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RESUMO

Foi determinada a composi¢éo quimica das microalgas Chaetoceros gracilis,
Cylindrotheca closterium, Isochrysis galbana, Tetraselmis gracilis e
Thalassiosira weissflogii, com a finalidade principal de fornecer dados para
orientacdo a aqtiicultores, uma vez que o valor nutricional dessas
microalgas, utilizadas como alimento para os animais cultivados, ainda é
pouco conhecido no Nordeste do Brasil. C. gracilis, C. closterium e T. gracilis
foram cultivadas em temperatura constante de 20°C, até atingirem o volume
de 8 litros em garrafoes de vidro, repicadas a cada oito dias e aeradas a
partir de 1 litro, na Universidade Federal de Pernambuco e C. gracilis, I.
galbana e T. weissflogii foram cultivadas em temperatura constante de
18°C, até atingirem o volume de 20 litros em sacos plésticos, repicadas a
cada dois dias e aeradas a partir de 0,5 litro, na Empresa Aqualider. Ambos
experimentos foram realizado.é sob iluminag¢do constante, em meio F2 —
Guillard. As anilises foram realizadas no inicio da fase exponencial, para o
cultivo em saco plastico, e no final da fase exponencial, para o cultivo em
garrafao de vidro. Em relagdo ao cultivo em saco de pldstico, I. galbana
apresentou a maior densidade celular (3.295 x 106 cel L1) com diferenca
significativa superior as demais espécies, o maior teor de carboidratos
soluveis (0,09 mg L-1), seguida por C. gracilis (0,06 mg L) e por T.
weissflogii (0,05 mg L1), também com diferencas significativas entre as trés
espécies e os maiores teores de nitrato, fosforo e magnésio com diferencas
significativas superiores as demais espécies, enquanto que T. weissflogii
apresentou os maiores valores para sédio, potassio e enxofre. Em relacéo a
clorofila a, C. gracilis apresentou o maior teor (3,74 mg L), seguida por I,
galbana (1,87 mg L) e por T. weissflogii com o menor valor (0,96 mg L1),

também com diferencas significativa entre as trés espécies. J4 para o cultivo



em garrafdo de vidro, C. gracilis apresentou maiores valores para densidade
celular, chegando a 8,447 x 108 cel L-1; para carboidrato soldvel (0,10+ 0,009
mg -L1) e magnésio (14,78 mg -L1). C. closterium apresentou a maior
concentragédo para clorofila a (13,76 mg ‘L-!), proteina solivel (0,62 mg L),
aminodcidos totais (23,82 mg ‘L-1), nitrato (0,365 mg -L-1), s6dio (0,46 mg -L-1)
e fosforo (2,80 mg -L-1). Os teores de potéssio (0,02 mg L-1) e enxofre (0,03 mg
L1) foram iguais para C. gracilis e C. closterium. A espécie T. gracilis
apresentou os menores valores nos paridmetros analisados. Devido a
variacdo na composicdo quimica entre as espécies analisadas nos dois
experimentos, sugere-se a utilizacdo de dietas multiespecificas para a
alimentacdo animal, promovendo assim, melhor desenvolvimento destes, em

um menor periodo de tempo.

Palavras Chaves: Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca closterium, Isochrysis galbana,
Tetraselmis gracilis, Thalassiosira weissflogii, composi¢io quimica.



ABSTRACT

The chemical composition of the microalgae Chaetoceros gracilis,
Cylindrotheca closterium, Isochrysis galbana, Tetraselmis gracilis and
Thalassiosira weissflogii was determinated aiming to provide data in order
to orientate aquafarmers, since the nutricional value of these microalgae,
used as food for the cultivated animals, is still little known in the Northeast
of Brazil. At the Federal University of Pernambuco, C. gracilis, C.
closterium and T. gracilis were grown at constant temperature of 20°C until
reach the volume of 8 L, in carboys. The volume was increased and aerated
from 1 L every eight days. At the Aqualider Company, C. gracilis, I. galbana
and T weissflogii were cultured at constant temperature of 18°C until reach
the volume of 20 L in plastic Eags, with the aeration starting from 0,5 L, and
the volume increased every two days. Both experiments were carried out
under continuous illumination, in F2 - Guillard medium. For the culture in
plastic bags, the analyses were realized the beginning of the exponential
phase and, for the cultures in carboys, at the end of the exponential phase.
Regarding the cultures in plastic bags, I. galbana presented the highest
cellular density (3.295 x 106 cell.L-1), with significant difference superior to
the other species, and the highest soluble carbohydrates level (0,09 mg.L1),
followed by C. gracilis (0,06mg.L-1) and 7. weissflogii (0,05 mg.L1), also

presenting significant differences among the three species, and the highest



- values of nitrate, phosphorum and magnesium, with significant differences
superior. to the other species. T. weissflogii presented the highest values of
sodium, potassium and sulfur. In relation to the chlorophyll a, C. gracilis
presented the highest level (3,74 mg.L-1), followed by I. galbana (1,87 mg.L-
1) and T. weissflogii (0,96 mg.L-1), with significant differences among the
three species. Concerning the cultures in carboys, C. gracilis presented the
highest values for cellular density (8.447 x 106 cell.L-1), soluble carbohydrate
(0,10+ 0,009 mg.L!) and magnesium (14,78 mg.L1). C. closterium presented
the highest concentration of chlorophyll a (13,76 mg.L-1), soluble protein
(0,62 mg.L1), total free amino acids (23,82 mg.L-1), nitrate (0,365 mg.L1),
sodium (0,46 mg.L-!) and phosphorus (2,80 mg L-1). The _potassium (0,02
mg.L1) and sulfur (0,03 mg.L!) contents were the same for C. gracilis and
C. closterium. The species T. gracilis presented the lowest values concerning
the analyzed parameters. Due to the variation of the chemical compositi;)n
among the species analyzed in both experiments, we suggest the use of
multispecific diets for the animal feeding, thus promoting its best

development in a shorter period of time.

Key words: Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca closterium, Isochrysis
galbana, Tetraselmis gracilis, Thalassiosira weissflogii, chemical

composition.



1 INTRODUCAO

As microalgas constituem um grupo de vegetais bastante variado. e
encontram-se classificadas em nove divisdes, com cerca de 26.000 espécies
conhecidas (Tomas, 1997). Essa elevada diversidade implica em grande
variacdo metabdlica entre as espécies, muitas delas produzindo vérias
substdncias de valor comercial, incluindo - pigmentos, vitaminas,
polissacarideos, proteinas, produtos farmacéuticos e outros compostos

biologicamente ativos (Borowitzka, 1999a e b).

Quanto aos pigmentos, além dos diversos tipos de clorofila que
possuem (a, b, c e d) e que lhes conferem o papel de grandes produtoras d(;s
ecossistemas aquaticos, as microalgas podem produzir também vérios
pigmentos acessérios, como as ficobilinas (ficoeritrina e ficocianina), além de

carotendides.

Em algumas espécies, esses pigmentos acessérios podem estar
presentes em quantidades maiores do que a dos pigmentos primaérios,
podendo-se citar, como exemplo, as -cloroficeas Dunaliella salina e
Haematococcus pluvialis, as quais acumulam quantidades significativas de
beta-carotenos (Bem-Amotz, 1999). A primeira espécie pode acumular cerca

de 14 % de seu peso seco de beta-caroteno, quando cultivada em condicoes
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apropriadas, como alta salinidade e quantidades altas de luz (Liaaen-Jensen

& Egeland, 1999).

A concentracdo média de carotendides em diversas classes de
microalgas é cerca de 1 %. A aplicacdo comercial desses pigmentos é muito
variada, sendo bastante utilizados como corantes de alimentos e como
alimentacdo aditiva em cultivos de peixes salmonideos (Borowitzka, 1988;

Bem-Amotz, 1999; Liaaen-Jensen & Egeland, 1999).

Muitas espécies de microalgas produzem polissacarideos e alguns
desses compostos podem ser explorados economicamente. A rodoficea
unicelular Porphyridium cruentum é considerada como uma das espécies
mais promissoras neste contexto, pois em condicées ideais de cultivo pode
produzir grandes quantidades de polissacarideos, contendo D-xilose, D-
glucose e D-galactose, entre outros. Em outras algas, a acumulacio de
polis:sacarideos pode ocorrer em apenas uma fase do ciclo de vida, como

acontece com Dunaliella tertiolectra, D. salina e Isochrysis galbana

(Guillard & Wangersky, 1958; Arad, 1999; Cohen, 1999).

A situagdo mais promissora no aproveitamento das microalgas é na
producéo de carboidratos e proteinas, considerando-se que algumas espécies
podem conter em torno de 50 % de proteina, como tem sido evidenciado para

varias espécies de Scenedesmus, Spirulina e Dunaliella (Becker, 1995).

Em virtude dessas caracteristicas, o estudo bioquimico das microalgas

tem despertado o interesse de varios pesquisadores, que vém nesses
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microvegetais uma fonte inesgotdvel de proteinas e outros derivados, como
também seu aproveitamento no tratamento de 4guas e na aqiiicultura. O
grande impulso nesses estudos ocorreu a partir da década de 1950,
exatamente com a descoberta do elevado teor de beta-caroteno em
Dunaliella salina, como também, de elevados teores de proteinas em
diversas outras espécies (Borowitzka & Borowitzka, 1988). Entretanto, a
grande partida para o aprofundamento dos estudos sobre bioquimica de
microalgas ocorreu com a publicacdo de Burlew (1953), que relatou o
conteido de proteinas de diversas espécies (ie microalgas, complementado
mais tarde com o livro editado por Shelef & Soeder (1980) que apresentaram

as diversas aplicacgdes e usos das microalgas em varios setores.

O interesse na producgdo comercial das microalgas e seu potencial
econdmico estd se tornando largamente reconhecido, ainda que a producio
em massa tenha surgido varias décadas depois que, os primeiros tanques de
algas foram construidos. Em autras palavras, existe uma clara discrepancia
entre o reconhecido potencial de muitas espécies de microalgas e o atual
desenvolvimento industrial. Duas das maiores razoes para o lento progresso
em culturas industriais sdo: o alto custo da producédo e as dificuldades de
popularizacdo da biomassa algal. Como resultado desses problemas, até o
presente, s6 alguns poucos produtos produzidos pelas microalgas tém obtido
sucesso comercial, principalmente, quando se considera o aproveitamento
das microalgas como alimento humano, existindo atualmente muitas
espécies que esperam o reconhecimento de suas habilidades em produzir

substancia de importancia econdémica (Becker, 1995).
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Para Borowitzka (1999a), apenas o fato de determinada espécie
possuir capacidade de armazenar determinados produtos, ndo se constitui
em espécie de valor econémico e, segundo o autor, uma espécie para ser
considerada de importédncia econdémica precisa ser avaliada dentro dos

seguintes aspectos:

1 — ser capaz de crescer em condi¢cbes ambientais extremas, pois, assim,

reduz os problemas de competicdo entre espécies e com predadores;

2 — ter uma taxa de crescimento rapida, pois além de reduzir problemas com
competidores, também propicia a diminui¢do da édrea do tanque de
cultivo;

3 — ser bastante tolerante as caracteristicas ambientais, diminuindo as

condic¢oes de controle exigidas nesse tipo de cultivo;
4 — possuir altos percentuais do produto comercialmente desejado.

Por outro lado, os produtos sintetizados pelas algas também precisam

ter algumas caracteristicas para serem considerados comercialmente

importantes, tais como:

1 — possuir alto valor comercial;
2 — néo poder ser sintetizado quimicamente;

3 — ocorrer em maior teor nas algas, para que ndo haja outra fonte

competidora;

4 — ser um produto estavel, para que haja menor dificuldade na extracao,

purificacdo e estocagem.
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Na realidade, nenhuma alga isoladamente ou o produto algal
apresenta todos os critérios acima descritos, existindo poucos produtos de
alto valor em uma tnica alga e/ou aqueles que sdo produzidos em larga
escala pela alga. Consequentemente, um pequeno niimero de espécies de
microalgas, entre as milhares jé conhecidas, sdo utilizadas e cultivadas para
fins comerciais, destacando-se, especialmente aquelas cujas técnicas de

cultivos ja estdo perfeitamente dominadas.

Atualmente, uma das atividades na qual o aproveitamento corhercial
das microalgas tem apresentado um consideravel aumento, é o cultivo em
massa para fins de aqiiicultura, notadamente, quando se reconhece o valor
das microalgas como fonte de alimento para vérios organismos de
importancia econdmica, como peixes, crustdceos e moluscos (De Pauw &
Persoone, 1988).

- Varios trabalhos tém sido realizados para determinar a composicédo
quimica das microalgas com (; objetivo de produzir alimento direcionado as
necessidades nutritivas dos animais criados em cativeiro (Whyte, 1987;
Brown, 1991; Brown et al., 1997, 1998; Lopes-Muiioz et al., 1992; O’Connor
et al. 1992; Southgate et al., 1998; Caers et al., 1999), e também,
relacionados a variagdo da constitui¢iio quimica das microalgas em relacéo
ao meio nutritivo no qual estdo sendo cultivadas (Antia et al., 1977;
Goldman, 1980; Fabregas et al., 1985a, 1985b, 1986; Nelson et al., 1992;
Melo et al., 1993; Sukenik et al., 1993; Lourenco et al., 1997; Fidalgo et al.,

1998; Sauodis-Helis et al., 1999; Valenzuela-Espinoza et al., 2002).
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O cultivo de microalgas é uma atividade bastante desenvolvida no
Brasil, contudo, a grande maioria dos trabalhos aborda, principalmente, os
aspectos relacionados ao conhecimento das caracteristicas ecofisiolégicas e
bioecolégicas das espécies cultivadas, como, por exemplo Yoneshigue Braga
(1971), Teixeira & Vieira (1976), Vieira (1977), Oliveira & Koening (1984),
Yamashita & Magalhéaes (1984), Teixeira et al. (1986), Koening et al. (1990a,
1990b), Melo et al. .(1993) e Lourenco et al. (1997), representando uma
contribuicao precisa sobre as caracteristicas bioquimicas dessas algas, além
de constituirem como bons subsidios para as atividades de cultivo em massa
de microalgas, pois contém valiosas informacdes sobre a eficiéncia dos
principais meios de cultivo, principalmente os alternativos,-e sobre o efeito
das variaveis que interferem no crescimento das espécies cultivadas.

Os estudos sobre a composi¢cdo quimica das microalgas ainda séo
recentes, limitando-se a estudos de meios de cultivo alternativos (Koening ;at
al., 1990a, 1988; Melo et al.,.1993) ou comparagdes na composicdo quimica
em relacao ao meio nutritivo (Koening, 1990b, Lourenco et al., 1998).

Considerando-se o substancial crescimento das atividades de
aqiiicultura no Brasil (em torno de 8 % ao ano, segundo Sipatba-Tavares &
Rocha, 2001), se faz necessdrio a intensificacdo de pesquisas sobre o valor

nutricional das microalgas, como uma forma de incentivar e valorizar esta

atividade no pais.
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1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do trabalho foi determinar a composicdo bioquimica
das microalgas Chaetoceros gracilis Schutt, Cylindrotheca closterium
(Ehrenberg) Eimann & Lewin, Isochrysis galbana Parke, Tetraselmis
gracilis (Kylin) e Thalassiosira weissflogii (Grunow) G. Fryxell & Hasle em

cultivos unialgais.

1.2 Objetivos Especificos

¢ Quantificar os carboidratos soliveis, proteina solivel, macro e
microminerais presentes nas espécies acima mencionadas.

¢ Estimar a densidade celular nos cultivos.

¢ Estimar a biomassa das espécies cultivadas.

¢ Comparar as variacdes na constituicdo quimica das microalgas em

diferentes tipos de cultivo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultivo

A cloroficeae Chlorella foi a primeira microalga a ser isolada em uma
cultura pura, tendo sido_ Warburg (1919) o primeiro a utilizar individuos
deste género para o estudo do processo fotossintético: as células cresceram
em um meio de cultivo para hidroponia de vegetais superiores. Mas,
somente a partir de 1940, o cultivo em massa chamou a atencdo para
pesquisas de diversas espécies de microalgas, como o realizado por Spoehr &
Milner (1949), onde os autores estudaram a variacéo do contetido quimico de
Chlorella e de algumas diatomadceas, em relacio as condicoes do ambiente. .

- Para a obtencdo de biomassa ou outras fontes de constituintes
(lipideos, por exemplo), o cult;ivo em larga escala de microalgas comecou na
Alemanha durante a Segunda Guerra Mundial (Burlew, 1953; Cook, 1954).

Um grande impulso no cultivo em massa ocorreu entre 1955 e 1975,
devido a construcdo de pequenos laboratérios que, posteriormente, foram
substituidos por sistemas de cultivo em larga escala. Os géneros Chlorella e
Scenedesmus foram os primeiros a ser investigados, pois séo de facil cultivo
(Hundley & Ing, 1956; Pippes & Gotaas, 1960; Dam et al., 1965; Davis et al.,
1975, Ganowski et al., 1975).

O desenvolvimento de técnicas de cultivo em condicbes controladas,

tornou-se um fator decisivo para as mais variadas possibilidades
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economicas, visando, principalmente, o potencial nutritivo das microalgas
como fonte de proteinas para alimentacdo humana (Furst, 1978; Fox, 1987 );
ao mesmo tempo, forneceu subsidios para a elaboracdo de trabalhos
relacicnados aos aspectos taxondmicos, fisiolégicos, desenvolvimento de
meios de culturas eficientes para a manutencao das culturas em laboratério
(Hintz et al., 1966; Guillard, 1975, 1988; Renaud et al., 1999), no tratamento
de esgotos (Pippes & Gotaas, 1960; Dustan & Menzel, 1971), na producéo de
beta-caroteno, na conversido de esgotos domésticos ou efluentes bio-
industriais em biomassa de microalgas de importdncia econdomica e na
obtencdo de substéncias antibiéticas (Cardillo et al., 1981; Accorinti, 1983;

Grima et zl., 1999b).

2.2 Composic¢édo quimica

A descoberta do alto valor nutricional das microalgas, ricas em
proteinas de alto valor nutritivo, lipideos ricos em &cidos graxos poli-
insaturados e carboidratos, bem como em vitaminas hidro e lipossoliveis,
além de outras moléculas tteis como carotenéides, clorofilas, enzimas, etc.,
fizeram com que o seu principal uso, fosse dirigido a obtencdo de alimentos
para organismos marinhos cultivaveis (Ukeless, 1976).

Chu et al. (1982) determinaram e quantificaram os polissacarideos de
cinco microalgas usadas como fonte de alimento para ostra (Crassostrea

virginica), concluindo que estes variavam de espécie para espécie, havendo

aumento dos teores de carboidrato com o tempo do cultivo devido a
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mudancas na producéo dos compostos estocados, sendo a glucose o principal
produto armazenado.

Segundo Hirata et al. (1985), o conhecimento da composi¢do quimica
dos ali-nernitos vivos é importante para a avaliacdo de seu valor nutricional.

De acordo com Fabregas et al. (1985a), a variacdo da concentracdo do
melo de cultura induz a uma variacdo na composicdo quimica das
microalgas. Em experimento realizado com a espécie Tetraselmis suecica, os
autores observaram que o crescimento em massa desta espécie foi
influenciado pela variacdo da concentracéo d;] meio nutritivo, apresentando
diferencas na constituicdo das proteinas em 215 %, da clorofila ¢ em 190 % e
do contetido d= RNA em 203 % na fase estacionéria da curva de crescimento.

Fabregas et al. (1985b) determinaram a variacdo da taxa de
crescimento, e os teores de clorofila a e proteina de Isochrysis galbana em
diferentes salinidades e em altas concentrac¢des de nutrientes. Os autorés
concluiram que a taxa méxima de crescimento de I. galbana foi registrada
em salinidades de 15 a 35 %o, que os teores de proteina por célula estido
diretamente relacionados aos teores de salinidade e a concentracdo dos
nutrientes e observaram ainda que, no meio nutritivo, valores superiores a
16 mM de NaNOs, levaram a uma menor producéo de clorofila a e proteina
em todos os teores de salinidade analisados.

Ao analisar a variagdo da biomassa e da composicdo quimica de
Dunaliella tertiolecta em relacdo a variacdo da concentracdo do meio
nutritivo (4, 8 e 16 mM de NaNO3), Fabregas et al. (1986) observaram que a

densidade celular foi maior (14,23 x 106 cel mL-!) na concentracéo de 16 mM
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de NaNOs e concluiram que, em altas concentracbes nutritivas, os teores de
proteina, clorofila a, carboidratos e RNA foram proporcionalmente maiores,
197 %, 255 %, 142 % e 150 %, respectivamente.

Seguirdc Whyte (1987), os nutrientes necessdrios para o
desenvolvimento de culturas de moluscos bivalves (carboidrato, lipideos e
proteinas) provém de microalgas do fitoplancton, e a composi¢cdo quimica
destas influi diretamente no desenvolvimento do cultivo desses moluscos. O
autor determinou a composicdo quimica de Tetraselmis sp., Chaetoceros sp. e
Isocrhysis sp. usadas na maricultura, e verificaram que os lipideos
predominaram (5,85 - 23,64 % da matéria seca), seguidos pelos carboidratos
(0,28 - 13,73 % d matéria seca). '

Brown (1991), determinando os teores de aminoécidos e agiicares em
dezesseis espécies de microalgas utilizadas como alimento para ostras,
observaram que os niveis dos aminoacidos foram maiores nas microalgas cio
que nas ostras, sendo o aspartato e o glutamato encontrados nas maiores
concentracdes (7,6 — 12,4 % da matéria seca). Em relacdo aos carboidratos,
estes variaram entre 91 e 96 % da matéria seca, sendo a glucose o principal
acucar. Foram ainda detectados fucose, ribose, arabinose, xilose, manose e
galactose em diferentes proporcoes.

O’Connor et al. (1992) estudaram a influéncia de uma dieta a base de
microalgas vivas na alimentacdo da ostra Saccostrea commercialis. Os

autores observaram que os maiores valores da ostra, em peso fresco, foram

obtidos quando a dieta era composta por uma mistura de microalgas vivas.
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Sukenik et al. (1993) determinaram a variagdo da composi¢do quimica
de Nannochloropsis sp. em relacéo a intensidade luminosa e a temperatura.
A percentagem de longas cadeias de dcidos graxos polinsaturados, do dcido
eicosapentaenéico e da biomassa variaram entre 1,6 e 3,8 % (matéria seca).
Foi observado também que no menor nivel de irradiacdo utilizado (35
quanta. m2.s1), as células apresentaram altos valores de clorofila a, o teor
de proteina ficou inalterado, enquanto que, os teores de carboidrato e
lipideos foram maiores no maior_ nivel de irradiacao utilizado (290 quanta.
m2.s1). Os autores concluiram que as variacoes na composicdo dos acidos
graxos e da biomassa sdo atribuidas as diferencas sazonais das condicoes
climéaticas (fotoperiodc e temperatura).

Segundo Lourenco et al. (1997), a composicdo quimica das algas pode
variar de acordo com as condic¢bes do ambiente e a idade da cultura. O efeito
da variacdo destes paridmetros vém sendo estudados para s.e entender
melhor a fisiologia e responder a questdes especificas para otimizar o cultivo
em massa das microalgas.

Brown et al. (1997), determinaram a composicdo quimica de 40
espécies de microalgas cultivadas na Australia (Tabela 1), discutindo o seu
valor nutricional. O teor de proteina variou de 6 a 52 %, carboidrato de 5 a
23 % e lipideos de 7 a 23 %. Os autores concluiram que o tipo de meio de
cultivo, o tempo de iluminacéo e a fase de crescimento da cultura analisada,
contribuem para a variacdo na composi¢do quimica das microalgas e

sugerem uma mistura de microalgas para “balancear” a alimentacdo dos

organismos consumidores.
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Brown et al. (1998) determinaram o valor nutricional de Pavlova

pinguis, Rhodomonas salina, Tetraselmis sp. e Nannochloropsis sp.

utilizadas na alimentacdo da ostra Crassostrea gigas na Austrdlia. Os

autores concluiram qu« a utiliza¢éo de uma dieta composta pela mistura das

microalgas vivas produziu os melhores resultados de crescimento nesta

espécie de ostra. Foram ainda determinados os teores de proteina (17 — 48 %

da matéria seca), carboidrato (22 - 41 % da matéria seca) e lipideo (16 — 26%

da matéria seca) das microalgas.

Tabela 1 - Principais espécies de microalgas cultivadas para fins econémicos.

Classe
Bacillariophyceae
Asterionella japonica
Chaetoceros calcitrans
Chaetoceros simplex
Ditylum brightwellii
Navicula sp

Nitzschia sp
Phaeodactylum
tricornutum
Skeletonema costatum
Thalassiosira pseudonana

Thalasstosira fluviatilis

Classe Prasinophyceae
Micromona pusilla
Pavlova salina
Pyraminonas grossii
Tetraselmis chuii

Tetraselmis gracilis
Tetraselmis suecica

' Classe Haptophyceae

Coccolithus huxley:
Crisosphaera carterae
Dicrateria inornata
Isochrysis galbana

Classe Chlorophyceae
Brachiomonas submarina

Chlamydomonas coccoides
Chlorella autothrophica

Dunaliella tertiolecta
Scenedesmus sp

Classe Cryptophyceae
Chroomonas salina

Classe
Eustigmatophyceae
Monodus subterraneus

Nannochloropsis sp

Classe Cyanophyceae

Microcystis sp
Lyngbya sp
Spirulina sp

Classe Chrysophyceae
Pseudopedinella sp
Cricosphaera elongata

Classe
Prymnesiphyceae
Rodela violacea
Porphyridium cruentum

Classe Dinophyceae
Cochlodinium heterolobatum
Crypthecodinium cohnii
Gonyaulax catenella

Gyrodinium cohnii
Prorocentrum minimum

Fonte: Ukeless (1976)
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Fidalgo et al. (1998), determinando o efeito das fontes de nitrogénio
na composi¢cdo quimica de Isochrysis galbana, concluiram que a maior
producao dos acidos graxos, no final da fase exponencial de crescimento,
ocorreu no meio nutritivo rico em uréia, com altos teores do &acido
eicosapentaendico (EPA - 27,66 %) e do 4cido docosahexaenéico (DHA - 14,14
%). |

Southgate et al. (1998), determinaram a influéncia de uma dieta
alimentar composta por Isochrysis aff. galbana, Pavlova salina, Chaetoceros
simplex, Tetraselmis sp. (extrato seco) e extrato a base de leveduras para a
ostra Pinctata margaritifera. Os autores concluiram que a dieta a base de
extratos secos (Tetraselmis sp. + levedura) proporcionou um bom resultado
na taxa de crescimento, levando a uma diminuic¢iao dos custos de producio
da ostra.

Caers et al. (1999), realizaram um experimento para determinarho
impacto da variacdo da dieta alimentar em ostras jovens (Tapes
philippinarum), analisando a composi¢ao quimica de Tetraselmis suecica e
de Isochrysis galbana em relacao a taxa de crescimento e a composi¢io dos
acidos graxos. Os autores concluiram que a composicdo quimica dos acidos
graxos no molusco variava de acordo com a espécie de microalga utilizada
como alimento.

Renaud et al. (1999), determinaram a composi¢cio quimica
(carboidratos, lipideos, proteinas e cinzas) de dezoito espécies de microalgas
do litoral da Aqstrélia com possivel uso em maricultura. De acordo com os

dados encontrados, as diatoméceas apresentaram uma maior percentagem
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de lipideos e cinzas em relacdo 4 matéria seca e as Cryptophyceae
apresentaram um maior percentual de proteinas.

Valenzuela-Espinoza et al. (2002), compararam a producdo de
proteina, carboidrato, lipide.o € clorofila @ de I. galbana em dois meios de
cultivo: F2 e um alternative (fertilizante). Os autores concluiram que n#o
houve diferenca significativa entre os componentes quimicos produzidos nos
dois meios e sugerem o fertilizante em substituicdo do meio F2, sendo este
alternativo, pelo seu baixo custo.

Os lipideos sdo classificados em neutros (triacilglicerideos, ceras,
hidrocarbonos, 4acidos graxos e esteréides) e polares (fosfolipideos e
glicolipideos), sendo os neutros coisiderados produtos de res;erva energética
e os polares produtos estruturais presentes nas membranas das células
(Grima et al., 1999a).

Sukenik (1999), estudando a producdo de EPA e DHA em espécies cie
Nannochloropsis, chamou a aten¢do para as diversas funcoes destes tipos de
lipideos, para o homem: reduc¢do do risco de mortalidade por doencas
coronarianas; sao essenciais ao desenvolvimento do cérebro, da retina e do
sistema nervoso humano, além de serem ideais para o cultivo de rotiferos e
de varios tipos de larvas de peixes.

Metzger & Largeau (1999), determinaram a composi¢do quimica de
Botryococcus braunii (Chlorophyceae) em laboratério, apresentando

resultados da composicéo e da estrutura espacial dos varios tipos de lipideos

e acucares extraidos a partir de algas ja cultivadas em vérios paises no
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mundo (Austridlia, Bolivia, Estados Unidos, Filipinas, Franca, India,
Inglaterra, Japao, Marrocos, Portugal, Taildndia, Venezuela, entre outrbs).

Estudos genéticos tém sido também realizados para otimizar a
producdo de EPA e DHA em Isochrysis galbana e Phaeodactylum
tricornotum através de hibridizagdo, mutagdo e sele¢do fenotipica, onde
estdo sendo obtidos 6timos resultados na producdo desses 4acidos graxos
(Alonso & Del Castillo, 1999).

Poisson & Ergan (2001), compararam a producio de DHA em I
galbana cultivada nos meios Pravasoli 1/3 e Jones. Os autores observaram
que as algas cultivadas em meio Provasoli 1/3 produziram mais DHA e que o
controle da temperatura do cultivo é um importante fator para a otimizacio
da producdo do DHA pelas microalgas.

Borowitzka (1999b), ressalta a importancia dos vérios grupos de
microalgas como organismos produtores de substdncias farmacéuticas ‘e
agroquimicas, citando as espécies e detalhando as funcoes antibiéticas,
citotoxicas, produtoras de toxinas, vitaminas, carotendides e de acidos
graxos de cada uma das microalgas. O autor ainda chama a atenciao para a
importéncia das descobertas ja realizadas e a necessidade de novos estudos,
principalmente no campo médico e genético, para a otimizagdo da producio
algal em cultivo de grande escala.

Os carotendides sdo pigmentos que auxiliam na absor¢do de luz,
transferindo energia para a clorofila, agindo também como fotoprotetores.
Séao responsaveis por 0,1 % da producéo total das algas do fitoplancton, que

é de 4 x 10'° T de matéria orgénica em termos de peso seco, no ambiente
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marinho. Séo extraidos como modelo de sintese quimica para “tingir” genes
cancerigenos, sendo utilizados na industria de cosméticos e farmacéutica
(Liaaen-Jensen & Egeland, 1999).

Estudos sobre as ficobilijroteinas, pigmentos presentes nas
cianobactérias, Rhodophycea e na Cryptophycea, vém obtendo destaque
mundial devido a capacidade de absor¢do de luz. Esses pigmentos quando
conjugados a compostos biolégicos especificos atuam como anticorpos além
de atuarem como marcadores para imagem de microscopia eletrdnica,
identificadores cancerigenos, etc. (Glazer, 1999)

Segundo Borowitzka (1999 a e b), a possibilidade de producdo de
varias substéncias pelas algas, vem tambéimn aumentando a ;.sua importincia
econdmica ao longo da histéria, devido ao desenvolvimento e don:ﬁnio de
técnicas de cultivo. Vdrios paises como Estados Unidos, Japdo, China,
Australia, entre outros, j4 dominam a técnica de producéo em larga escaia
das microalgas, para a extracéo de diferentes substancias, obtendo-se lucros

consideraveis de acordo com as tabelas 2, 3 e 4.
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" Tabela 2 - Aplicacgéao comercial dos produtos extraidos de microalgas cultivadas.

Alimento Complemento alimentar protéico para humanos.
Racao Complexo protéico e vitaminado para animais.
Fonte de P-carotcno como prevengdo de cancer de pele;
Terapéutico antibiéticos e enzi.uas hidroliticas, promovendo a
cicatrizagdo da pele; estimulacdo de prostaglandina pelo
acido y-linolénico; regulacao da sintese do colesterol.
B-caroteno como corante de alimentos; xantofilas em racoes
Pigmentos de peixes e aves; ficobilinas como corante de alimentos,

cosméticos e reagente analitico em diagnésticos.

Fonte de substincias

quimicas finas

Glicerol usado em alimentos, cosméticos e substéncias
farmacéuticas; dcidos graxos, lipideos, ceras, esterdis,
hidrocarbonos, aminoacidos, enzimas, vitaminas C e E;

polissacarideos em borrachas. 5

Combustiveis Longas cadeias de hidrocarbonetos e lipideos esterificados
como 6leo combustivel; hidrogénio; biogas.

Hormoénios Auxinas, giberelinas e citocinas.

QOutros Biofertilizantes; condicionadores de solo, tratamento de

esgotos.

Fontt_e: Borowitzka (1999a)
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Tabela 3 — Valor de venda, quantidade comercializada, valor de mercado e fontes
alternativas aos produtos de algas.

Preco Quantidade I Valor de Outras Nimero
Produto aproximado | comercializada | mercado fontes de
($ kg -1)* (t ano -1) ( & x108)* produtore
S
Biomassa rica Graos,
em proteina 0,13-1 peixes, Muitos
carnes
Glicerol 1-2 Gorduras Muitos
Vitamina E 68 2500 170 Amendoim  Razoavel
Ficocianina <500 4 5 Nenhuma  Razoavel
Sintético,
extrato de
B - caroteno >800 >100 8-180 cenoura, Poucos
oleo de
palma
Astaxantina 3000 50-100 30-€0 Sintético; Poucos
Phaffia
Cantaxantina 2000 ? >100 Sintético Poucos

Nota: *Valores em délar americano
Fonte: Borowitzka (1999b)

Tabela 4 — Valor estimado da biomassa, baseado nos valores de produtos e contetido

celular.
Alga Produto Contetdo celular Valor Valor da alga
(% de M. S.) ($ kg -1)* ($ kg -1)*

Chlorella Alimento 100 25 25.00
Dunaliella salina Glicerol 40 2 0.80

p - caroteno 5 600 30.00
Haematococcus Astaxantina 2 6000 60.00
pluvialis
Spirulina platensis Ficianina 2 500 10.00

Nota: ¥*Valores em délar americano
Fonte: Borowitzka (1999a)
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No Brasil, o inicio do cultivo de microalgas ocorreu no Rio de Janeiro,
com Yoneshigue-Braga (1971), cultivando Chlamydomonas sp., utilizando
como meio de cultura d4gua do mar enriquecida e extrato de himus.

Vérios outros trabalhos tiveram a finalidade de produzir
conhecimentos técnicos que permitissem estabelecer culturas de organismos
vivos, estudar fatores basicos de inter-relagbes de varios pardmetros que
afetam o crescimento e as respostas fisiolégicas da intensidade de
iluminagdo e temperatura, como também fornecer dados que possam ser
empregados em estudos posteriores (Vieira, 1975). No mesmo ano,
Yoneshigue-Braga & Gonzales-Rodriguez (1975), utilizaram dgua de uma
zona de ressurgéncia de Cabo Frio como meio bésicc para_ o cultivo de L
galbana Parke no periodo de fracas ressurgéncias. Ja Teixeira & Vieira
(1976), utilizaram agua enriquecida coletada na superficie e a 50 metros da
profundidade na regido de Ubatuba para o cultivo de Phaeodactylwﬁ
tricornutum.

A partir destes conhecimentos, varios trabalhos foram realizados:
determinacdo da produtividade primaria, indicadores bioquimicos ou
fisiolégicos das deficiéncias nutricionais e testes biolégicos com algas em
cultura (Maestrini, 1977), métodos para a obtencéo e purificacdo de culturas
(Vieira, 1977), bioensaios visando o mecanismo de alimentacdo do
zooplancton e producdo secundéria (Vieira & Tundisi, 1978; Teixeira et al.,
1986), comparacao de diversos extratos para cultivo (Castro, 1979; Gonzalez-
Rodriguez & Maestrini, 1983, Triani et al., 1984, 1986; Oliveira, 1988) e

composicdo bioquimica (Talamoni et al., 1988), onde os autores



Moura Junior, A. M. Composi¢io quimica de microalgas ... 32

- determinaram a composicdo primaéria dos polissacarideos em Microcystis
aeruginosa.

Lourenco et al. (1997), determinaram a composicdo quimica de
Tetraselmis gracilis em dois meios de cultivos (reic comercial e meio
Conway). Segundo os autores, a concentraciio de protefna, por cultivo, foi
maior no meio Conway, enquanto que, meio comercial, fo-ram maiores os
teores de carboidrato, lipideos, clorofila a e carotenéides.

No nordeste do Brasil, o cultivo de microalgas foi iniciado no Rio
Grande do Norte, para atender as necessidades dos projetos de aquicultura
implantados naquele Estado, tendo sido realizados cultivos em massa, como
subsidios para a alimentac@o de peixes e crustdceos cultivados em viveiros
estuarinos. Virios trabalhos realizados em Fortaleza, Paraiba e
Pernambuco foram publicados relacionados & producio em massa das
microalgas, na descoberta de meios de cultivo para baratear os custos cie
producao (Oliveira, 1982).

Oliveira & Koening (1984), desenvolveram estudos sobre a utilizacdo
de fertilizantes orgéanicos (esterco de gado e/ou caldo de peixe), como meio de
cultura para Tetraselmis chuii, onde a calda de peixe favoreceu melhor ao
desenvolvimento celular, atingindo 403 x 106 cel L-!

Koening et al. (1988), realizaram experimentos preliminares sobre a
viabilidade do vinhoto (calda mineralizada e ndo mineralizada) como fonte

- de nutrientes para o cultivo de Dunaliella tertiolecta e Tetraselmis chuii. Os

autores observaram que a adicdo didria de calda mineralizada proporcionou
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os melhores resultados para a densidade celular (1,8 x 108 cel L'!) e para a
clorofila a (206,43 mg m-3) para D. tertiolecta.

Koening et al. (1990a), utilizando diferentes adigdes de extrato de
galinha para o cultivo de 7. chuii e T. tetrathele, cbservaram que 7.
Tetrathele alcangou a maior densidade celular média (1,3 x 10° cel L-1),
‘enquanto que 7. chui alcancou 9,3 1,3 x 108 cel L1 e que, o teor de clorofila a
foi maior para T. chuii (1.003,88 mg m-3) no cultivo com 30 mL do extrato de
galinha, e para T. tetrathele (2.014,16 mg m3) no cultivo com 40 mL do
extrato de galinha.

Melo et al. (1993), determinaram o crescimento de Phaeodactylum
tricornotum em éggua do mar enriquecida com solugﬁeé derivadas da
decomposicao de algas arribadas como meio de cultura e observaram que os
melhores resultados foram obtidos com a dgua do mar enriquecida com
extrato de Gracilaria cf. ferox, onde o teor maximo de clorofila a foi de 1,5.1(
10-! pg cel-! e a densidade celular maxima foi de aproximadamente 8 x 106
cel mL-1,

Em relacdo a estudos ecofisiolégicos e bioecolégicos, Sassi & Moura
(1988), apresentaram dados preliminares sobre o efeito da concentrac¢édo dos
nutrientes no crescimento do fitoplancton no litoral do nordeste do Brasil.

Em relacdo a composi¢do quimica das microalgas cultivadas no
Nordeste, pode-se citar somente o trabalho de Koening et al. (1990b). Esses
autores determinaram a composi¢do bioquimica de Tetraselmis tetrathele

cultivada com fertilizante orgénico, e constataram que nessa condicdo de

cultivo a densidade celular maxima atingiu 608,75 x 103 cel mL-, o teor de
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proteina foi de 310 ug L1, o de carboidrato foi de 209,8 pug L1 e o de lipideo

foi de 28,50 pg .
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4.1 Composicio quimica de Chaetoceros gracilis Schutt, Cylindrotheca closterium

(Ehrenberg) Eimann & Lewin e Tetraselmis grcilis (Kylin) Butcher

cultivadas em garrafao de vidro.

A SER ENVIADO PARA A REVISTA HOEHNEA
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Resumo

Este trabalho objetivou a determinagdo da composi¢do quimica de Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca
closterium e Tetraselmis gracilis, espécies de freqiiente uso na agiiicultura no Nordeste do Brasil. As
espécies foram cultivadas em meio f/2-Guillard, em garrafdo de vidro, aeradas a partir de um litro, com
iluminag&o constante e as analises foram realizadas no final da fase exponencial. C. gracilis apresentou
maior densidade celular, chegando a 8.447 x 10 ®cel L™, o maior valor para carboidratos soluveis (0,10+
0,009 mg L") e magnésio (14,78+ 0,08 mg 'L™"). C . closterium apresentou a maior concentragdo para
clorofila a (13,76+ 1,11 mg ‘L), proteina sohivel (0,62+ 0,04 mg ‘L"), aminoécidos totais livres (23,82+
0,84 mg ‘L™, nitrato (0,365+ 0,025 mg L"), sédio (0,46 + 0,047 mg L") e fésforo (2,80+ 0,38 mg L™).
Os teores de potassio (0,02 mg L") e enxofre (0,03 mg L) foram iguais para C. gracilis e C. closterium.
A espécie T. gracilis apresentou os menores valores nas varidveis analisadas e como verificado, hd uma
varia¢io na composigdo quimica entre as espécies analisadas.

Palavras Chaves: Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca closterium, Tetraselmis gracilis, composi¢o
quimica

Abstract

The purpose of this study was to determine the chemical composition of Chaetoceros gracilis,
Cylindrotheca closterium and Tetraselmis gracilis, species frequently utilized as food source for
aquaculture in the northeast of Brazil. The species were grown in f/2 medium, in carboys, aerated from
one liter, with constant illumination and analyses were made in late exponential phase. C. gracilis showed
highest cellular density (8,447 x 10 © cel L), soluble carbohydrate (0.10+ 0.009 mg ‘L") e magnesium
(14.78+ 0.08 mg 'L"). C . closterium_showed highest amounts to chlorophyll a (13.76+ 1.11 mg ‘L™,
soluble protein (0.62+ 0.04 mg L"), total aminoacid (23.82+ 0.84 mg ‘L"), nitrate (0.365+ 0.025 mg L),
sodium (0.46 + 0.047 mg L") e phosphorus (2.80+ 0.38 mg ‘L"). Both species showed values to
potassium (0.02 mg L") and sulfur (0.03 mg L"). T gracilis showed the lowest values in all variibles
analyzed.

Key words: Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca closterium, Tetraselmis gracilis, chemical composition

INTRODUCAQ

Com o desenvolvimento da aqﬁiculmra no mundo e a necessidade de aumentar a
taxa cie sobrevivéncia dos am'maisl,nos cultivos, as pesquisas tém revelado a importancia
da produgdo de alimento para o desenvolvimento das espécies cultivadas. O
conhecimento-sobre a alimentag@o natural, e os habitos de sele¢do alimentar desses
organismos sdo essenciais para uma alta produtividade, pois esta depende da conversio
do alimento em diferentes niveis tréficos, determinando um maximo de
bioprodutividade (Sipauba-Tavares & Rocha, 2001). A importancia da obten¢fo de
culturas unialgais estd na grande variedade com que as mesmas podem e devem ser
usadas com finalidades mais diversas como genética, citologia, taxinomia e fisiologia
vegetal (Sukenik & Whanon, 1991, Fidalgo et al., 1998, Renaud ez al., 1999).

Virios trabalhos tém sido realizados para determinar a composi¢ao quimica das
- microalgas com o objetivo de produzir alimento direcionado as necessidades
nutricionais de espécies animais criados em cativeiro (Whyte 1987, Brown et al. 1997,
1998; Southgate et al., 1998, Caers et al., 1999), e também, relacionadas a variagdo da

constitui¢do quimica das microalgas em relagdo ao meio nutritivo no qual estdo sendo
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cultivadas (Antia et al., 1977, Fabregas et al., 1985a e b, 1986, Melo et al., 1993,
Lourenco et al., 1997).

No Brasil, os estudos sobre a composi¢do quimica das microalgas ainda sdo
recentes, limitando-se a estudos de meios de cultivo alternativos (Koening e al., 1990a,
1998; Melo et al., 1993) ou comparagdes na composi¢do quimica em relagdo ao meio
nutritivo (Koening, 1990b, Lourengo et al., 1998).

Considerando-se o substancial crescimento das atividades de agiiicultura no
" Brasil (cerca de 8 % ao ano, segundo Sipaiba-Tavares & Rocha, 2001), se faz
necessério a intensificagdo de pesquisas sobre o valor nutricional das microalgas, como
uma forma de incentivar e valorizar esta atividade. Este trabalho teve como objetivo
determinar a composi¢do t:iuimica das espécies Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca
closterium e Tetraselmis gracilis, largamente utilizadas em ensaios e cultivos de peixe e
camardo na regido nordeste do Brasil, com a finalidade de fornecer dados para

orientagdo aos aqiiicultores.

MATERIAL E METODOS

As espécies Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca closterium ¢ Tetraselmis
gracilis foram cultivadas em triplicata, no Laboratério de Cultivo do Departamento de
Oceanografia da Universidade Federal de Pernambuco, em garrafdes de vidro
transparentes de 8 litros de capacidade, em meio f/2 — Guillard (Guillard, 1975) com
aera¢do, em condi¢des de iluminagio constante (duas lampadas fluorescentes tipo luz do
dia, de 20W cada uma) e temperatura de 22°C + 1.

Os experimentos partiram de amostras que vinham sendo mantidas em tubos de
10 mL, nas mesmas condi¢des de iluminagdo e temperatura, € no mesmo meio de
cultura, e que se encontravam na fase exponenciall de crescimento. As espécies foram
inoculadas em frascos de 250 mL contendo meio f/2 e a cada 8 dias este volume era
duplicado com agua do mar autoclavada (1 atm por lh), enriquecida com os mesmos
componentes do meio /2, até que o total de 8 litros de cultivo fosse atingido. Apés um
periodo de oito dias nesta condigdio, os experimentos foram interrompidos, procedendo-
se a realizacdo das analises quimicas do cultivo e a determinacdo das densidades
celulares e das concentragdes de clorofila a.

As contagens celulares foram efetuadas diariamente, para a determinagdo das
curvas de crescimento, € no final do ciclo de cultivo, no laboratério de cultivo da

Universidade Federal de Pernambuco, em microscopio binocular Zeiss, utilizando-se
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camaras de Neubauer, em amostras preservadas com formol neutro a 4%. O pH dos -
cultivos foi determinado diariamente pelo método colorimétrico.

Para determinagdo da clorofila a, foram utilizadas 20 mL de cada amostra, as
cuais foram filtradas com trés repetigdes, em filtros Whatmann GF/F de fibra de vidro,
de 47 mm de diametro. A extragdo foi efetuada com acetona a 90% e as leituras foram
efetuadas num espectrofotdmetro, adotando-se os procedimentos descritos em Becker
(1995).

O restante do cultivo de cada garrafdo foi centrifugado a 7000 rpm por 15
minutos, recolhendo-se o material precipitado, o qual foi seco em estufa até peso
constante a temperatura de 60 °C, conforme procedimento recomendado por Bezerra
Neto et al. (1994).

Para analise de carboidratos soliiveis, proteina soluvel e nitrato, pesou-se 1,0 g
do material seco e preparou-se um extrato acrescentando-se 10 mL de 4gua destilada.
Os carboidratos soliveis foram determinados pelo método descrito por Yemm & Wills
(1254). Para tal, pipetou-se para um tubo de ensaio um volume de 2_00 pL do extrato,
acrescentando-se em seguida 2 mL do reagente antrona para o desenvolvimento da cor,
a qual ocorreu em banho quente a 100 °C por 10 minutos. Em seguida, realizou-se a
leitura espectrofotométrica a 620 nm, comparando-se os resultados das leituras das
amostras com os resultados das leituras de solucdes padrdes de glucose na faixa de
concentragio entre 0 e 300 mgL™.

Os teores de proteina soliivel foram determinados pelo método de Bradford
(1976), recolhendo-se 100 pL do extrato de algas para um tubo de ensaio e
acrescentando-se 2,0 mL do reagente “coomasie” azul brilhante (coomassie brillant
blue). Apds o desenvolvimento da cor, procedeu-se as leituras espectrofotométricas no
comprimento de onda de 595 nm, comparando-se os resultados com solugdes padrdes
de albumina bovina (BSA) na faixa de concentragdo de 0 a 200 mgL™"'. Os aminoacidos
totais livres foram determinados pelo método descrito por Yemm & Cocking (1955).

A anélise de nitrato foi realizada pelo método descrito por Cataldo et al. (1975),
pipetando-se 200 pL do extrato para um tubo de ensaio e acrescentando-se 800 pL do
reagente 4cido salicilico (a 5 % em H,SO,). Apds 20 minutos acrescentou-se 18 mL de
NaOH (2 N) e, em seguida, procedeu-se as leituras espectrofotométricas no
comprimento de onda de 410 nm. Os resultados foram comparados com solugdes

padrdes do nitrato na faixa de concentragio de 0 a 300 mg L.
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Os elementos quimicos s6dio e 'magnésio foram determinados por
espectrofotometria de absor¢éo atémica, de acordo com a metodologia de Malavolta et
al. (1989). O enxofre foi determinado por turbidimetria, segundo Sarruge & Haag
(1974), o fosforo pelo método colorimétrico do molibdo-vanadato de aménio e o
potassio por fotometria de chama, segundo Bezerra Neto ef al. (1994).

No tratamento estatistico dos dados empregou-se uma analise de variancia
(ANOVA) com nivel de significancia de o= 0,05, com posterior aplicagdo do teste de
Tukey, com o auxilio do programa SANEST (Sarriés et al., 1992).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Densidade celular

Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca closteir;um ¢ Tetraselmis gracilis t€m sido
utilizadas com sucesso como fonte alimenticia para uma variedade de moluscos e outros
organismos, sendo essas microalgas mais utilizadas na maricultura (Sukenik & Wahnon,
1991). "

No presente trabalho, a curva de crescimento das espécies C. gracilis e T.
gracilis sdo apresentados na Figura 1. O pH variou de 7,5 a 10 para o cultivo de C.
gracilis e de 7,7 a 9,5 para o cultivo de T. gracilis.

Em relagdo a densidade celular no final do ciclo de cultivo, a espécie C. gracilis
apreséntou o melhor resultado, alcangando 8.442 + 7,07 x10° cel ‘L" no final do
experimento enquanto que 7. gr&c:‘h‘s, alcangou, ao término do experimento, 562 +
19,45 x10° cel L', com diferenca altamente significativa entre as duas espécies
(P<0,05) (Tabela 1). Valores semelhantes de densidade (95 — 6.415 x10° cel L") foram
obtidos por Yamashita & Magalhdes (1984), cultivando C. gracilis em condigdes
semelhantes, mas com meio FeNS, e por Lourengo ez al. (1997), cultivando 7. gracilis
em meio Conway em condi¢des similares (150 x10° cel L) .

Devido ao fato de ocorrer aglutinagdo de células durante todo o periodo de
cultivo, mesmo com aerag@o nos frascos, ndo foi possivel fazer a contagem das células
de C. closterium. Esta dificuldade também foi ressaltada por Brown (1991), em meio
f72.

Composi¢io quimica
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Figura 1 — Curvas de crescimento de Chaetoceros gracilis e Tetraselmis gracilis em

meio de cultura /2 Guillard.

Um dos pardmetros para monitorar o desempenho da produgio dos cultivos de
algas ¢ estimar seu crescimento, geralmente expresso em aumento da biomassa,
densidade, quantiﬁcaqio. de proteinas, pigmentos, carboidratos, etc, em um certo
periodo de tempo (Becker, 1995). Como acontece em qualquer vegetal superior, a
biomassa ¢ a composi¢do quimica das algas também podem variar de acordo com as
condi¢des do ambiente e com a idade da cultura (Lourengo et al., 1998), o que vem
sendo estudado para otimizar o cultivo em massa das microalgas (Fidalgo ef al., 1998;
Renaud e al., 1999). |

Tabela 1 — Densidade celular média (x10° cel L) de Chaetoceros gracilis e Tetraselmis
gracilis cultivadas em garrafdo de vidro com meio /2 — Guillard.

Espécies Inicio (250 mL) Final (8.000 mL)
Chaetoceros gracilis 454177 8.442 + 7,07
Tetraselmis gracilis 480+ 29,17 562 + 19,45°

Letras diferentes nas colunas diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

Em relagdo a clorofila a, a espécie C. closterium obteve melhor resultado médio
(13,76 1,1 mg L', seguida por T. gracilis (7,12 £0,61 mg L") e por C. gracilis (3,28
+0,82 mg L"), havendo diferenga significativa entre as trés espécies (P<0,05) (fig. 2A).
- Estes valores s3o superiores aos encontrados por Lourengo et al. (1997), cultivando 7.
gracilis em meio Conway (1,51 — 3,57 mg L") ¢ inferiores aos determinados por Brown
(1991), cultivando. C. gracilis em meio f/2 (0,78 pg cel™). O alto valor de clorofila a

deveu-se provavelmente a alta densidade, 0 que diminui a irradiagio dentro do garrafiio
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fazendo com que as células produzam mais clorofila (Lépez-Mufioz er al., 1992;
Saoudis-Helis et al., 1999, Valenzuela-Espinoza et al., 2002).

Em relagdo ao teor de carboidratos soltiveis, o maior valor foi determinado em
C. gracilis (0,1 £0,009 mg L"), seguida por C. closteirum (0,09 £0,014 mg L") e por T,
gracilis (0,06 0,008 mg L) significetivemente diferente das duas primeiras (P<0,05)
(Fig. 2B). Estes valores sdo considerados baixos para a fase de cultivo analisada (final
da fase exponencial onde as espécies teadem a acumular carboidrato, como resposta a
limitagdo do nitrogénio utilizado durante a fase Log para a sintese de protciﬁa,
diminuindo a sua quantidade (Brown, 1991, 1997; Renaud e? al., 1999). |

Este fato também foi observado neste trabalho em relagdo ao teor de proteina
soluvel (Fig. 2C), onde o maibr valor foi determinado em C. closterium (0,62 +0,04 mg
L") seguida por C. gracilis (0,58 +0,02 mg L") e por T. gracilis (0,38 0,04 mg L),
também significativamente diferente das duas primeiras (P<0,05) e aos teores de
aminoacidos totais livres (Fig. 2D), com diferencas significativas entre as espécies
(P<0,05) (C. closterium — 23,28 +0,84 mg L"; C. gracilis — 15,25 +1,40 mg L', T,
gracilis — 1,49 +0,12 mg L). Estes valores sdo menores que os determinados por
Fabregas er al. (1985b), desenvolvendo cultivo em massa de T. suecica, encontraram
valores méaximos de proteina de 306 pg mL™ na fase logaritima de cultivo. Koening et
al. (1990b), onde os autores determinando a composi¢do quimica de 7. tetrathele
cultivada com fertilizante orgénico, constataram que, nesta condig@o, o teor de proteina
solivel foi de 310 pg L. |

Em relagdo aos teores de sais analisados, a espécies C. closterium apresentou os
maiores valores para o nitrato (0,365 + 0,025 mg L") com diferenca significativa das
outras duas espécies (P<0,05), o sédio (0,46+ 0,047 mg L) com diferenca significativa
entre as trés espécies (P<0,05) e o fésforo (2,80+ 0,380 mg L), diferente
significativamente de 7. gracilis (P<0,05). Os teores de potassio (0,02 mg L) e enxofre
(0,03 mg L") foram iguais para C. gracilis e C. closterium. A espécie T. gracilis
apresentou o menor teor de sais, com diferenga significativa para o potassio (P<0,05)
(Tabela 2).

Como verificado, ha diferengas na composicdo quimica entre as espécies
analisadas, mesmo quando cultivadas nas mesmas condi¢des. Estas diferencas podem

estar relacionadas a diferencas especificas no metabolismo das células, havendo
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varia¢do, portanto, no balango quimico de clorofila a, proteinas, carboidratos e sais

minerais.

Estes fatores, quando associado a outros componentes quimicos,

como

vitaminas, s3o essenciais para promover o crescimento dos organismos que se
alimentam das microalgas (Chu ez al., 1982, Webb e Chu, 1983, Brown et al., 1998).
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Figura 2 — Teores de clorofila a (A), carboidratos soluvels (B), proteina solivel (C) e
aminoécidos totais livres (D) em trés espécies de microalgas cultivadas em garrafio de vidro

com meio f/2 — Guillard. CHO — carboidrato soluvel; AA total

Letras diferentes diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

— aminoacidos totais livres.

Tabela 2 - Valores médios (+d.p.) dos teores de sais em Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca
closterium e Tetraselmis gracilis cultivadas em garraféo de vidro com meio f/2 — Guillard.

Chaetoceros gracilis Cylindrotheca closterium | Tetraselmis gracilis

mgL mgL mgL "'
Nitrato 0,130 +0,04° 0,365 +0,025° 0,08 +0,010°
Sédio 0,07* 0,46 +0,047° 0,03°
Potéssio 0,02* 0,02° 0,008"
Fosforo 2,09 +0,02° 2,80 +0,380° 0,95 + 0,160°
Magnésio 14,78 +0,08° 4,97 +0,060° 6,95 +0,300°
Enxofre 0,03* 0,03° 0,01 £0,005*

Letras diferentes entre as [inhas, as médias diferem significativamente ao nivel de 5%.

CONCLUSOES

As microalgas Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca closterium e Tetraselmis

gracilis, quando cultivadas em meio {/2-Guillard e em garrafdes de vidro apresentaram

diferengas quantitativas nos compostos quimicos e na biomassa. Essas variagdes foram
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observadas no contetdo da clorofila a, densidade celular, quantidade de proteina e

carboidratos soliiveis, aminoéacidos totais livres e sais.

Cylindrotheca closterium foi a espécie que apresentou melhor rendimento,
principalmente, quanto aos teores de clorofila a, «arboidrato e proteina soliveis. A
mesma espécie apresentou, também, teores de nitrato significativamente muito mais

elevados.

Tetralsemis gracilis apresentou o menor rendimento, tendo produzido valores

significativamente mais baixos nos compostos analisados.
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- 4.2 Composi¢io quimica das microalgas Chaetoceros gracilis Schutt, Isochrysis

galbana Parke e Thalassiosira weissflogii (Grunow) G. Fryxell & Hasle, em

condicdes de cultivo semi-extensivo.

A SER ENVIADO PARA A REVISTA ACTA OECOLOGIA -
' ELSEVIER

- Parte da tese de Doutorado realizado no Programa de Pés-Graduacdo em Botanica da
Universidade Federal Rural de Pernambuco.
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Schutt, Isochrysis galbana Parke e Thalassiosira weissflogii (Grunow) G. Fryxell &

Hasle, em cultivo semi-extensivo'
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar a composi¢do quimica de Chaetoceros
gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira weissflogii, cultivadas de acordo com a
metodologia utilizada pela Empresa Aqualider. As espécies foram cultivadas em meio
/2 Guillard em temperatura e iluminag@o constantes, até atingirem o volume de 20 L
em sacos de plastico. As analises foram realizadas no inicic da fase exponencial de
crescimento. A espécie /. galbana apresentou a maior densidade celular (3.295 + 47,73
x 10%cel L") com diferenca significativa superior as demais espécies, o maior teor de
carboidrato solivel (0,09 mg L), seguida por C. gracilis (0,06 mg L) e por T.
weissflogii (0,05 mg L), também com diferengas significativas entre as trés espécies e
os maiores teores de nitrato (0,15 mg L"), fosforo (0,21 mg L™) e magnésio (2,90 mg L~
") com diferengas significativa superior as demais espécies. T. weissflogii apresentou os
maiores valores para sédio (6,59 mg L™), potassio (0,91 mg L) e enxofre (0,94 mg L’
". Em relago ao teor de clorofila a, C. gracilis apresentou o maior teor (3,74 + 0,26 mg
L"), seguido por I galbana (1,87 + 0,08 mg L) e por I. weissflogii com o menor
valor (0,96 + 0,08 mg L"), também com diferencas significativa entre as trés espécies.
As espécies apresentaram constitui¢@o quimica variada, o que € caracteristico da fase de
cultivo analisada.

Palavras-chaves: Chaetoceros gracilis, Isochrysis galbana, Thalassiosira weissflogii,
microalga, bioquimica, Brasil.
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- Parte da tese de Doutorado realizado no Programa de Po6s-Graduacao em Botanica da
Universidade Federal Rural de Pernambuco.
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Introdugdo

As microalgas sio amplamente utilizadas na aqiiicultura como fonte de alimento
para animais, em particular para larvas de moluscos, e estagios juvenis de crusticeos e
peixes [9]. O maior problema associado ao uso das microalgas na aqiiicultura é : falta
de conhecimento sobre o seu valor nutricional e os requerimentos essencizic de seus
consumidores. Atualmente, mais de 40 espécies de microalgas ja foram testadas como
fonte de alimento para aqiiicultura, mas nem todas elas tém condi¢des de suprir as
exigéncias nutritivas ao crescimento de uma unica espécie de animal. Alguns critérios
nutricionais que as microalgas devem possuir para suprir as exigéncias animais s3o: nido
serem toxicas, terem o tamanho apropriado para serem ingeridas, dige:tibilidade da
parede celular e possuirem os componentes bioquimicos essenciais [4, 1].

Os carboidratos, lipideos e proteinas presentes nas microalgas sdo a principal
fonte de energia para o crescimento e o desenvolvimento dos animais utilizados na
aqiiicultura [10, 11], contudo, suas concentragdes podem ser influenciadas pelas
condi¢des de cultivo como tempeiratura, luz, salinidade, limitagio de nutrientes ¢ a idade
da cultura, modificando o seu valor energético [12, 13, 18; 28].

No Brasil, a aqiiicultura cresce 8% ao ano, apresentando a regiao nordeste uma
produgdo de 27.000 t ano™ [26]. Trabalhos conduzidos nesta regi&o esto relacionados a
produgao em massa das microalgas, a descoberta de meios de cultivo para baratear os
custos de produgdo [15, 17, 20, 22] e a estudos ecofisiologicos e bioecoldgicos [8]. Em
relagdio a composi¢ao quimica dasr microalgas, pode-se citar apenas um trabalho [16], no
qual os autores determinaram a composi¢do quimica de Tetraselmis tetrathele cultivada
com fertilizante orgénico.

Neste trabalho procurou-se avaliar a composicdo quimica de Chaetoceros
gracilis, Isochrysis galbana ¢ Thalassiosira weissflogii, cultivadas de acordo com a
metodologia utilizada pela Empresa Aqualider, visando-se estimar o conteido

nutricional das trés espécies, nas condigoes de cultivo em escala comercial.

Material e Métodos

- Cultivo algal
Chaetoceros gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira weissflogii foram

cultivadas, na Empresa Aqualider (Praia do Cupe — PE) a partir de tubos de ensaio de 20
mL, em meio F/2 — Guillard [14]. Segundo o procedimento padrdo da empresa, apos

dois dias, dois destes tubos, foram transferidos para um erlenmayer contendo 160 mL
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do mesmo meio. Apés mais dois dias, o volume do cultivo foi repicado, aerado e
transferido para garrafas de vidro de 0,5 litro, depois do mesmo periodo, para sacos de
plastico de 4L e por fim para sacos de 20 L permanecendo por mais dois dias. Todos os
cultivos foram mantidos em condigdo de iluminagio constante (24 horas), utilizando-~e
duas lampadas fluorescentes — tipo luz do dia de 40W cada uma, e temperatura de 18°C
* 1. Para as analises do presente trabalho, amostras de trés diferentes sacos de 20 litros

foram coletadas.

- Densidade celular e analises quimicas

As amostras para a determina¢do da densidade celular e dos p:rametros
bioquimicos foram retiradas na fase exponencial de crescimento. Para a determinacio
da densidade celular, uma amostra de cada saco foi cdletada e fixada em formol neutro a
4 %. No Laboratério de Cultivo de Microalgas da Universidade Federal de Pernambuco,
com o auxilio de uma Camara de Neubauer e microscépio biI!ocuIar Zeiss, foi
determinado o numero de c€lulas por mL e posteriormente, transformado para células
por litro.

As determinacdes dos parametros quimicos foram realizadas no laboratério de
Bioquimica Vegetal da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Para determinagdo da concentra¢do de clorofila a, foram utilizadas 20 mL de
cada amostra, as quais foram filtradas com trés repeti¢des, em filtros Whatmann GF/F
de fibra de vidro, de 47 mm de diametro. A extrac@o foi efetuada com acetona a 90 % e
as leituras foram efetuadas num espectrofotometro, adotando-se os procedimentos
descritos em Becker [1].

O restante do cultivo foi centrifugado a 7000 rpm por 15 minutos, recolhendo-se
o material precipitado, o qual foi seco em estufa até peso constante a temperatura de
60°C, conforme procedimento recomendado por Bezerra Neto et al. [2].

Para andlise de carboidratos soluveis, proteina soluvel e nitrato, pesou-se 1,0 g
do material seco e preparou-se um extrato acrescentando-se 10 mL de agua destilada.
Os carboidratos soliiveis foram determinados pelo método descrito por Yemm & Wills
[31]. Para tal, pipetou-se para um tubo de ensaio 200 puL do extrato e acrescentou-se 2
mL do reagente antrona, para o desenvolvimento da cor que ocorreu em banho maria a

100 °C por 10 minutos. Em seguida, realizou-se a leitura espectrofotométrica a 620 nm,
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comparando-se os resultados das leituras das amostras com os resultados das leituras de
solugdes padrdes de glucose na faixa de concentragdo entre 0 e 300 mgL™".

Proteina soluvel foi analisada pelo método de Bradford [3], recolhendo-se 100
uL do extrato de algas para um tubo de ensaio e acrescentando-se 2,0 mL do reagente
coomassie azul brilhante. Apos o desenvolvimento da cor, efetuou-se as leitures
espectrofotométricas no comprimento de onda de 595 nm, comparando-se os resultados
com solugdes padrdes de albumina bovina (BSA) na faixa de concentragio de 0 a 200
mgL™ e aminoécidos totais livres foram determinados pelo método descrito por Yemm
& Cocking [30].

A analise de nitrato foi realizada pelo método descrito por Cataldo et al. [6],
pipetando-se 200 pL do extrato para um tubo de ensaio e acrescentando-se 800 pL do
reagente acido salicilico (a 5 % em H,SOy4). Apds 20 minutos acrescentou-se 18 mL de
NaOH (2 N) e, em seguida, procedeu-se as leituras espectrofotométricas no
comprimento de onda de 410 nm. Os resultados foram comparac_ios com solugdes
padrdes do nitrato na faixa de concentragic de 0 a 300 mg.L™".

Os eclementos quimicos sédio e magnésio foram determinados por
espectrofotometria de absorgo atdmica, de acordo com a metodologia de Malavolta ez
al. [19]. O enxofre foi determinado por turbidimetria, segundo Sarruge & Haag [24], o
fésforo pelo método colorimétrico do molibdo-vanadato de aménio e o potissio pbr
fotometria de chama, segundo Bezerra Neto e al. [2].

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa estatistico
SANEST [25]. Inicialmente realizou-se a analise de variancia para cada variavel
estudada. Nos casos em que o teste F mostrou efeito significativo, procedeu-se o teste

de Tukey para comparag@o das médias, ao nivel de 5 % de probabilidade.

Resultados
- Chaetoceros gracilis

A densidade celular média de Chaetoceros gracilis foi de 2.450 + 70,71 x 10 ® cel L
: (fig. 1), o teor de clorofila a foi de 3,74 + 0,26 mg L, o de carboidrato solivel foi de
0,06 mg L', aminoacidos totais livres foi de 2,87 £0,31 mg proteina soluvel foi de
0,03 + 0,01 mg L™ (fig. 2). Em rela¢io aos teores de sais, nitrato apresentou valores
médios de 0,05 £0,02 mg L"; sodio, 5,18 mg L potassio, 0,55 mg L' fosforo, 0,13
mg Ll magnésio, 2,13 +0,10 mg L' e enxofre, 0,38+0,13 mg Eit (tab. 1).
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Figura 1 —Densidade celular média (cel L™ x 10°) de Chaetoceros gracilis, Isochrysis galbana e
Thalassiosira weissflogii cultivadas em saco de plastico com meio F/2 — Guillard. Letras
distintas diferem entre si ao nivel de significincia de 5%.

- Isochrysis galbana

Esta espécie apresentou densidade celular média de 3.295 + 47,73 x 10 ® cel L
(fig. 1). O teor médio de clorofila a foi de 1,87 + 0,08 mg L™, o de carboidrato solivel,
0,09 mg L, o de proteina soluvel, 0,008 + 0,005 mg L' e o de amino4cidos totais
livres, 1,78 + 0,07 mg L™ (fig. 2). Em relagdo aos sais, o nitrato apresentou valores
médios de 0,15 £0,09 mg L, sédio de 3,75 mg | potassio de 0,52 mg L, fésforo de
0,21 mg L™, magnésio de 2,90 +0,03 mg L™ ¢ enxofre de 0,56 +0,10 mg L' (tab. 1).

- Thalassiosira weissflogii

A densidade celular média de Thalassiosira weissflogii foi de 2.018 + 79,55 x 10 °
cel L (fig. 1), o teor médio de clorofila @ foi de 0,96 +0,08 mg L, o de carboidrato
solivel foi de 0,05 mg L™, o de proteina soluvel foi de 0,002 mg L' e 0 de amino4cidos
totais livres foi de 3,54 + 0,60 mg L™ (fig. 2). Para os sais, obteve-se valores médios de
0,03 +0,01 mg L™ para o nitrato, 6,59 mg L para o sédio, 0,91 mg L™ para o potassio,
0,12 0,001 mg L' para o fésforo, 1,99 +0,07 mg L™ para o magnésio e 0,94 +0,05 mg
L' para o enxofte (tab. 1).

Discussiao

Segundo Becker [1] a densidade celular, os teores de clorofila a e de proteina

sdo parametros uteis para determinar a produtividade do cultivo. De acordo com os
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dados encontrados, I galbana apresentou a maior densidade celular (3.295 + 47,73 x 10°
cel L'l), com diferenga significativa superior as demais espécies (P<0,05), e estes
valores sdo menores do que aqueles encontrados, normalmente, na literatura [4, 5, 12,
21, 23, 29], devido a fase de cultivo analisada, j4 que as analises foram realizadas no
inicio da fase exponencial, onde as células ainda estio no inicio de seu
desenvolvimento. Os autores acima citados analisaram amostras no final da fase

exponencial de cultivo, onde as células ja se duplicaram e se desenvolveram ao
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Figura 2 — Composigdo quimica de ‘Chaetoceros gracilis, Isochrysis galbana ¢ Thalassiosira
weissiflogii cultivadas em saco de plastico com meio f/2 — Guillard. Letras distintas diferem
entre si ao nivel de significancia de 5%.

Tabela 1 - Valores médios (+d.p.) dos teores de sais em Chaetoceros gracilis, Isochrysis
galbana e Thalassiosira weissflogii cultivadas em saco de plastico com meio /2 — Guillard
(n=3).

Chaetoceros gracilis Isochrysis galbana Thalassiosira weissflogii

mg L mg L™ mg L
Nitrato 0,05 +0,02° 0,15 +0,09° 0,03 £0,01°
Sédio 518" 3.75° 6.59°
Potassio 0,55° 0,52°¢ 0,91°
Fésforo 0,13° 0,21° 0,12 +0,001°
Magnésio 2,13 £0,10° 2,90 +0,03* 1,99 +0,07°
Enxofre 0,38 +0,13° 0,56 +0,10°° 0,94 +0,05*

Entre as linhas, médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5%.
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_ Em relagdo ao teor clorofila a, houve diferenca significativa entre as trés

espécies (P<0,05), onde C. gracilis apresentou o maior valor (3,74 + 0,26 mg L™),
seguida pu;)r I galbana (1,87 £ 0,08 mg L") e por T weissflogii com o menor valor (0,96
+ 0,08 mg L™). Estes valores sio equivalentes aos determinados por Brown [4],
cultivando C. gracilis em meio {/2, o teor de clorofila a foi de 0,78 pg de clorofila a cel’
le por Nelson ez al. [21] cultivando 1. galbana também em meio F/2, o teor de clorofila
a foi de 2,40 mg L. Ambos realizaram suas medicSes no final da fase Log de
crescimento ¢ Valenzuela-Espinhoza et al. [27] também cultivando /. gabana em meio
f/2 em saco plastico de 18 litros, o teor de clorofila a, no segundo dia de cultivo, foi de
0,1 pg de clorofila a cel .

As microalgas produzem uma ampla variagdo de carboidratos que, na sua
maioria, sio produtos de reserva (amido, crisolaminarina, paramido) ou atuam no
equilibrio osmético [5], além de possuirem um alto valor calérico, constituindo uma
valiohsa fonte energética para os consumidores [7]. No presente trabalho, 1. galbana
apresentou o maior valor de carboidrato solivel (0,09 mg L), seguida por C. gracilis
(0,06 mg L") e por T weissflogii (0,05 mg L) com diferengas altamente significativas
entre as trés especies (P<0,05). Estes baixos valores provavelmente indicam que as
c€lulas possuem um baixo estoque de material de reserva, o que € caracteristico da fase
analisada. Estes dados estdo de acordo com a literatura [1, 23, 27] onde afirmam que.o
teor de proteinas ¢ maior durante a fase exponencial ¢ o teor de carboidrato é maior
durante a fase estacionaria, quandd, as c€lulas sdo mais velhas.

Em relagdo ao teor de proteina soluvel, C. gracilis apresentou maior teor (0,03+
0,001 mg L"), com diferenga significativa entre as demais espécies (P<0,05), seguida
por I galbana (0,01% 0,005 mg L) e por T. weissflogii (0,002 mg L"). Estes valores
estdo de acordo com os obtidos por Valenzuela-Espinoza et al. [27] cultivando I
galbana, no segundo dia de cultivo, o teor de proteina foi de 4 pg de proteina cel ~'.

Os teores de aminoacidos totais livres seguiram o mesmo padrio do teor de
proteina soluvel: C. gracilis (2,87+ 0,31mg L™), I galbana (1,78 + 0,07 mg LYerL
weissflogii (3,54 + 0,60 mg L), havendo diferenca altamente significativa de 7.
weissflogii (P<0,05).

Em relagdo aos teores de sais, /. galbana apresentou os maiores teores de nitrato,
fésforo e magnésio com diferengas significativas superiores as demais espécies

(P<0,05) e T. weissflogii apresentou os maiores valores para sédio (P<0,05), potassio
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(P<0,05) e enxofre (P<0,05) (tab. 1). Como era de se esperar, os teores de sédio e
magnésio foram os maiores nas trés espécies, provavelmente devido a disponibilidade
destes sais, ja que o cultivo € realizado com dgua do mar e estes elementos constituem a

maior parte dos sais marinhos na forma de NaCl e MgCl, [1].

Conclusdes

As diferengas no contetido da biomassa, niimero de células por litro, quantidade de
‘proteina e carboidrato soliveis, aminoacido totais livres e sais, nas micmalgés
Chaetoceros gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira weissflogii foram bastante
significativas, comprovando-se que as espécies, apesar de cultivadas em um mesmo tipo
de recipiente, produzem diferentes teores dos seus componentes quimicos.

No caso de cultivo em meio f/2 - Guillard em saco de plastico de 20 litros, a
espécies que apresentou o melhor rendimento foi Chaetoceros gracilis, que produziu
elevados teores de clorofila a, proteina e carboidratos soliveis e aminoacidos totais
livres, representando uma espécie com perspectivas para aproveitamento na aqiicultura.

A espécies Thalassiosira weissflogii apresentou o menor rendimento, tendo

produzido valores significativamente mais baixos nos compostos analisados.
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5 DISCUSSAO GERAL

Como nos vegetais superiores, a composi¢do quimica das microalgas
ndo é constante, podendo variar de acordo com as condi¢bes do ambiente, o
que influencia na sua biomassa. Estas mudancas na composicdo quimica sio
respostas as variagbes na temperatura, luminosidade, aeracéo, tempo de
cultivo, pH do meio de cultivo, quantidade e tipos de nutrientes e COq
(Becker, 1995). )

A estimativa da biomassa produzida é um dos pardmetros bésicos
para o monitoramento da produgﬁo as microalgas. O crescimento algal é
geralmente expresso em aumento de biomassa, numero de células,
quar:_ntidade de proteinas, turbr_idez, entre outros, em um determinado periodo
de tempo. Heussler (1985), cultivando Scenedesmus obliquus em larga
escala, apresentou um recorde de produgdo atingindo 54 gramas de
biomassa seca por m? por dia, chegando a 90 t por hectare ao ano.

As espécies analisadas, no presente trabalho, foram cultivadas até o
final da fase exponencial de crescimento (oito dias de cultivo), para o cultivo
em garrafao de vidro e, para o cultivo em saco de pléstico, as espécies foram
cultivadas até o inicio da fase exponencial de crescimento (dois dias de

cultivo), de acordo com a metodologia empregada pela Empresa Aqualider.
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Em relacio a densidade celular, o meio utilizado (f/2-Guillard)
mostrou-se bastante eficiente para as microalgas analisadas, as quais
apresentaram elevados nimeros de células por litro. Esses valores podem
variar de acordo com o recipiente de cultivo, ou seja, garrafdo de vidro ou
sacos de plastico. Destaca-se, por exemplo, C. gracilis que, no cultivo em
garrafao de vidro, apresentou o melhor resultado (8.442 + 7,07 x106 cel -L-1),
superior a T. gracilis (562 + 19,45 x106 cel -L-1), havendo diferenca bastante
significativa entre as duas espécies (P<0,05).

Valores sirhilares de densidade (95 — 6.415 x106 cel -L-1) foram obtidos
por Yamashita & Magalhdes (1984), cultivando C. gracilis em condigbes
semelhantes, mas com meio FeNS, e por Lourenco et al. (195;‘7) cultivando 7.
gracilis em meio Conway, obtendo valor mdximo de densidade, em torno de
150 x10 € cel L1, também em condigdes similares.

Em relacdo a densidade celular no cultivo em saco de. plastico, .I.
galbana apresentou a maior densidade celular (3.295 + 47,73 x 106 cel L),
com diferenga significativa superior as demais espécies (P<0,05), seguida
por C. gracilis e por T. weissflogii. Estes valores sio menores que os
encontrados por Brown (1991), cuja densidade celular em C. gracilis foi de
1,90 x 109 cel L-1e em I. galbana 3,06 x 109 cel L-1; por Nelson et al. (1992),
que obteve para C. gracilis méximo de 8,13 x 10° cel L! e para I. galbana,
méximo de 9,20 x 109 cel L-1; por Fidalgo et al. (1998), cujo a densidade
maxima I. galbana chegou a 25 x 10° cel L-1; por Renaud et al. (1999), com
1. galbana, atingindo 1,69 x 10° cel L1 e por Valenzuela—Espinoza et al.

(2002), também com I. galbana, atingindo 5,19 x 109 cel L-1. Essa baixa
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densidade celular determinada nas espécies deve-se a fase de cultivo
analisada, j4 que as andlises foram realizadas no inicio da fase exponencial,
onde as células ainda estéo no inicio de seu desenvolvimento enquanto que
os autores acima citados, analisaram amostras ao final da fase exponencial.

Apesar de quando comparados a bibliografia, os valores de células por
litro serem considerados baixos, as espécies apresentaram valores na ordem
de 106 células por litro, o que é ocasionado pela alta taxa de crescimento
destas microalgas ji determinada por varios autores como, por exemplo,
Nelson et al. (1992), os quais observaram que a taxa de crescimento de I.
galbana foi maior (0,87 divisdes por dia) na temperatura de 30°C em baixo
nivel de irradiacdo; Brown et al. (1998), determinaram | que a taxa de
crescimento de I. galbana é de 0,48 div. dia -1; Caers et al. (1999)
determinaram que a taxa de crescimento de I. galbana é de 6,82 div. dia -!
quando associada a Tetraselmis suecica; Reanud et al. (1999) determinaraﬁl
que ;1 taxa de crescimento em, I. gabana é de 0,47 div. dia -! e de Chaetoceros
sp. € de 0,56 div. dia -1 e Brown & Robert (2002) determinaram que a taxa
de crescimento de I. galbana foi maior (0,1 volume celular por dia) quando
cultivada por 16 horas com Chaetoceros calcitrans forma pumilum.

A descoberta do potencial produtivo das microalgas em relacdo a
proteina foi um fator essencial para o desenvolvimento da agqiiicultura
mundial (Borowitzka, 1988). Segundo Becker (1995), a taxa de proteina nas
microalgas pode variar de 6 a 71 % de matéria seca. Valores muito
superiores, quando comparados ao arroz (8 % de matéria seca), ao leite (26%

de matéria seca) e a soja (37% de matéria seca).
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Tornou-se dificil efetuar-se a comparacdo do teor proteico das
microalgas devido as diversas metodologias empregadas pelos autores. Os
métodos mais comumente utilizados sdo os de Bradford (Bradford, 1976) e o
de Lowry (Lowry et al., 1951), os quais dosam apenas as proteinas soliveis
das células. Outro método bastante utilizado é o Kjedahl (AOAC, 1990), o
qual determina o teor de proteina bruta através da ciuantiﬁcagﬁo do
nitrogénio existente em materiais das mais variadas composicoes.

No presente trabalho, foi apenas determinado o teor de proteina
solivel, pela peque'na quantidade de material disponivel para as andlises.
Entretanto, no cultivo em garraféio de vidro, o teor de proteina solivel foi
s.gnificativamente diferente (P<0,05) para C. closterium, a c-luaI apresentou
o maior valor (0,62 +0,04 mg L-1), seguida por C. gracilis (0,58 0,02 mg L1)
e por T. gracilis (0,38 £0,04 mg L-1).

No cultivo em sacos de plastico, C. gracilis apresentou também .0
maior teor de proteina solivel (0,03t 0,001 mg L), com diferenca
significativa entre as espécies (P<0,05), seguida por I. galbana (0,01+ 0,005
mg L) e por T. weissflogii (0,002 mg L-1).

Em ambos experimentos era de se esperar teores mais altos de
proteina soluvel, principalmente no cultivo em sacos de plastico, onde as
analises foram realizadas durante o inicio da fase exponencial,
caracterizada, segundo Becker (1995), por altos teores de proteina e baixos
teores de carboidratos e lipideos. como os também determinados por Koening
et al. (1990), cultivando T. tetrathele, determinaram que o teor de proteina

soluvel foi de 310 pg mL-1, o de carboidrato total foi de 209, 80 ug mL1 e o
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teor de lipideo foi de 28,50 pg e, Valenzuela-Espinoza et al. (2002) cultivando
I. galbana também em meio com fertilizante agricola, determinaram que o
teor de proteina foi de 7,6 pg cell.

Os teores de aminoacidos totais livres foram superiores aos teores de
oroteina solivel, tendo, no cultivo em garrafao de vidro se destacado a
‘espécie C. closterium com producédo de 23,28 +0,84 mg L1, seguida porlb.
gracilis (5,25 £1,40 mg L) e T gracilis (1,49 +0,12 mg L-1), com diferencas
significativa entre as esj;)écies (P<0,05) enquanto que, para o cultivo em
sacos de plastico, C. gracilis atingiu 2,87+ 0,31mg L1, I. galbana, 1,78 + 0,07
mg L1 e T. wessiflogii, 3,54 + 0,60 mg L1, havendo diferenca significativa
para T. weissflogii (P<0,05). Provavelmente, um do_s fatores que
contribuiram para isto tenha sido a iluminacdo constante em ambos
experimentos, fazendo com que as células produzam constantemente mais
amjnoécidos para a sintese proteica. |

Além da quantidade de proteina produzida pelas microalgas, os tipos
de aminodcidos que as formam influem na sua qualidade nutricional.
Segundo Webb & Chu (1983), o teor de amino4acido total das microalgas tem
um importante papel no crescimento e desenvolvimento dos bivalves, como
também a quantidade e qualidade de lipideo. A deficiéncia de alguns 4cidos
graxos tais como o omega-3, indica que a microalga tem um baixo valor

nutricional.
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De acordo com Brown et al. (1997), o valor nutricional de uma
proteina é considerado alto se a composi¢do quimica dos aminoédcidos totais
livres estiver préximo as necessidades nutricionais do animal a ser
alizner tado.

Segundo Cohen (1999), as proteinas e os aminodcidos séo, portanto,
componentes quimicos produzidos pelas microalgas que também podem dar
origem a outras substéncias quimicas e, através do melhoramento genético,
aumentar as suas producoes.

Em relacao ao teor de proteina bruta, Moura Junior et al. (2001),
cultivando algumas das espécies aqui estudadas, determinaram que a taxa
de proteiia bruta para C. gracilis, cultivada em tanque externo de 3.500 L,
foi de 15,79 % de matéria seca e para T. gracillis, também cultivada em
garrafdo de vidro, foi de 37, 63 % de matéria seca, reforcando a possibilidade
de que estas espécies podem ser utilizadas como fonte alternativa (:;le
proteina, sendo necessario, portanto, para esta substitui¢do, a realizacdo de
varios outros testes como palatabilidade e digestibilidade.

De acordo com Spectorova et al. (1982), a clorofita Dunaliella
tertiolecta apresenta composicdo quimica celular composta de 50 % de
proteina, 20 % de carboidrato e 8 % de lipideos, mudando, de acordo com as
condigoes de crescimento. J4 Thomas et al. (1984), determinaram que a
producéo e a eficiéncia fotossintética de D. primolecta foi maior em cultivo
continuo N-suficiente, alcan¢ando valores de 12 g m2 d'! com eficiéncia de
4,3 %. Em cultivo onde o nitrogénio foi limitante, houve uma reducéo da

taxa de proteina de 60 % para 25 %, aumento dos teores de carboidrato, de
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12 % para 50 % enquanto que ndo houve mudanca significativa nos teores de
lipideos.

Ja algumas algas do género Scenedesmus podem alcancar entre 50 e
56% de proteina bruta, sendo consideradas algas de alta produtividade
(Soeder & Hegewald, 1988).

De acordo com Richmond (1988), as proteinas das microalgas sdo
pouco utilizadas quando estas sdo ingeridas intactas por animais
monogastricos ou humanos. A digestibilidade das microalgas do género
Spirulina, tem sido testada em diferentes expérimentos em animais através
da determinacio da taxa de eficiéncia protéica (PER). Becker et al. (1976)
compararam a PER de Scenedesmus com Spirulina a1;1bas secas por
diferentes métodos, onde os valores da PER de Spirulina seca ao sol foram
maiores do que os de Scenedesmus, concluindo que Spirulina pode entrar na
dieta alimentar de animais.

Além das clorofilas (a,:b, ¢1 e c2), as microalgas possuem pigmentos
acessorios como as ficobiliproteinas (ficobilinas, ficoeretrinas) e uma ampla
variacdo de carotendides. Em algumas espécies, os pigmentos acessérios ou
secunddrios estdo presentes em maior quantidade do que os pigmentos
primarios (Borowitzka, 1988).

Em relacéo a clorofila a no cultivo em garrafao de vidro, C. closterium
obteve melhor resultado médio (13,76 mg L-1), seguida por 7. gracilis (7,12
mg L) e por C. gracilis (3,28 mg L-1), havendo diferenca significativa entre
as trés espécies (P<0,05). Estes valores sdo superiores aos encontrados por

Lourenco et al. (1997), cultivando 7. gracilis em meio Conway (1,51 — 3,57



Moura Junior, A. M. Composi¢ao quimica de microalgas ... 75

mg L) e equivalentes aos determinados por Brown (1991), cultivando C.
gracilis em meio F2 (0,78 pg cell). O alto valor de clorofila @ deveu-se,
provavelmente. a alta densidade celular, o que diminuiu a irradiacdo dentro
do garrafa«, fazendo com que as células produzissem mais clorofila, como
também foi observado por Lépez-Mufioz et al. (1992), Saoudis-Helis et al.
(1999) e Valenzuela-Espinoza et al. (2002).

J4 no cultivo em saco pldstico, houve diferenca significativa entre as
trés espécies (P< 0,05), tendo C. gracilis apresentado maior valor (3,74 mg L-
1), seguida por I. galbana (1,87 mg L-!) e por T. weissflogii com o menor valor
(0,96 mg L1). Estes valores sdo bem préximos aos encontrados na literatura,
como exemplo Brown (1991), cultivando C. gracilis em me_io F2, o teor de
clorofila a foi de 0,78 pg cel! e Nelson et al. (1992), cultivando I. galbana
encontraram o valor de 2,40 mg -L-1. Nestes trabalhos, os autores realizaram
as andlises no final da fase Log de crescimento.

Os valores de clorofila: @ encontrados no cultivo em saco de plastico,
devem-se, provavelmente, ao tempo de repicagem utilizado pela Empresa (a
cada dois dias), caracterizando células ainda jovens, que “acabaram” de se
dividir, encontradas durante a fase de cultivo analisada.

As microalgas produzem uma ampla variacao de carboidratos que, na
sua maioria, sao produtos de reserva (amido, crisolaminarina, paramido) ou
atuam no equilibrio osmético (glicerol, manitol, sorbitol) (Borowitzka, 1988).

Por possuirem alto valor energético, os carboidratos também constituem

uma valiosa fonte de alimento, sendo o seu principal representante a glucose
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seguida pela galactose e manose. Mas, estes dltimos podem variar de acordo
com a espécie estudada (Chu et. al., 1982).

No presente trabalho, em relagdo ao teor de carboidrato solivel no
cultivo em garrafdo de vidro, o maior valor foi determinado em C. gracilis
(0,1 mg L), seguida por C. closteirum (0,09 mg L-1) e por T. gracilis (0,06
mg L), significativamente diferente das duas primeiras (P<0,05). Estes
valores sdo considerados baixos para a fase de cultivo analisada (final da
fase exponencial), onde as espécies tendem a acumular carboidrato, como
resposta a limitacdo do nitrogénio utilizado durante a fase Log para a
sintese de proteina, diminuindo a quantidade desta tltima (Brown, 1991;
Brown et al., 1997; Renaud et al., 1999).

No cultivo em saco de pléstico, I. galbana apresentou o maior valor
para carboidrato solivel (0,09 mg L), seguida por C. gracilis (0,06mg L) e
por T. weissflogii (0,05 mg L-1), com alta diferenca significativa eﬁtre as trés
eSpé_cies (P<0,05). Estes baixos valores provavelmente indicam que as
células possuem um baixo estoque de material de reserva, por ainda se
encontrarem no inicio da fase exponencial. Estes dados estdao de acordo com
a literatura, onde os autores afirmam que o teor de proteinas é maior
durante a fase exponencial e o teor de carboidrato é maior durante a fase
estacionaria quando, as células sdo mais velhas (Becker, 1995; Renaud,
1999; Valenzuela-Espinoza, 2002).

A maioria das microalgas produz carboidratos que podem ser
utilizados na industria e no comércio. Chlamydomonas mexicana, por

exemplo, que de sua producdo organica total libera acima de 25% de
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carboidrato extracelular é, ainda, usada para o condicionamento de solo nos
Estados Unidos (Lewin, 1956). Em relagéio a fase de crescimento, algumas
algas liberam mais carboidrato durante a fase Log (Chlamydomonas Spp-,
entre 15% e 5"% da producdo total; Katodinum dorsalisulcum,
aproximadamente 90% e Anabaena flos-aquae, 28 %) (Moore & Tischer,
1964). Ja em outras, a maior produ¢do ocorre durante a fase estacionéria
como em Dunaliella tertiolecta, D. salina, Isochrysis galbana, Prymnesium
parvum, Pyramimonas sp. (Weissmann & Bennemann, 1980).

Informagdes sobre a composi¢cdo bioquimica de uma espécie de
microalga podem levar a diferencas expressivas entre os pardmetros
analisados. Este fato deccrre das diferencas de metodologias de dosagens
aplicadas, do préprio estado fisiolégico das culturas, mas também é bastante
influenciado pela composi¢do do meio de cultura empregado (Cohen, 1999).

O meio de cultura utilizado tem que possuir os nutrientes necesséric;s
para suportar o crescimento algal. Dentre estes, uns sdo denominados
macronutrientes ou nutrientes essenciais ao desenvolvimento, geralmente
encontrados em quantidades significativas (oxigénio, nitrogénio, hidrogénio,
fésforo, calcio, magnésio, potdssio e enxofre), outros sdo denominados de
micronutrientes ou nutrientes requeridos em pequenas quantidades pelos
organismos (ferro, boro, cobre, cobalto, zinco, vanadio, molibdénio e sédio) e,
a capacidade das algas em utilizar estes compostos, depende de como estes
serdo absorvidos e metabolizados (Cohen, 1999).

Dentre os macronutrientes, o nitrogénio e o fésforo sdo os mais

importantes, pois entram na constituicdo quimica de vérias substancias
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- celulares, influenciando a sua composi¢do quimica (Lourenco et al., 1998) e a
sintese e a acumulacéo de proteinas e de carboidratos (Fabregas et al., 1985
a, b).

Segundo Fabregas et al. (1986), durante os periodos de suficiéncia de
nitrogénio (como a fase exxponencial de crescimento), ocorre intensa producéo
e acumulacdo de proteinas, ao passo que baixas concentracoes de
carboidratos tendem a ser encontradas; contrariamente, em periodos em que
o nitrogénio disponivel as culturas é reduzido, a acumulacio de carboidratos
cresce e a producio de proteina diminui.

+ De acordo com Sipatba-Tavares & Rocha (2001), a capacidade das
algas em utilizar o nitrogério sob a forma orgénica d_epende de sua
possibilidade de assimilar o composto inteiro, ou desaminé-lo e utilizar a
amonia formada.

Em relacdo aos teores de sais intracelulares, no cultivo em garrafio
de vidro, C. closterium apresentou os maiores valores para o nitrato (0,365
mg L-1) com alta diferenca significativa das outras duas espécies (P<0,05), o
sodio (0,46 mg L) com a maior diferenca significativa entre as trés espécies
(P<0,05) e o fésforo (2,80 mg L-1), diferente significativamente de 7. gracilis
(P<0,05). Os teores de potassio (0,02 mg L-1) e enxofre (0,03 mg L) foram
iguais entre C. gracilis e C. closterium. A espécie T. gracilis apresentou o
menor teor de sais, com maior diferenca significativa para o potédssio
- (P<0,05).

No cultivq em saco plastico, I. galbana apresentou os maiores teores

de nitrato, fésforo e magnésio com diferencas significativas superiores as



Moura Junior, A. M. Composi¢do quimica de microalgas ... 79

demais espécies (P<0,05) e T. weissflogii apresentou os maiores valores para
sodio (P=0,00001), potéassio (P=0,00001) e enxofre (P=0,0228).

Uma andlise comparativa destes dados tornou-se impossivel devido a
escassez de trabalhos pullicidos com microalgas marinhas. Todos os
trabalhos pesquisados relacionados & composi¢do quimica das microalgas
‘estdo direcionados a quantificacéo e determinacéo dos tipos de carboidratlds,
lipideos, aminoacidos e proteinas. Entretanto, Lourenco et al. (1998),
cultivando 10 espécies de microalgas em meio Conway, apresentam dados de
nitrito, nitrato e amoénia intracelular em diferentes estagios de cultivo.
Entre as dez espécies, I. galbana apresentou maior valor para nitrato e
nitrito no final da fase exponencial (0,73 e 0,38 fentograﬁas por célula,
respectivamente) e maior valor para aménia no meio da fase exponencial
(0,41 fentogramas por célula) e 7. gracilis apresentou os maiores valores
para nitrito e amoénia no meio da fase exponencial (21,6 e 25,3 fentogramé.s
por célula, respectivamente): e maior valor para nitrato no final da fase
exponencial (17,9 fentogramas por célula). Os autores observaram ainda,
que o nitrato foi mais consumido na fase estaciondria na curva de
crescimento.

No geral, no cultivo em garrafao de vidro, as diatoméceas C. gracilis e
C. closterium apresentaram os melhores resultados em todos os parametros
analisados, fato também observado no cultivo em sacos de pléstico, onde C.
gracilis e T. weissflogii também apresentaram os melhores resultados na

maioria dos parametros analisados e, a haptoficea I. galbana, obteve os

melhores resultados em densidade, carboidrato solivel, fésforo e magnésio.
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Em relacdo a metodologia empregada pela Empresa Aqualider, e de
acordo com os resultados encontrados, esta se mostrou satisfatéria na
maioria dos pardmetros observados, quando analisados com outros tipos e
fases de cultivo celular. As espécies produziram densidade celular
equivalente aos outros tipos de produc¢do, com variacdes bastante
significativas dos teores bioquimicos entre estas.

De acordo com estas variacdes bioquimicas, seria interessante um
estudo mais detalhado do “poder” de producio destas espécies em relagio as
suas curvas de crescimento para se determinar em qual “momento” haver4
uma maior produ¢do de um determinado componente quimico.

Ainda devido a essa variac¢do nog teores bioquimicos e_ntre as espécies,
outro fato a ser trabalhado seria a mistura destas microalgas vivas ou secas
(em forma de ragéo), para compor uma dieta mais balanceada, promovendo
assim, o melhor desenvolvimento animal em um menor periodo de tempo.

Como se pode observar, as microalgas produzem uma diversidade de
substincias quimicas com amplo espectro de utilizacdo comercial e
industrial. Apesar disto, o nimero de algas em escala de producédo comercial
ainda é baixo. A utilizacdo destas, como fonte nutritiva, pode solucionar
varios problemas nutricionais, entretanto, os custos associados com o tempo
de crescimento e o tipo de coleta utilizado associados, quando necessério, a
extracdo e purificacio de produtos inibem o desenvolvimento desta

atividade, como o observado por Benemann & Weissman (1984), onde o

custo estimado de producéo pode variar entre U$ 0.5 e U$1.5 kg1
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Como as microalgas foram cultivadas dentro das mesmas condigoes, a
variacdo na composi¢do quimica encontrada pode ser atribuida a fatores
genéticos, como também ao estado fisjolégico no qual se encontravam no

momento da coleta para as anélises bioguimicas.
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5.1 Conclusoes

¢ A pesquisa demonstou que as microalgas Chaetoceros gracilis,
Cylindrotheca closterium, Isochrysis galbana, Tetraselmis gracilis e
Thalassiosira weissflogii apresentam diferencas bastante significativas
nos teores de seus compostos quimicos, considerando-se o contevido de
clorofila a, carboidrato e proteinas soliiveis, aminoécidos totais livres,

sais e densidade celular.

¢ Em cultivo em garrafoes de vidro de 08 litros, Cylindro;heca closterium
foi a espécies que apresentou melhor rendimento, tanto na biomassa
produzida como nos teores de carboidrato e proteinas soluveis.

¢ Em cultivo em saco de plastico de 20 litros, Chaetoceros gracilis foi a
microalga que apresentou melhor rendimento, tendo produzido valores
significativamente mais elevados na biomassa, proteina solavel e

carobidrato soluavel.
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5.2 Perspectivas futuras

Neste trabalho foi determinada a composi¢do quimica de espécies
amplamente utilizadas na aquicultura local, cultivadas tanto para
experimento como em larga escala para aplicagdo comercial. De acordo com
os dados obtidos, pode-se deixar como sugestdo para futuros trabalhos, a
andlise da variacdo da composicdo quimica de algas j4 utilizadas
comercialmente, em relacdo a sua curva de crescimento, para detectar a
relacdo entre a fase de crescimento e a producdo das vérias substincias que
as compdem. Dados como estes, tornariam cada vez mais préxima a
elaboracdo de uma racédo “ideal” para os diverscs orgam‘s;mos cultivados,
diminuindo a relagéo custo beneficio dos aquicultores.

Segue também como sugest@o, que a alimentacdo de organismos em
cati\ieiro seja feita a partir de uma varia¢do de espécies de miéroalgas, rile
acordo com a idade e as necessidades especificas dos organismos a serem
comercializados e néo como hoje em dia observados nas empresas locais.

Por fim, é essencial que os estudos de cultivo interajam com as
industrias, que s@o as mais interessadas nestes resultados, uma vez que as
pesquisas teriam rapida utiliza¢do no mercado respondendo a questdes reais
e imediatas dos aquicultores.

Além de um contato direto com os interessados pela pesquisa em
questdo, durante a fase final da realizacdo deste trabalho foram feitos
contatos com pesquisadores da Universidade Federal Fluminense, no Rio de

Janeiro, com os quais ha uma proposta em andamento para que as
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pesquisas, por ocasido desta Tese iniciadas, sigam em parceria com aquele
laboratério.
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ANEXO 01. Instrugdes aos autores (novo formato de hoehnea) (a partir do vol. 29,
2002).

1. Hoehnea publica artigos originais, revisdes € notas cientificas em todas
as areas da Botinica e da Micologia (anatomia, biologia celular, biologia
molecular, bioquimica, ecologia, filogenia, fisiologia, genética, morfologia,
palinologia, taxonomia), em portugués, espanhol ou inglés. Trabalhos de
revisio sdo aceitos, excepcionalmente, a critério do Corpo Editorial, ndo
devendo se restringir a compilagdes bibliograficas, mas conter analise critica.
As notas cientificas devem apresentar avangos técnicos ou cientificos
relevantes. |

2. O artigo devé conter as informagdes estritamente necessarias para sua
compreensdo e estar rigorosamente dentro das normas da revista. Deve ser
submetido em trés vias impressas (original e duas cOpias) para:
Revista Hoehnea

Editor Responsavel

Instituto de Boténica

Caixa Postal 4005

01061-970 - Sao Paulo, SP, Brasil

3. Uma vez aceito para publicégfio, a versao final deve ser encaminhada em
duas vias impressas e em disquete, gravado em “Rich Text Format” (.rtf).
Serao fornecidas, gratuitamente, 25 separatas por trabalho publicado.
4. Preparo do original: usar papel branco tamanho A4, com margens de 2
cm,

fonte Times New Roman, tamanho 12; digitar em espaco duplo, alinhar pela
margem esquerda, sem justificacdo. As pédginas devem ser numeradas,
evitando notas de rodapé. Nao ultrapassar 100 laudas digitadas, incluindo
tabelas e figuras. Notas cientificas devem se limitar a trés laudas.
Primeira pagina: deve conter o titulo do artigo em letras maitsculas,
nome(s)

do(s) autor(es) por extenso (com as iniciais maidsculas e demais

mintsculas);
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nome da instituicéo, endereco completo do(s) autor(es) e endereco eletronico
| do autor para correspondéncia devem ser colocados logo abaixo do(s) nome(s)
do(s) autor(es), indicados por numerais sobrescritos; colocar abaixo o titulo
resumido.

Segunda pagina: deve conter ABSTRACT e RESUMO (ou RESUMEN),
iniciando com o titulo na lingua correspondente, entre parénteses, em
paragrafo tnico e sem tabulagdo, com até 150 palavras. Key words e
palavras-chave (ou palabras clave), até quatro, separadas por virgulas e sem
ponto final.
Texto: iniciar em nova pagina. Os titulos de capitulos devem ser escritos
em letras maitsculas, com os seguintes tdépicos, quando aplicaveis:
INTRODUCAO,

MATERIAL E METODOS, RESULTADOS E DISCUSSAO, CONCLUSAO,
AGRADECIMENTOS e

LITERATURA CITADA.

Citacdo de figuras e tabelas: devem ser referidas por extenso, numeradas
em ardbico e na ordem em que aparecem no texto; quando citadas entre
parénteses, serdo empregadas as abreviaturas “fig.” e “tab.” Em trabalhos de
taxonomia, a citacdo de ﬁgﬁras dos tdxons devem ser indicadas entre
parénteses, na linha abaixo do tdxon, como no exemplo:
Cordia sellowiana Cham., Linnaea 4: 479. 1829. (Fig. 7-8).
Citacdo de literatura: usar o sistema autor-data, apenas com as iniciais
em maitsculas; quando no mesmo conjunto de citacdes, seguir a ordem
cronolégica; quando dois autores, ligar os sobrenomes por &; quando mais de
dois autores, mencionar o sobrenome do primeiro, seguido da expressio et
al. Para trabalhos publicados no mesmo ano, por um autor ou pela mesma
combinacdo de autores, usar letras logo apés o ano de publicacgio (1994a, b,
etc.); citar referéncias a resultados néo publicados da seguinte forma: (M.

Capelari, dados ndo publicados).
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Nomes cientificos: devem ser grafados em italico;
Siglas e abreviaturas: quando citadas pela primeira vez, devem estar entre
parénteses e também designadas por extenso.

Unidades de medida: utilizar abreviat iras sempre que possivel; nas
unidades

compostas, utilizar pontos e nao barras para indicar divisdo (ex.: mg dia-1
ao invés de mg/dia, pg L-1 ao invés de pg/L); colocar coordenadas geogréficas
sem espacamento entre os numeros (ex.: 23046'S e 46018'W).
Literatura citada: seguir a ordem alfabética dos autores; para o mesmo
autor

ou mesma combinacdo de autores, seguir a ordem cronolégica; citar titulos
de periddicos por extenso; ndo citar resumos de congressos e artigos no
prelo. Seguir os exemplos:

Benjamin, L. 1847. Utriculariae. In: C.F.P. Martius (ed.). Flora Brasiliensis.
Typographia Regia, Monachii, v.10, pp. 229-256, t. 20-22.
Cronquist, A. 1988. An integrated system of classification of flowering
plants. New York Botanical Garden, New York, 1262 p.
Ettl, H. 1983. Chlorophyta, I. Phytomonadina. In: H. Ettl, J. Gerloff, H.
Heynig & D. Mollenhauer (eds.). Siisswasser Flora von Mitteleuropa, Band
9. Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 809 p.

Giannotti, E. & Leitdo Filho, H.F. 1992. Composi¢ao floristica do cerrado
da Estacdo Experimental de Itirapina (SP). In: R. R. Sharif (ed.). Anais
do 8o Congresso da Sociedade Botédnica de Sido Paulo, Campinas, pp. 21-25.
Heywood, V.H. 1971. The Leguminosae - a systematic review. In: J.B.
Harbone, D., Boulter, & B.L. Turner (eds.). Chemotaxonomy of the
Leguminosae. Academic Press, London, PP- 1-29.
Trufem, S.F.B. 1988. Fungos micorrizicos vesiculo-arbusculares da Ilha do
Cardoso, SP, Brasil. Tese de Doutorado, Universidade de Sdo Paulo, Sio
Paulo, 358 p.

Veasey, E.A. & Martins, P.S. 1991. Variability in seed dormancy and
germination potencial in Desmodium Desv. (Leguminosae). Revista de

Genética 14: 527-545.
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5. Tabelas: fazer em paginas separadas; iniciar por: “Tabela” e numeracio
em ardbico, na ordem em que aparece no texto (Tabela 1., Tabela 2.),
seguidas

por titulo breve e objetivo. Evitar abreviaturas (exceto para unidades)
mas, se inevitavel, acrescentar seu significado na legenda. Utilizar recursos
de criagdo e formatacdo de tabela do “Word for Windows” ou “Excel”. Nao
inserir linhas verticais; usar linhas horizontais apenas para destacar o
cabecalho e para fechar a tabela. Em tabelas que ocupem mais de uma
pagina,

acrescentar na(s) pagina(s) seguinte(s), no canto superior esquerdo, "Tabela
1. (cont.)", repetindo 0 cabecalho, mas néao o titulo.
6. Figuras: colocar cada figura ou conjunto de figuras em pégina separada;
as legendas devem ser listadas a parte e em seqiiéncia. Cada figura (foto,
desenho, gréfico, mapa ou esquema) deve ser numerada em ardbico, na
ordem

em que aparece no texto; letras mintdsculas podem ser usadas para
subdividir

figuras; a colocacdo do nimero na figura deve ser, sempre que possivel,
no canto inferior direito. O comprimento méximo para uma figura ou grupo
de figuras é de 230 mm, incluindo a legenda, podendo ajustar-se a largura
de uma ou de duas colunas (81 mm ou 172 mm) e ser proporcional (até duas
vezes) a area final da ocupacdo da figura. Desenhos devem ser originais,
feitos em tinta nanquim preta, sobre papel branco de boa qualidade ou
vegetal; linhas e letras devem estar nitidas o suficiente para permitir
reducéo.

Fotografias e graficos sdo aceitos em branco e preto e, quando coloridos,
devem ser custeados pelo autor. A escala adotada é a métrica, devendo estar
graficamente representada no lado esquerdo da figura. Figuras com baixa
qualidade gréafica ou fora das proporgdes, ndo sdo aceitas.
Em caso de dividas para elaboracdo do manuscrito, consultar o Corpo
Editorial: hoehnea @smtp-gw.ibot.sp.gov.br.

Novo formato para HOEHNEA original Hoehnea atual
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~ Novo formato de Hoehnea
33 laudas

22 pégﬁas 11 paginas
100 laudas

_ 33 paginas

Area til:

185 mm X 125 mm

Cada coluna: 81 mm x 230 mm
(10mm, espaco entre colunas)

Duas colunas:172 mm x 230 mm
Tabelas e figuras —

Comprimento maximo: até 230 mm

Larguras permitidas: uma coluna (81 mm) ou duas colunas (172 mm)

Chaves Taxonémicas — poder@o ter a largura de uma ou duas colunas,

Dependendo da extenséo

Abstract e Resumo — largura de duas colunas
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ANEXO 02. Normas da revista Acta Oecologica.

The aims and scope of Acta Oecologica are presented at the front of this
issue.

The text should be written in English.

There are no page charges.

Manuscripts should be sent to: Chiara Marchetti, NIOO-CTO, P.O. Box 40,
6666 ZG Heteren, the Netherlands. The original and three copies are
required, each accompagnied by figures and tables. Authors are invited to

suggest the names of potential referees.

Manuscript preparation

Manuscripts should be typed, double spaced, on one side only, with a 5 cm
margin.

The title page should contain the full title, a short running title, author’s
name(s), affiliation address(es), address for correspondence, fax number, e-

mail.
Full papers

Articles should be divided into the following sequence sections: title page,
abstract, keywords, introduction, materials and methods, results,
discussion, conclusion, acknowledgements, references, tables, legends of
figures and figures.

An abstract not exceeding 250 words is required for articles. The abstract

should indicate the main results and conclusions.

Methods should be explained in sufficient detail to permit replication.



Moura Junior, A. M. Composi¢io quimica de microalgas ... 95

Forum

The Forum section is reserved for short papers containing critical discussion
of current issues in ecology, and welcomes comments aud viewpoints on

previously published papers

Units

Use the form: pL-h”'l-mg_l.

Use standard international units (SI).

References

Journal titles should be abbreviated according to the list of serial title word
abbreviations (standard ISO) published by the ISSN International Centre,
20, rue Bachaumont, 75002 Paris, France.

References cited should be listed in alphabetical order, and this reference
list is numbered in ascending order. .
The numbering shall be used when citing references in the text. List
numbers in numerical order in square brackets.

The following models for the reference list cover all situations. The
punctuation must be followed exactly.

[1] Begon M., Harper J., Towsend C., Ecology. Individuals, Populations and
Communities, Blackwell Scientific Publications, London, 1990, 945 p.

[2] Grant B., Dunham A., Thermally imposed time constraints on the
activity of the desert lizard Sceloporus meriami, Ecology 69 (1988) 167-176.
[3] Petal J., The role of ants in ecosystems, in: Brian M.V. (Ed.), Production
Ecology of Ants and Termites, IBP 13, Cambridge University Press,
Cambridge, 1978, pp. 293-325.
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Tables and figures
In the text, write: figure 1, table IV, etc.

Tables should be numbered with roman numerals, each on a separate sheet,
and contain only horizontal rules. All tables should have compiete but brief
headings.

Figure legends should be typed on a separate sheet. All illustrations are to
be considered as figures and numbered consecutively throughout the text.
Adopt preferably a width to allow 1/2 or 1/4 reduction (final size 8 or 16 cm
wide).

If photographs are included, three sets of originals are required with high
contrast on glossy paper. Colour illustrations éarry an extracharge.
Acceptance of papers

After revision and final acceptance, the manuscript should preferably be
provided on a high density (HD) disk labelled with: the type of computer
used in MS-DOS or format Mac Intosh, the type of software and version
number, all file names and author’s name(s). The corresponding printed
version should be supplied. Once your text is typed, save as an RTF (Rich
Text Format) file. If figures are sent on digital files, it is essential that they
are .éaved in their original format (preferably TIFF, 300 dpi.)

Page proofs

Page proofs will be sent to the first author and should be returned to the
Editor within 48 hours of receipt. Alterations in the text, other than
corrections, may have to be charged to the author and could seriously delay
publication.

Offprints

Twenty-five offprints of each paper and one copy of the journal issue will be
provided free of charge. Additional offprints may be purchased. Send an

order form with the proofs.

For permission to reproduce material from Acta Oecologica, please apply to
the Publisher.

On acceptance, papers become the copyright of the journal.
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- ANEXO 03. Posi¢éo taxonémica das microalgas estudadas.

Divisédo Heterokontophyta
Classe Bacillariophyceae
Ordem Biddulphiales
SubOrdem Coscinodiscineae
Familia Thalassiosiraceae
Género Thalassiosira
Thalassiosira weissflogii

(Grunow) G. Fryxell & Hasle

SubOrdem Biddulphiineae
Familia Chaetocerotaceae
Género Chaetoceros

Chaetoceros gracilis Schiitt

Ordem Bacillariales

SubOrdem Bacillariineae

Familia Bacillariaceae

Género Cylindrotheca
Cylindrotheca closterium

(Ehrenberg) Eimann & Lewin

Divisao Haptophyta
Classe Haptophyceae
Ordem Isochysidales
Familia Isochrysidaceae
Género Isochrysis
Isochrysis galbana Parke

Divisao Chlorophyta
Classe Prasinophyceae
Ordem Chlorodendrales
SubOrdem Chlorodendraceae
Familia Tetraselmis
Género Tetraselmis

Tetraselmis gracilis (Kylin)
Butcher
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ANEXO 04. Composicﬁ.o quimica dos meio f/2-Guillard (Guillard, 1975).

f/2 - Guillard

Substancias Quant./Litro

NaNO3 75mg
NaH2PO4+.H20 5mg
Na2Si03.9 H20 15-30mg
Nags EDTA 4,36mg
FeCls.6 H20 3,15mg
CuS04.5 HO 0,01lmg
ZnS04.7 H20 0,022mg
CoClz2.6 H20 0,01lmg
MnClz.4 HzO 0,18mg
NasMo0O4.2 H20 0,006mg
Tiamina 0,1mg
Biotina 0,5mg
Vitamina Biz : 0,5mg
Agua do mar 1 litro
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ANEXO 05. Esquéma de obtencdo do extrato seco a partir do cultivo
de microalga em garraféio de vidro.

Garrafdo aerado
8L

Centrifugacdo
4000 rpm/15 min

Estufa a 60 graus
até peso constante

40 mli ~
Clorofila

=
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- ANEXO 06. Esquema de obtencéo do extrato seco a partir do cultivo de
microalga em saco de plastico.

Cultura em tubo de ensaio ]

Precipitado II

Estufa a 60 graus
até peso constante

[ ]
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ANEXO 07. Esquema para preparacio dos extratos para as anilises
bioquimicas de microalgas.

Subamostra
seca em tubo de ensaio

Adicionar 1 ml de
dgua destilada e
agitar bem

Proteinas

*Carboidm‘ros i Nitrato
i soldveis

——

soluveis
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ANEXO 08. Densidade celular (x 106 cel- L'!) de Chaetoceros gracilis,
Isochrysis galbana e Thalassiosira weissflogii, cultivadas
em saco de plastico de 20 litros.

Repeticoes
I 11 III Meédia | D.P.
Chaetoceros gracilis 2.500 2.400 2.448,775 2.450 170,71
Isochrysis galbana 3.328 3.261 3.293 3.295 47,73
Thalassiosira weissflogii 2.075 1.692 2.017 2.018 79,55

ANEXO 09. Analise de varidncia da densidade celular de Chaetoceros
gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira weissflogii,
cultivadas em saco de plastico de 20 litros.

Fonte de variacdo | G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 285106.22 1425603.11 92.4969  0.00020
Residuo 6 92474.66  14512.44 '

Total 8  2943680.88

ANEXO 10. Teores de clorofila a (mg x L") de Chaetoceros gracilis, Isochrysis
galbana e Thalassiosira weissflogii, cultivadas em saco de plastico de 20

litros. ,-
I II Meédia D.P.
Chaetoceros gracilis 3,93 3,56 3,74 0,26
Isochrysis galbana 1,93 1,81 1,87 0,08
Thalassiosira weissflogii 0,90 1,01 0,96 0,08
ANEXO 11. Analise de varidncia dos teores de nas espécies

Chaetoceros gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira
weissflogii, cultivadas em saco de plastico de 20 litros.

Fonte de variacao G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 8.091298 4.0456490 1485509 0.00103
Residuo 3 0.0817023 0.0272341

Total 5 8.1730002
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ANEXO 12. Teores de carboidrato solivel (mg x L 1) de Chaetoceros
gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira weissflogii,
cultivadas em saco de plastico de 20 litros.

Repeticoes
I IT III Média| D.P.
Chaetoceros gracilis 0,06 0,06 0,06 0,06
Isochrysis galbana 0,09 0,09 0,09 0,09
Thalassiosira weissflogii 0,05 0,05 0,05

... —néo de terminado.

ANEXO 13. Anailise de varidncia dos teores de carboidrato solivel de
Chaetoceros gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira
weissflogii, cultivadas em saco de plastico de 20 litros.

Fonte de variacéo G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 0.0022875 0.011438 12792627 0.00002
Residuo 5 0.0000000 0.000000

Total 7 0.0022875

ANEXO 14. Teores de proteina solivel (mg x L 1) de Chaetoceros
gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira weissflogii,
— cultivadas em saco de plastico de 20 litros.

Repeticoes
I II ITI Média| D.P.
Chaetoceros gracilis 0,026 0,040 0,026 0,03 0,01
Isochrysts galbana 0,004 0,011 0,008 0,005
Thalassiosira weissflogii 0,002 0,002 0,002 0,002

... —néao de terminado.

ANEXO 15. Anidlise de varidncia dos teores proteina soliivel de
Chaetoceros gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira
weissflogii, cultivadas em saco de plastico de 20 litros.

Fonte de variacao G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 0.0013497 0.0006749 21.7461 0.00446
Residuo 5 0.0001552 0.0000310

Total 7 0.0015049
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ANEXO 16. Teores de aminoacidos totais (mg x L -1) de Chaetoceros
' gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira weissflogii,
cultivadas em saco de plastico de 20 litros.

Repetic¢oes
I IT ITI Meédia| D.P.
Chaetoceros gracilis 2,55 3,16 2,89 2,87 0,31
Isochrysis galbana o 1,73 1,83 1,78 0,07
Thalassiosira weissflogii 3,13 3,27 3,54 0,6

23

Nota: ... — dado néo determinado

ANEXO 17. Analise de varidncia dos teores de aminoécidos totais de
Chaetoceros gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira
weissflogii, cultivadas em saco de plastico de 20 litros.

Fonte de variacio | G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 2.2596200 1.1298100 22.4096  0.00858
Residuo 4 0.2016658 0.0504164 "

Total 6 2.4612858

ANEXO 18. Teores de nitrato (mg x L ‘1) de Chaetoceros gracilis,
Isochrysis galbana e Thalassiosira weissflogii, cultivadas
em saco de plastico de 20 litros.

Repeticoes
I II I11 Meédia| D.P.
Chaetoceros gracilis 0,06 0,07 0,03 0,05 0,02
Isochrysis galbana 0,17 0,14 0,15 0,09
Thalassiosira wetssflogii 0,04 0,02 0,04 0,03 0,01

Nota: ... — dado nado determinado

ANEXO 19. Analise de variancia dos teores de nitrato de Chaetoceros
gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira weissflogii,
cultivadas em saco de plastico de 20 litros.

Fonte de variacao G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 0.0193042 0.0096521 30.4803  0.00249
Residuo 5 0.0015833 0.0003167

Total 7 0.0208875
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ANEXO 20. Teores de Na (mg x L -!) de Chaetoceros gracilis, Isochrysis
galbana e Thalassiosira weissflogii, cultivadas em saco de

plastico de 20 litros.
Repeticoes
I IT II1 Meédia| D.P.
Chaetoceros gracilis 5,18 5,18 5,18 5,18
Isochrysis galbana 3,76 3,76 3,75 3,76
Thalassiosira weissflogii 6,59 6,59 6,59 6,59

ANEXO 21. Andlise de variancia dos teores de sédio de Chaetoceros
gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira weissflogii,
cultivadas em saco de plastico de 20 litros.

Fonte de variagdo | G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 12.0985964 6.0492982 7347277  0.00001
Residuo 6 0.0000049 0.0000008

Total 8 12.0986013

ANEXO 22. Teores de K (mg x L) de Chaetoceros gracilis, Isochrysis
galbana e Thalassiosira weissflogii, cultivadas em saco de

plastico de 20 litros.
Repeticoes
I II IT1 Média| D.P.
Chaetoceros gracilis 0,55 0,55 0,55 0,55
Isochrysis galbana 0,52 0,52 0,52 0,52
Thalasstosira weissflogii 0,91 0,91 0,91 0,91

ANEXO 23. Analise de variancia dos teores de potassio de Chaetoceros

gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira weissflogii,
cultivadas em saco de plastico de 20 litros.

Fonte de variacao G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 0.2826000 0.1413000 19755172 0.00001
Residuo 6 0.0000000 0.0000000

Total 8 0.2826000
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ANEXO 24. Teoreé de P (mg x L!) de Chaetoceros gracilis, Isochrysis
galbana e Thalassiosira weissflogii, cultivadas em saco de

plastico de 20 litros.
Repeticoes
1 IT Média DP.
Chaetoceros gracilis 0,13 0,13 0,13
Isochrysis galbana 0,21 0,21 0,21
Thalassiosira weissflogii 0,12 0,13 0,12 0,001

ANEXO 25. Anadlise de varidncia dos teores de fésforo de Chaetoceros
gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira weissflogii,
cultivadas em saco de plastico de 20 litros.

Fonte de variagéo G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 0.0091000 0.0045500 273.0103  0.00049
Residuo 3 0.0000500 0.0000167 '

Total 5 0.0091500

ANEXO 26. Teores de Mg (mg x L-1) de Chaetoceros gracilis, Isochrysis
galbana e Thalassiosira weissflogii, cultivadas em saco de

plastico de 20 litros.
Repeticoes
I II Média D.P.
Chaetoceros gracilis 2,20 2,10 2,13 0,10
Isochrysis galbana 2,88 2,92 2,90 0,03
Thalassiosira weissflogii 2,04 1,94 1,99 0,07

ANEXO 27. Anailise de variancia dos teores de magnésio de
Chaetoceros gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira
weissflogii, cultivadas em saco de pléastico de 20 litros.

Fonte de variacao G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 0.9441346 0.4720673 131.1422 0.00121
Residuo 3 0.0107990 0.0035997

Total 5 0.9549336
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- ANEXO 28. Teores de S (mg x L) de Chaetoceros gracilis, Isochrysis
galbana e Thalassiosira weissflogii, cultivadas em saco de

plastico de 20 litros.
Repeticoes
I II Meédia D.P.
Chaetoceros gracilis 0,47 0,29 0,38 0,13
Isochrysis galbana 0,63 0,49 0,56 0,10
Thalassiosira weissflogii 0,9 0,98 0,94 0,05

ANEXO 29. Anilise de variancia dos teores de enxofre de Chaetoceros
gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira weissflogii,
cultivadas em saco de plastico de 20 litros.

Fonte de variacédo | G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 0.3269333 0.1634667 16.7945 0.02280
Residuo 3 0.0292000 0.0097333

Total 5 0.3561333
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ANEXO 30. Densidade celular (x 10¢ cel- L) de Chaetoceros gracilis,

Cylindrotheca closterium e Tetraselmis gracilis,
cultivadas em garrafio de vidro de 08 litros.
Repeticoes
I II ITI Meédia | D.P.
Chaetoceros gracilis 8447,5 8437,6 8440 84425 7,07
Tetraselmis gracilis 576,25 548,75 552,25 562,5 19,45

ANEXO 31. Anilise de variancia da densidade celular (x 106 cel- L1) de

Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca closterium e
Tetraselmis. gracilis, cultivadas em garrafao de vidro de 08
litros.
Fonte de variacéao GL. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 3 93202680 93202680 7421580 0.0001
Residuo 4 502 125
Total 5 93203182

ANEXO 32. Teores de clorofila a (mg - L1) de Chaetoceros gracilis,

Cylindrotheca closterium e Tetraselmis gracilis,
cultivadas em garrafio de vidro de 08 litros.
' Repetigoes
I II III Média| D.P.
Chaetoceros gracilis 2,35 3,63 3,86 3,28 0,82
Cylindrotheca closterium 13,56 12,77 14,95 13,76 1,11
Tetraselmis gracilis 6,49 7,16 7.72 7,12 0,61

ANEXO 33. Analise de variancia dos teores de clorofila a de

Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca closterium e
Tetraselmis gracilis, cultivadas em garrafio de vidro de 08
litros.
Fonte de variacao | G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 168.6470126 84.3235063 111.9730 0.00016
Residuo 6 4.5184180 0.7530697
Total 8 173.1654306
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ANEXO 34. Teores de carboidrato solivel (mg - L1) de Chaetoceros
gracilis, Cylindrotheca closterium e Tetraselmis gracilis,
cultivadas em garrafao de vidro de 08 litros.

Repeticoes
I IT ITI Meédia| D.P.
Chaetoceros gracilis 0,11 0,09 0,11 0,10 0,009
Cylindrotheca closterium 0,11 0,08 0,09 0,09 0,014
Tetraselmis gracilis 0,07 0,06 0,05 0,06 0,008

ANEXO 35. Analise de varidncia dos teores de nas espécies

Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca closterium e
Tetraselmis gracilis, cultivadas em garrafiao de vidro de 08
litros.
Fonte de variacao G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 0.0030889 0.0015444  9.9286 0.01307
Residuo 6 0.0009333 0.0001556
Total 8 0.0040222

ANEXO 36. Teores de proteina solivel (mg - L) de Chaetoceros
gracilis, Cylindrotheca closterium e Tetraselmis gracilis,

cultivadas em garrafao de vidro de 08 litros.

Repeticoes
I II IT1 Meédia | D.P.
Chaetoceros gracilis 0,60 0,55 0,60 0,58 0,02
Cylindrotheca closterium 0,62 0,67 0,58 0,62 0,04
Tetraselmis gracilis 0,39 0,33 0,42 0,38 0,04

ANEXO 37. Analise de variancia dos teores de

nas espécies

Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca closterium e
Tetraselmis gracilis, cultivadas em garrafio de vidro de 08
litros.
Fonte de variacao G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 0.1021555 0.0510777 30.8521 0.00122
Residuo 6 0.0099334 0.0016556
Total 8 0.1120889
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ANEXO 38. Teores de aminoacidos totais (mg - L) de Chaetoceros
gracilis, Cylindrotheca closterium e Tetraselmis gracilis,
cultivadas em garrafao de vidro de 08 litros.

Repeticoes
I II I11 Meédia | D.P.
Chaetoceros gracilis 13,36 16,71 15,68 15,25 1,40
Cylindrotheca closterium 24,02 24,75 22,70 23,82 0,84
Tetraselmis gracilis 1,37 1,61 1,49 0,12

... —nao determinado

ANEXO 39. Anidlise de variancia dos teores de nas espécies
Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca closterium e
Tetraselmis gracilis, cultivadas em garrafao de vidro de 08
litros.

Fonte de variacdo | G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F

Espécies 2 598.776383 299.3881915 185.3422 0.00024

Residuo 5 8.0766349  1.6153270

Total 7 606.8530179

ANEXO 40. Teores de nitrato (mg - L) de Chaetoceros gracilis,

Cylindrotheca closterium e Tetraselmis gracilis, cultivadas
em garrafao de vidro de 08 litros.

Repeticoes
I II III Meédia | D.P.
Chaetoceros gracilis 0,14 0,17 0,08 0,130 0,04
Cylindrotheca closterium 0,34 0,39 0,365 0,025
Tetraselmis gracilis 0,09 0,07 0,080 0,01

... —nao determinado

ANEXO 41. Analise de variancia dos teores de

nas espécies

Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca closterium e
Tetraselmis gracilis, cultivadas em garrafao de vidro de 08
litros.
Fonte de variacéo G.L. S5.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 0.0958929 0.0479464 33.9445 0.00478
Residuo 4 0.0056500 0.0014125
Total 6 0.1015429
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Ll) de Chaetoceros gracilis,

Cylindrotheca closterium e Tetraselmis gracilis, cultivadas
em garrafao de vidro de 08 litros.

Repeticoes
I I IT1 Média| D.P.
Cheietoceros gracilis 0,07 0,07 0,07
Cylindrotheca closterium 0,05 0,05 0,04 0,46 0,047
Tetraselmis gracilis 0,03 0,03 0,03 0,03 0

... —nao determinado

ANEXO 43. Anidlise de variancia dos teores de nas espécies
Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca closterium e
Tetraselmis gracilis, cultivadas em garrafiao de vidro de 08
litros.

Fonte de variacao G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F

Espécies 2 0.0012762 0.0006381 38.2856  0.00407

Residuo 4 0.0000667 0.0000167

Total 6 0.0013429

ANEXO 44. Teores de potassio (mg - L) de Chaetoceros gracilis,
Cylindrotheca closterium e Tetraselmis gracilis, cultivadas
em garrafao de vidro de 08 litros.

Repeticoes
I II 111 Meédia | D.P.
Chaetoceros-gracilis 0,02 0,02 0,02
Cylindrotheca closterium 0,02 0,02 0,02 0,02 0
Tetraselmis gracilis 0,008 0,008 0,009 0,008 0

... —ndo determinado

ANEXO 45. Analise de variancia dos teores de

nas espécies

Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca closterium e
Tetraselmis gracilis, cultivadas em garrafio de vidro de 08
litros.
Fonte de variacido G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 0.0002333 0.0001167 700.0010 0.00034
Residuo 4 0.0000007 0.0000002
Total 6 0.0002340
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ANEXO 46. Teores de fisforo (mg - L) de Chaeloceros gracilis,
Cylindrotheca closterium e Tetraselmis gracilis, cultivadas
em garrafao de vidro de 08 litros.

Repeticoes
I II III Média | D.P.
Chacioccros gracilis 2,12 2,09 2,07 2,09 0,02
Cylindrotheca closterium 3,22 2,89 2,31 280 0,38
Tetraselmis gracilis 1,19 0,86 0,81 0,95 0,16

ANEXO 47. Analise de variancia dos teores de fosforo de Chaetoceros
gracilis, Cylindrotheca closterium e Tetraselmis gracilis,
cultivadas em garrafio de vidro de 08 litros.

Fonte de variacéo G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 5.2432889 2.6216445 30.7825 0.00122
Residuo 6 0.56110000 0.0851667

Total 8 5.7542889

ANEXO 48. Teores de Magnésio (mg - L'!) de Chaetoceros gracilis,

Cylindrotheca closterium e Tetraselmis gracilis,
cultivadas em garrafio de vidro de 08 litros.
- Repeticoes
" II IIT | Média| DP.
Chaetoceros gracilis 14,87 14,82 14,67 14,78 0,085
Cylindrotheca closterium 4,90 5,05 4,98 497 0,06
Tetraselmis gracilis 7,24 7,07 6,54 6,95 0,30

ANEXO 49. Andlise de varidncia dos teores de magnésio de
Chaetoceros gracilis, Cylindrotheca closterium e
Tetraselmis gracilis, cultivadas em garrafio de vidro de 08
litros.

Fonte de variacéo G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 3690856 1845428 0.9914 0.57339
Residuo 6 11168568 1861428

Total 8 14859425
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ANEXO 50. Teores de enxofre (mg - L) de Chaetoceros gracilis,
Cylindrotheca closterium e Tetraselmis gracilis, cultivadas
em garrafao de vidro de 08 litros.

Repeticoes
I IT III Media| D.P.
Chaetoceros gracilis 0,03 0,03 0,03
Cylindrotheca closterium 0,03 0,03 0,03 0,03 0
Tetraselmis gracilis 0,02 0,01 0,01 0,01 0,005

... —ndo determinado

ANEXO 51. Analise de variancia dos teores de enxofre de Chaetoceros
gracilis, Cylindrotheca closterium e Tetraselmis gracilis,
cultivadas em garrafao de vidro de 08 litros.

Fonte de variacéo G.L. S.Q. Q.M. F Prob.>F
Espécies 2 0.0004762 0.0002381 14.2857 0.01692
Residuo 4 0.0000667 0.0000167

Total 6 0.0005429




