimilacdo do NOj3), AC (enzima responsavel pela conversdo do HCO3; a CO;), Rubisco
(enzima responsavel pela assimilacdo do CO,) e composicdo bioquimica de D. menstrualis
cultivada em biorreatores.

A TC de D. menstrualis variou entre os diferentes tratamentos, sendo maior nos
tratamentos com adicdo de NOjs". Entre os tratamentos com adicdo de NOgs', a maior TC ocorreu

guando houve aeracdo, independente da adicdo de CO; (figura 35).
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Figura 35. Taxa de crescimento de Dictyota menstrualis cultivada em biorreatores com e sem

adicdo de nitrato e CO, a agua do mar. Valores correspondem a média + o desvio padrdo (n=3).

Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo o teste de

comparacdo maltipla de Student-Newman-Keuls.
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Em relacdo aos parametros fotossintetizantes, houve grande variacdo nos resultados de
ETRmax e Ik entre os diferentes tratamentos testados, sendo que os maiores valores ocorreram
quando D. mestrualis foi cultivada em agua do mar contendo adi¢cdo de CO, e de NOjs™ (figura 36
e tabela 13). J& o RQE foi maior nos especimes cultivados em todos os tratamentos contendo

NOs e o alfa foi maior nos tratamentos com adicdo de NO3", mas sem adi¢cdo de CO, (tabela 13).
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Figura 36. Curvas de fotossintese-irradiancia baseadas na fluorescéncia da clorofila a de
Dictyota menstrualis cultivada em biorreatores com e sem adi¢do de nitrato e CO, a 4gua do mar.
Valores correspondem a média + o desvio padréo (n=3).

Tabela 13. Parametros fotossintetizantes (rendimento quéntico efetivo — RQE, fotossintese maxima —
ETRmax, eficiéncia fotossintetizante — alfa e pardmetro de saturagdo — Ik) de Dictyota menstrualis
cultivada em biorreatores com e sem adi¢do de NO;™ e CO, a 4gua do mar. Valores correspondem a média
+ 0 desvio padrdo (n=3). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si,
segundo o teste de comparacéo multipla de Student-Newman-Keuls.

Tratamentos RQE ETRmax Alfa Ik
+N 0,759 +0,0*° 331+1,8" 0,5 + 0,0° 70,8+0,9°
-N 0,621+0,0° 28,0+3,3° 0,4+0,0° 748 +6,4°
Ar+N 0,781+0,0° 20,8+0,7° 0,5+ 0,0° 433+ 1,5°
Ar-N 0,603+0,0° 11,1+16° 0,4+0,0° 31,7+5,1°
CO,+N 0,747 £0,0° 589+31° 0,4+0,0° 160,8 + 21,7°
CO,-N 0,668 +0,0° 184 +3,3¢ 0,3+0,0° 55,9 + 9,2
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As curvas de inducdo luz/escuro (Kautsky) e recuperacdo para 0 RQP revelaram
caracteristicas semelhantes entre os organismos cultivados nos diferentes tratamentos, sendo que
0s maiores valores de RQP ocorreram nas algas cultivadas com adi¢do de NO3™ (figura 37). Os
valores iniciais e finais do RQP evidenciam uma alta capacidade de recuperacédo, exceto para 0s
especimes cultivados em meio aerado sem adicdo de CO, e NOj3, que apresentaram uma

recuperacdo de aproximadamente 71% (figura 37 e tabela 14).
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Figura 37. Curvas de inducdo escuro/luz e periodo de recuperacdo do rendimento quéntico das
algas aclimatadas ao escuro de Dictyota menstrualis cultivada em biorreatores com e sem adi¢éo
de nitrato e CO, a 4gua do mar. Valores correspondem a média * o desvio padrdo (n=3).

lMomento em que a luz actinica foi ligada — 696 pmol de fétons.m?.s™.

lMomento em que a luz actinica foi desligada.
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Tabela 14. Rendimento quéntico potencial (RQP) inicial e final e % de recuperagdo do RQP
obtidos com a curva de inducgéo escuro/luz e recuperacdo de Dictyota menstrualis cultivada em
biorreatores com e sem adi¢do de NO3 e CO, a agua do mar. Valores correspondem a média = 0
desvio padrdo (n=3). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si,
segundo o teste de comparagdo multipla de Student-Newman-Keuls.

Tratamentos RQP inicial RQP final % de y
recuperacao

+N 0,727 +0,0*° 0,664+0,0° 91,3+1.2°

-N 0477+0,0° 0412+0,0" 835+15

Ar+N 0,768 +0,0° 0,724+0,0° 944+32°

Ar-N 0,596 +0,0° 0,420+0,0° 71,1+85"

CO»+N 0,734+0,0° 0,674+0,0° 91,9+3,0°

CO,-N 0,623+0,0° 0,5582+0,0° 934+2,8°
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D. menstrualis cultivada no tratamento com adicdo de CO, e NO3" teve a maior ETR,

sendo que esta teve um aumento gradativo e, a partir de aproximadamente 1 minuto de

iluminacdo, seus valores se tornaram constantes. Este aumento gradativo nos valores de ETR

também foi observado para a alga cultivada sem aeragdo e com NOz. O mesmo ndo foi

observado para 0s demais tratamentos, uma vez que ndo houve diferenca significativa nos valores

de ETR de D. menstrualis entre os primeiros e ultimos periodos de iluminacéo (figura 38).
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Figura 38. Taxa de transporte de elétrons (ETR) apresentada por Dictyota menstrualis cultivada
em biorreatores com e sem adicdo de NO3; e CO, a agua do mar durante as curvas de indugédo
escuro/luz e periodo de recuperacdo do rendimento quéntico das algas previamente aclimatadas
ao escuro. Valores correspondem a média + o desvio padrao (n=3).

lMomento em que a luz actinica foi ligada — 696 pmol de fétons.m?.s™.

lMomento em que a luz actinica foi desligada.
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Em todos os tratamentos testados, houve um aumento no NPQ com o aumento do tempo
de exposicdo a luz. Os espécimes cultivados em meio aerado, sem adicdo de CO;, e NOg,
apresentaram os maiores valores de NPQ. Com o término do periodo de exposi¢do a luz, houve
uma tendéncia ao decréscimo dos valores de NPQ, exceto para 0s organismos cultivados nos

tratamentos sem adicdo de CO, e NOg3™ (figura 39).
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Figura 39. Dissipacdo nao-fotoquimica (NPQ) apresentada por Dictyota menstrualis cultivada
em biorreatores com e sem adi¢cdo de NO3; e CO; a agua do mar durante as curvas de indugéo
escuro/luz e periodo de recuperacdo do rendimento quantico das algas previamente aclimatadas
ao escuro. Valores correspondem a média + o desvio padrao (n=3).

lMomento em que a luz actinica foi ligada — 696 pmol de fétons.m?.s™.

lMomento em que a luz actinica foi desligada.
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Em relacdo as atividades enzimaticas, tanto para a NR quanto para a Rubisco, os maiores
valores de atividade ocorreram no tratamento com adicdo de NOs e CO,. Nao foi possivel
detectar a atividade enzimatica da NR e Rubisco das amostras de D. menstrualis cultivadas em
meio sem adicdo de NO3z™ pelos métodos utilizados (figura 40 A e B).

A atividade da AC foi mensurada apenas para as amostras dos tratamentos +N, -N, Ar+N
e CO,+N. Como os tratamentos Ar-N e CO,-N correspondem aos meios sem adi¢cdo NOs', havia
menos biomassa congelada do que os outros tratamentos para as analises bioguimicas e, dessa
forma, ndo houve biomassa disponivel para esse ensaio. Houve pouca variacdo na atividade da
AC entre os tratamentos estudados, sendo que a atividade enzimaética foi maior nos espécimes

cultivados em meio com adicdo de NO3™ (figura 40 C).
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Figura 40. Atividade das enzimas NR (A), Rubisco (B) e AC (C) de D. menstrualis cultivada em
biorreatores com e sem adi¢do de NO3 e CO, a 4gua do mar. Valores correspondem a média + o
desvio padréo (n=3).
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Houve variacdo no contetdo de clorofila a entre os diferentes tratamentos testados, sendo
que a concentracao foi maior nos meios contendo NO3™ e no meio contendo adicdo de CO, sem
NOjs (figura 41 A). O contetdo de lipideos totais foi maior nos tratamentos contendo adicdo de
CO,, com e sem adicdo de NOj, e no tratamento sem aeracdo, mais NOjs (figura 41 B). JA 0
conteddo de carboidratos solUveis totais foi maior no tratamento com adicdo de CO, e nitrato,
enguanto o contetdo de proteinas soluveis totais foi maior em todos os tratamentos com adicéo
de NOj (figura41 C e D).
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Figura 41. Conteudo de clorofila a (A), lipideos totais (B), carboidratos soltveis totais (C) e
proteinas soluveis totais (D) de Dictyota menstrualis cultivada em biorreatores com e sem adigéo
de NO3 e CO; a 4gua do mar. Valores correspondem a média + o desvio padrdo (n=3).
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De modo geral, quando D. menstrualis foi cultivada com adicdo de NO3™ e CO,, obteve-se
0s maiores valores de lipideos, proteinas e carboidratos. Entretanto, quando foi cultivada no
tratamento com adi¢cdo CO,, mas sem NOs, os valores de lipideos continuaram altos, mas o

conteddo de proteinas e carboidratos foi menor (figura 42).
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Figura 42. Diagrama de dispersdo com valores de lipideos totais e carboidratos soluveis totais
(A), lipideos totais e proteinas sollveis totais (B) e proteinas solUveis totais e carboidratos
soluveis totais (C) de Dictyota menstrualis cultivada em biorreatores com e sem adigdo de nitrato
e CO; a agua do mar. Valores correspondem a média (n=3). Tratamentos: 1. +N; 2. -N; 3. Ar+N;
4. Ar-N; 5. CO,+N:; 6. CO5-N.
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O contetido de manitol também foi quantificado, apenas nos tratamentos com NO3™ e com
aeracdo (com e sem CO,), pois ja& ndo havia muita biomassa disponivel e havia o interesse em
saber se 0 aumento do CO, influenciaria na concentragdo desse composto, uma vez que
influenciou no conteddo de carboidratos solUveis totais. Houve diferenca significativa na
concentracdo de manitol no tratamento com (30,0 * 1,8 mg/ g massa seca) e sem adicdo de CO,
(18,4 + 3,0 mg/ g massa seca).

O conteldo de N total do tecido algaceo variou entre os diferentes tratamentos, sendo maior
no meio sem aeracao com adicdo de NO3z™ e menor nos meios sem NO3z™ e com aeracgdo (figura 43
A). O conteudo de C total também variou, embora essa variacao tenha sido menor. Os maiores
valores de C no tecido algaceo ocorreram quando os espécimes foram cultivados em meio sem
NOjs’, com ou sem adi¢do de CO; (figura 43 B). Houve grande variacdo na relacédo entre C e N,
também sendo maior nos tratamentos sem adi¢do de NO3", com ou sem adicdo de CO; (figura 43

Q).
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Figura 43. Conteudo de N (A) e C (B) e razdo C:N (C) no talo de Dictyota menstrualis cultivada
em biorreatores com e sem adi¢do de NO3™ e CO, a 4gua do mar. Valores correspondem a média
* 0 desvio padrdo (n=3).

O contetdo de acidos graxos totais variou entre os diferentes tratamentos testados, sendo

maior em todos os tratamentos contendo NOj (cerca de 40%). A presenca de NO3 também



123

estimulou a sintese de acidos graxos poliinsaturados em aproximadamente duas vezes. Por outro
lado, ndo houve diferenca significativa na concentracdo de acidos graxos saturados entre 0s
diferentes tratamentos. Em relacdo aos acidos graxos monoinsaturados, a menor concentracéo
ocorreu quando D. menstrualis foi cultivada sem aeracdo e sem NOj, sendo que nao houve diferenca

significativa entre os demais tratamentos (figura 44 e tabela 15).
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Figura 44. Contetdo de &cidos graxos totais, saturados, monoinsaturados e poliinsaturados de D.
menstrualis cultivada em biorreatores com e sem adicdo de NO3 e CO, a agua do mar. Valores
correspondem a média + o desvio padréo (n=3).

Tabela 15. Conteldo de &cidos graxos totais, saturados, monoinsaturados e poliinsaturados de D.
menstrualis cultivada em biorreatores com e sem adi¢do de NO3 e CO; a 4gua do mar. Valores
correspondem a média + o desvio padrdo (n=3). Para cada acido graxo, espécies com letras
distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo o teste de comparacdo multipla de
Student-Newman-Keuls.

Acidos graxos  Acidos graxos  Acidos graxos  Acidos graxos

Tratamentos totais saturados monoinsaturados poliinsaturados
+N 17,43+1,17° 6,07+0,53 3,22+0,25" 8,14+0,40°
-N 11,09+0,93° 5,09+0,34 2,29+0,20° 3,71%0,39"
Ar+N 18,86+1,60° 6,56+0,55 3,52+0,35° 8,78+0,70°
Ar-N 12,95+0,89" 5,92+0,30 2,95+0,19% 4,08+0,40"
CO2+N 16,18+1,44° 6,000,62 2,750,23* 7,43+0,65°
CO2-N 13,70+1,03° 5,8420,44 2,89+0,25%° 4,97+0,51°

Observagdo: Os cromatogramas do perfil de acidos graxos metilados de D. menstrualis cultivada
em biorreatores com e sem adi¢do de NO3z e CO, a agua do mar estdo no apéndice .
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De modo geral, quando D. menstrualis foi cultivada com aeracdo e com NOg3, obteve-se 0s

maiores valores de acidos graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados, como mostra a figura 45.
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Figura 45. Diagrama de dispersdo com valores de acidos graxos saturados e monoinsaturados
(A), poliinsaturados e saturados (B) e poliinsaturados e monoinsaturados (C) de Dictyota
menstrualis cultivada em biorreatores com e sem adicdo de NO3z e CO; a agua do mar. Valores
correspondem a média (n=3). Tratamentos: 1. +N; 2. -N; 3. Ar+N; 4. Ar-N; 5. CO+N; 6. CO,-

N.
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Em relacdo aos acidos graxos saturados, o acido hexadecandico (C16:0) foi o &cido graxo
majoritario em todos os tratamentos estudados. Entretanto, houve uma variacdo em relacdo ao
acido tetradecandico (C14:0) e octadecanoico (C18:0). Enquanto o contetdo de C14:0 foi maior
do que o de C18:0 nos tratamentos com adicdo de NO3 e sem adicdo de CO,, ocorreu o0 contrario
nos tratamentos sem NOj3; e CO,. Essa diferenca ocorreu devido ao C14:0, pois enquanto o
conteddo desse &cido graxo variou entre os diferentes tratamentos, a concentracéo do C18:0 e dos

demais acidos graxos saturados manteve-se constante (figura 46 e tabela 16).
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Figura 46. Conteldo dos acidos graxos saturados tetradecanodico (C14:0), hexadecanoico
(C16:0) e octadecandico (C18:0) de Dictyota menstrualis cultivada em biorreatores com e sem
adicdo de NO3 e CO, & agua do mar. Valores correspondem a meédia * o desvio padrao (n=3).
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Em relacdo aos acidos graxos monoinsaturados, enquanto a concentracdo do &cido
C16:1A9 foi maior nos tratamentos com adicdo de NO3 e sem CO,, a concentracdo do C18:1A9 foi maior
nos tratamentos com aeracgdo, sem CO,, com e sem adicdo de NO3'e no tratamento com adicdo de CO, e

sem NOj3” (figura 47 e tabela 16).

4,5

{1 E C16:1A9

Concentracao
(mg/ g massa seca)

+N -N Ar+N Ar-N CO>»+N  CO»,-N
Tratamentos

Figura 47. Contetdo dos é&cidos graxos monoinsaturados hexadecendico (C16:1A9) e
octadecendico (C18:1A9) de Dictyota menstrualis cultivada em biorreatores com e sem adicdo de
NOj3 e CO, a agua do mar. Valores correspondem a média + o desvio padrdo (n=3).

O é&cido graxo poliinsaturado majoritéario foi o octadecatetraendico (C18:4 A 6, 9,12,15),
seguido do &cido eicosatetraendico (C20:4 A 8, 11, 14 17). O Unico écido graxo poliinsaturado cuja
concentracdo ndo variou entre os tratamentos testados foi o C20:5 A 5, 8, 11, 14 17. Houve grande

variag¢do no contetdo dos demais acidos graxos poliinsaturados, sendo que, de modo geral, a concentragdo

foi maior nos tratamentos contendo adi¢do de NO3 (figura 48 A e tabela 16).
O conteudo de w-3 foi maior do que o de w-6 em todos os tratamentos testados. Houve uma

variacdo na concentracdo desses &cidos graxos, que foi maior nos tratamentos com NOj (figura

48 B e tabela 16).
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C184 A6,9,12,15
C20:4A5,8,11, 14
41 CTJcC20:5A5,8,11, 14, 17

Concentracao
(mg/ g massa seca)
N
1

Concentracao
(mg/ g massa seca)

+N -N Ar+N Ar-N CO»+N CO>-N
Tratamentos

Figura 48. Contetdo dos acidos graxos poliinsaturados octadecatetraenoico (C18:4 A 6, 9, 12,
15), eicosatetraenoico (C20:4 A 5, 8, 11, 14) e eicosapentaenoico (C20:5 A 5, 8, 11, 14, 17) (A) e
contetdo total de -3 e ®-6 (B) de Dictyota menstrualis cultivada em biorreatores com e sem
adicdo de NO3;™ e CO, & 4gua do mar. Valores correspondem a média + o desvio padréo (n=3).
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Tabela 16. Conteudo de &cidos graxos totais, saturados, monoinsaturados e poliinsaturados (mg / g massa seca) de Dictyota
menstrualis cultivada em biorreatores com e sem adi¢do de NO3 e CO, a dgua do mar. Valores correspondem a média + o desvio
padrdo (n=3). Para cada acido graxo, tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si, segundo o teste de

comparacdo maltipla de Student-Newman-Keuls.

+N -N Ar+N Ar-N CO»+N CO,-N

Saturados Cl14 1,3740,09° 0,76+0,08° 1,62+0,18° 0,98+0,08*° 1,25+0,15° 0,97+0,09"
C15 0,15+0,02 0,17+0,00 0,18+0,01 0,19+0,01 0,15+0,01  0,20+0,05

C16 350+0,33 3,20+0,21 3,68+0,40 3,69+0,16 3,35+0,37 3,57+0,22

C18 1,05+0,11 0,96+0,06 1,08+0,08 1,05+0,06 1,24+0,19  1,10+0,09

Monoinsaturados Cl16:1A9 1,51+0,11®°® 0,83+0,07% 1,69+0,14° 0,99+0,08° 1,37+0,13° 1,13+0,12%
C18:1A9 1,05+0,11° 1,46+0,12° 1,83+0,30®® 1,96+0,11% 1,39+0,11° 1,77+0,13%

Poliinsaturados C18:2 A9,12 0,33+0,02° 0,22+0,01° 0,38+0,04> 0,24+0,01° 0,30+0,01° 0,23+0,01°
C18:3A 69,12 0,37+0,012 0,37+0,02°2 0,30+0,01° 0,24+0,02°

C18:3A9,12,15 0,51+0,02* 0,27+0,01° 0,60+0,05° 0,29+0,03° 0,50+0,04* 0,36+0,07°

C18:4 A 6,9,12,15 3,81+0,19%° 1,14+0,16° 4,14+042* 1,13+0,18° 3,42+0,34° 1,79+0,26°

C20:3A5,8, 11 0,80+0,03* 0,46+0,06° 0,70+0,07* 0,43+0,04° 0,56+0,06° 0,49+0,07°

C20:4 A 5,8, 11,14 1,1940,10° 0,71+0,07° 1,25+0,09° 0,79+0,05° 1,12+0,11* 0,89+0,11"

C20:4 A8, 11,14, 17 0,39+0,01®® 0,29+0,15° 0,51+0,07° 0,54+0,06%° 0,41+0,03® 0,40+0,07%
C20:5A5,8,11,14,17  0,73+0,05 0,62+0,04 0,83+0,07 0,65+0,04 0,81+0,10  0,73+0,06

©-3 5,44+0,34* 232+0,32° 6.08+0,88% 2,61+0,36° 5,15+0,61° 3,28+0,46"

-6 1,89+0,15% 0,92+0,09° 2,01+0,23%° 1,03+0,08° 1,72+0,16° 1,20+0,20"

Razio -6/ ©-3 0,35+0,02 0,40+0,01 0,33+0,01 0,40+0,03 0,33+0,03 0,37+0,07
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Para avaliar a captacdo de CO, por D. menstrualis, estes espécimes foram cultivados em
laboratério com agua do mar esterilizada com adicdo de NOs e CO,, e a concentracdo de CO; na
agua do mar foi avaliada no inicio e apds 1 h, 24 h e 1 semana do inicio do experimento. N&o
houve diferenca entre a concentracdo inicial de CO, e a concentracdo apés 1 h, tanto dos frascos
contendo as algas quanto dos controles sem alga. Ap6s 24 h, houve uma diminuicdo na
concentracdo de CO, no meio contendo as algas, sendo que a concentracdo de CO, no controle
sem alga permaneceu igual a concentracdo inicial. Entretanto, apdés 1 semana, houve grande
diminuicdo na concentracdo de CO, tanto dos frascos com alga como dos controles sem alga.
Dessa forma, serdo apresentados os resultados obtidos apos 24 h de cultivo.

N&o houve diferenca significativa na taxa de remocédo de CO, entre 0s tratamentos com e
sem adicdo NO3 (figura 49). A remogdo de CO, nos meios com e sem adi¢cdo de CO, foi alta,

variando de 71,5% (no tratamento sem adicdo de CO, e com NOj3) a 34,8% (tratamentos com

adicdo de COy) (figura 49).
134,8%+59 34,8%+18,9 | Inicial]
0.5 [Final]
L—J[Removida]
0,4
(@]
S
< < 031
g E
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] S 58,5088  715%+11,8
0,04 . Eo A B |
CO,>-N CO,+N Ar-N Ar+N
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Figura 49. Concentracdes iniciais e finais de CO, presentes na agua do mar (mM) e concentracao
de CO, removida e porcentagens de remocdo do CO, apresentadas por Dictyota menstrualis
cultivada em agua do mar com e sem adicdo de nitrato e CO,. Valores correspondem a média + 0
desvio padrdo (n=3).



130

5. DISCUSSAO
5.1. Desempenho fotossintetizante e composicdo bioquimica de macroalgas marinhas
brasileiras e antarticas

Ao comparar o desempenho fotossintetizante apresentado pelos representantes de
rodofitas, heterocontofitas e clorofitas do litoral brasileiro, observou-se que as rodofitas exibiram
os menores valores de ETRmax e Ik. Este resultado pode estar relacionado ao fato de que as
rodofitas possuem a melhor adaptacdo cromatica para fotossintetizar em baixas irradiancias
(Dring, 1981). Resultados semelhantes foram observados por Necchi (2004) que, ao estudar as
caracteristicas fotossintéticas de 33 espécies de macroalgas de ambientes léticos, chegou a
conclusdo de que as roddfitas sdo mais adaptadas a baixas irradiancias e possuem caracteristicas
de plantas de sombra. Entretanto, 0 mesmo nédo foi observado para as algas antarticas, uma vez
que os valores de ETRmax e Ik apresentados pelas rodofitas e heterocontofitas foram muito
parecidos. Além disso, esses valores foram mais baixos do que os apresentados pelos respectivos
grupos brasileiros. Weykam et al. (1996), ao estudarem as caracteristicas fotossintéticas de 36
espécies de macroalgas antarticas, observaram altos valores de alfa e baixos valores de Ik. Os
autores sugerem que esses resultados indicam que esses organismos possuem baixo requerimento
para a luz, um requisito importante para sobreviver nesse ambiente caracterizado por longos
periodos de luz fraca.

As espécies Dictyota menstrualis e Ulva lactuca apresentaram os maiores valores de
ETRmax e Ik. Esses resultados evidenciam a adaptacdo de U. lactuca as regibes com altas
irradiancias e sugerem que tal espécie possui mecanismos que permitem evitar os danos causados
pela luz sobre o aparato fotossintetizante, o que explica a sua ocorréncia na zona do supralitoral.

Embora D. menstrualis seja uma espécie encontrada na zona do mesolitoral e infralitoral (Pereira
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& Soares-Gomes, 2002), os resultados provenientes da curva FI mostram que a saturacdo da taxa
de fotossintese dessa alga € atingida em valores de irradiancia maiores do que as outras espécies
analisadas no presente estudo (exceto Ulva) e que esta espécie ndo apresentou fotoinibicao.
Resultados semelhantes foram observados para as espécies Dictyota bartayresii J.V.Lamouroux,
D. dichotoma (Hudson) J.V.Lamouroux, D. divaricata (J.Agardh) J.Agardh da Ilha Bermuda
ocorrentes em profundidades entre 27-49 m, que apresentaram alta capacidade fotossintetizante e
a saturacdo pela luz nédo foi evidenciada em valores de irradiancia maiores de 300 umol fotons
m 2 s ' (Peckol & Ramus, 1992).

Ao comparar o conteido de Cla entre as diferentes divisdes estudadas observou-se que as
rodofitas apresentaram o menor contetdo de cla. Dentre as heterocontéfitas provenientes de
diferentes locais, as de Rio do Fogo — RN foram as que apresentaram maior conteldo desse
pigmento, devido a elevada concentracdo encontrada nas espécies Spatoglossum schroederi,
Dictyota mentrualis e Padina gymnospora. Weykam & Wiencke (1996) observaram que o
aumento da taxa de fotossintese de Palmaria decipiens resultou da maior concentracdo do
contetido de Cla e ficobilinas. Resultado semelhante foi encontrado no nosso trabalho, uma vez
que as rodofitas apresentaram menor desempenho fotossintetizante do que os outros grupos e D.
menstrualis foi uma das espécies que apresentou 0s maiores valores de ETRmax e IK. Entretanto,
essa relacdo néo foi observada para Ulva lactuca, uma vez que ela apresentou os maiores valores
de ETRmax e IK, mas apresentou valores baixos de Cla. Esta diferenga no contetdo de Cla entre
D. menstrualis e U. lactuca pode estar relacionada ao habitat, uma vez que enquanto D.
menstrualis é encontrada no infra e mesolitoral, U. lactuca € uma alga comumente encontrada na
regido do supralitoral e é conhecido que com o aumento da profundidade h4 um aumento na

concentracédo de Cla e outros pigmentos acessorios (Ramus et al., 1976).
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O contetdo de ficobiliproteinas foi maior nas espécies antarticas, 0 que pode estar
relacionado ao fato de que esses organismos vivem em um ambiente caracterizado por longos
periodos de luz fraca, como ja foi discutido anteriormente. Dentre as rodofitas brasileiras,
destaca-se Aglaothamnion uruguayense, que apresentou os maiores valores de AFC, FC e FE, o
que torna essa espécie interessante, uma vez que estudos demonstram que a FC é uma
importante substancia bioativa que inibe o crescimento de células cancerigenas (Zhang et al.
2001). Além disso, a FE pode ser utilizada como marcador fluorescente em analises por
citometria de fluxo e em ensaios para avaliar o stress oxidativo (MuhL et al., 2011; Cao & Prior,
1998). Entretanto, sdo necessarios mais estudos para avaliar o potencial de A. uruguayense para
tal finalidade.

As rodofitas brasileiras apresentaram maior contetdo de carboidratos sollveis totais e
proteinas solUveis totais do que as heterocontéfitas procedentes do mesmo local. O mesmo foi
observado por McDermid & Stuercke (2003), que, ao estudar a composicdo nutricional de 22
espécies de macroalgas, constataram que Halymenia formosa Harvey ex Kitzing e Porphyra
viethamensis T.Tanaka & Pham-Hoang Ho foram as espécies com maior conteldo protéico.
Entretanto, esses autores verificaram que além das roddfitas, as clordfitas também apresentaram
alto contetdo de carboidratos solUveis totais, diferente dos nossos resultados. A espécie brasileira
com maior conteudo de proteinas foi Aglaothamnion uruguayense, 0 que agrega mais valor a essa
especie. As espécies que apresentaram o maior conteudo de carboidratos foram Bryothamnion
seaforthii, Gracilaria mammillaris e Laurencia dendroidea. Dentre essas trés espécies, destaca-se
B. seaforthii, uma vez que estudos tem demonstrado que fracdes de carboidratos extraidos dessa
espécie apresentam atividade antinociceptiva (Vieira et al., 2004).

O maior contetido de proteinas solUveis totais apresentado pelas heterocontofitas antarticas

estd de acordo com dados da literatura, uma vez que as macroalgas antarticas possuem alto teor
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de N nos tecidos, consequéncia da alta disponibilidade desse nutriente no oceano antartico
(Wiencke & Amsler, 2012), o que nao ocorre no Brasil, uma vez que a costa brasileira é
caracterizada por aguas oligotroficas.

Houve grande variacdo no contetdo de lipideos totais, sendo que as heterocontofitas foram
as macroalgas que apresentaram 0s maiores valores, destacando-se as espécies Dictyota
menstrualis e Spatoglossum schroederi. McDermid & Stuercke (2003) e Gosch et al. (2012)
também encontraram os maiores valores de lipideos totais em espécies do género Dictyota e
Spatoglossum.

As clordfitas coletadas em Ubatuba — SP apresentaram maior teor de acidos graxos totais
e monoinsaturados do que as roddfitas procedentes do mesmo local. Patarra (2008) também
observou 0s maiores teores de &cidos graxos monoinsaturados nas espécies Chaetomorpha
pachynema (Montagne) Kiutzing e Codium elisabethae O.C.Schmidt. As heterocontofitas,
coletadas em Rio do Fogo — RN e na Antartica, também apresentaram maior conteddo de acidos
graxos totais, saturados, monoinsaturados e poliinsaturados do que as roddéfitas provenientes dos
mesmos locais. Resultados semelhantes foram encontrados por Gosch et al. (2012), uma vez que
0s maiores valores de acidos graxos foram encontrados em representantes das algas pardas e
verdes.

Ao comparar os diferentes locais de coleta, observou-se um maior teor de &cidos graxos
totais, saturados e poliinsaturados nas macroalgas provenientes de Rio do Fogo — SP. Esses
resultados sdo consequéncia do elevado conteudo desses &cidos graxos nos representantes da
ordem Dictyotales que foram coletados nesse local, uma vez que as espécies Spatoglossum
schroederi e Dictyota menstrualis foram as que apresentaram maior conteudo de acidos graxos.

A espécie Spatoglossum schroederi destacou-se por apresentar altos valores de acidos

graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados, sendo que os acidos majoritarios foram os
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saturados, seguido dos poliinsaturados. Dictyota menstrualis apresentou valores parecidos de
acidos graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados, sendo que esta espécie foi que a
exibiu a maior proporc¢édo de &cidos graxos monoinsaturados. No trabalho realizado por Gosch et
al. (2012), S. schroederi também foi a espécie com maior teor de acidos graxos, sendo que 0s
acidos graxos saturados e poliinsaturados foram majoritarios, com seus valores sendo muito
préximos. O mesmo foi observado para Dictyota bartayresii e D. dichotoma, o que difere dos
resultados encontrados no presente trabalho, uma vez que D. menstrualis apresentou maior
proporcéo de acidos graxos monoinsaturados do que as outras espécies.

Os &cidos graxos saturados foram majoritarios para todas as especies estudadas, exceto
para Desmarestia anceps e Himantothallus grandifolius, que apresentaram maiores valores de
acidos graxos poliinsaturados. Além disso, as roddfitas antarticas apresentaram mais acidos
graxos poliinsaturados do que as brasileiras. Esses resultados estdo de acordo com os dados da
literatura, uma vez que as algas polares sdo ricas em &cidos graxos poliinsaturados, uma
caracteristica importante para a manutencdo da fluidez e funcionalidade das membranas em
baixas temperaturas (Becker et al., 2010).

Para todas as espécies estudadas, o acido hexadecanodico (C16:0) foi o éacido graxo
saturado majoritario. O mesmo foi observado por Gosch et al. (2012), Gressler et al. (2010),
Gressler et al. (2011) e Guaratini (2008). Entretanto, Patarra (2008) observou que para a especie
Chaetomorpha pachynema o acido saturado majoritario foi o tetradecandico (C14:0).

Para a maioria das espécies estudadas, o acido graxo octadecenoico (C18:1A9) foi o acido
graxo monoinsaturado majoritario. Gressler et al. (2010; 2011) observaram que o C18:1A9 foi o
acido monoinsaturado que ocorreu em maior concentragdo para todas as rodofitas estudadas.
Entretanto, Guaratini (2008) e Patarra (2008) encontraram variacGes, uma vez que as espécies

Hypnea spinella e Chaetomorpha pachynema apresentaram maior concentracdo dos acidos
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hexadecendico (C16:1A9) e pentadecendico (C15:1A10), respectivamente. Dictyota menstrualis e
Solieria filiformis, estudadas no presente trabalho, também apresentaram maior concentracdo do
acido C16:1A9, diferentemente do que foi observado por Gosch et al. (2012), uma vez que as
espeécies do género Dictyota estudadas por eles apresentaram maior teor de C18:1A09.

Em relacdo aos &cidos graxos poliinsaturados, ou o &cido eicosatetraendico (C20:4
A5,8,11,14) ou o 4cido eicosapentaendico (C20:5 A5,8,11,14,17) foram os 4cidos graxos
majoritarios. Essa variacdo também foi encontrada por Gressler (2010), Gosch et al. (2012) e
Guaratini (2008).

Apesar de muitas macroalgas possuirem baixo teor de lipideos, o seu contetdo de acidos
graxos poliinsaturados é alto quando comparado ao das plantas terrestres (Darcy-Vrillon, 1993).
Além disso, esses organismos sintetizam ®-3 e ®-6, nutrientes essenciais para 0s mamiferos, e
estudos sugerem que o0 aumento da quantidade de ®-3 na dieta é benéfico a salde, sendo que
alimentacdo humana deve conter uma relagdo ®-6/w-3 de, no maximo, 5:1 (Patarra, 2008).
Dentre as espécies estudadas, o ®-3 ndo foi identificado apenas em Cryptonemia crenulata,
Gracilaria birdiae, G. cervicornis, G. mammillaris, Cladophoropsis membranacea e
Rhizoclonium africanum. Nas demais espécies, a relacdo m-6/m-3 foi abaixo de 3:1, sendo que o
valor mais alto ocorreu para Dictyopteris deliculata (2,91+0,06 mg/ g peso seco). Esse resultado
evidencia o potencial desses organismos para serem explorados como nutracéuticos, uma vez que
podem ser empregados para enriquecer o contetdo de -3 na dieta humana.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel selecionar a espécie com as melhores
caracteristicas para a producdo de biodiesel. Os principais parametros observados para essa
escolha foram a taxa de fotossintese e o contetido de lipideos e &cidos graxos, uma vez que 0
organismo utilizado para tal finalidade deve conter uma alta taxa de crescimento e de

produtividade primaria, ser rico em 0leo e produzir um perfil adequado de acidos graxos.
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Dessa forma, a espécie escolhida foi D. menstrualis, pois além de altos valores de alfa e
de ETR max, ela apresentou alto conteddo de lipideos e &cidos graxos, aléem de ter se destacado
das demais espécies por exibir alto teor de acidos graxos monoinsaturados, caracteristica
importante para a obtencdo de um biodiesel com maior estabilidade oxidativa e que ndo que
precipite quando submetido a temperaturas menores (Serdari et al., 1999).

Além da selecdo de uma espécie de macroalga com potencial para a producdo de
biodiesel, esta etapa do projeto evidencia outras possiveis aplicacdes biotecnologicas desse grupo
de organismos tao diversificado, mostrando a importancia da existéncia de trabalhos na area para
contribuir com o desenvolvimento biotecnoldgico do Brasil, a partir da utilizacdo sustentavel dos

recursos marinhos.

5.2 Taxa de crescimento e desempenho fotossintetizante de Dictyota menstrualis (Hoyt)
Schnetter, Horning & Weber-Peukert cultivada em laboratorio

Apobs a escolha da espécie com potencial para a producdo de biodiesel baseada nas suas
caracteristicas fotossintéticas e bioquimicas, foi realizado o estabelecimento do seu cultivo em
laboratério avaliando-se o crescimento e a taxa de fotossintese. Essa etapa é fundamental, uma
vez que € muito importante que o produto de interesse seja obtido a partir da biomassa
proveniente de sistemas de cultivo e ndo de populagfes naturais da espécie produtora.

Mendes et al. (2012), apds otimizar as condi¢Ges de temperatura, luz e nutrientes para o
cultivo em agua do mar sintética de Gracilaria domingensis, observou que a maior TC desse
espécime foi de 6,4 % d*, valor préximo do obtido quando o cultivo foi realizado em &gua do
mar enriquecida com a solucdo de von Stosch, que variou de 6,5 a 7 % d™. Para as linhagens
marrom (selvagem) e verde-clara da roddfita Hypnea musciformis, a maior TC observada foi de

aproximadamente 16% ('Yokoya et al., 2007). Comparando-se esses resultados com a TC de D.
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menstrualis cultivada com VSES/2, que foi de 11,1 % d™*, pode-se constatar que esse espécime
apresentou uma alta TC quando cultivado em laboratdrio, uma vez que esse valor estd proximo
ou até maior de alguns valores apresentados na literatura para outras especies de macroalgas
(Cunha et al., 1999).

D. menstrualis também teve um bom desempenho fotossintetizante quando cultivada em
laboratdrio. Embora os valores de ETRmax e Ik tenham sido menores do que os valores obtidos
com a espécie em campo, esses valores sdo similares ou maiores do que os encontrados para

outras espécies de macroalgas cultivadas em laboratorio (Yokoya et al., 2007; Barufi, 2010).

5.3. Efeitos do aumento do CO,, em condicGes de saturacéo e limitacédo de nitrogénio, sobre
0 metabolismo e a composicdo bioquimica de D. menstrualis cultivada em biorreatores e
sobre a captacédo do CO, por D. menstrualis cultivada em laboratério

Apesar da concentracdo de CO, testada ter sido muito alta (44x maior do que a
concentracdo dos tratamentos sem injecdo de CO,) e do pH ter baixado de aproximadamente 8,3
(nos tratamentos sem injecdo de CO;) para 6,5, ndo houve inibicdo da TC de D. menstrualis
cultivada sob essas condicOes. Entretanto, a TC foi limitada pela auséncia de NO3;™ no meio,
sendo que nos tratamentos com NO3 ela variou de 14 a 16% d™*. O mesmo ndo foi observado
para Ulva rigida C. Agardh (Chlorophyta), Lomentaria articulata (Hudson) Lyngbye
(Rhodophyta) e Hizikia fusiforme (Harv.) Okamura (Phaeophyceae), uma vez que 0 aumento da
concentragdo de CO, ocasionou um aumento na TC (Gordillo et al., 2001; Kubler et al., 1999;
Zou, 2005). Ja para Porphyra leucosticta Thuret et Le Jolis (Rhodophyta), o aumento da
concentragdo de CO, no ar de apenas 1% ocasionou 0 decrescimo da TC de 58 = 1,39

(tratamento sem CO,) para 0,91 + 0,11 (tratamento com CO,) (Mercado et al., 1999).
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O conteudo de Cla foi maior nos tratamentos com adi¢do de NOj". Entretanto, quando foi
adicionado CO; no meio, a concentracdo de Cla de D. menstrualis cultivada com limitacdo de
NOjs foi igual a todos os tratamentos com saturacdo de NOs, 0 que evidencia que a resposta
dessa macroalga, para este parametro, ao stress causado pela limitacdo de NO3 foi alterada em
funcdo do aumento da concentracdo de CO,.

Apesar do aumento de CO, ndo ter causado efeitos sobre a TC, houve um grande aumento
nos valores de ETRmax e Ik quando D. menstrualis foi cultivada em meio com adicdo de CO,,
saturado em NO3". O mesmo néo foi observado por Zou (2005), uma vez que ndo houve diferenca
significativa nos valores de ETRmax de H. fusiforme cultivada em tratamentos com e sem
enriquecimento com CO,. Entretanto, o Ik foi menor quando essa espécie foi cultivada com CO,.
Ja para P. leucosticta, 0 aumento na concentracdo de CO, ocasionou um aumento no ETRmax
(Mercado et al., 1999).

Diferencas nos valores de ETRmax podem estar relacionadas com a concentracdo das
unidades fotossintéticas e com seu tempo de turnover minimo. O tempo de turnover do aparato
fotossintetizante, por sua vez, muda como resultado de alteragbes na taxa de transporte de
elétrons entre o fotossistema Il e | (Mercado et al., 1999). Dessa forma, os maiores valores de
ETRmax e Ik indicam uma maior concentragdo e melhor funcionamento do aparato
fotossintetizante de D. menstrualis cultivada com adicdo de CO; e NOg3’, 0 que é evidenciado pela
maior ETR apresentada tanto na curva FI como na de Kautsky. Além disso, tanto a ETR como o
RQE dos espécimes cultivados nesse tratamento aumentaram rapidamente durante os primeiros
minutos de iluminacdo da curva de Kautsky, o que indica a ativacdo das enzimas do Ciclo de
Calvin e um aumento na fixacdo de CO, (Heinz Walz GmbH, 1998), processo que também foi

evidenciado pela maior atividade da enzima Rubisco.
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Entretanto, no tratamento com aeracdo, sem adicdo de CO, e NOg’, os valores de ETR da
curva de Kautsky foram os mais baixos e os valores de NPQ foram os mais altos. Durante a
adaptacdo ao escuro, as enzimas do Ciclo de Calvin sdo parcialmente inativadas. Essas enzimas
sdo ativadas pela luz, durante os primeiros minutos de iluminacdo. Durante esse periodo, 0 O, e
ndo CO, é o aceptor final de elétrons. O fluxo de elétrons dependente de O, e o fluxo ciclico de
elétrons do fotossistema I criam um gradiente de protons, o qual sera utilizado para a sintese de
ATP, que, por sua vez, sera consumido quando o Ciclo de Calvin estiver ativo. Durante esse
periodo, haverd um aumento no NPQ que ird declinar conforme o aumento da fixacdo de CO; e
do consumo de ATP aumentar (Heinz Walz GmbH, 1998). Assim, os baixos valores de ETR e
altos valores de NPQ evidenciam que durante os minutos de iluminacdo da curva de Kautsky, o
ciclo de Calvin de D. menstrualis, cultivada com aeracao, sem adicdo de CO, e NO3’, ndo estava
totalmente ativo, 0 que pode ser consequéncia de um menor nimero de enzimas. Entretanto, ndo
foi possivel mensurar a atividade da Rubisco desse tratamento pelo método testado.
Assim como a Rubisco, a atividade da NR também foi maior no tratamento com adi¢éo de
CO; e NOs'". Entretanto, houve pouca varia¢ao na atividade da AC entre os diferentes tratamentos
avaliados. Resultados semelhantes foram observados por Zou (2005), uma vez que o0 aumento da
concentracdo de CO, no meio ocasionou um aumento na captacdo de NO3 e na atividade da NR
de H. fusiforme, indicando um aumento na assimilacdo de N. Apesar disso, o conteudo de
proteinas sollveis totais e de N total no tecido de D. menstrualis variou em funcdo da
presenga/auséncia de nitrato no meio e nao da presenca de CO,, O mesmo nédo foi observado por
Mercado et al. (1999), uma vez que o aumento de CO, no meio ocasionou um decréscimo no
contetdo de proteinas soluveis totais de P. leucosticta. Também houve uma relagdo inversamente
proporcional entre o contetdo de N do tecido de L. articulata e a concentracdo de CO, no meio

(Kubler et al., 1999). J& para Gracilaria lemaneiformis (Bory) Weber-van Bosse (Rhodophyta),
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ndo houve alteracdo no conteudo de proteinas com a alteragdo da concentracdo de CO; no cultivo
(Zou & Gao, 2009).

O conteudo de carboidratos soltveis totais de D. menstrualis foi maior no tratamento com
adicdo de CO, e NO3. Mercado et al. (1999) também observou um aumento no conteudo de
carboidratos soluveis totais de P. leucosticta com o aumento de CO, no meio. Tem sido proposto
que a limitacdo por N estimula a sintese de lipideos pelas algas (Rosenberg et al. 2008).
Entretanto, D. menstrualis apresentou o maior contetdo de lipideos totais no meio com saturacao
por NOg3, sendo que também houve estimulo do CO,. Para G. lemaneiformis, a resposta a
deficiéncia ao N dependeu da concentracdo de CO,, sendo que em baixo CO, houve um aumento
na sintese de lipideos (Zou & Gao, 2009).

O conteudo de acidos graxos totais e poliinsaturados foi maior nos tratamentos com
adicdo de NOg’, independente da concentracdo de CO,. Resultados similares foram encontrados
por Hu & Gao (2006), uma vez que para Nannochloropsis sp. (Eustigmatophyte) também houve
aumento no contetdo de &cidos graxos poliinsaturados em fungdo da concentracdo de NOs™ no
meio. Diferente dos resultados do presente trabalho, Tsuzuki et al. (1990) observaram que a
concentracdo de CO; afetou a composicdo dos acidos graxos da microalga Chlorella vulgaris
Beyerinck (Chlorophyta), sendo que o grau de insaturacdo desses acidos foi maior nas células
cultivadas com baixa concentragdo de CO,,

O perfil de acidos graxos de D. menstrualis cultivada nos biorreatores foi caracterizado
por um alto contetido de &cidos graxos poliinsaturados, com destaque para 0s omegas-3. Esse
resultado difere do obtido com o espécime coletado em campo, que se sobressaiu pelo seu alto
teor em &cidos graxos monoinsaturados. Dessa forma, a biomassa de D. menstrualis proveniente
do cultivo em laboratério se mostrou mais indicada para a utilizacdo como nutracéutico do que

para a aplicacdo como biodiesel. Entretanto, quando esse espécime foi cultivado sem adicdo de
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nitrato, houve uma diminui¢cdo no teor de acidos graxos poliinsaturados, sem alteracdo no
conteddo total de &cidos graxos monoinsaturados. Além disso, a alteracdo de determinados
fatores abidticos pode aumentar o teor de &cidos graxos monoinsaturados. Por exemplo,
Nagashima et al. (1995) observou que o aumento da temperatura de cultivo de 10 para 20 °C
ocasionou uma diminuicdo no contetido de acidos graxos poliinsaturados e um aumento no teor
de &cidos graxos monoinsaturados de Chlorella sorokiniana Shihira & R.W.Krauss. Dessa forma,
a aplicacdo de D. menstrualis para a producdo de biodiesel ndo esta desconsiderada. Entretanto
ainda sdo necessarios estudos para encontrar a melhor condicdo para aumentar o teor de acidos
graxos monoinsaturados na espécie. Além disso, o conteudo de manitol dessa espécie aumentou
com o aumento da concentracdo de CO, no meio, o que indica que o residuo gerado apos a
extracdo do Oleo, pode ser usado para a obtencdo de acUcares fermentaveis para a producédo de
bioetanol. Contudo, estudos adicionais Sd0 necessarios para maximizar a utilizacdo de D.
menstrualis para tal finalidade.

Né&o houve diferencga significativa na taxa de remocgéo de CO; entre os tratamentos com e
sem adicdo NO3". Como esse parametro foi medido apds 24h de cultivo, provavelmente durante
esse periodo ndo houve degradacdo de grandes quantidades de proteinas no tratamento sem
adicdo de NO3', e a Rubisco estava ativa nos espécimes cultivados com e sem adi¢do de NO3". A
remocao de CO, nos meios sem e com adi¢do de CO, foi alta, variando de 71,5% a 34,8%,
respectivamente. Chlorella sp. removeu 58% e 16% de CO, quando cultivada em meio com 2% e
15% desse elemento, respectivamente (Chiu et al., 2007). Kaladharan et al. (2009) também
observaram um decréscimo na % de remocdo de CO, do meio para Gracilaria corticata
(J.Agardh) J.Agardh (Rhodophyta), Sargassum polycystum C.Agardh (Phaeophyceae) e Ulva
lactuca com o aumento da concentragdo do mesmo no meio. Quando essas espécies foram

cultivadas com a maior concentracdo de CO, testada (25 mg/L), as taxas de remocdo foram,
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respectivamente, 20, 40 e 60%. Esses resultados indicam a eficiéncia das algas marinhas em
remover 0 excesso de CO, dissolvido na agua do mar e que os valores apresentados por D.

menstrualis estdo proximos dos valores encontrados por outras espécies de algas.

6. CONCLUSOES

As macroalgas constituem um grupo muito diversificado de organismos, apresentando
diferencas no ciclo de vida, na forma do talo, no tamanho e na composi¢do bioquimica, entre
outras caracteristicas. Ao avaliar a composicdo bioquimica de 25 espécies de macroalgas
coletadas no litoral brasileiro e de 6 espécies coletadas na Antartica, pudemos constatar essa
variedade bioquimica bem como observar algumas diferencas que esses organismos apresentam
ocasionadas pela influéncia dos fatores abioticos, como a luz e a temperatura.

A diversidade bioquimica existente nesse grupo de organismos abre uma gama de
possibilidades para a sua utilizacdo para diferentes finalidades. A partir dos resultados desse
trabalho, as seguintes espécies destacam-se para aplicacdo na industria biotecnoldgica:

- Aglaothamnion uruguayense, devido aos altos valores de FC e FE, pigmentos com
caracteristicas bioativas e que podem ser utilizados como marcador fluorescente em analises por
citometria de fluxo. Além disso, essa espécie apresentou alto teor de proteinas, 0 que evidencia
sua possivel utilizacdo como suplemento alimentar;

- Bryothamnion seaforthii, Gracilaria mammillaris e Laurencia dendroidea apresentaram
ao alto contetdo de carboidratos e estudos demonstram que fragdes de carboidratos extraidos de
diferentes espécies de macroalgas podem apresentar diferentes atividades biologicas. Dessa

forma, essas espécies podem ser interessantes para serem estudadas para tal finalidade;



143

- Spatoglossum schroederi e Dictyota menstrualis apresentaram os maiores valores de
acidos graxos totais, saturados, monoinsaturados e poliinsaturados, destacando-se pelo alto
conteddo de éacidos graxos poliinsaturados e ®-3 e pelo alto conteido de &cidos graxos
monoinsaturados, respectivamente. Esse resultado evidencia uma possivel utilizacdo de S.
schroederi como nutracéutico e de D. menstrualis como fonte de biodiesel.

E importante ressaltar que os resultados apresentados nessa etapa do trabalho direcionam
uma possivel aplicacdo biotecnoldgica para as espécies que se destacaram, entretanto estudos
adicionais devem ser realizados para tal finalidade. Além disso, uma atencdo maior foi dada as
espécies que apresentaram os maiores valores dos compostos avaliados, 0 que ndo descarta a
importancia e possivel utilizacdo para as mais variadas finalidades das demais espécies estudadas
no presente trabalho.

Como ja mencionado acima, a partir dos resultados obtidos com as algas coletadas em
campo, concluimos que D. menstrualis foi a espécie que apresentou as melhores caracteristicas
para ser utilizada como fonte para producdo de biodiesel, devido a sua alta taxa de fotossintese,
alto teor de lipideos e &cidos graxos e alto teor de acidos graxos monoinsaturados. Entretanto,
quando esse espécime foi cultivado em biorreatores, houve um aumento no seu teor de &cidos
graxos poliinsaturados e ®-3, 0 que a torna mais interessante para ser aproveitada como
nutracéutico do que como matéria-prima para a producdo de biodiesel. Apesar disso, a sua
aplicacdo como fonte de biodiesel ndo deve ser desconsiderada, uma vez que alteragBes nas
condigdes de cultivo acarretam em modificacbes no perfil de acidos graxos. Com base nos
resultados obtidos, as perspectivas para a producéo de biodiesel a partir de macroalgas marinhas
deverdo contemplar estudos para encontrar as melhores condi¢fes de cultivo para que ocorra o

aumento na biossintese de acidos graxos monoinsaturados.
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Figura 50. Cromatograma do padrdo de &cidos graxos metilados (Supelco 37) injetados e
analisados por CG-EM. A. Viséo geral de todos os picos. B. Detalhe dos picos 16 e 17.

Picos: 1. C6:0; 2. C8:0; 3. C10:0; 4. C11:0; 5. C12:0; 6. C13:0; 7. C14:0; 8. C14:1; 9. C15:0; 10.
C15:1; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 14. C17:1; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 17. C18:1A%t;
18. C18:2A9,12c; 19. C18:2A9,12t; 20. C18:3A6,9,12; 21. C18:3A9,12,15; 22. C20:0; 23.
C20:1A11; 24. C20:2A11,14; 25. C20:3A8,11,14; 26. C21:0; 27. C20:4A5,8,11,14; 28.
C20:3A11,14,17; 29. C20:5A5,8,11,14,17; 30. C22:0; 31. C22:1A13; 32. C22:2A13,16; 33.
C23:0; 34. C24:0; 35. C22:6A4,7,10,13,16,19; 36. C24:1A15.
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Figura 51. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Acantophora spicifera
injetados e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 21. C18:3A9,12,15; 25. C20:3A8,11,14; 27. C20:4A5,8,11,14; 29.
C20:5A5,8,11,14,17; 37. C16:1A7; 38. C18:1A11. Os &cidos graxos C16:1A7 e C18:1A11 ndo
constam no padrédo e foram identificados pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 90 e
94%, respectivamente.
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Figura 52. Cromatograma do perfil de &cidos graxos metilados de Aglaothamnion uruguayense
injetados e analisados por CG-EM. A. Viséo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 21. C18:3A9,12,15; 27. C20:4A5,8,11,14; 29. C20:5A5,8,11,14,17,;
37. C16:1A7; 38. C18:1A11. Os é&cidos graxos C16:1A7 e C18:1A11 ndo constam no padréo e
foram identificados pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 90 e 94%,
respectivamente.
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Figura 53. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Asparagopsis taxiformis
injetados e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 5. C12:0; 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 20. C18:3A6,9,12; 25. C20:3A8,11,14; 27. C20:4A5,8,11,14; 29.
C20:5A5,8,11,14,17; 37. C16:1A7; 38. C18:1A11; 39. C16:2A9,12. Os acidos graxos C16:1A7,
C18:1A11 e C16:2A9,12 ndo constam no padréo e foram identificados pela biblioteca NISTO08,
com uma similaridade de 90, 94 e 94%, respectivamente.
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Figura 54. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Bryocladia thyrsigera
injetados e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 21. C18:3A9,12,15; 27. C20:4A5,8,11,14; 29. C20:5A5,8,11,14,17;
35. C22:6A4,7,10,13,16,19; 38. C18:1A11. O &cido graxo C18:1A11 ndo consta no padrdo e foi

identificados pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 94%.
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Figura 55. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Bryothamnion seaforthii
injetados e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 21. C18:3A9,12,15; 27. C20:4A5,8,11,14; 29. C20:5A5,8,11,14,17;
38. C18:1A11. O écido graxo C18:1A11 foi identificado pela biblioteca NIST08, com uma
similaridade de 94%.
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Figura 56. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Cryptonemia crenulata
injetados e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 18.
C18:2A9,12c; 27. C20:4A5,8,11,14; 37. C16:1A7; 38. C18:1A11. Os &cidos graxos C16:1A7 e
C18:1A11 ndo constam no padrdo e foram identificados pela biblioteca NIST08, com uma
similaridade de 90 e 94%, respectivamente.
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Figura 57. Cromatograma do perfil de &cidos graxos metilados de Dichotomaria marginata
injetados e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 18.
C18:2A9,12c; 29. C20:5A5,8,11,14,17; 30. C22:0; 34. C24:0; 36. C24:1A15; 37. C16:1A7; 38.
C18:1A11. Os acidos graxos C16:1A7 e C18:1A11 ndo constam no padrdo e foram identifico pela
biblioteca NIST08, com uma similaridade de 90 e 94%, respectivamente.
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Figura 58. Cromatograma do perfil de &cidos graxos metilados de Gigartina skottsbergii
injetados e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.

C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 20

. C18:3A6,9,12; 24. C20:2A11,14; 27. C20:4A5,8,11,14; 29.

C20:5A5,8,11,14,17; 38. C18:1A11. O é&cidos graxo C18:1A11 ndo consta no padrdo e foi

identifico pela biblioteca NIST08,

com uma similaridade de 94%.
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Figura 59. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Gracilaria birdiae injetados e
analisados por CG-EM. A. Visao geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c;
25. C20:3A8,11,14; 27. C20:4A5,8,11,14; 38. C18:1A11. O acidos graxo C18:1A11 ndo consta
no padréo e foi identifico pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 94%.
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Figura 60. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Gracilaria cervicornis
injetados e analisados por CG-EM. A. Viséo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 27.
C20:4A5,8,11,14; 38. C18:1A11. O &cido graxo C18:1A11 ndo consta no padrdo e foi identifico
pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 94%.
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Figura 61. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Gracilaria mammillaris
injetados e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 25. C20:3A8,11,14; 27. C20:4A5,8,11,14; 37. C16:1A7; 38.
C18:1A11. Os acidos graxos C16:1A7 e C18:1A11 ndo constam no padrdo e foram identifico pela
biblioteca NIST08, com uma similaridade de 90 e 94%, respectivamente.
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Figura 62. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Hypnea musciformis injetados
e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 18.
C18:2A9,12c; 27. C20:4A5,8,11,14; 29. C20:5A5,8,11,14,17; 37. C16:1A7; 38. C18:1A11. Os
acidos graxos C16:1A7 e C18:1A11 ndo constam no padrdo e foram identifico pela biblioteca
NIST08, com uma similaridade de 90 e 94%, respectivamente.
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Figura 63. Cromatograma do perfil de &cidos graxos metilados de Laurencia dendroidea
injetados e analisados por CG-EM. A. Viséo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 18.
C18:2A9,12c; 27. C20:4A5,8,11,14; 29. C20:5A5,8,11,14,17; 37. C16:1A7; 38. C18:1A11. Os
acidos graxos C16:1A7 e C18:1A11 ndo constam no padrdo e foram identifico pela biblioteca
NISTO08, com uma similaridade de 90 e 94%, respectivamente.
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Figura 64. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Palisada flagellifera injetados
e analisados por CG-EM. A. Viséo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 23. C20:1A11; 27. C20:4A5,8,11,14; 29. C20:5A5,8,11,14,17; 37.
C16:1A7; 38. C18:1A11. Os &cidos graxos C16:1A7 e C18:1A11 ndo constam no padrdo e foram
identifico pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 90 e 94%, respectivamente.
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Figura 65. Cromatograma do perfil de &cidos graxos metilados de Palmaria decipiens injetados e
analisados por CG-EM. A. Viséo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c;
21. C18:3A9,12,15; 23. C20:1A11; 27. C20:4A5,8,11,14; 29. C20:5A5,8,11,14,17; 36. C24:1A15;
38. C18:1A11. O écido graxo C18:1A11 ndo consta no padréo e foi identifico pela biblioteca
NISTO08, com uma similaridade de 94%.
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Figura 66. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Plocamium cartilagineum
injetados e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 5. C12:0; 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c;
18. C18:2A9,12c; 21. C18:3A9,12,15; 27. C20:4A5,8,11,14; 29. C20:5A5,8,11,14,17; 30. C22:0;
38. C18:1A11. O 4cido graxo C18:1A11 ndo consta no padrdo e foi identifico pela biblioteca
NISTO08, com uma similaridade de 94%.
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Figura 67. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Solieria filiformis injetados e
analisados por CG-EM. A. Visao geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 18.
C18:2A9,12c; 20. (C18:3A6,9,12; 25. C20:3A8,11,14; 27. C20:4A5,8,11,14; 29.
C20:5A5,8,11,14,17; 37. C16:1A7; 38. C18:1A11; 39. C16:2A9,12. Os acidos graxos C16:1A7,
C18:1A11 e C16:2A9,12 ndo constam no padréo e foram identificados pela biblioteca NISTO08,
com uma similaridade de 90, 94 e 94%, respectivamente.



168

Intensidade

1,25 ?(Tllg:QOO.OOO

1,007
0,757
0,501

0,251

0,00“l"iulelh"‘nﬂﬁ|
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

Intensidade

x 10.000.000
1,25.,TIC

11 B
1,001
0,751 6

BHT
0,507

- L L

0’00 T L B LI S L B T 1 T o T T

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

==
[
[

Intensidade
. x 1.000.000

£ 21 C

e 16 29 34

f 27
alsee oo r

32,5 375 425 47.5 525 57.5 62.5 67.5 725

Tempo (min)

Figura 68. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Caulerpa racemosa injetados
e analisados por CG-EM. A. Viséo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c;
21. C18:3A9,12,15; 27. C20:4A5,8,11,14; 29. C20:5A5,8,11,14,17; 34. C24:0; 37. C16:1A7; 38.
C18:1A11; 40. C16:2A7,10. Os &cidos graxos C16:1A7, C18:1A11 e C16:2A7,10 ndo constam
no padréo e foram identificados pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 90, 94 e 91%,
respectivamente.
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Figura 69. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Cladophoropsis membranacea
injetados e analisados por CG-EM. A. Viséo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 20. C18:3A6,9,12; 27. C20:4A5,8,11,14; 37. C16:1A7; 38.
C18:1A11. Os acidos graxos C16:1A7 e C18:1A11 ndo constam no padrdo e foram identificados
pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 90 e 94%, respectivamente.
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Figura 70. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Rhizoclonium africanum
injetados e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 23. C20:1A11; 24. C20:2A11,14; 27. C20:4A5,8,11,14; 34. C24:0;
36. C24:1A15; 37. C16:1A7; 38. C18:1A11; 41. C22:4A7,10,13,16. Os &cidos graxos C16:1A7,
C18:1A11 e C22:4A7,10,13,16 ndo constam no padrdo e foram identificados pela biblioteca
NISTO08, com uma similaridade de 90, 94 e 94%, respectivamente.
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Figura 71. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Ulva lactuca injetados e
analisados por CG-EM. A. Viséo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c;
21. C18:3A9,12,15; 29. C20:5A5,8,11,14,17; 30. C22:0; 38. C18:1A11. O &cido graxo C18:1A11
ndo consta no padrao e foi identifico pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 94%.
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Figura 72. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Ascoseira mirabilis injetados
e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 21. C18:3A9,12,15; 27. C20:4A5,8,11,14; 29. C20:5A5,8,11,14,17.
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Figura 73. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Desmarestia anceps injetados
e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 20. C18:3A6,9,12; 21. C18:3A9,12,15; 27. C20:4A5,8,11,14; 29.
C20:5A5,8,11,14,17. 38. C18:1A11. O é&cido graxo C18:1A11 ndo consta no padrdo e foi
identifico pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 94%.
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Figura 74. Cromatograma do perfil de &cidos graxos metilados de Dictyopteris deliculata
injetados e analisados por CG-EM. A. Viséo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 21. C18:3A9,12,15; 22. C20:0; 25. C20:3A8,11,14; 27.
C20:4A5,8,11,14; 29. C20:5A5,8,11,14,17. 38. C18:1A11. O acido graxo C18:1A11 ndo consta
no padrao e foi identifico pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 94%.
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Figura 75. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Dictyota menstrualis injetados
e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 17.
C18:1A9t; 18. C18:2A9,12c; 20. C18:3A6,9,12; 21. C18:3A9,12,15; 27. C20:4A5,8,11,14; 29.
C20:5A5,8,11,14,17; 34. C24:0; 37. C16:1A7; 38. C18:1A11; 41. C22:4A7,10,13,16; 42.
C20:2A8,11; 43. C20:3A5,8,11. Os é&cidos graxos C16:1A7, C18:1A11, C22:4A7,10,13,16,
C20:2A8,11 e (C20:3A5,8,11 ndo constam no padrdo e foram identificados pela biblioteca
NISTO08, com uma similaridade de 90, 94, 94, 91 e 95%, respectivamente.
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Figura 76. Cromatograma do perfil de &cidos graxos metilados de Himantothallus grandifolius
injetados e analisados por CG-EM. A. Viséo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 21. C18:3A9,12,15; 27. C20:4A5,8,11,14; 29. C20:5A5,8,11,14,17,;
37. C16:1A7; 41. C22:4A7,10,13,16; 44. C22:5A7,10,13,16,19. Os acidos graxos C16:1A7,
C22:4A7,10,13,16 e C22:5A7,10,13,16,19 ndo constam no padrdo e foram identificados pela
biblioteca NIST08, com uma similaridade de 90, 94 e 94%, respectivamente.
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Figura 77. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Lobophora variegata injetados
e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 20. C18:3A6,9,12; 22. C20:0; 27. C20:4A5,8,11,14; 29.
C20:5A5,8,11,14,17; 45. C18:2A6,9. O acido graxos C18:2A6,9 ndo consta no padrdo e foi
identificado pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 93%.
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Figura 78. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Padina gymnospora injetados
e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 20. C18:3A6,9,12; 21. C18:3A9,12,15; 27. C20:4A5,8,11,14; 29.
C20:5A5,8,11,14,17; 37. C16:1A7; 38. C18:1A11; 39. C16:2A9,12. Os acidos graxos C16:1A7,
C18:1A11 e C16:2A9,12 ndo constam no padrdo e foram identificados pela biblioteca NISTO08,
com uma similaridade de 90, 94 e 94%, respectivamente.
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Figura 79. Cromatograma do perfil de &cidos graxos metilados de Sargassum cymosum
injetados e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 21. C18:3A9,12,15; 23. C20:1A11; 25. C20:3A8,11,14; 27.
C20:4A5,8,11,14; 29. C20:5A5,8,11,14,17; 31. C22:1A13; 37. C16:1A7; 38. C18:1A1l. Os
acidos graxos C16:1A7 e C18:1A11 ndo constam no padrdo e foram identificados pela biblioteca
NISTO08, com uma similaridade de 90 e 94%, respectivamente.
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Figura 80. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Sargassum stenophyllum
injetados e analisados por CG-EM. A. Viséo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 21. C18:3A9,12,15; 23. C20:1A11; 25. C20:3A8,11,14; 27.
C20:4A5,8,11,14; 29. C20:5A5,8,11,14,17; 31. C22:1A13; 37. C16:1A7; 38. C18:1Al1l. Os
acidos graxos C16:1A7 e C18:1A11 ndo constam no padréo e foram identificados pela biblioteca
NISTO08, com uma similaridade de 90 e 94%, respectivamente.
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Figura 81. Cromatograma do perfil de acidos graxos metilados de Spatoglossum schroederi
injetados e analisados por CG-EM. A. Visdo geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.
Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 13. C17:0; 15. C18:0; 16.
C18:1A9c; 18. C18:2A9,12c; 20. C18:3A6,9,12; 21. C18:3A9,12,15; 22. C20:0; 24.
C20:2A11,14; 25. C20:3A8,11,14; 27. C20:4A5,8,11,14; 29. C20:5A5,8,11,14,17; 30. C22:0; 34.
C24:0; 37. C16:1A7; 38. C18:1A11; 43. C20:3A5,8,11; 45. C18:2A6,9. Os acidos graxos
C16:1A7, C18:1A11, C20:3A5,8,11 e C18:2A6,9 ndo constam no padrdo e foram identificados
pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 90, 94, 95 e 93%, respectivamente.
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Figura 82. Cromatograma do perfil de &cidos graxos metilados de Dictyota menstrualis
(cultivada em biorreatores — tratamento “+N”) injetados e analisados por CG-EM. A. Viséo geral
de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 18.
C18:2A9,12c; 20. C18:3A6,9,12; 21. C18:3A9,12,15; 27. C20:4A5,8,11,14; 29.
C20:5A5,8,11,14,17; 43. C20:3A5,8,11; 46. C18:4A6,9,12,15; 47. C20:4A8,11,14,17. Os &cidos
graxos C20:3A5,8,11, C18:4A6,9,12,15 e C20:4A8,11,14,17 ndo constam no padrdo e foram
identificados pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 95, 90 e 95%, respectivamente.
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Figura 83. Cromatograma do perfil de &cidos graxos metilados de Dictyota menstrualis
(cultivada em biorreatores — tratamento “-N”) injetados e analisados por CG-EM. A. Viséao geral
de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 18.
C18:2A9,12c; 20. C18:3A6,9,12; 21. C18:3A9,12,15; 27. C20:4A5,8,11,14; 29.
C20:5A5,8,11,14,17; 43. C20:3A5,8,11; 46. C18:4A6,9,12,15; 47. C20:4A8,11,14,17. Os acidos
graxos C20:3A5,8,11, C18:4A6,9,12,15 e C20:4A8,11,14,17 ndo constam no padrédo e foram
identificados pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 95, 90 e 95%, respectivamente.
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Figura 84. Cromatograma do perfil de &cidos graxos metilados de Dictyota menstrualis
(cultivada em biorreatores — tratamento “Ar+N”) injetados e analisados por CG-EM. A. Viséo
geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 18.
C18:2A9,12c; 20. C18:3A6,9,12; 21. C18:3A9,12,15; 27. C20:4A5,8,11,14; 29.
C20:5A5,8,11,14,17; 43. C20:3A5,8,11; 46. C18:4A6,9,12,15; 47. C20:4A8,11,14,17. Os &cidos
graxos C20:3A5,8,11, C18:4A6,9,12,15 e C20:4A8,11,14,17 ndo constam no padrdo e foram
identificados pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 95, 90 e 95%, respectivamente.
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Figura 85. Cromatograma do perfil de &cidos graxos metilados de Dictyota menstrualis
(cultivada em biorreatores — tratamento “Ar-N”) injetados ¢ analisados por CG-EM. A. Viséo
geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 18.
C18:2A9,12c; 20. C18:3A6,9,12; 21. C18:3A9,12,15; 27. C20:4A5,8,11,14; 29.
C20:5A5,8,11,14,17; 43. C20:3A5,8,11; 46. C18:4A6,9,12,15; 47. C20:4A8,11,14,17. Os acidos
graxos C20:3A5,8,11, C18:4A6,9,12,15 e C20:4A8,11,14,17 ndo constam no padrédo e foram
identificados pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 95, 90 e 95%, respectivamente.
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Figura 86. Cromatograma do perfil de &cidos graxos metilados de Dictyota menstrualis
(cultivada em biorreatores — tratamento “CO,+N”) injetados ¢ analisados por CG-EM. A. Visdo
geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 18.
C18:2A9,12c; 20. C18:3A6,9,12; 21. C18:3A9,12,15; 27. C20:4A5,8,11,14; 29.
C20:5A5,8,11,14,17; 43. C20:3A5,8,11; 46. C18:4A6,9,12,15; 47. C20:4A8,11,14,17. Os acidos
graxos C20:3A5,8,11, C18:4A6,9,12,15 e C20:4A8,11,14,17 ndo constam no padrédo e foram
identificados pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 95, 90 e 95%, respectivamente.
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Figura 87. Cromatograma do perfil de &cidos graxos metilados de Dictyota menstrualis
(cultivada em biorreatores — tratamento “CO,-N”) injetados e analisados por CG-EM. A. Visao
geral de todos os picos. B e C. Detalhe dos picos.

Picos: 6. C13:0; 7. C14:0; 9. C15:0; 11. C16:0; 12. C16:1A9; 15. C18:0; 16. C18:1A9c; 18.
C18:2A9,12c; 20. C18:3A6,9,12; 21. C18:3A9,12,15; 27. C20:4A5,8,11,14; 29.
C20:5A5,8,11,14,17; 43. C20:3A5,8,11; 46. C18:4A6,9,12,15; 47. C20:4A8,11,14,17. Os &cidos
graxos C20:3A5,8,11, C18:4A6,9,12,15 e C20:4A8,11,14,17 ndo constam no padrédo e foram
identificados pela biblioteca NIST08, com uma similaridade de 95, 90 e 95%, respectivamente.
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Comparison of extraction and transesterification
methods on the determination of the fatty acid
contents of three Brazilian seaweed species
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Paulo, Brazil,
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Abstract: Seaweeds are photosynthetic organisms important to their ecosystem
and constitute a source of compounds with several different applications in the
pharmaceutical, cosmetic and biotechnology industries, such as triacylglycerols,
which can be converted to fatty acid methyl esters that make up biodiesel. an
alternative source of fuel applied in economic important areas. This study evaluates
the fatty acid profiles and concentrations of three Brazilian seaweed species,
Hypnea musciformis (Wulfen) J.V. Lamouroux (Rhodophya), Sargassum cymosum
C. Agardh (Heterokontophyta), and Ulva lactuca L. (Chlorophyta). comparing
three extraction methods (Bligh & Dyer - B&D; ADAC Official Methods - AOM;
and extraction with methanol and ultrasound - EMU) and two transesterification
methods (7% BF, in methanol - BF,; and 5% HCI in methanol - HCI). The fatty
acid contents of the three species of seaweeds were significantly different when
extracted and transesterified by the different methods. Moreover, the best method
for one species was not the same for the other species. The best extraction and
transesterification methods for H. musciformis, 5. cymosum and U lactuca were,
respectively, AOM-HCI, B&D-BF, and B&D-BF,/B&D-HCL. These results point
to a matrix effect and the method used for the analysis of the fatty acid content of
different organisms should be selected carefully.
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and constitute a source of compounds with several different applications in the
pharmaceutical, cosmetic and biotechnology industries, such as triacylglycerols,
which can be converted to fatty acid methyl esters that make up biodiesel, an
alternative source of fuel applied in economic important areas. This study evaluates
the fatty acid profiles and concentrations of three Brazilian seaweed species,
Hypnea musciformis (Wulfen) J.V. Lamouroux (Rhodophya), Sargassum cymosum
C. Agardh (Heterokontophyta), and Ulva lactuca L. (Chlorophyta), comparing
three extraction methods (Bligh & Dyer - B&D; AOAC Official Methods - AOM;
and extraction with methanol and ultrasound - EMU) and two transesterification
methods (7% BF, in methanol - BF,; and 5% HCI in methanol - HCI). The fatty
acid contents of the three species of seaweeds were significantly different when
extracted and transesterified by the different methods. Moreover, the best method
for one species was not the same for the other species. The best extraction and
transesterification methods for H. musciformis, S. cymosum and U. lactuca were,
respectively, AOM-HCI, B&D-BF, and B&D-BF,/B&D-HCI. These results point
to a matrix effect and the method used for the analysis of the fatty acid content of
different organisms should be selected carefully.

2007) and the use of algae for its production is of great
interest due to their high photosynthetic rate compared

organisms to terrestrial plants and the possibility of cultivation in

important to their ecosystem since they release O, into
seawater and contribute to carbon fixation and nutrient
cycling. In addition, they provide food and shelter for
many animals. These organisms constitute a source of
compounds with several different applications that can
be used in the food, pharmaceutical and biotechnology
industries (Gressler et a., 2009; 2011; Cardozo et al.,
2007; 2008).

Among the compounds synthesized by
macroalgae, fatty acids are highlighted because of their
importance to human health (Cardozo et al., 2007).
Thus, omega-3 (n-3) and omega-6 (n-6) are essential
nutrient precursors of a group of eicosanoids that
regulate developmental and regulatory physiology.
Furthermore, triacylglycerols can be converted to the
fatty acid methyl esters present in biodiesel (Chisti,
2007).

Biodiesel is an alternative source of fuel
produced from plant and animal oils (Marchetti et al.,
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different conditions and in marine waters (Aresta et al.,
2005), avoiding the use of arable land.

During the production of biodiesel, two steps
are necessary: i. extraction of triacylglycerols from the
raw material; and ii. transesterification to produces fatty
acid methyl esters (FAME) (Chisti, 2007). Lipids can
be extracted using solvent extraction or other techniques
such as supercritical fluid extraction and microwave
extraction. For the synthesis of FAME, acidic or
basic catalysis, as well as other methods, can be used
(Carrapiso & Garcia, 2000). Kumari et al. (2011) tested
the extraction methods of Bligh & Dyer (1959), Folch
(1957) and Cequier-Sanchez (2008) in three species of
macroalgae and noted that the macroalgal matrix, the
extraction method, and the buffer all influenced the
content of fatty acid recovered, which shows that the
method used should be selected with caution.

In Brazil, a country with a coastline of over
7000 km, the main raw material for biodiesel production



is soybean oil (80%), followed by bovine fat (10%).
There is little information on the fatty acid composition
of Brazilian species of marine benthic algae. This
knowledge is very relevant, since the profile of fatty
acids of raw materials influence biodiesel properties
such as the cetane number, iodine value, cold filter
plugging point, and oxidation stability (Ramos et al.,
2009).

Considering the importance of a knowledge
of the fatty acid composition of Brazilian seaweeds, as
well as the choice of extraction and transesterification
methods to be used, this study evaluates the fatty acid
profile of three Brazilian seaweed species, comparing
three methods of triacylglycerol extraction and two
methods of transesterification to produces FAME.

Materials and Methods
Algal material

The study was conducted with Hypnea
musciformis (Wulfen) J.V. Lamouroux (Rhodophya),
Sargassum cymosum C. Agardh (Heterokontophyta)
and Ulva lactuca L. (Chlorophyta), collected from the
intertidal zone in Ubatuba, Sao Paulo State, Brazil. The
specimens were cleaned by removing the epiphytic
organisms and washing with seawater. Subsequently
samples were frozen under liquid N,, lyophilized,
ground to a powder with liquid nitrogen and stored at
-80 °C in the dark. All analyses were performed with
three replicates. Voucher specimens were deposited in
the SP herbarium under the numbers SP 427377 (Hypnea
musciformis), SP 427378 (Sargassum cymosum), and
SP 427379 (Ulva lactuca).

Total lipid extraction

Three different methods for lipid extraction
were tested:

1. Bligh & Dyer (1959) (B&D): the macerated
lyophilized algae (0.33g dry mass) was suspended in
PBS and 125 pL of the C13:0 triacylglyceride standard
(C13) solution (5 mg mL"in hexane) and 12.5 ml of
chloroform:methanol:water (2:2:1) were added. The
mixture was centrifuged and the chloroform phase was
transferred to another flask and dried under N, (g).

2. AOAC Official Methods (2001) (AOM):
to the macerated lyophilized algae (1 g dry mass) was
added 0.5 mL of the C13:0 triacylglyceride standard
solution (5 mg mL"" in hexane), 50 mg pyrogallic acid
and 1 mL of ethanol. This material was suspended in
5 mL of 8.3 M HCI, mixed and maintained in a shaker
at 80 °C for 40 min. After cooling, the samples were
extracted with ethyl ether (12 mL) and petroleum ether
(12 mL). The sample was centrifuged and the ether
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phase was transferred to another flask and dried under
N, (g).

3. Extraction with methanol and ultrasound
(EMU): the macerated lyophilized algae (0.5 g dry
mass) was suspended in 5 mL of methanol and then 125
pL of the triacylglyceride C13:0 standard solution (5 mg
mL™" in hexane) was added. The sample was submitted
to ultrasound for 15 min and then dried under N, (g).
Fatty acid transesterification

Two different methods for acid
transesterification were tested:

1. BF, in methanol (BF,): the dry lipid extracts
obtained by the B&D and AOM methods were dissolved
in 1 mL of BF, (7% in methanol) and 0.5 mL of toluene
and heated to 100 °C for 45 min. After the reaction, 2.5
mL of water was added at room temperature and the
FAME extracted with 1 mL of hexane.

2. HCl in methanol (HCI): to the dry lipid extracts
obtained by the B&D, AOM and EMU methods were
added 500 pL of 5% HCI in methanol and the mixture was
incubated for 2 h at 100 °C. After the reaction, 1.25 mL
of water was added at room temperature and the FAME
extracted with 1.25 mL of hexane.

fatty

Chromatographic analysis

The FAME were analyzed by gas chromatography
coupled with mass spectrometry (QP2010, Shimadzu,
Kyoto, Japan) with a 30 m fused silica capillary column
(HP-5MS with 0.25 um film, Agilent). A sample (1 pL)
was injected at temperature of 220 °C and with split of
1:10. Helium was used as the carrier gas at a flow rate of
1 mL min' with the following temperature ramp: initial
temperature of 60 °C with an increase of 5 °C per min up
to 260 °C, which was maintained for 10 min. The reference
used for FAMEs was the standard Supelco 37 Component
FAME Mix.

Quantification

Quantification of each fatty acid methyl ester
(FAME) was based on the standard curve made with
Supelco 37 Component FAME Mix. C13 recovery was
calculated as [(Cf*100)°Ci!'], where Cf is the final
concentration obtained from the standard curve and Ci
is the C13 concentration added to the sample.

Data analysis
Data were subjected to analysis of variance
(ANOVA) of one factor, followed by the comparison test

of Student-Newman-Keuls, considering a confidence
level of 95%.
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Results

Comparison of extraction and transesterification
methods

There was significant difference in the CI13
recovery between the different methods tested only for
Sargassum cymosum, and it was higher in the B&D-
BF, method. There was no significant difference in the
recovery of C13 among species (Figure 1).

120.0
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200 4
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A B C [} E

Wethod (extration _ transesterification)

Recovery (%)

BHyonea musciformis BSargassum oymosum OUlva lacfuca

Figure 1. Recovery of the C13:0 triacylglyceride internal
standard in extraction and transesterification by the different
methods with Hypnea musciformis, Sargassum cymosum and
Ulva lactuca collected from Ubatuba, Sdo Paulo, Brazil. The
extraction_transesterification methods are: A. EMU-HCI; B.
B&D-HCI; C. B&D-BF,;; D. AOM-HCI; E. AOM-BF,. Each
data point is the mean of three replicates and the bars are the
standard deviation For each species, distinct letters indicate
significant differences between the methods tested according
to one-way ANOVA and to the comparison test of Student-
Newman-Keuls (p<0.05).

H. musciformis showed a higher saturated
fatty acid content in the AOM-BF, and AOM-HCI
methods (Table 1 A), which is a consequence of the
highest concentrations of palmitic and myristic acid
methyl esters when extracted and transesterified by
these methods (Figure 2 A and B). The contents of
monounsaturated fatty acid and of palmitoleic acid
methyl ester also were higher in the AOM-HCI method
(Table 1 A and Figure 2 B), while the content of
oleic acid methyl ester was higher in the B&D-BF,,
AOM-HCI and AOM- BF, methods (Figure 2 B). The
contents of polyunsaturated fatty acid, represented by
arachidonic acid methyl ester, and of total fatty acid
were higher in the AOM-HCI, and AOM- BF, methods
(Table 1 A and Figure 2 B).

S. cymosum showed higher contents of saturated
fatty acid and of myristic and palmitic acid methyl
esters in the B&D-BF, method (Table 1 B and Figure 3
A and B). The contents of monounsaturated fatty acid
and of oleic acid methyl ester were also higher in the
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B&D-BF, method (Table 1 B and Figure 3 B), while the
content of palmitoleic acid methyl ester was higher in
the B&D-BF, and B&D-HCl methods (Figure 3 B). The
contents of polyunsaturated and total fatty acid and of
aracdonic and linoleic acid methyl esters were higher
in the B&D-BF, method (Table 1 B and Figure 3 B).
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Figure 2. Fatty acid methyl ester concentrations (mg g' dry
weight) of Hypnea musciformis collected from Ubatuba, Sao
Paulo, Brazil. The extraction- transesterification methods are:
A. EMU-HCI; B. B&D-HCI; C. B&D-BF,; D. AOM-HCI; E.
AOM-BF,. Each data point is the mean of three replicates
and the bars are the standard deviation. For each fatty acid,
distinct letters indicate significant differences between the
methods tested according to one-way ANOVA and to the
comparison test of Student-Newman-Keuls (p<0.05).

There was no significant difference in saturated
fatty acid and palmitic acid methyl ester contents among
the different methods tested for U. lactuca (Table 1
C and Figure 4 A). The same was observed for the
monounsaturated fatty acid and oleic acid methyl ester
(Table 1 C and Figure 4 B). However, the content of
palmitoleic acid methyl ester was higher when extracted
with the B&D-BF, and B&D-HCI methods (Figure 4 B).
The content of polyunsaturated acid was higher in the
B&D-BF,, B&D-HCl and AOM-HCl methods (Table 1 C).
The content of linoleic acid methyl ester was higher when
extracted with the B&D-BF, and B&D-HCI methods and
the content of linolenic acid methyl ester was lower
when extracted with the AOM- BF, method (Figure 4
B).
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Table 1. Fatty acid concentrations (mg g dry weight) obtained by different extraction and transesterification methods for Hypnea
musciformis (A), Sargassum cymosum (B) and Ulva lactuca (C) collected from Ubatuba, Sdo Paulo, Brazil.

Fatty acid EMU B&D-HCI B&D-BF, AOM-HCI AOM-BF,

A Saturated 0.69+0.36° 1.71£0.16° 1.63+0.44° 3.93+0.73¢2 3.94+0.05%
Monounsaturated 0.06+0.01° 0.12+0.01° 0.15+0.02° 0.80+0.09¢ 0.28+0.01°
Polyunsaturated n.d.c 0.21£0.01° 0.22+0.04° 0.41£0.08® 0.40+0.012

Total 0.72+0.38° 2.04+0.37° 2.08+0.27° 4.954+1.02° 4.624+0.06°

B Saturated 0.82+0.27° 2.32+1.00% 3.85+0.24¢ 2.30£0.17° 1.50+0.37"
Monounsaturated 0.20=+0.10° 0.87+0.18° 1.19+0.06° 0.61+0.05° 0.33+0.15°
Polyunsaturated n.d.¢ 0.61+0.10P 0.83+0.03¢ 0.42+0.02¢ 0.11+0.08¢

Total 1.01+0.37¢ 3.80+1.26° 5.87+0.32¢ 3.3340.24> 1.94+0.59<

C Saturated 1.85+0.422 2.13+0.45° 2.49+0.192 2.01+0.312 2.28+0.512
Monounsaturated 0.52+0.11° 0.72+0.15* 0.79+0.012 0.52+0.08* 0.46+0.07*
Polyunsaturated 0.68+0.15° 0.9140.12%® 1.09+0.01° 0.83+0.09 0.27+0.03¢

Total 3.05+0.682 3.76+0.71° 4.37+0.19 3.36+0.47° 3.02+0.61°

Each value is the mean+SD of three replicates. For each fatty acid (saturated, monounsaturated, polyunsaturated and total) distinct letters indicate
significant differences between the different methods tested according to the one-way ANOVA and to the comparison test of Student-Newman-Keuls

(< 0.05).
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Figure 3. Fatty acid methyl ester concentrations (mg g' dry
weight) of Sargassum cymosum collected from Ubatuba, Sao
Paulo, Brazil. The extraction- transesterification methods are:
A. EMU-HCI; B. B&D-HCI; C. B&D-BF,; D. AOM-HCI; E.
AOM-BF,. Each data point is the mean of three replicates
and the bars are the standard deviation. For each fatty acid,
distinct letters indicate significant differences between the
methods tested according to one-way ANOVA and to the
comparison test of Student-Newman-Keuls (p<0.05).

501 A
40

' a 2 a a a
20 4
1.0 4
0o
A B C D E
Method (extration and transesterification)
OPalmitic acid methyl ester

Concentration
{mg.g? drymass)
(]
=

10 9B

Concentration
{mg.g" dry mass)

hMethod (extration and transesterification)

OFalmitaleic acid methyl ester @0leic acid methyl ester

Glinoleic acid methyl ester  BLinolenic acid methyl ester

Figure 4. Fatty acid methyl ester concentrations (mg g™ dry
weight) of Ulva lactuca collected from Ubatuba, Sdo Paulo,
Brazil. The extraction- transesterification methods are: A.
EMU-HCI; B. B&D-HCI; C. B&D-BF,; D. AOM-HCI; E.
AOM-BF,. Each data point is the mean of three replicates
and the bars are the standard deviation. For each fatty acid,
distinct letters indicate significant differences between the
methods tested according to one-way ANOVA and to the
comparison test of Student-Newman-Keuls (p<0.05).
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Comparison between the species studied

The comparison between the species studied
was made by choosing two extraction methods. For
Hypnea musciformis, the best extraction method, which
yielded the highest value of saturated, unsaturated and
polyunsaturated fatty acids, was the AOM-HCI method.
For Sargassum cymosum it was B&D-BF, and for Ulva
lactuca the B&D-BF, and B&D-HCI methods. Thus,
comparison of the fatty acid profile of these species
was made considering the AOM-HCI and B&D-BF,
methods.

In both methods tested, the three species
showed higher concentrations of saturated fatty acids
and palmitic acid was the major fatty acid (Figure 5 A
and B). However, when comparing species, and when
the extraction and transesterification were made using
the B&D-BF, method, S. cymosum and H. musciformis
showed the highest and lowest contents of this fatty
acid, respectively. S. cymosum also showed higher
concentrations of palmitoleic, oleic and arachidonic
acid methyl esters when the B&D-BF, method was
used (Figure 5 A).
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Figure 5. Fatty acid methyl ester concentrations (mg g' dry
weight) of Hypnea musciformis, Sargassum cymosum and
Ulva lactuca collected from Ubatuba, Sdao Paulo, Brazil. A.
B&D-BF, method; B. AOM-HCI method. Each data point
is the mean of three replicates and the bars are the standard
deviation. For each fatty acid, distinct letters indicate
significant differences between species according to one-way
ANOVA and to the comparison test of Student-Newman-
Keuls (p<0.05).
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However, when the AOM-HC] method was
used, H. musciformis showed higher concentrations of
palmitic, myristic and arachidonic acid methyl esters
than the other species and significant differences
between the species for palmitoleic and oleic acid
methyl esters were not observed (Figure 5 B).
Moreover, this species did not yield palmitoleic acid
methyl ester when B&D-BF, method was used (Figure
5 A) and linoleic and linolenic acid methyl esters were
not detected, independent of the method used.

Ulva lactuca was the only species in which
linolenic acid methyl ester was detected.

Discussion

The present study showed significant differences
in the observed fatty acid contents of three species of
seaweeds, Hypnea musciformis, Sargassum cymosum
and Ulva lactuca, when extracted and transesterified by
different methods. Moreover, the best method for one
species was not necessarily the best for the other species.
The best extraction and transesterification methods for H.
musciformis, S. cymosum and U. lactuca were, respectively,
AOM-HCI, B&D-BF, and B&D-BF,/B&D-HCI. Similar
results were observed by Kumari et al. (2011), where the
content of total lipids and fatty acids of Ulva fasciata Delile,
Gracilaria corticata (J. Agardh) J. Agardh and Sargassum
tenerrimum J. Agardh varied with the extraction method
tested and the best method differed for each species. These
results may be due to the matrix effect, since these species
differ in their content of carbohydrates and proteins, which
can interact with triacylglycerides.

When comparing the fatty acid contents of the
three species of seaweed studied using the AOM-HCI
method, H. musciformis showed higher concentrations
of palmitic, myristic and arachidonic acid methyl esters
than the other species. Significant differences between
the species for palmitoleic and oleic acid methyl esters
were not observed. The same was not the case for the
B&D-BF, method. These results highlight the matrix
effect and show that different results are generated as
a consequence of the method used, which can produce
false results. If only the results generated by the
AOM-HCI method were considered, H. musciformis
would be the species that produces more palmitic acid
methyl ester. However, if only the B&D-BF, method
were considered, S. cymosum would be the species that
produces more of this fatty acid. Thus, care must be
taken in studies that compare the content of fatty acids
from different algal species since differences in the
results can be due to the matrix effect rather than to
differences in intrinsic concentrations in the sample.

The three species studied showed higher
concentrations of saturated fatty acids, and palmitic
acid was the major fatty acid, which is in agreement



with the findings for other red algae (Guaratini et al.,
2007; Gressler et al., 2010; Gressler et al., 2011), green
algae (Ortiz et al., 2006; Yaich et al., 2011) and brown
algae (Khotimchenko, 1991; Noviendri et al., 2011).

S. cymosum had a higher content of
monounsaturated than polyunsaturated fatty acids.
Similar results were found for Ochtodes secundiramea
(Montagne) M.A. Howe (Gressler et al., 2011) and U.
lactuca (Yaich et al., 2011). However, the opposite was
observed for U. lactuca (present study) and for species
of red algae such as Plocamium brasiliense (Greville)
M.A. Howe & W.R. Taylor (Gressler et al., 2011),
Gracilaria domingensis (Kiitzing) Sonder ex Dickie, G.
birdiae Plastino & E.C. Oliveira, Laurencia dendroidea
J. Agardh (as L. filiformis (C.Agardh) Montagne),
and Laurencia sp. (as L. intricata J.V. Lamouroux)
(Gressler et al., 2010), brown algae such as Sargassum
aquifolium (Turner) C. Agardh (as S. binderi Sonder
ex J. Agardh) and S. ilicifolium (Turner) C.Agardh (as
S. duplicatum (J. Agardh) J. Agardh) (Noviendri et al.,
2011) and green algae such as Ulva pertusa Kjellman
(Floreto et al., 1993). It is important to note that the
fatty acid profile of many organisms can vary according
to environmental changes. For example, Floreto et al.
(1993) observed an increase in the composition of
saturated fatty acids and a decrease in unsaturated fatty
acids of U. pertusa collected from mid-spring to early
summer (March-June).

The results of the fatty acid profiles suggest
that S. cymosum is the most suitable species to be
used for biodiesel production, since biodiesel with
a higher monounsaturated fatty acid content has a
greater oxidative stability and does not precipitate
when subjected to lower temperatures (Serdari et al.
1999). However, further studies of the growth of this
species, as well as the yield, are needed to evaluate the
economic viability of production of the compounds of
interest.
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