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Resumo

O objetivo inicial foi caracterizar o perfil lipidico de quatro espécies de microalgas
(Chaetoceros muelleri, C. calcitrans, Isochrysis galbana e Diacronema lutheri) utilizadas na
alimentacdo de moluscos bivalves no Laboratorio de Moluscos Marinhos (LMM/UFSC),
visando otimizar a nutricdo e compreender o valor molecular da dieta. A metodologia previa o
cultivo em sistema semicontinuo e subsequente analise por Cromatografia Liquida de Ultra Alta
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (UHPLC - Q-TOF MS). Contudo, esta etapa
analitica para a caracterizagdo do perfil lipidico foi inviabilizada por dificuldades técnicas,
como a contaminag&o persistente da coluna. Diante dessa falha na obtengéo de dados primérios,
a pesquisa foi reestruturada para uma revisdo critica da literatura, que mapeou metodologias de
analise (classica vs. moderna) e identificou uma lacuna no conhecimento. Ressalta-se que 0
detalhamento metodoldgico da etapa experimental e os resultados parciais foram preservados e
encontram-se descritos integralmente no Apéndice B. A principal conclusdo desta revisdo (83
publicacOes) é a auséncia completa (N = 0) de estudos de lipiddmica moderna (LC-MS) para
as espécies C. muelleri e D. lutheri. Esta descoberta demonstra que o conhecimento sobre estas



espécies esta restrito a composicdo de &cidos graxos obtida por métodos classicos. A anélise
lipidémica proposta originalmente, uma vez superados os desafios técnicos, permanece como
uma etapa relevante para suprir esta lacuna, fornecendo insights sobre a estrutura intacta dos
lipidios e otimizando o manejo nutricional na aquicultura de moluscos bivalves.

Palavras-chave: Lipidémica, Microalgas, Moluscos Bivalves, Aquicultura, UHPLC-MS
Lipid analysis of microalgae used in the diet of bivalve molluscs

Abstract

The initial objective was to characterise the lipid profile of four microalgae species
(Chaetoceros muelleri, C. calcitrans, Isochrysis galbana and Diacronema lutheri) used in the
feeding of bivalve molluscs at the Laboratory of Marine Molluscs (LMM/UFSC), aiming to
optimize nutrition and understand the molecular value of the diet. The proposed methodology
involved cultivation in a semi-continuous system and subsequent analysis by Ultra-High
Performance Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry (UHPLC - Q-TOF MS).
However, this analytical step for lipid profile characterization was impeded by technical
difficulties, such as persistent column contamination. Faced with this failure to obtain primary
data, the research was restructured into a critical literature review, which mapped analytical
methodologies (classical vs. modern) and identified a knowledge gap. It is noteworthy that the
methodological detailing of the experimental stage and partial results were preserved and are
fully described in Appendix B. The main conclusion of this review (83 publications) is the
complete absence (N = 0) of modern lipidomics studies (LC-MS) for the species C. muelleri
and D. lutheri. This discovery demonstrates that current knowledge of these species is restricted
to fatty acid composition obtained by classical methods. The originally proposed lipidomic
analysis, once the technical challenges are overcome, remains an unprecedented and
fundamental step to address this gap, providing insights into the intact structure of lipids and
optimising nutritional management in bivalve mollusc aquaculture.

Key-words: Lipidomics, Microalgae, Bivalve Molluscs, Aquaculture, UHPLC-MS

Introducao

Microalgas na Aquicultura de Moluscos Bivalves

A utilizagdo de microalgas vem sendo muito estudada em diversos setores, como: em
suplementos na alimentagdo humana (Matos, 2017; Cmikova et al., 2024), em compostos para
a industria de cosméticos (Yarkent; Girlek; Oncel, 2020; De Luca et al., 2021; Rosa et al.,
2025) e farmacoldgicos (Khavari et al., 2021; Hassan et al., 2022), para a fabricacdo de
biocombustiveis (Olabi et al., 2022; Hoang et al., 2023), para o tratamento de efluentes (Dai;
Wang, 2024; Kundu; Dutta; Bhattacharya, 2024), para a captura e armazenamento de carbono
(Daneshvar et al., 2022; Nguyen et al., 2023; Tripathi et al., 2023), como bioinsumos para
utilizacdo na agricultura (Gongalves et al., 2023; Gama et al., 2025) e na alimentacdo e
suplementacdo animal (Souza; Bastos; Santos, 2021; Mavrommatis et al., 2023), especialmente
na aquicultura (Ansari et al., 2021; Ma; Hu, 2024).



No cultivo de moluscos bivalves, a producdo de juvenis em laboratério € fundamental
para manter a sustentabilidade da cadeia produtiva sem impactar os bancos naturais (Helm;
Bourne, 2004). Para isso, um dos principais desafios é a producao de microalgas (Bodenstein;
Waguespack; Robinson, 2025; Matias; Rato; Joaquim, 2025), que sdo alimentos vivos
indispensaveis na dieta dos moluscos, pois sdo essenciais na nutricdo durante todas as etapas
de vida destes organismos. Desta forma, um dos principais esforcos de um laboratério que
produz formas jovens de moluscos bivalves (sementes ou spats) é manter a qualidade da
producdo das microalgas.

No Brasil, a producdo de moluscos bivalves ocorre, principalmente, no estado de Santa
Catarina. Em 2022, segundo o Boletim da Aquicultura nas Aguas da Uni&o (Oliveira; Arnaud,
2023), cerca de 98,1% da producao nacional de moluscos em aguas da Unido é desenvolvida
no estado. As principais espécies produzidas no pais sdo o mexilhdo (Perna perna) e a ostra do
Pacifico (Magallana gigas), e em menor escala, as ostras nativas (Crassostrea gasar e C.
rhizophorae) e vieiras (Nodipecten nodosus). Historicamente, o Laboratério de Moluscos
Marinhos (LMM) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) consolidou-se como um
elo fundamental na cadeia produtiva, atuando como a via para o desenvolvimento e a
transferéncia do pacote tecnologico de producdo de sementes, o que permitiu superar o gargalo
da obtencdo de juvenis da espécie exdtica Crassostrea gigas (De Andrade, 2016).

Atualmente no LMM, um mix de até quatro espécies de microalgas é diariamente
ofertado para alimentacdo dos animais, sendo duas espécies de diatoméaceas (Bacillariophyta),
Chaetoceros muelleri Lemmermann 1898 e C. calcitrans (Paulsen) H.Takano 1968; e duas
espécies de microalgas flageladas (Haptophyta), Isochrysis galbana Parke 1949 e Diacronema
lutheri (Droop) Bendif & Véron 2011. Para serem utilizadas como alimento, essas espécies
devem apresentar diversas caracteristicas, como: tamanho de célula adequado, produtividade
suficiente de biomassa, perfil nutricional adequado para os animais, o qual inclui a auséncia de
toxinas (Guedes; Malcata, 2012; Sampollo et al., 2024) e palatabilidade para bivalves (Liao et
al., 2017).

Importancia dos Lipidios e Acidos Graxos na Nutric&o

Em um estudo classico, foi demonstrado que mais de 70% da variancia no crescimento
de larvas de M. gigas e Mytilus galloprovincialis pode ser explicada pela nutrigdo (His et al.,
1989). Os lipidios sdo considerados a principal fonte de energia das larvas de moluscos
bivalves, seguida por proteinas e em menor contribuicdo, os carboidratos (Marshall; McKinley;
Pearce, 2010).



O principal foco de andlises no ambiente marinho é conteido de acidos graxos
poliinsaturados (no inglés, PUFA), especialmente os de cadeia longa como o0 dmega-3, 6mega-
6, como os acido linoleico (LA) e acido a-linolénico (ALA), e por consequéncia seus derivados,
acido eicosapentaendico (EPA) e acido docosahexaendico (DHA). Estes lipidios séo
abundantemente encontrados na base da teia trofica marinha (Colombo et al., 2017) e sdo
essenciais para a saude e sobrevivéncia ndo s6 humana, mas também da vida terrestre e aquatica
(Arnold et al., 2015). Os PUFAs sdo responsaveis pela manutencdo da estrutura e
funcionalidade das membranas celulares, além de serem precursores bioguimicos de
vertebrados, invertebrados e plantas (Parrish, 2009).

Esse papel estrutural € mais evidente no estagio de p6s-larva (spat), uma das fases mais
delicadas e com maior mortalidade da produgdo. Um estudo focado em juvenis de Mytilus
edulis ilustra este ponto critico: Laudicella et al. (2020b) demonstraram que a dieta rica em
PUFA induziu uma “profunda remodelacdo™ nas espécies moleculares dos lipidios de
membrana do spat. A hipétese levantada foi que um desequilibrio nessas membranas afeta a
capacidade de aclimatacdo do animal, podendo ser uma causa direta da alta mortalidade pds-
transferéncia (Laudicella et al., 2020b).

Além da nutricdo basal, a analise detalhada dos lipidios (lipiddmica) tem permitido
identificar novos biomarcadores de saude dos bivalves, permitindo desvendar a adaptacdo
destes organismos as mudancas climaticas e a estressores abioticos (Rey et al., 2022). Uma
revisdo de Laudicella et al. (2020a) destaca que biomarcadores lipidicos sdo aplicados para
avaliar a qualidade reprodutiva (gametas e ovos) e, promissoramente, para estudar interacdes
com patdgenos, como bactérias do género Vibrio, abrindo caminho para um manejo sanitario
mais eficaz.

Apesar de encontrados genes para a sintese de novo de PUFA em diversos animais,
inclusive no filo Mollusca (Kabeya et al., 2018), a distribuigdo dos genes desaturase ®x ¢
elongase, necessarios para a biosintese de PUFAs, ndo é uniforme e varia de espécie para
espécie. Um exemplo disso, é a espécie M. gigas que ndo parece apresentar genes desaturase
®x em sua constituicdo génica (Monroig; Kabeya, 2018). Além disso, experimentos realizados
com acetato e acidos graxos radioativos também sugerem que juvenis de M. gigas ndo sdo
capazes de sintetizar PUFAs em quantidades suficientes para o desenvolvimento e manutencéo
do metabolismo, e por isso, sdo considerados essenciais para esses animais (Zhukova, 2019).

As concentracfes e misturas ideais de microalgas ofertadas para formas jovens de
diferentes espécies de moluscos sdo frequentemente objetos de pesquisa (Brown; Robert, 2002;

Rico-Villa et al., 2006; Marquez et al., 2019; Gomes et al., 2024). Porém, ndo somente 0s



valores de lipidios, mas também de proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais, sdo bastante
dependentes das condic¢des de cultivos. Fatores bi6ticos como a genética e os abidticos a luz, o
fotoperiodo, a temperatura, o pH, a quantidade de dioxido de carbono dissolvido e a salinidade
influenciam na qualidade das microalgas como alimento, que também podem ser alterados em
situacOes de estresse, como por exemplo, quando ha a escassez de algum nutriente (Brown et
al., 1997; Hu, 2013; Koller; Muhr; Braunegg, 2014).

Relevancia Local e Plasticidade Fenotipica: A Necessidade de um Padrédo de
Referéncia do LMM

A justificativa para a analise lipiddmica das cepas nas condi¢cdes de cultivo locais
fundamenta-se na alta plasticidade fenotipica das microalgas. A composi¢do bioquimica destas
espécies ndo é uma caracteristica fixa, mas uma resposta dindmica ao ambiente de cultivo.
Fatores abidticos modulam diretamente o metabolismo algal (Hu, 2013).

Uma reviséo sistematica sobre o tema confirma que o estresse ambiental pode alterar
profundamente a alocacdo de carbono entre as classes de lipidios (Suparmaniam et al., 2023).
A fase de cultivo, por exemplo, pode induzir o acimulo de lipidios de reserva, como 0s
triacilglicerdis (TAGs) em detrimento de lipidios estruturais de membrana, alterando o valor
nutricional da dieta ofertada.

Neste contexto, a analise lipidémica proposta originalmente visava caracterizar o perfil
bioquimico real das cepas sob as condicGes especificas de manejo do laboratério. O
estabelecimento de um padrédo de referéncia local permitiria a0 LMM:

e Tomar decisOes baseadas em dados qualitativos e quantitativos sobre a dieta
ofertada;

e Diagnosticar problemas futuros, correlacionando, por exemplo, o desempenho
larval a mudancas no perfil lipidico das microalgas; e

e Servir como fonte de dados para futuros trabalhos de nutri¢cdo, permitindo
correlacionar o perfil lipidico detalhado com o desempenho zootécnico

(crescimento e sobrevivéncia) das larvas e sementes de bivalves.

Abordagens Analiticas: Perfil de Acidos Graxos vs. Lipidémica

Apesar de avancos no conhecimento nutricional, a maior parte do conhecimento em
areas aplicadas, como a aquicultura, ainda se apoia majoritariamente em métodos classicos,
como a analise de acidos graxos por cromatografia gasosa (Nguyen; Ramli; Kee, 2017). Embora
a analise do perfil de acidos graxos seja uma ferramenta robusta para quantificar a composi¢édo

de &cidos graxos (Khoury et al., 2018), ele ndo consegue identificar a estrutura molecular intacta



dos lipidios como métodos de lipidémica, informacéo crucial para compreender a funcao
fisiologica e bioativa da molécula (Wang; Han, 2014).

Lipiddmica é a area que estuda e analisa os lipidios de forma sistémica e suas interagdes
(Wenk, 2005). Han e Gross (2022) consideram gue nos ultimos 20 anos o desenvolvimento das
tecnologias de lipidémica melhoraram significativamente devido a caracterizacao extensa das
estruturas das classes de lipidios conhecidas. O desenvolvimento de inimeros avancos
relacionados a quantificacdo e ao estudo funcional de lipidios em sistemas bioldgicos, bem
como o progresso na area de bioinformatica, tém facilitado o processamento de dados em tempo
real. O aperfeicoamento da espectrometria de massas (MS) e a sua combinacdo com métodos
cromatograficos permitem obter um entendimento muito mais aprofundado na éarea da
lipidomica (Jurowski et al., 2017).

Objetivos

O objetivo inicial deste trabalho foi caracterizar o perfil lipidico das quatro espécies de
microalgas (C. muelleri, C. calcitrans, I. galbana e D. lutheri) utilizadas na alimentacdo de
moluscos bivalves no LMM, visando otimizar a nutricdo e compreender o valor molecular da
dieta. A metodologia previa o cultivo em sistema semicontinuo e subsequente analise por
Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (UHPLC
- Q-TOF MS) para quantificar as quantidades relativas de acidos graxos essenciais e lipidios
intactos.

Contudo, a etapa analitica experimental ndo pbde ser concluida (ver Secdo de
Reestruturacdo), levando a redefinicdo do trabalho para uma revisao sistematica.

Desta forma, os objetivos especificos do presente trabalho reestruturado séo:

1. Mapear as abordagens analiticas disponiveis na literatura cientifica para a
caracterizacdo lipidica das quatro espécies estudadas, comparando a
prevaléncia de Métodos Classicos versus Métodos Modernos;

2. Diagnosticar o estado da arte do conhecimento sobre estas espécies,
verificando a existéncia ou a escassez de dados lipidémicos detalhados;

3. Demonstrar as vantagens da identificacdo de lipidios intactos (lipidomica)

frente a anlise classica de acidos graxos.



Reestruturacdo Metodologica e Desafios Técnicos

Planejamento Experimental Original: Cultivo e Analise

O delineamento experimental foi estruturado em duas etapas consecutivas: a producéo
de biomassa em sistema semicontinuo e a caracterizacdo lipidémica via espectrometria de
massas de alta resolucéo.

Na etapa biologica, as quatro especies de microalgas (Chaetoceros muelleri, C.
calcitrans, Isochrysis galbana e Diacronema lutheri) foram cultivadas utilizando o meio
Conway (Walne, 1966), com suplementacdo de silicato para as diatoméceas. O sistema de
producdo foi escalonado a partir de culturas de estoque até bolsas plasticas de 80 L (volume
atil), operando em regime semicontinuo. Os parametros abidticos, incluindo irradiancia,
temperatura, pH e salinidade, foram monitorados diariamente para garantir condicdes
padronizadas de crescimento.

Para a caracterizacao quimica, estabeleceu-se um protocolo de extracdo de lipidios totais
em batelada, adaptado de Ren et al. (2021), utilizando o sistema de solventes
cloroférmio/metanol/agua. A analise analitica foi projetada em sistema UHPLC-Q-TOF MS
utilizando coluna de fase reversa e gradiente de eluicdo otimizado para lipidios intactos,
conforme detalhado integralmente no Apéndice B.

Dificuldades na Validagao Analitica e Redefini¢cdo do Estudo

A biomassa obtida na etapa de cultivo foi processada para a subsequente andlise do perfil
lipidico por UHPLC-MS, conforme descrito na metodologia. Contudo, durante a fase de
desenvolvimento e validacdo do método analitico no equipamento analises em cromatdgrafo
liquido de ultra desempenho (UHPLC, Agilent 1290, Agilent Technologies, CA, EUA)
conectada a um espectrometro de massa Quadrupole Time-of-Flight (Agilent 6545XT Q-TOF
MS), foram encontradas dificuldades técnicas que impediram a obtencao de dados reprodutiveis
e confidveis. A contaminacao persistente da coluna inviabilizou a analise do perfil lipidico das
amostras de microalgas dentro do cronograma estabelecido para este trabalho.

Dada a impossibilidade de gerar dados experimentais primarios validados para a
discussdo nutricional, optou-se por reestruturar o trabalho centralmente. A secdo a seguir
apresenta uma revisao da literatura cientifica sobre a analise de lipidios de microalgas por
UHPLC-MS. Importante destacar que, contudo, visando o registro dos protocolos de cultivo e
analiticos desenvolvidos, o detalhamento metodologico da etapa experimental, bem como os
dados parciais de crescimento algal e as dificuldades técnicas enfrentadas, foram preservados e

encontram-se descritos integralmente no Apéndice B.



Metodologia Da Reviséo Sistematica

Delineamento da Revisdo (Framework PRISMA)

Foi conduzida uma revisdo critica seguindo uma abordagem sistematica inspirada no
framework PRISMA (Page et al., 2021). O objetivo foi mapear e comparar a literatura existente
sobre a analise lipidica de quatro espécies de microalgas utilizadas no LMM: C. muelleri, C.

calcitrans, I. galbana e D. lutheri.

Fontes de Dados e Estratégia de Busca

As buscas foram realizadas em novembro de 2025 nas bases Scopus (como fonte
primaria) e PubMed (como fonte complementar). As estratégias de busca completas, incluindo
os filtros aplicados, estdo detalhadas no Apéndice A (Tabela Al).

As buscas foram desenhadas para identificar estudos que utilizaram duas abordagens
analiticas distintas: a analise do perfil de acidos graxos (FAP), que quantifica os acidos graxos
individuais (tipicamente por GC ap0s derivatizacdo em ésteres metilicos de acidos graxos
(FAMESs)),denominada nesta revisdo como 'Método Classico’; e a andlise lipiddomica, que
identifica as moléculas lipidicas intactas (comumente por LC-MS/MS), definida aqui como
'Método Moderno'. Para a busca focada na abordagem cléssica de FAP, aplicou-se um filtro
temporal (publicados desde 2016) na base Scopus (Tabela Al), visando capturar as praticas de

quantificacdo mais recentes.

Triagem e Elegibilidade

Os registros identificados (N = 171 brutos e N = 133 ap6s remogdo de registros
duplicados) passaram por um processo de triagem em trés fases. Os artigos foram avaliados sob
dois critérios principais de inclusdo: 1) o estudo deveria analisar o perfil lipidico ou de acidos
graxos de pelo menos uma das quatro microalgas de interesse (C. muelleri, C. calcitrans, I.
galbana, D. lutheri); e 2) o texto completo deveria estar disponivel. Foram considerados
critérios de exclusdo: estudos focados em macroalgas ou outras microalgas; revisGes da
literatura; estudos tedricos ou de modelagem sem apresentacdo de dados analiticos primarios;
e artigos duplicados ja excluidos na etapa inicial. Na Fase 1, titulos e resumos foram avaliados
(N = 93 artigos elegiveis). Na Fase 2, os textos completos foram lidos para confirmar a
elegibilidade e categorizar os estudos metodologicamente, resultando em 82 artigos incluidos
(76 Classicos; 6 Modernos).

Na Fase 3, foram empregadas buscas complementares, incluindo o rastreamento de

citacbes e buscas manuais no Google Scholar, para verificar as lacunas de literatura
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identificadas. Esta verificacdo identificou um estudo adicional, que foi incluido, elevando o

numero total da revisdo para 83 estudos (76 Classicos; 7 Modernos).

Resultados e Discussao

O processo de selecdo dos estudos, detalhado na secédo anterior e ilustrado visualmente
pelo fluxograma PRISMA (Figura 1), resultou na incluséo de 83 estudos relevantes. Estes foram

divididos em 76 estudos de "Métodos Classicos" e 7 de "Métodos Modernos".

Identificagéo de novos estudos através de bases de dados e registros Identificagao de novos estudos através de outros métodos
o Registros identificados a partir de: Roai idontificad d
- egistros identificados a partir de:
g Datasbases ((n = 11739)) Registros removidos antes da triagem g Websites (n = o)p
£ - ocopus (n = ™ Registros duplicados (n = 38) Organizagdes(n = 0)
= ~PubMed (n = 62) A
3 Busca por citagbées(n = 1)
Y
Registros triados Registros excluidos
(n =133) (n=40)
= Relatorios buscados para recuperagao Relatérios nao recuperados Relatorios buscados para recuperagao
S (n=93) (n=0) (n=1)
@
=
Relatorios avaliados para elegibilidade Relatérios excluidos Relatérios avaliados para elegibilidade
(n=93) (n=11) (n=1)
A

Estudos incluidos na reviséo (n = 83)
- Métodos classicos (ex: GC-MS) (n = 76)
~ Métodos modernos (ex: LC-MS/MS) (n = 7)

Inclusao

Figura 1. Fluxograma do processo de selecdo dos estudos, adaptado do framework PRISMA1
(Page et al., 2021).

A Lacuna Quantitativa: O Desequilibrio de Publicacdes
A primeira constatacdo relevante desta revisdo € a lacuna quantitativa de publicagdes.
Ao mapear os 83 estudos pelas quatro espécies de microalgas de interesse do LMM (Tabela 2),

emerge um claro desequilibrio no nimero de artigos publicados entre os métodos de analises.
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Tabela 2. Distribuicdo dos estudos de perfil lipidico incluidos na revisdo por espécie de
microalga e método analitico. A lacuna completa de estudos (N=0) para C. muelleri e D. lutheri
nos metodos modernos (Lipidémica) é o principal achado.

Espécie de Microalaa Meétodos Classicos Métodos Modernos Total por
P g (Anéalise do Perfil de Acidos Graxos) (Lipiddémica) Espécie
Chaetoceros muelleri N =16 N=0 N =16
Chaetoceros calcitrans N =20 N=2 N =22
Isochrysis galbana N =57 N=5 N = 64
Diacronema lutheri ou N = 12 N =0 N = 12
Pavlova lutheri - - -
Total por Método N =105 N=7 N =114*

*Nota: O nimero total de entradas (114) é superior ao nimero de estudos incluidos (83), pois alguns estudos
analisaram multiplas espécies.

Esta discrepancia reflete, fundamentalmente, a adequacao de cada método a diferentes
objetivos de pesquisa. Historicamente, o interesse da aquicultura no valor nutricional das
microalgas focou-se na quantificacdo de acidos graxos totais, especialmente PUFAs como EPA
e DHA (Cheng et al., 2020). Para este objetivo, a cromatografia gasosa e seus hifenados sédo a
ferramenta ideal, sendo uma técnica robusta, padronizada e de custo acessivel (Nguyen; Ramli;
Kee, 2017).

A Lipidémica (métodos modernos), por sua vez, ¢ a ferramenta adequada para uma
pergunta mais complexa: Como a estrutura molecular intacta do lipidio afeta o valor nutricional,
a bioatividade e a fisiologia do animal que o consome? Essa analise pode caracterizar a estrutura
molecular intacta dos lipidios (ex.: TAGs vs. MGDGS) e levar a descoberta de lipidios bioativos
e a elucidacdo de mecanismos fisioldgicos (Da Costa et al., 2016). O uso de métodos modernos
é expressivamente menor (N = 7) pois, além de sua alta complexidade técnica e analitica, ela
responde a uma pergunta que o campo da nutricdo em aquicultura apenas recentemente
comecou a explorar em profundidade (Roques et al., 2020).

Como demonstrado na Tabela 2, existe uma auséncia completa (N = 0) de estudos de
lipidémica para C. muelleri e D. lutheri, duas das espécies mais comumente utilizadas na
producdo de juvenis de ostras (Rivero-Rodriguez; Beaumont; Lora-Vilchis, 2007). O
conhecimento cientifico sobre o perfil lipidico destas espécies, cruciais para a dieta de bivalves
no LMM, baseia-se predominantemente em métodos classicos de cromatografia gasosa. Esta

lacuna de dados é particularmente relevante no contexto apontado por Ma e Hu (2024), onde a


https://www.zotero.org/google-docs/?XQFD8J
https://www.zotero.org/google-docs/?taQhjX
https://www.zotero.org/google-docs/?taQhjX
https://www.zotero.org/google-docs/?8JvNN5
https://www.zotero.org/google-docs/?9gjGgd
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escolha de espécies na aquicultura muitas vezes se baseia na experiéncia pratica do produtor, e

ndo em dados quantitativos detalhados, como os que a lipiddmica moderna poderia fornecer.

A Lacuna Qualitativa: O Valor da Estrutura Intacta dos Lipidios

A lacuna de (N = 0) para C. muelleri e D. lutheri significa que o conhecimento sobre a
composicao lipidica destas espécies esta restrito ao que os métodos de FAP podem analisar: a
composicao de acidos graxos. No entanto, este método exige a transesterificacdo, um processo
que modifica a molécula de lipidio original para analisar apenas seus componentes (0s acidos
graxos) (Nguyen; Ramli; Kee, 2017).

Para entender o que € perdido quando a molécula intacta é destruida, foram analisados
os sete estudos de "métodos modernos” incluidos nesta revisdo. Os achados destes estudos,
focados em I. galbana e C. calcitrans, estdo resumidos no Apéndice A (Tabela A2) e revelam
pelo menos trés tipos de informacéo nutricional e fisioldgica que sdo ndo sdo detectaveis pelos
métodos classicos:

1. A Diferenca entre lipideos com funcdo de reserva energética (TAG) e
estruturais (Glicolipidios): A analise de FAP informa quanto DHA existe, mas nao onde
ele esté localizado. A lipidémica moderna, por sua vez, diferencia se os acidos graxos
estdo armazenados como reserva de energia (Triacilglicerdis, TAGs) ou se fazem parte
de lipidios estruturais essenciais (como os glicolipidios Monogalactosil- e Digalactosil-
Diacilglicerol, MGDG e DGDG, do cloroplasto). Huang et al. (2017), por exemplo,
usaram UPLC-Q-TOF-MS para mostrar que |. galbana sob estresse térmico ativamente
aumentou MGDG/DGDG (membranas de qualidade) e reduziu TAGs (reserva
energética), indicando um mecanismo de adaptacdo saudavel que a metodologia de
FAP, focada apenas no inventario total de acidos graxos, ndo detectaria.

2. A descoberta de bioatividade ligada a estrutura intacta: Varios estudos
revelaram que a funcdo bioativa (ex.: anti-inflamatoria) ndo vem de um &cido graxo
isolado, mas da molécula intacta. De Los Reyes et al. (2016) demonstraram que a alta
atividade anti-inflamatoria em I. galbana estava ligada as fragdes de MGDG e DGDG
intactas. Azizan et al. (2020) e Moreira et al. (2025) encontraram correlacdes
semelhantes para C. calcitrans, ligando a bioatividade anti-inflamatdria a espécies
moleculares especificas, como isomeros de HEPE e glicolipidios intactos
(MGDG/DGDG), respectivamente, que os métodos de FAP, ao destruir a molécula, ndo

possui resolucdo para distinguir.


https://www.zotero.org/google-docs/?BoEjqv
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3. Descoberta de moléculas alem do perfil de acidos graxos: A analise do perfil
de &cidos graxos &, por definicdo, limitada a um inventério de acidos graxos conhecidos
e clivados de suas moléculas de origem. Em contraste, a analise lipiddmica permitiu a
descoberta de compostos inteiramente novos, como as galactosilceramidas
"Isogalbamides A-C" (de Los Reyes et al., 2016) e 11 novos glicerofosfolipidios
(Ahamad Bustamam et al., 2021) em I. galbana. Além da descoberta de novas
estruturas, a abordagem lipidémica é crucial por identificar precursores e moléculas de
sinalizacdo, como o Diacilglicerol (DAG). Zhong et al. (2022) identificaram o DAG
como vital para a regulacéo do crescimento em I. galbana, mas este é um intermediario
metabdlico que a metodologia de FAP, focada nos ésteres metilicos (FAMES), ndo
permite detectar.

Portanto, a lacuna (N = 0) para C. muelleri e D. lutheri € critica. O conhecimento atual
sobre elas, baseado em anélise de FAP, responde apenas pela quantidade de acidos graxos, mas
ndo fornece dados sobre como eles estdo dispostos (TAGs, MGDGs, PEs). Desconhece-se a
configuracdo molecular exata de suas reservas energeéticas (espécies de TAGS), seu potencial
bioativo anti-inflamatério e nutricional ou quais moléculas de sinalizacdo produzem,

informagdes cruciais para otimizar a dieta de larvas de bivalves.

LimitacOes deste Trabalho

Este estudo apresenta limitacbes metodoldgicas em duas frentes: na execucdo
experimental e na subsequente reviséo de literatura.

A primeira limitacdo refere-se a etapa de producdo de biomassa. A manutencao de
culturas estaveis em sistema semicontinuo mostrou-se um desafio significativo. Conforme
detalhado nos resultados parciais apresentados no Apéndice B, a contaminacgao por protozoarios
(Euplotes spp.) levou ao descarte de 50% das bolsas de cultivo (13/26). Esta instabilidade
introduziu uma variabilidade nas condicGes de crescimento que, somada as falhas na etapa
cromatografica, inviabilizou a obtengdo de um perfil lipidico representativo para as cepas do
laboratorio

A segunda limitag&o, na etapa analitica, foi a falha que impediu a obtencdo de dados
primérios. Conforme detalhado, dificuldades técnicas como a contaminagdo persistente da
coluna de UHPLC inviabilizaram a geracdo de dados lipidicos reprodutiveis.

Finalmente, a terceira limitacao refere-se a propria revisédo de literatura que substituiu a
analise experimental. Esta revisdo foi uma reestruturagdo necessaria do trabalho apés a falha

analitica. Embora tenha sido suficiente para atingir o seu novo objetivo, mapear as
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metodologias (GC vs. LC-MS) e identificar a lacuna de (N = 0) para duas das quatro especies,
0 seu escopo é, por definicdo, limitado. A busca foi focada intencionalmente apenas nas quatro
espécies de microalgas utilizadas no LMM e, portanto, ndo deve ser considerada uma revisao

exaustiva de todo o campo da lipidémica de microalgas.

Considerac0es Finais

A principal concluséo deste estudo é a identificacdo, nas bases cientificas consultadas,
da auséncia de registros (N=0) de dados de lipiddmica baseada em espectrometria de massas
para Chaetoceros muelleri e Diacronema lutheri. O conhecimento disponivel sobre estas
espécies, que compBem a base do atual protocolo alimentar no LMM, restringe-se
predominantemente a composi¢cdo de acidos graxos, o que limita a compreensdo detalhada
sobre a estrutura molecular e a funcionalidade bioldgica dos lipidios intactos.

Essa lacuna na literatura reforca a pertinéncia da investigacdo originalmente proposta.
Embora a execucdo analitica ndo tenha sido concluida, os protocolos de cultivo e os desafios
técnicos documentados no Apéndice B sinalizam as etapas metodoldgicas que necessitam de
aprimoramento, evidenciando que a caracterizacdo molecular detalhada destas cepas locais
permanece como uma oportunidade de pesquisa em aberto.

Sugere-se, portanto, que trabalhos futuros considerem a validacdo de métodos de LC-
MS para estas microalgas. O estabelecimento de um perfil lipiddmico de referéncia constitui
um aprimoramento metodoldgico para o laboratério. Considerando que a producao de sementes
se encontra consolidada, a eventual incorporacdo desta ferramenta analitica podera auxiliar no
diagnostico de variacGes na qualidade da dieta e complementar os métodos tradicionais de

manejo nutricional.
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Glossario

ALA — Acido a-Linolénico

ANOVA — Anélise de Variancia

ARA — Acido Araquidénico

C. calcitrans — Chaetoceros calcitrans
C. muelleri — Chaetoceros muelleri

Cer — Ceramida

DAG - Diacilglicerol

DDA — Analise Dependente de Dados
DGCC - Diacilglicerol Carboxietilcolina
DGDG - Digalactosil Diacilglicerol

DGTS — Trimetil-

Homoserina

Diacilglicerol

DHA — Acido Docosahexaendico
D. lutheri — Diacronema lutheri
EPA — Acido Eicosapentaen6ico
ESI — lonizacdo por Electrospray

GC-FAME - Cromatografia Gasosa de
Esteres Metilicos de Acidos Graxos

GSL — Glicoesfingolipidio
HexCer — Hexosilceramida

I. galbana — Isochrysis galbana
LA — Acido Linoleico

LC-MS — Cromatografia Liquida Acoplada
a Espectrometria de Massas

LMM — Laboratorio de Moluscos Marinhos
LPC — Lisofosfatidilcolina

LPE — Lisofosfatidiletanolamina

MGDG - Monogalactosil Diacilglicerol
MGMG — Monogalactosil Monoglicerol

16

MS — Espectrometria de Massas

MS/MS — Espectrometria de Massas em
Tandem

NAGIy — N-Acilglicina

PA — Acido Fosfatidico

PC — Fosfatidilcolina

PCA — Anélise de Componentes Principais
PE — Fosfatidiletanolamina

PG — Fosfatidilglicerol

P1 — Fosfatidilinositol

PL — Fosfolipidio

PRISMA — Principais Itens para Relatar
Revisbes Sistematicas e Meta-analises (do
inglés, Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses)

PUFA — Acido Graxo Poli-insaturado
Q-TOF — Quadrupolo-Tempo de Voo

QTOF MS - Espectrometria de Massas
Quadrupolo-Tempo de Voo

SL — Esfingolipidio
SQDG - Sulfoquinovosil Diacilglicerol
TAG — Triacilglicerol

UFSC — Universidade Federal de Santa
Catarina

UHPLC - Cromatografia Liquida de Ultra
Alta Eficiéncia
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Apéndice A

Tabela Al. Detalhamento das estratégias de busca nas bases de dados Scopus e PubMed.

- . Filt Result
Base de Dados Estratégia de Busca (String) Apll ic;OdSos Data da Busca ESE'N;"dOS

TITLE-ABS-KEY/( ("Chaetoceros
muelleri" OR "C. muelleri” OR
"Chaetoceros calcitrans" OR "C.
calcitrans” OR "lsochrysis galbana" OR
Scopus "l. galbana™" OR "Pavlova lutheri" OR Nenhum 03.nov.2025 31
"D. lutheri") AND (lipid OR lipidomics
OR "fatty acid") AND ("UHPLC-MS"
OR "LC-MS" OR "lipidomic" OR
"mass spectrometry") )
TITLE-ABS-KEY( ("Chaetoceros
muelleri* OR "C. muelleri” OR
"Chaetoceros calcitrans” OR "C.
calcitrans" OR "Isochrysis galbana” OR  Ultimos 10
"l. galbana" OR "Pavlova lutheri" OR anos
"D. lutheri) AND ("fatty acid profile"
OR "GC-FAME" OR "gas
chromatography") )

Scopus 03.nov.2025 78

("Chaetoceros muelleri" OR "C.
muelleri" OR "Chaetoceros calcitrans"
OR "C. calcitrans" OR "lsochrysis
PubMed galbana" OR "I. galbana” OR "Pavlova  Nenhum 03.nov.2025 31
lutheri” OR "D. lutheri") AND
(lipidomics OR "UHPLC-MS" OR
"LC-MS" OR "mass spectrometry")

("Chaetoceros muelleri" OR "C.
muelleri” OR "Chaetoceros calcitrans”
OR "C. calcitrans" OR "lIsochrysis
PubMed galbana" OR "I. galbana” OR "Pavlova  Nenhum 03.nov.2025 31
lutheri" OR "D. lutheri") AND ("fatty
acid profile" OR "GC-FAME" OR "gas
chromatography")

Total Bruto 171




24

Tabela A2. Resumo dos estudos de Métodos Modernos (lipidémica) incluidos na revisdo: achados lipidomicos e implicacdes fisioldgicas ndo
detectaveis pelo Métodos Classicos (Analise do Perfil de Acidos Graxos)

Estudo

Condicao Experimental Investigada

Classe(s) de Lipidios-Chave
Analisada(s)

Achado Lipidémico Especifico

Principal Achado Fisiolégico
(N&o detectavel por GC)

Espéci
(Autor, Ano) specte
(Ahamad
Bustamam I. galbana
etal., 2021)
(Alsenani et
al., 2020) I. galbana
(Azizan et .
al., 2020) C. calcitrans
(De Los
Reyesetal.,, 1. galbana
2016)

Otimizacdo do solvente de extracéo para
obtencdo de uma ampla gama de
metabolitos em altas concentragdes.

Producdo de Compostos Bioativos
Antimicrobianos (contra bactérias Gram-
positivas) a partir de algas. Triagem de
diversos métodos e solventes de extragdo
para otimizar a obtenc¢do de compostos
bioativos.

Caracterizagdo do perfil metabélico de C.
calcitrans cultivadas em sistema batch e
no final da fase exponencial/inicio da
fase estacionaria. O estudo também
investigou a influéncia de cinco
diferentes solventes de extracdo na
obtencdo dos metabdlitos bioativos.

Teste de atividade anti-inflamatdria in
vitro, avaliando a capacidade dos lipidios
isolados de inibir a producéo da citocina
pré-inflamatéria TNF-a em macrofagos
THP-1 estimulados por
lipopolissacarideo (LPS).

AG, Carotenoides,
Fosfolipidios,
Esfingolipidios, TAG

AG (C16:0, C18:1,
C18:2n6, C18:3n3, ALA,
EPA, DHA), TAG, outros

Compostos (Pheo a)

54 metabolitos, incluindo:
AG (C16:0, C18:1,
C18:2n6, C18:3n3 (ALA),
ARA, EPA, DHA), DAG,
TAG, MGDG, DGDG,
SQDG, DGTS, DGCC, PA
PE, PG, PI, SL, Pheo a

Glicosilglicerideos:
MGDGs, DGDGs, e
Glicosilceramidas:
Isogalbamides A-C

Descoberta e identificacdo de 11
novos glicerofosfolipidios,
principalmente
Fosfatidiletanolaminas (PEs),
utilizando a técnica de Molecular
Networking.

Identificacdo e separacdo de
compostos bioativos. Crucial para
identificar a forma molecular (TAG)
em que os acidos graxos se
encontravam.

Perfil metabdlico de alta resolucéo.
Diferenciagdo precisa de espécies
isobaricas (TAGs/DAGS) atraves de
MS/MS.

Descoberta estrutural de moléculas
raras e novas galactosilceramidas
(Isogalbamides A-C). Revelou a

coexisténcia de isbmeros estruturais

(BB-DGDGS).

Acumulo macico de espécies de TAGs
especificas na fase estacionaria,
indicando armazenamento de energia,
enquanto a proporcao dos lipidios de
membrana foram preservados.

Os &cidos graxos ativos (Linoleico,
Oleico e DHA) estavam presentes
principalmente na forma de
Triacilgliceréis (TAG). A analise
conjunta detectou outros bioativos (Pheo
a) que o método classico ndo abrange.

Correlacéo de metabdlitos especificos
(ex: 15-HEPE e 5-HEPE) com atividades
antioxidante e anti-inflamatoria,
revelando os principais contribuintes para
estas bioatividades.

As fragdes de MGDG e DGDG
(incluindo isdmeros raros) demonstraram
alta atividade anti-inflamatdria (inibicao

de TNF-0). Esta fungéo esta ligada a
estrutura polar intacta, uma correlagdo
que 0 FAP ndo estabelece.
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Estudo
(Autor, Ano)

Espécie

Condicdo Experimental Investigada

Classe(s) de Lipidios-Chave
Analisada(s)

Achado Lipidémico Especifico

Principal Achado Fisioldgico
(Invisivel ao GC)

(Huang et
al., 2017)

(Moreira et
al., 2025)

(Zhong et
al., 2022)

I. galbana

C. calcitrans

I. galbana

O estudo investigou o impacto do
estresse térmico (35 °C vs. 20 °C) nos
lipidios de I. galbana, simulando
condicBes de superaguecimento
frequentemente encontradas em
larviculturas de bivalves e que afetam a
qualidade nutricional da alga.

O estudo focou na caracterizagdo
detalhada do perfil bioquimico de
biomassa de diatoméaceas produzida
industrialmente em fotobiorreatores
externos. As culturas foram mantidas
monoalgais e cultivadas durante a
estacdo do verdo.

O estudo focou na otimizacdo de uma
abordagem de isolamento de cloroplastos
a partir de I. galbana para entender a
composicao lipidica dos cloroplastos em
comparacdo com a célula inteira (whole-
cell)

SQDG e lyso-SQDG,
MGDG e lyso-MGDG,
DGDG e lyso-DGDG,
DGCC e lyso-DGCC, TAG,
DHA

A lipiddmica revelou um
total de 325 espécies
lipidicas. Entre elas:

MGDG, MGMG, DGDG,

DGMG, SQDG, PC, LPC,

PE, LPE, PI, PG, LPG,
DGTS, MGTS, DGCC,

MGCC, DAG, TAG, Cer,
HexCer, SL, NAGly,
NAGIlySer, NAOrn.

DGDG, MGDG, SQDG,
DAG, TAG, PL, GSL, Cer,
e lipidios de betaina.

O método permitiu o perfil global
(polar/neutro) e a identificagdo de
espécies moleculares especificas,
incluindo a localizacéo do grupo acil
graxo em TAG.

O método permitiu a identificagdo de
lipidios no nivel da espécie molecular
(a estrutura R1/R2 exata). Isso é
crucial para caracterizar o perfil
completo e descobrir novos lipidios
polares e complexos com potencial
bioativo.

UHPLC-QE-MS foi utilizado para
determinar a composicao lipidica dos
cloroplastos. A analise detalhada
permitiu a identificacdo das cadeias
graxas especificas R1/R2 (a estrutura
completa do lipidio).

A 35°C, o valor nutricional aumentou. O
LC-MS revelou 0 mecanismo: a alga
ativamente investiu em membranas de

qualidade (aumento de MGDG, DGDG,
SQDG) e reduziu lipidios de reserva

(TAGS) e de degradacdo (liso-lipidios),
indicando crescimento saudavel, ndo

estresse.

O LC-MS revelou "impressoes digitais"
lipidicas espécie-especificas. Ele
identificou a estrutura molecular exata
(ex: DGDG 16:2_20:5) e descobriu
lipidios raros (BMP, SL, CoQ9) que o
GC néo detecta. Crucialmente, ligou
espécies polares especificas (ex: DGDG
34:5, PC 40:10) a funcbes bioativas (anti-
inflamatdrias)

Composic¢do detalhada do cloroplasto
(56,6% Glicolipidios). Identificou a
espécie molecular 22:6/18:4-DAG, um
Diacilglicerol que atua como molécula de
sinalizacdo que regula o crescimento.
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Apéndice B: Relatoério Técnico da Etapa Experimental
Este apéndice descreve a metodologia e os resultados parciais da etapa experimental

originalmente prevista. Devido as falhas técnicas descritas no corpo principal do trabalho, estes
dados ndo foram utilizados para as concluses, servindo aqui como registro dos parametros de

cultivo e dos desafios de implementagdo da técnica de UHPLC-MS.

Material e Métodos

O trabalho foi estruturado em duas etapas principais para determinar o valor nutricional
das microalgas cultivadas no LMM para a alimentacdo dos moluscos bivalves em laboratério.

A primeira etapa, executada conforme o planejado, consistiu no cultivo e obtengéo de
biomassa de quatro espécies de microalgas (C. muelleri, C. calcitrans, I. galbana e D. lutheri)
em sistema semicontinuo.

A etapa subsequente consistiu na extracdo dos lipidios totais da biomassa obtida. O
delineamento analitico, conforme o protocolo detalhado a seguir, previa a caracterizacao desse
perfil lipidico por meio de Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas Quadrupole Time-of-Flight (UHPLC-QTOF MS/MS).

Cultivo de microalgas

O cultivo das microalgas foi realizado em um sistema semicontinuo entre maio e julho
de 2025, utilizando cepas das quatro espécies utilizadas no LMM, C. muelleri (BMAK 99) e C.
calcitrans (Algasul); 1. galbana (CCMP1324) e D. lutheri (CCMP459). Os in6culos foram
preparados a partir das cepas mantidas em camara de germinacdo com fotoperiodo de 12h de
luz e 12h de escuro. Nas etapas seguintes de multiplicacdo de inoculo, foram utilizados
recipientes com volumes crescentes a cada fase, de meio F/2 de Guillard (1975) autoclavado a
121 °C por 30 min, ocupando metade da capacidade de cada recipiente, com iluminagédo
artificial com fotoperiodo de 24-0h, radiac&o fotossinteticamente ativa (PAR) média de 127,71
+ 2,77 mol-m2 (foto radiémetro Delta OHM HD2102.1, It4lia) e aeracdo enriquecida com CO..
No sistema semicontinuo, utilizou-se agua do mar filtrada (0,22 pum) e tratada com luz UV, com
adicdo de meio Conway (1 mL-L!) (Walne, 1966) em bolsas plasticas com volume util de 80
L, além de solucdo de silicato de sédio para as diatomaceas (0,055 g-L™). Os cultivos
semicontinuos foram submetidos a iluminagdo artificial e fotoperiodo de 24-Oh, com PAR
média de 105,23 + 28,1 mol-m, obtida a partir de seis pontos de medigdes em cada bolsa (n =

3) divididos igualmente entre as alturas 0,3 m e 1,8 m do piso, e aeragéo enriquecida com COa.
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O aumento de escala do in6culo das microalgas foi realizado em 4 etapas, com variacéo
de 4 dias entre elas, respectivamente. 1) As culturas foram iniciadas em erlenmeyers de 100 mL
por 4 dias; e em seguida, 2) escalonadas em erlenmeyers de 500 mL por mais 4 dias; que
posteriormente, 3) foram utilizadas para inocular garrafas de borosilicato de 5 L; onde foram
cultivadas por outros 4 dias, e por fim, 4) empregadas como indculos para as bolsas de 100 L
(volume atil de 80 L) no sistema semicontinuo (Ver Resumo Gréfico). Nessas bolsas, em razdo
da fase “lag” do crescimento populacional, a primeira colheita foi realizada ap6s 6 dias de
cultivo, na qual aproximadamente 50% do volume de cultivo foi colhido; as colheitas seguintes
foram realizadas a cada 4 dias. Apds cada colheita realizou-se a reposicdo com agua do mar
filtrada e esterilizada por UV e meio Conway (1 mL-L™).

Durante o cultivo, foram retiradas amostras de 50 mL diariamente para
acompanhamento da curva de crescimento, por meio de contagens diretas em microscépio
utilizando uma camara de Neubauer, além da medicdo da temperatura, pH (pHmetro Alfakit,
Brasil) e salinidade (refratbmetro de salinidade) da agua. Se fossem detectadas contaminagdes
por protozoarios, os cultivos eram imediatamente descartados. Das 26 bolsas inoculadas ao
longo do experimento, apenas 13 foram consideradas aptas para coleta de amostras para analise
lipidica, pois muitos cultivos apresentaram contaminag6es nas fases iniciais de cultivo.

Apos as contagens diérias, foram retirados aproximadamente 0,5 L das culturas para
concentracdo sem reposicao de agua ou nutrientes. Essas amostras foram centrifugadas (a 7500
rpm ou aproximadamente 10.000 g por 4 min.) e alocadas em tubos de 15 mL, os quais foram
identificados com etiquetas e armazenados em -20°C até a extracdo e analise de lipidios. Para
extracdo e analise foram escolhidos quatro cultivos, um de cada espécie, que apresentaram um
crescimento populacional esperado e nas datas em que a densidade de células era maior sem

apresentar nenhum sinal de contaminagéo.

Extracéo de Lipidios

A extracdo de lipidios foi feita em batelada através de adaptacéo do protocolo descrito
por Ren et al. (2021). Foi feita a extracdo da amostra do dia da primeira colheita do melhor
cultivo de cada espécie. Primeiramente, foram pesados 50 mg de pellet de cada espécie de
microalga, adicionada uma mistura de cloroformio/metanol/agua (400:800:300, v/v/v), e
agitadas em vortex por 30s entre cada adicdo de solvente, tudo mantido em banho de gelo
durante todo o procedimento. As amostras foram centrifugadas a 13.200 rpm por 5 min.
(aproximadamente 18.500 g), em centrifuga refrigerada a 6°C. Entédo, foram separados 1000
uL dos sobrenadantes em microtubos novos, adicionados mais 400 uL de agua e 200 pL de
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cloroférmio, e centrifugados novamente a 13.200 rpm dessa vez por 10 min., em centrifuga
refrigerada a 6°C. Ap6s observado a formacdo de trés fases, foram pipetadas 200 uL da fase

apolar em vials e secos utilizando um concentrador a vacuo. Foram feitas triplicatas técnicas.

Analise UHPLC-Q-TOF MS

O delineamento experimental planejado previa analises em um sistema de cromatografo
liquido de ultra alta eficiéncia (UHPLC, Agilent 1290, Agilent Technologies, CA, EUA)
acoplado a um espectrometro de massas Quadrupole Time-of-Flight (QTOF MS, Agilent
6545XT).

Para a preparacdo da amostra, o0 extrato lipidico seco seria ressuspendido em um volume
conhecido de isopropanol/acetonitrila/agua (450/40/10, v/viv) antes da injecdo de 2 pL no
sistema. A separagdo cromatografica seria realizada utilizando uma coluna de fase reversa
ZORBAX Eclipse plus C18 (Agilent, 50 mm x 2.1 mm, 1.8 um).

As fases modveis seriam compostas por (A) Acetonitrila/dgua (300:200, v/v) e (B)
isopropanol/acetonitrila/agua (450:40:10, v/v/v), ambas contendo um aditivo para otimizar a
ionizacdo, como 0,1% de acido férmico e 5 mM de formiato de amonio. A eluicdo seguiria um
gradiente linear iniciando com 15% de B, aumentando para 99% de B em 20 minutos, sendo
mantido em 99% de B por 1 minuto, voltando a concentragdo de B inicial em gradiente linear
em 10 min, com 3 minutos de protocolo de limpeza para evitar contaminaces nas analises
seguintes. A taxa de fluxo da bomba binaria seria de 0,3 mL/min e a coluna seria mantida a 45
°C.

Os espectros de massa seriam adquiridos em modos de ionizagao por electrospray (ESI)
positivo e negativo, na faixa de m/z 100-1700, para abranger diferentes classes de lipidios. As
condicdes da fonte ESI seriam definidas com tenséo do capilar (VCap) de 3500 V, temperatura
do géas de secagem (Drying Gas) de 320 °C com fluxo de 8,0 L/min, e temperatura do gas de
nebulizacdo (Sheath Gas) de 350 °C. O equipamento seria operado em modo MS seguido de
MS/MS automaético (Data-Dependent Acquisition - DDA) para obter espectros de fragmentacdo

dos ions mais abundantes, permitindo a identificacdo estrutural.

Processamento de Dados e Analise Estatistica

Todos os arquivos de dados brutos LC-MS seriam exportados e analisados utilizando o
software MassHunter Workstation (Agilent). A identificacdo preliminar dos lipidios seria
baseada na massa precisa (m/z) e no tempo de retencdo. Os espectros MS/MS seriam
comparados com bibliotecas espectrais e bancos de dados publicos, como o LIPID MAPS

(https://lipidmaps.org/).
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A analise de componentes principais ndo supervisionada (PCA) seria usada para obter
uma viséo geral da variancia intrinseca dos metabdlitos entre os tratamentos, sendo os graficos
gerados pelo pacote ggplot2 no ambiente estatistico R (Rstudio, http://www.r-project.org/).

Para os lipidios tentativamente identificados e que apresentassem diferencas visuais no
PCA, os dados de intensidade do sinal (abundancia) seriam analisados via analise de variancia
(ANOVA), e quando houvesse diferenca estatistica significativa (p < 0,05), seria aplicado o
teste de Tukey para separacdo das médias.

Resultado e Discusséo

Cultivos semicontinuos de microalgase problemas com contaminacéo

A etapa de cultivo semicontinuo resultou em perfis de crescimento distintos entre as
espécies de microalgas, e 0 monitoramento revelou a ocorréncia de contaminacao, um fator que
comprometeu a estabilidade das culturas. O acompanhamento da densidade celular, essencial
para 0 manejo do sistema e para a validacdo da condigéo da cultura antes dos ciclos de colheita

e reposicdo, € apresentado na Figura B1.
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Figura B1. Densidade celular (nimero de células por mL) ao longo do tempo de cultivo
(h) para as espécies estudadas. Tempo de coletas é indicado pelos pontos cheios. O tempo de
coletas das amostras utilizadas na lipidémica € indicado pelas setas. A colheita e troca de agua
parcial (50%) entre as contagens € indicada pelas linhas pontilhadas e regides destacada no
gréafico (cinzas).

Os cultivos foram conduzidos em dois periodos distintos: I. galbana e C. calcitrans em
maio de 2025 e D. lutheri e C. muelleri em julho de 2025. A andlise estatistica confirmou que

as temperaturas médias do cultivo em maio foram significativamente maiores (Teste de Tukey,
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p < 0,05) do que as registradas em julho, refletindo as condi¢des ambientais da época (Tabela
1).

Tabela B1. Temperatura (°C) (média + desvio-padrao), pH e Salinidade média dos cultivos de
microalgas. Valores seguidos de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica
significativa (Teste de Tukey, p<0,05) entre as espécies.

Espécie de microalgas Temperatura média (°C) pH médio Salinidade média
I. galbana 230+04° 7,59 +0,23° 36,3+0,3°2
D. lutheri 21,9+06° 8,99+0,79° 334+05°
C. muelleri 21,8+05° 7,59 +0,23 36,3+0,3"
C calcitrans 234x05¢ 8,62 £ 0,05 ™

’A salinidade do cultivo da C. calcitrans ndo foi medida em nenhum momento por falha operacional.

Pode-se observar que as microalgas flageladas possuem um rendimento maior de células
em um mesmo periodo de tempo comparadas as diatoméaceas (Figura B1) e completaram mais
ciclos de colheita antes de se observar contaminagdes por protozoarios. O cultivo para a espécie
. galbana teve a maior contagem de células entre os quatro cultivos escolhidos, com 18,8 x 10°
cél. mLL. Segundo dados do LMM, no periodo entre nov. de 2023 e jul. de 2024, a duragéo
média de cultivo para bolsas contendo I. galbana foi de 19,85 dias e de 21,12 dias para D.
lutheri, enquanto para bolsas contendo C. muelleri, a média foi de 16,07 dias.

O principal motivo do colapso das populacdes é a contaminagdo por protozoarios do
género Euplotes spp. A ocorréncia de predadores é um grande problema em cultivos comerciais
abertos, sendo reportados o colapso dos tanques em 2 a 5 dias apds a detec¢do de predadores
(Rios Castro et al., 2022), sendo também observados colapsos em tempos semelhantes em

condicdes de laboratdrio ndo estéreis.



