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Resumo

A intensificacdo da producdo de alimentos devido ao crescimento da populagédo
humana tem gerado preocupacdes em relagdes aos impactos ambientais. Atrelados a
estas atividades, a industria alimentar tem enfrentado diversos desafios para encontrar
equilibrio entre producdo e sustentabilidade. Uma das formas de reducdo da pegada
ecologica do planeta é a busca de modos de producdo de alimentos com base em
proteinas que sejam ambientalmente menos agressivas, sendo que a producdo destes
nutrientes com base animal, lideram os principais impactos nas trés grandes esferas do
ambiente, &gua, solo e ar. Como alternativa tém sido estudadas as proteinas de origem
vegetal, sendo que atualmente j& existe uma diversidade de plantas usadas como fonte
de proteina, contudo muitas continuam a representar altos impactos ambientais, além de

serem sensiveis a altera¢fes climaticas.

Neste trabalho, plantas aquéaticas da espécie Lemna minor foram estudadas
preliminarmente como fontes de proteinas para a industria alimentar, pois apresentam
um rapido crescimento, alto teor de proteina em peso seco, resisténcia a ambientes

perturbados, e sdo comestiveis.

Foram testados diferentes fotoperiodos (4, 8, e 12 h de luz) e diferentes valores
de pH (6,5 e 9,5) para entender a resposta da planta em diferentes condi¢cdes ambientais,
a nivel da cor, da planta, da atividade antioxidante e da quantidade de proteina bruta. As
plantas apresentaram um teor de proteinas entre 10 a 33%, tendo sido observada a maior
producdo em condicBes de pH 6,5 (33%) e fotoperiodo de 8hs (23%). Em relacéo a cor,
0 pH 6,5 revelou um verde mais intenso enquanto o fotoperiodo de 8 horas foi aquele
que mostrou um tom mais intenso. Em relacdo a atividade antioxidante, o pH mais
agressivo (9,5) mostrou uma maior atividade antioxidante, enquanto o fotoperiodo com

melhor potencial antioxidante foi o de quatro horas.

Pode concluir-se que a Lemna minor é uma planta que se consegue adaptar a
varios ambientes, mas que a producdo de proteinas é sobretudo favorecida por

condicBes de pH mais perto da neutralidade e um fotoperiodo de 8 horas de luz.

Palavras Chaves; Lemna minor, condi¢cbes de cultivo, proteina vegetal,

bioatividades.
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Abstract

The intensification of food production due to human population growth has raised
concerns regarding environmental impacts. Linked to these activities, the food industry

has faced several challenges in finding a balance between production and sustainability.

One of the ways to reduce the planet's ecological footprint is to search for ways
to produce plant-based proteins that are less environmentally aggressive, since the
animal-based production of these nutrients leads the main impacts on the three major

spheres of the environment, water, soil and air.

As an alternative, proteins of plant origin have been studied, and currently there
is already a diversity of plants used as a source of protein, however many continue to
represent high environmental impacts, in addition to being sensitive to climate change.
For this reason, plants resistant to disturbed environments should be studied, with

aquatic plants being an alternative that should be considered.

In this work, aquatic plants of the Lemna minor species were preliminarily
studied as sources of protein for the food industry, as they have fast growth, high
protein content in dry weight, resistance to disturbed environments, and are edible.
Different photoperiods (4, 8, and 12 hours of light) and different pH values (6.5 and 9.5)
were tested to understand the plant's response in terms of external color, antioxidant

activity and amount of crude protein.

The plants showed a protein content between 10 and 33%, with the highest
production at pH 6.5 (33%) and photoperiod of 8 hours (23%). Regarding color, pH 6.5
revealed a more intense green while the 8-hour photoperiod showed a more vivid tone.
Regarding antioxidant activity, the most aggressive pH (9.5) showed greater antioxidant
activity, while the photoperiod with better antioxidant activity was the one with 4 hours
of light.

It can be concluded that Lemna minor is a plant that can adapt to various
environments, but that protein production is mainly favored by pH conditions closer to
neutrality and a photoperiod of 8 hours of light.

Key words; Lemna minor, cultivation conditions, vegetable protein, bioactivities.
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1. Introducao

1.1 Sustentabilidade da Inddstria Alimentar

Com o rapido crescimento da populacdo humana e a crescente pressdo dos
impactos ambientais, torna-se cada vez mais dificil conseguir estratégias conciliadores
para atender a demanda por alimentos, especificamente nos atuais sistemas de produgéo
(Mohamed et al., 2021). Os produtos alimentares sdo bens de primeira necessidade, e a
sua producdo é crescente para colmatar as necessidades nutricionais da humanidade
(Beckman & Countryman, 2021; Sgroi, 2022).

Nos ultimos tempos o setor agricola e alimentar lutam para desempenhar um
melhor papel para um harmonioso convivio entre 0s principais eixos da
sustentabilidade, 0 ambiente, a economia e a sociedade (David et al., 2022; Gambino et
al., 2019; Hervieu & Purseigle, 2009). Concomitantemente, a industria alimentar esta
cada vez mais dindmica para se adaptar e atender as necessidades dos consumidores,
introduzindo inovagbes que visam a sustentabilidade (Chakka et al., 2021). Com a
melhoria da qualidade de vida, principalmente nos paises em desenvolvimento, a
necessidade de aumentar a producéo de alimentos nutricionalmente mais ricos aumenta,
isto implica em produzir mais alimentos de base proteica (Chakka et al., 2021,
Mohamed et al., 2021).

1.1.1 Probleméatica da Carne

O maior consumo de proteinas nos paises desenvolvidos faz-se através do
consumo de proteinas de base animal. Contudo, essa producdo envolve impactos
ambientais diretos e indiretos de grande dimensdo. O impacto direto relaciona-se com a
producdo dos animais, como a mudanca nas caracteristicas dos solos, intensificagdo do
efeito estufa, excrecdo de nutrientes, uso excessivo de produtos veterinarios que
promovem contaminacdo de &guas superficiais e subterraneas. Os impactos indiretos
estdo associados ao uso de energia fossil para producéo e transporte intercontinental de
racbes, desmatamentos, além da pegada hidrica durante o processo do abate e
industrializacdo (Hocquette & Chatellier, 2011).



A producdo de carne na década de 20, assim como outros produtos de origem
animal tém grandes impactos nas trés principais questdes ambientais do mundo, perda
de biodiversidade, interrupcdo do ciclo de azoto e mudangas climaticas (de Boer &
Aiking, 2019) Cerca de 30% do aquecimento global e mudancas climaticas tém origem
na industria alimentar (Ahmad et al., 2022). Além disso, em 2019 o relatério publicado
pelo Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC), adverte que no total 70% das
extracbes de agua doce do mundo sdo para a agropecudria, estimando que a pegada
hidrica por quilograma de carne seja de 10,5 m3, sendo um terco da dgua usada para
toda a producdo animal destinada ao gado de corte, somado a outros 19% que sdo para

gado leiteiro (Calvo Buendia et al., 2019).

Uma forma de reduzir a pegada ecoldgica no planeta é a reducdo do consumo de
proteina animal, na Comunidade Europeia 0 seu consumo € muito superior a proteina
vegetal, preferéncia que esta enraizada na dieta assim como na vida social e cultural dos
povos, fazendo com que as atuais producdes de carnes contribuam significativamente

para as alteracdes climaticas (Henn et al., 2022).

Em relacdo a Portugal, estima-se que um adulto consome, aproximadamente,
100 gramas de carne a mais por dia, o que é 85% acima do recomendado para uma dieta
saudavel (Lopes et al., 2018). Situacdo que se repete em varios paises a nivel global e
coloca importantes desafios para protecdo e preservacdo da saude, do ambiente e do
clima (de Boer & Aiking, 2018).

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization) o peso da carne bovina no
consumo total diminuird ligeiramente em paises desenvolvidos até 2029, um total de
0,6% anualmente (Carriquiry et al., 2010; OCDE -FAO, 2020), estimativa que condiz
com as previsdes do relatério da comissdo europeia (CE) que prevé que a taxa de
crescimento anual do consumo de carne bovina esta estimada em maior percentagem

para os paises em desenvolvimento (Levert et al., 2012).

1.1.2 Plantas como Alternativas a Carne

As alternativas a base de carne vegetal sdo fontes mais sustentaveis de proteinas

e podem imitar o sabor, textura, cor e perfil nutricional de tipos especificos de carnes



(Choudhury et al., 2020). A maioria das substituicdes da carne derivam da proteina de
soja pelas caracteristicas especificas que esta possui, como a retencao de agua, absorcao
de gordura e capacidades emulsionantes, além de que estdo disponiveis a baixo custo
(Ahmad et al., 2022).

Atualmente, para alternativas & carne também sdo usadas plantas como o trigo,
cogumelos e algas (Kumar et al., 2017). Entre as alternativas mencionadas, em relacao a
producdo de algas uma das maiores desvantagens é o alto custo, uma vez que sao
necessarias etapas de cultivo, extracdo e biorefinacdo. Infelizmente, esses processos nao

sdo compensados pelo preco final de venda do produto (de Souza et al., 2019).

A producdo de cogumelos também apresenta desvantagens, é considerada
ambientalmente problematica, pois o sistema depende da compostagem de matéria
organica vegetal e animal, um procedimento que exige tempo e cuidados rigorosos na

cadeia produtiva (Bechara et al., 2007).

Em relacdo ao trigo ainda envolve grandes impactos ambientais na qualidade da
agua do solo e do ar. Tratando-se de agriculturas com irrigagdo intensiva, modificam
substancialmente a qualidade dos ciclos hidrologicos, provocando aumentos
progressivos na salinidade de aguas subterraneas, problema que ndo tem recebido a

devida atencdo (Foster et al., 2018).

Quanto ao solo, a conversdo de areas de vegetacdo nativa para exploracdo
agricola, além de alterar os componentes bioguimicos, ¢ apontada como um dos
principais fatores responséveis pelas emissdes de carbono para a atmosfera contribuido
efetivamente nas concentracdes de gases do efeito estufa, em especial do CO> (Bortolon
etal., 2012; Lal, 2001).

A utilizacdo inadequada de produtos quimicos é também um potencial problema,
além de causar grandes impactos a0 meio ambiente na agua e no solo, ainda tem alta
influéncia na salde de polinizadores e de seres humanos. Estudos tém evidenciado que
herbicidas, fungicidas e plantas transgénicas, promovem alteracdes fisioldgicas e
comportamentais em abelhas (Faita et al., 2021), além de que alguns ingredientes ativos
de pesticidas foram classificados como “possiveis” cancerigenos para seres humanos

(Friedrich et al., 2021).



Encontrar formas de producdo de proteinas vegetais de maneira sustentavel que
ndo reflitam acréscimos significativos de valor no final da cadeia produtiva é essencial
para garantir a seguranca alimentar (OCDE-FAO, 2011). Pode-se conseguir a partir de
praticas sustentaveis na producdo de vegetais, mas também pelo estudo de novas
espécies inusitadas que sejam ricas em nutrientes e cuja producdo em quantidade e
qualidade possua uma relacdo pacifica com o ambiente. Algumas dessas alternativas
podem ser plantas flutuantes (Appenroth et al., 2018).

1.2 Plantas flutuantes

As plantas flutuantes, como o nome indica flutuam em corpos de agua, retiram
da coluna de &gua os nutrientes e servem de alimento a alguns organismos que habitam
na dgua. Muitas dessas espécies sdo utilizadas para embelezar lagos ornamentais, sendo
que algumas sdo consideradas ervas daninhas porque podem cobrir lagoas ou lagos
dentro de alguns dias em condic¢des favoraveis, pois multiplicam-se predominantemente
através de reproducdo assexuada, resultando em clones geneticamente uniformes
(Appenroth et al., 2018; Cherian et al., 2001; Van Hoeck et al., 2015).

Estas plantas crescem extremamente rdpido pelo que é necessario tomar
cuidados com o cultivo (Elias Landolt, 1986; Yahaya et al., 2022; Ziegler et al., 2014),
prevenir que a producdo extrapole a outros corpos hidricos, principalmente, em rios
onde aplicacdes de remediacBes sejam dificultosas ou apenas paliativas. O local de
cultivo deve ser bem selecionado, a colheita da biomassa deve ser frequente de modo a

evitar que as plantas excedam os limites.

As flutuantes consideradas daninhas, representam uma pequena familia de
plantas flutuantes aquaticas constituidos por 37 espécies e cinco géneros, sendo
morfologicamente compostas por pequenas estruturas de folhas rudimentares, em forma
de thallus que flutuam sobre a superficie de corpos lentos de agua doce, servindo de
alimento a animais como peixes, patos, cisnes ou gansos, dai 0 nome genérico para

muitas delas ser duckweed (Appenroth et al., 2013; Ziegler et al., 2014) .

Entre as espécies de plantas aquaticas daninhas, a espécie Lemna minor L. é

provavelmente a mais conhecida, devido a sua ampla utilizacdo, répido crescimento e



um alto teor de nutrientes, principalmente proteinas (Alkimin et al., 2019; Appenroth et
al., 2018; Xie et al., 2019; Yahaya et al., 2022). As “Lemnas” sdo umas das menores
entre as espécies, porem € grande o suficiente para se observarem mudangas
morfologicas a olho nu o que a torna ideal para ensaios cientificos (Van Hoeck et al.,
2015).

1.2.2 Lemna minor L.

Segundo Severi & Fornasiero (1983), a Lemna minor L. é uma planta aquatica daninha
da familia Lemnaceae com forma oval e diametro médio de 1,7 mm, formando no
minimo colonias de 2 a 4 plantas que presentava, sistemas radiculares bem
desenvolvidas (figura 1). Com o tempo a taxonomia do grupo de plantas sofreu algumas
mudancas, passando da familia Lemnaceae, a ser atualmente enquadrada na subfamilia

Lemnoideae dentro da familia Araceae (Bremer et al., 2003; Mohedano et al., 2012).

Figura 1: Lemna minor L.

Em condicbes favoraveis, tal como outras flutuantes, podem-se multiplicar em
poucos dias, além de mostrarem uma alta produtividade também apresentam uma alta
taxa de proteina, que pode chegar a 45%. Sdo também ricas em aminoacidos, acidos
gordos e baixa quantidade de fibra (Catelani Cardoso et al., 2021; Chakrabarti et al.,
2018; Elias Landolt, 1986).



1.2.3 Plantas Flutuantes para Extracao de Proteina Vegetal

A elevada taxa de crescimento em espaco aquatico reduzido, sem necessidade
da utilizacdo de grandes extensbes de terras, a resisténcia a ambientes perturbados, o
tamanho adequado que permite a producdo e colheita sem dificuldades, além das suas
multiplas aplicagdes, sdo algumas das caracteristicas das plantas flutuantes, qualidades
que minimizam impactos ambientais e economicos na cadeia produtiva para
complementar os sistemas tradicionais de cultura e aumento na producdo de proteinas
(Acosta et al., 2021).

Segundo a literatura o teor de amido, proteina, gordura, minerais, vitaminas e
fitosterol, bem como aminoacidos em plantas flutuantes estdo de acordo com o0s niveis
recomendados para nutricdo humana pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS), o que
fez com que reconhecidas empresas pretendam popularizar plantas flutuantes como
alimentos (Acosta et al., 2021; Appenroth et al., 2017, 2018).

Com esta evolucdo no conhecimento, as plantas flutuantes tém ganho territorio
para a producdo em larga escala, visto que, além de serem usadas para consumo humano
sdo excelentes para nutricdo animal (Appenroth et al., 2013; Elias Landolt, 1986;
Mustofa et al., 2022; Ullah et al., 2022), fitoremedicdo de aguas residuais (Glavas
Ljubimir et al., 2023; Singh et al., 2023; Ziegler et al., 2016), matéria-prima para
producdo de biocombustiveis e biogas (Calicioglu & Brennan, 2018; Cui & Cheng,
2015; Gunes et al., 2014; Gusain & Suthar, 2017; Kabutey et al., 2019, 2020; Kaur et
al., 2019; Khoo et al., 2013; Turker et al., 2019; Yin et al., 2015), bio monotorizacdo de
ecotoxicidade (Adil et al., 2023; Alp et al., 2023; Enochs et al., 2023; Mazierski et al.,
2023; Menezes et al., 2023) e ainda possuem componentes que podem ser usados para a
producdo de bio polimeros (Acosta et al., 2021).

1.2.4 Interagdo Planta - Fatores Abidticos e Resisténcia a Fatores Adversos

Nos ecossistemas naturais terrestres e aquaticos, as plantas respondem
rapidamente a fatores adversos de estresse abio6tico e bidtico. Nos cenarios futuros de
mudangas climaticas os efeitos abidticos tendem a acentuar-se, 0 que pode afetar

negativamente os rendimentos das culturas e a sobrevivéncia das plantas, visto que cada



vez estardo mais expostas a variacfes extremas de temperaturas, precipitacdo, vento,
entre outros fatores (Balestrini et al., 2022).

Para as plantas aquéticas, em especial as lemnéceas, os principais fatores
abioticos envolvidos sdo a qualidade da agua, temperatura e fotoperiodo. Estas
macrofitas toleram temperaturas entre 6 a 33 °C, sendo a faixa 6tima entre 20 e 30 °C,
em relacdo ao pH, as plantas desenvolvem-se entre 4,5 a 7,5, além de serem capazes de
suportar alteracbes em termos de nutrientes e metais pesados, 0 que permite que possam

existir em diversos ecossistemas mundiais (Landolt, 1986; Ziegler et al., 2016).

As plantas pertencentes ao género Lemna apresentam uma notavel capacidade
de se adaptar tanto a sombra profunda quanto a luz solar completa, reagindo de vérias
formas a exposicéo exagerada de luz, nomeadamente uma drastica reducdo dos niveis
de clorofila, revelando uma melhor adaptacdo do que as plantas terrestres usadas para
cultivo em grandes escalas (Demmig-Adams et al., 2020; Stewart et al., 2021;
Verhoeven et al., 1997).

Em relacdo a producdo de lemnas em grandes quantidades para alimentacéo,
esse cultivo é mais indicado com luz solar direta, devido a variabilidade da produgdo em

funcdo da luz e da disposicdo de nutrientes necessarios (Yahaya et al., 2022).



2. Objetivos

O objetivo principal deste trabalho € caracterizar a influéncia de fatores

ambientais em parametros nutricionais e bioativos de Lemna minor L.

Sendo os objetivos especificos:

Implementacdo de aquarios para o crescimento de plantas aquéticas;
Registo de parametros ambientais (fotoperiodo) e quimicos (pH) nos
aquarios de crescimento da planta;

Analise de bioatividades dos extratos da planta;

Analise da cor exterior da planta;

Anélise de proteina bruta na planta.



3. Metodologia
3.1 Crescimento das Plantas Aquéticas
3.1.1 Preparacdo para os Ensaios

Os ensaios foram realizados no laboratdrio de aquacultura da Escola Superior
Agréria do Instituto Politécnico de Braganga. Foram utilizados quatro aquérios de vidro,
Aquarium Cubic com dimensdes 30 x 30 x 35 cm, com volume maximo de 32 L, a
iluminacdo dos aquarios foi conseguida através de luminéarias Chihiros A 11 301 de 30
cm, para a filtragem e circulacdo da agua foram usados filtros internos EDEN 304,
sendo a temperatura da dgua controlada com termostatos NEWA Therm Eco 25 W. Os
aquarios apresentados na figura 2 foram cheios usando agua dos furos do Instituto

Politécnico de Braganca.

Figura 2: Montagem dos aquarios

As caracteristicas da agua foram medidas com uma sonda digital profissional
YSI ProDSS (YSI, Yellow Springs OH, USA) (figura 3) cujas fung¢des incluem sondas
digitais inteligentes que sé@o automaticamente reconhecidas pelo instrumento quando

ligadas. As caracteristicas iniciais da dgua estdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas iniciais da agua

pH Temperatura Condutividade Sal(psu)
) °C (uS/cm)
Agua da 8,33 27 533,32 0,25

torneira
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Figura 3: Amostradror YSI ProDSS

Ap0s a instalagdo dos aquérios, antes da introducdo das plantas, foi necessario
estabilizar o ecossistema aquatico, sendo para isso necessario colonizar o filtro com
bactérias nitrificantes, de modo a iniciar o ciclo do azoto. Assim, foram adicionados 40
gramas de um composto rico em NOs, uma vez por semana durante 40 dias, que cuja
decomposicdo promove a “ciclagem” ou ciclo do azoto, este ciclo consiste na formacéo
natural de coldnias de bactérias que transformam a matéria organica em amonia (NHa),
que é degradada por Nitrosomonas que produzem nitritos (NO2), que por fim séo
absorvidos por bactérias Nitrobacter que liberam nitratos (NO3z), que serdo consumidos

pelas plantas aquéticas (Gomes, 2021).

As plantas usadas nos ensaios foram retiradas de um aquario doméstico com
fecossistema ja bem desenvolvido, contudo, antes dos ensaios cientificos se iniciarem as
plantas foram mantidas a crescer no laboratério recebendo 8 horas de luz a pH proximo
de 8,3 durante duas semanas, para que a influéncia das condicbes do aquéario de origem
fosse removida. Os aquérios de testes foram numerados de 1 a 4 sendo que o aquério 1
serviria apenas de apoio para manutencdo das plantas, enquanto os aquarios 2, 3 e 4
foram expostos a diferentes parametros para estudar o comportamento da planta frente

as diferentes condicGes de crescimento, nomeadamente pH e fotoperiodo.
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3.2 Analise de pH

A caracterizacdo da agua foi realizada diariamente desde o inicio com a sonda
digital profissional YSI ProDSS. Nas amostragens, observou-se mudancas bruscas no
pH, o pH inicialmente utilizado ja era elevado (8,33), pelo que foi necessario estabilizar
0 pH dos aquérios utilizando acidos. Os aquarios foram estabilizados em pH 6,5, 7,5,
8,5, e 0 quarto aquario foi mantido a 9,5, o intuito do ensaio, era observar as influéncias
deste fator no crescimento e rendimento das plantas, foram adicionadas 30 plantas em
cada aquario, o crescimento de cada aquario foi monitorizado durante 3 semanas logo, o

melhor pH foi selecionado para o ensaio seguinte (fotoperiodo).

3.3 Fotoperiodo

Os aquarios ja preparados receberam 150 unidades de plantas cada um (figura

4), com excecao do aquéario de apoio. Este ensaio teve duragdo de nove semanas.

Figura 4: Adigdo das Lemnas nos aquérios

Cada um dos aquarios recebeu periodos diferentes de luz, sendo os periodos de
iluminacdo de 4, 8 e 12 horas (aquéario 2, aquario 3 e aquario 4, respectivamente),
mantendo o pH que melhor desempenho obteve no ensaio anterior em todos 0s
aquarios. A iluminacdo foi programada através da aplicacdo movel da luminéria (My
chihiros) disponiveis para qualquer dispositivo inteligente. Os aquarios foram envoltos
com cartolinas negras de maneira a ndo receberem interferéncias externas de luz (figura

5). Este ensaio teve duracgdo de nove semanas.
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Figura 5: Aquarios envoltos em cartolinas escuras

3.4 Determinacdo da Atividade Antioxidante

Para 0 ensaio da atividade antioxidante foram usadas duas técnicas,
nomeadamente a inibicdo das espécies reativas do &cido tiobarbitirico (TBARS) e o
sequestro de radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH). Para isso, as plantas
liofilizadas foram sujeitas a uma extracdo solido-liquido em etanol:agua (80/20) 1g/ml
durante 1 hora, ap6s a qual foram filtradas e re-extraidas, seguido de uma segunda
extracdo com solvente novo. Apos a extracdo, o sobrenadante foi liofilizado e o p6

obtido usado para os ensaios da atividade antioxidante.

3.4.1 TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances)

Este método consiste na inibicdo da peroxidacdo lipidica através de produtos
reativos ao acido tiobarbitdrico. Assim, pesou-se a massa de extrato para a preparacao
de uma solucdo mée de concentragdo 10 mg/mL e posteriormente foi aplicada uma
diluicdo seriada. Tecidos cerebrais de porco foram homogeneizados em solucdo tampé&o
Tris-HCI (20 mM e pH 7,4) obtendo uma porcdo de 1:2 (m/v) de homogeneizado
cerebral que foi submetido a centrifugagdo a 4000 g durante 5 min. Recolheu-se 0
sobrenadante, o qual foi adicionando (100 pL) as solugdes das amostras (200 pL) na
presenca de 100 pL de FeSO4 (10 mmol/L) e 100 pL de acido ascérbico (0.1 mmol/L)
com posterior incubagdo a 37 °C durante 1 hora. Apds a incubagdo, parou-se a reagao

através da adigdo de 500 pL de acido tricloroacético (28%, m/v), seguido da adi¢do do
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acido tiobarbittrico (TBA, 2%, m/v, 380 uL). A mistura foi aquecida a 80 °C durante
20 min e centrifugada a 3000 g durante 10 min para remover o precipitado proteico. A
intensidade da cor do complexo malondialdeido (MDA) — TBA no sobrenadante foi
medida a 532 nm e a inibicdo da peroxidacdo lipidica (%) foi calculada segundo a

equacdo 1 (Sarmento et al., 2015).

_ (T-4)
CA = [—(T) X 100] eq. 1

CA,; Capacidade antioxidante em (%)
T; Absorvancia TRIS
A; Absorvancia Amostra.
3.4.2 DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

A molécula do radical DPPH é bastante conhecida pois caracteriza-se como um
radical organico livre estdvel que apresenta varias vantagens, tais como uma boa
estabilidade na auséncia da luz, aplicabilidade, simplicidade e viabilidade (Deng et al.,
2011). A Metodologia utilizada foi seguindo Pinela et al. (2012) que consiste em utilizar
um leitor de microplacas (SPECTROSTAR nano, BMG-LABTECH, Alemanha) (figura
6), onde as dilui¢des sucessivas de extrato (30 pL) sdo adicionadas a 270 puL de uma

solucdo metandlica contendo radicais DPPH (6 x 10~° M) (figura 7).

Figura 6: Leitor de microplacas, SPECTRO STAR nano
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A mistura foi deixada no escuro em repouso por 30 minutos, a reducdo do
radical DPPH foi determinada pela medigcdo da absor¢do a 515 nm. A atividade de
eliminacdo radical foi calculada como uma percentagem da descoloragdo do DPPH

usando a equacéo 2.

CA DPPH(%):[(ADPPH_Aamostra)]Xloo eq. 2

AppPH
Onde;
CA pppH; Capacidade Antioxidante em percentagens
Appph; Absorvancia DPPH

Aamostra: Absorbancia Amostra.
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Figura 7: Ensaio de DPPH

3.5 Anélise de Proteina Bruta

O conteudo em proteina foi calculado com base numa metodologia que consiste
na destruicdo da matéria organica por um acido forte, baseando a determinacdo da
proteina na quantidade de azoto (N) da amostra (AOAC. 920.87), conhecido pelo
método de Macro-Kjeldahl, usando um fator de conversdo (N x 6,25) para plantas. A

amostra liofilizada (0,25 g) foi adicionada a tubos de ensaios e digeridas com um agente
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catalisador (K2SO4/CuSQ4) em 15 mL de &cido sulfarico por 70 min a 400 °C (Figura
8).

Figura 8: Ensaio Proteina

Apbs o arrefecimento, os tubos foram inseridos num destilador Kjeldahl (modelo
Pro-Nitro-A, JP Selecta, Barcelona) (Figura 9) onde uma destilacdo alcalina estavel e

uma titulagdo permitiram saber a quantidade de azoto.

Figura 9: Destilador Kjeldahl

Assim, através do fator de conversdo conseguiu-se identificar a quantidade de
proteinas em cada amostra utilizando a equagéo 3.
(NxFc)
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Onde;
Pna; é a proteéna expressa em percentagem,
N; é 0 azoto quantificado,
Fc; é o fator de conversdo com valor de 6,25,

P; peso da amostra.

3.6 Determinacdo da Humidade

A intervalos regulares, as plantas eram removidas das superficies dos aquarios,
secas, pesadas e congeladas para posterior analise. Ap6s a obtencdo de quantidades
suficientes para os ensaios, as plantas foram processadas. O primeiro ensaio consistiu na
determinacdo da humidade presente nas plantas. A humidade foi determinada usando
um liofilizador, onde as plantas eram pesadas antes e apos a liofilizacdo, sendo a

humidade calculada pela diferenca de pesos da amostra.

3.7 Anélises da Cor Externa

As cores foram analisadas (3 repeticdes e em pontos diferentes - figura 10) com
0 auxilio de um colorimetro portatil CR 400 da empresa Konica Minolta (Toquio,
Japdo), seguindo o descrito por Carocho et al. (2020). O padrdo da Comissao
Internacional de lluminacdo (CIE), iluminante D65, com 8 mm de abertura e 10° de
observacao foi utilizado. De acordo com o espaco de medicdo do CIE L* a* b*, L*
representa a luminosidade (L = 0 preto, L = 100 branco), a* representa a vermelhidéo (-
a = 0 verdura, +a = vermelhidao) e b* representa a amareliddo (-b = azulado; +b =
amarelado). Foi também calculada a croma (C*) da cor de cada uma das amostras, bem

como a matiz (hue) através das seguintes equacades.

Croma da cor das amostras:

C*=+a?+ b2 eq. 4
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Matiz da cor das amostras, onde é adicionado o fator de correcdo de 180, pois as

cores predominantes situam-se entre o quadrante amarelo e verde.
hue = 180 + tan™? ) eq. 5

Foi também comparada a variacdo de cor absoluta (AE) entre amostras, bem

como a deslocacdo de matiz (Ahue) usando a equagdes 7 e 8.

Célculo da variacao total da cor:

AE = \/(Ly — L)? + (a3 — a})? + (b; — b})? eq. 6
Célculo da deslocacéo do matiz;

Ahzue) eq. 7

1
Ahue = 2 * (C{ * C;)2z * sin (

Figura 10: Andlises cor Externa

3.8 Analise Estatistica

Em toda a tese, os resultados sdo apresentados na forma média + desvio padréo,
garantindo que pelo menos trés réplicas de cada ensaio foram usadas para garantir
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robustez estatistica. Sempre que apenas duas amostras eram comparadas, foi utilizado
um teste-T. Por outro lado, quando mais que duas amostras eram comparadas, foi
utilizada uma andlise de variancia (ANOVA) para a comparacao, usando um teste de
Levene para verificar a homogeneidade das variancias, as médias eram comparadas
recorrendo a um teste de Tukey (varidncias iguais) ou um teste de Tamhane T2

(variancias desiguais). Em toda a tese, a significancia foi de 0,05.
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4. Resultado e Discussao

4.1 Condigdes de Crescimento

Os resultados constantes nesta tese refletem apenas uma pequena parte de todo o
trabalho levado a cabo na inicializagdo desta linha de investigacdo, bem como a
implementacéo de aquérios de crescimento, otimizagdo e estabilizacdo das condicfes de
crescimento das Lemna minor L., bem como avaliacdo de todos os padrdes de

crescimento.

4.2 Andlises de pH — Ensaios Preliminares

A &gua foi caracterizada diariamente durante toda a duracdo do ensaio, sendo
que por vezes eram observadas mudancas bruscas no pH, o que pode ser explicado pela
atividade fotossintética que consome dioxido de carbono (COz) durante as horas de
exposicdo a luz. O CO- contribui para acidificacdo do sistema, sendo que uma vez
consumido, ha aumentos significativo de pH da agua (Nascimento, 2021). O pH da agua
é um fator importante na absorcdo de muitos ides e ajuda na solubilizacdo de nutrientes.
Em pH elevados podem ocorrer precipitacdes de elementos que se tornam indisponiveis
para as plantas, levando & decadéncia de nutrientes e diminuicdo da capacidade
reprodutiva (Gomes, 2011), o que, aliado a deficiéncia de ferro pode contribuir para a

perca da coloragdo nas plantas como observado na figura 11.

Figura 11: Diferenca na Coloracao das Plantas em fungdo do pH.
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Cada aquério foi acertado para condicfes diferentes, nomeadamente 6,5, 7,5 e
8,5. O 4° aquario foi mantido sem alteracGes, sendo que o seu pH subiu para 9,5. Foram
adicionadas 30 plantas em cada aquério, o crescimento de cada aquério foi monitorizado

durante 3 semanas (figura 12).
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Figura 12: Crescimento das plantas em funcéo de diferentes pH

O menor crescimento foi obtido a pH 7,5, 0 que pode ser explicado por ser um
valor mais proximo da neutralidade, consequentemente menos ides disponiveis, o que
influencia diretamente no desenvolvimento e reproducdo das plantas aquaticas (Gomes,
2011; Gomes, 2021). O pH 8,5 obteve o melhor desempenho, pois os elementos
importantes para a absorcdo de nutrientes ndo precipitaram, permitindo o
desenvolvimento das plantas, contudo, de forma inversa, com pH 9,5 estes elementos
tornaram-se indisponiveis (Gomes, 2011). Foi verificado por Schmidt & Goldbach
(2022), que o pH constante de cerca de 6,5, é ideal, visto que, também reduz a
probabilidade de ocorréncia de crescimento de algas concorrentes, o que condiz com as
observagdes neste estudo. Apos este estudo preliminar, foi escolhido o pH de 6,5 e 9,5
para fazer um estudo mais aprofundado com validacdo estatistica para entender as

diferencas entre os 2 pH em varios parametros.
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4.3 Fotoperiodo — Ensaios Preliminares

Tendo em conta que o pH 6,5 era aquele que mostrava melhor crescimento das
plantas, decidiu-se usar esse pH para o ensaio do fotoperiodo. Assim, foram adicionadas
cerca de 150 plantas a cada aquario, mantendo diferentes fotoperiodos em cada um,
nomeadamente 4, 8 e 12 horas. Na condi¢do de 4hs observou-se um crescimento de
350% ao fim de 55 dias. A diferenca para as outras condicdes, é que nesta as plantas
cresceram apos este tempo, entrando em declinio apenas a partir do sexagésimo dia, 0
pode ser explicado pelo facto de uma menor radiacdo reduz a capacidade fotossintética
(Gonzélez-Camejo et al., 2018; Yin et al., 2015). Curiosamente, a capacidade de
reproducdo é prolongada, visto que a separagdo das frondes é inibida com baixos
periodos de fotossintese, o que condiz com estudos realizados por Lasfar et al. (2007),
que postularam que a separacao das frondes ou a reproducdo por meiose dependiam da
relacdo claro/escuro, concluindo que fotoperiodos abaixo de 7hs ndo eram adequadas
para o crescimento da planta (figura 13).
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Figura 13: Crescimento Lemna minor L. em fun¢éo do Fotoperiodo

A exposicdo a luz de 8 hs, foi a mais apropriada em termos de crescimento,
tendo-se observado uma taxa de crescimento de 396 %, contudo, a partir da oitava

semana as unidades de lemna comecaram a decair. Outros autores definiram a faixa
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6tima de crescimento entre 8 horas a 16 horas de luz (Cui et al., 2011; Lasfar et al.,
2007; Yin et al., 2015). No caso deste trabalho com 12 horas de radiacdo, aconteceu
uma serie de situaces que pode ter contribuido para que as plantas ndo apresentassem
bom desempenho, as plantas apresentaram um crescimento mais lento (158%) e o pico
de crescimento deu-se na sexta semana, com gradual decréscimo a partir dai.
Desenvolveram-se algas dentro do aquario e um substrato na raiz das plantas (figura
14), além de que as raizes cresceram 0,5 centimetros a mais do que nas outras

condicdes.

Aumentar o periodo de luz acelera 0 metabolismo de algas, ocasionando uma
competicdo por nutrientes com a planta em estudo, além de danificar o processo de
fotossinteses, 0 que implica reducdo na absorcdo de carbono, promovendo a foto

inibicdo (Gonzalez-Camejo et al., 2018).

O aumento das raizes estara certamente relacionado numa adaptacdo da planta
para procurar nutrientes mais fundo na coluna de &gua, e ao gastar muita energia no
crescimento de raizes, a reproducdo das plantas € inibida, resultando em taxas de

crescimento menores.

Figura 14: Plantas com Substrato na Raiz.
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4.4 Avaliacdo da Atividade Antioxidante dos Extratos.

Conforme descrito acima, para a analise da atividade antioxidante usados dois
testes bioquimicos para melhor compreender 0os mecanismos antioxidantes bem como
testar os extratos em ambientes diferentes (ambiente celular (bioquimico) e ambiente
quimico). Assim, foram testadas duas condicGes de pH diferentes, nomeadamente
aquela que melhor mostrava o crescimento das plantas, pH 6,5 e a condi¢do que era
mais nefasta, pH 9,5. O racional para esta escolha prendeu-se com o facto de as plantas
sobre stress produzirem mais compostos do metabolismo secundario, sendo esses

compostos 0s mais antioxidantes da planta.

Tabela 2: Avaliacdo da atividade antioxidante para as plantas sujeitas a dois pH
diferentes.

Atividade Antioxidante

(ECs0 mg/mL) PH65 pH 9,5
TBARS 0,747 + 0,067* 0,577 + 0,022
DPPH 1,054 £ 0,031* 0,612+ 0,013

Um asterisco (*) em cada linha representa uma diferenga significativa, tendo por base uma significancia

de 0,05, usando um T-teste para classificago.

Na tabela 2 estdo representados os valores dos ensaios TBARS e DPPH para os dois
valores de pH. E possivel verificar que existem diferengas significativas em ambos os
ensaios entre os valores de pH. Assim, as plantas com maior atividade antioxidante séo
as que foram sujeitas a um crescimento a pH 9,5, traduzido num menor valor de ECso, 0
que representa uma menor concentracao de extrato para neutralizar 50% das espécies
oxidantes. Este valor, ainda que surpreendente era algo esperado, mostrando que a
planta em condigdes de stress extremo, como o crescimento a um pH muito alcalino
produz compostos do metabolismo secundario para sua prote¢do contra essa agressao,
sendo esses compostos bastante antioxidantes, este resultado vai de encontro com
trabalhos realizado por outros autores com a mesma planta, sob condi¢des de extremo
stress, onde demostraram aumento na capacidade antioxidante da planta por ativar um
sistema de defesa (Alp et al., 2023; Liang et al., 2022). A um pH 6timo para o seu
crescimento, a planta foca a sua energia para crescimento e reproducgéo, ndo precisando
de sintetizar moléculas de protecdo. Isto foi confirmado pelos dois ensaios de atividade
antioxidante, sendo que um deles, o ensaio TBARS envolve a oxidacdo de células
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cerebrais, mostrado que os antioxidantes das lemnas sdo antioxidantes para sistemas
bioquimicos complexos. No caso do DPPH, os antioxidantes apenas tiveram que

neutralizar esses radicais.

Na tabela 3 estdo presentes os resultados dos mesmos ensaios de atividade
antioxidante para os diferentes fotoperiodos. Tal como na tabela anterior (tabela 2), os
resultados estdo expressos em ECso, sendo o resultado mais baixo aquele que apresenta

maior atividade antioxidante.

Tabela 3: Avaliagdo da atividade antioxidante das plantas sujeitas a trés fotoperiodos

diferentes
Atividade
Antioxidante 12hs 8hs 4hs
(ECs0 mg/mL)
TBARS 0,536 + 0,033c 0,377 £0,033b 0,127 + 0,002a
DPPH 0,793 + 0,018¢c 0,586 + 0,061b 0,547 £ 0,070a

Letras diferentes em cada linha representam uma diferenca significativa, tendo por base uma significancia

de 0,05, usando um teste de Tukey ou Tamhane-T2.

No caso do fotoperiodo, a atividade antioxidante maior foi encontrada nos
extratos das plantas com menor radia¢do luminosa, 4 horas, sendo significativamente
maior que as 8 horas. A menor atividade foi encontrada para as 12 horas de radiacao,
sendo significativamente menor que as 8 horas. Os resultados foram concordantes para
ambos os ensaios (TBARS e DPPH). O mesmo raciocinio pode ser estabelecido, sendo
0 menor tempo de radiacdo aquele que causa maior stress as plantas, obrigando a
produzir compostos antioxidantes, contudo, com as 12 horas de radiacdo sendo
claramente excessivas, essa atividade antioxidante ndo foi aumentada. Pode-se concluir
que o maior tempo de radiacdo pode ndo ser dos fatores que mais contribui para a
sintese de compostos do metabolismo secundario. E neste fotoperiodo, contudo, onde o

crescimento da planta é menor comparativamente com os outros 2.

Comprova-se que as plantas lemna podem crescer a pH muito diferentes do
6timo, bem como em varios fotoperiodos, ainda que de forma mais lenta e com
producdo de grandes quantidades de compostos antioxidantes, podendo até ser fontes de

producéo destes compostos para utilizacdo em industrias aléem da alimentar.
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4.5 Proteina Bruta

Um dos objetivos deste trabalho refere-se a utilizacdo de Lemna minor L. como
fonte sustentavel de proteinas vegetais. Assim, na tabela 4 estdo representados os teores
de proteina para as diferentes condi¢des de crescimento tanto a nivel de pH como de
fotoperiodo.

Tabela 4: Resultado do teor de proteina bruta presente nas plantas em diferentes

condigdes.

Amostra Proteinas (%)
pH 6,5 33+0,1*
pH 9,5 13+£0,2

Fotoperiodo 12 hs 10+ 0,4a
Fotoperiodo 8 hs 18 £ 0,6b
Fotoperiodo 4 hs 23+ 0,4c

Para o ensaio de pH, um asterisco representa uma diferenca significativa, enquanto para o ensaio do
fotoperiodo letras diferentes representam essa mesma diferenca significativa, usando um nivel de

significancia de 0,05 para ambos 0s ensaios.

Os resultados variam entre 10 a 33% de proteinas em 100 gramas de planta. O
pH 6,5 juntamente com o fotoperiodo de 4hs apresentaram maiores quantidades 33 e
23%, respectivamente, sendo que fotoperiodo de 8 hs apresentou um teor de 18%,
enquanto os menores valores ficaram para fotoperiodo de 12 hs e pH 9,5, sendo que
entre todas as condicdes houve diferencas significativas. Estes resultados estdo de
acordo com os estudos de Landolt, (1986) que apresenta uma faixa de proteinas de 6,8
a 45%, outros estudos como o Sharma et al. (2016) que estudaram vérias proteinas
derivadas de vegetais onde identificaram cerca de 39,75% para produgéo in vitro para
Lemna minor. Appenroth et al. (2017), encontraram 20 a 35% de proteinas em peso
seco, em diferentes condicdes de cultivos, podendo assumir que, a quantidade de
producdo de proteinas esta relacionada com a condicéo de crescimento, sendo que, em

condi¢des mais favoraveis o teor de proteina aumenta.
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4.6 Humidade

Tal como a proteina, a humidade que as plantas conseguem armazenar esta
diretamente relacionada com a qualidade da agua. Assim, na tabela 5, estdo
apresentados os valores da humidade nas plantas sujeitas a cada uma das condigdes de
crescimento. As humidades das plantas variaram entre 88 a 92%. Appenroth et al.
(2017), apresentou teores de massa seca de Lemna minor L., sendo que se situava entre
4 a 8% do peso fresco, equivalente a 92 e 96% de humidade. Outro trabalho, Mohedano
et al. (2012), identificou 90,2 % de humidade para Lemna minor L., sendo que 0s
resultados deste trabalho vdo ao encontro do que esta publicado na literatura. As
variacOes entre o pH e o fotoperiodo parecem ndo influenciar de forma significativa a

capacidade de retencdo de humidade nos tecidos das plantas.

Tabela 5: Avaliacdo de humidade nas plantas sujeitas a diferentes condicdes de

crescimento.

Amostra Humidade (%0)
pH 6,5 88
pH 9,5 89
Fotoperiodo 4hs 89
Fotoperiodo 8hs 92
Fotoperiodo 12hs 90

No caso da avaliacdo da humidade, ndo se consegui obter massa suficiente para fazer a anélise em
triplicado a tempo para a entrega desta dissertacdo, dai ndo se poderem classificar as diferencas como

significativas ou no.

4.7 Cor Externa

A cor exterior das plantas é influenciada em grande medida por fatores abidticos
e bidticos, sendo as plantas aquéticas suscetiveis a variagcdes nas condi¢des da dgua. No
que concerne a variacdo de pH, as coordenadas de cor (L*, a* e b*), bem como a
saturacdo (C*), matiz (hue), variacdo de cor absoluta (AE), e deslocacdo de matiz (AE)

estdo representadas na tabela 6.
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Tabela 6: Representacdo das dimensdes da cor exterior das Lemna sujeitas a

diferentes valores de pH.

L* a* b* Cc* hue
pH 6,5 45+2* -18+2* 34+3 39+2* 178,940,2
pH9,5 57+2 -9+2 274 29+4 178,76+0,02
AE 18,81
Ahue 3,855°

Um asterisco (*) em cada coluna representa uma diferenca significativa, tendo por base uma significancia

de 0,05, usando um T-teste para classificacdo.

Considerando as coordenadas da cor exterior, € possivel ver que as Lemna
submetidas a um pH de 6,5 apresentam uma luminosidade significativamente menor
que as Lemnas sujeitas a um pH mais alcalino, de cerca de 9,5. Contudo, considerando a
coordenada a* (vermelho-verde), pode-se destacar uma deslocacdo das Lemnas a pH
6,5 para um verde mais acentuado, significativamente diferentes das Lemnas a crescer
em pH 9,5. A coordenada b* (azul-amarelo) ndo mostrou diferencas significativas entre
as amostras. A croma da cor, (C*) representa o colorido de uma area tendo em conta a
proporcdo do brilho da mesma éarea branca, mostrou diferencas estatisticamente
significativas entre as Lemnas, mostrando um valor maior para as que foram sujeitas a
pH 6,5.

Quanto ao matiz, definido pela familia da cor dominante, também mostrou
diferengas significativas entre as plantas, sendo maior nas Lemnas de pH 9,5. A cor
total é definida pela comparacéo entre as trés coordenadas de cada lote de plantas (eq.3),
e resultou numa variacdo de 18,81 entre as plantas. A escala da cor total varia de 0
(nenhuma diferenca) até 100 (distor¢cdo completa), sendo que a variacdo de 18,81
representa uma alteracdo bastante notoria entre as amostras. Finalmente, a deslocacdo
do matiz representa os graus de variagdo do matiz de duas amostras, sendo, neste caso
de 3,85°, bastante baixo. Na figura 15 é possivel visualizar os efeitos do pH na cor
exterior das Lemnas, mostrando uma cor mais verde-escura nas plantas sujeitas a um pH
de 6,5, enquanto as que foram deixadas em pH 9,5 apresentam uma cor mais esbatida e

amarelecimento.
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pH 6,5 pH 9.5

Figura 15: Representacéo das cores das Lemnas sujeitas a diferentes valores de pH
com conversao das coordenadas L*, a* e b* para cor RGB

Na tabela 7 estdo representadas as mesmas dimensdes da cor para o ensaio de
variacdo de fotoperiodo nas Lemnas, nomeadamente tempos de luminosidade de 4, 8 e
12hs. Relativamente a luminosidade (L*), é possivel verificar que quanto mais tempo de
luz, maior a luminosidade das folhas das plantas, sendo que cada tempo de luz é
estatisticamente superior ao anterior. O mesmo se passou com a coordenada a*, onde ha
um aumento estatisticamente significativo de verde (valores negativos) conforme o
fotoperiodo aumenta. Na coordenada b* ha também um aumento estatisticamente

significativo de amarelo com o aumento de radiagao.
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Tabela 7: Representacdo das dimensdes da cor exterior das Lemna sujeitas a diferentes

fotoperiodos.

L* a* b* c* hue
4 horas 39+3a -7+la 20+3a 21+3a 178,76+0,02a
8 horas 43,5+0,3a,b -9,6+0,6b 26,2+0,2b 27,910,3b 178,78+0,02a
12 horas 46x2b -10,0+0,2b 30,4+0,3c 32,0+0,3c 178,746+0,006a
AE 4-8 7,86
AE 8-12 4,71
Ahue 4 -8 -0,31°
Ahue 8 —12 0,68°

Letras diferentes em cada coluna representam diferencas significativas tendo por base uma

anélise de variancia com significancia de 0,05.

A croma da cor também mostrou aumentos significativos entre as 4 e 8 horas e 8

e 12 horas (Figura 16), enquanto ndo se verificaram diferengas significativas para a

matiz da cor entre os trés fotoperiodos. Em relacdo a variacdo da cor total, entre as 4 e

as 8 horas a variacdo de cor € maior do que entre as 8 e as 12 horas, chegando quase a

ser o dobro.

Assim, é possivel concluir que em termos de cor exterior, ha mais sensibilidade

da planta para um fotoperiodo menor de 8 horas do que superior a estas, sendo as 8

horas consideradas como o fotoperiodo ideal. Finalmente, a diferenca entre a deslocagdo

do matiz para os dois fotoperiodos é também muito baixa, ndo chegando a 1 grau.

8 horas

4 horas

12 horas

Figura 16: Representacao das cores das Lemnas sujeitas a diferentes fotoperiodos com

conversao das coordenadas L*, a* e b* para cor RGB
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A figura 16 representa as cores das Lemna quando sujeitas a diferentes
fotoperiodos. E notorio uma cor mais clara nas 12 horas de luz, bem como um

clareamento com o aumento do fotoperiodo.

Em conclusdo, a cor externa das plantas varia tanto com o pH como com o
fotoperiodo, contudo, a variagdo associada ao pH é mais notoria do que a variacao de
tempo de luz, sendo a cor o pigmento de clorofilas, indispensavel para realizacdo de
fotossintese, torna-se um parametro importante a ser monitorado, pois atuam como
potentes indicadores para deteccdo de ambientes com distdrbios que podem inibir a

reproducédo das Lemnas (Singh et al., 2022).
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5. Lemna minor L. e Sustentabilidade

5.1.1 Lemna minor L. e 0s objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)

A Organizacdo das Nacbes Unidas (ONU), elaborou no ano de 2015 os
Objetivos de Desenvolvimentos Sustentaveis (ODS) com o principal objetivo de
equilibrar a producdo de bens e servigos necessarios para a existéncia humana sem
prejudicar a qualidade do meio ambiente, de tal forma que, as atividades para
desenvolvimentos cedam lugar a novos modelos de desenvolvimentos que garantam a

vida em todas as suas formas e a protecéo dos ecossistemas (Roma, 2019).

Nesta subseccdo é apresentada uma breve revisdo das aplicacbes da planta
Lemna minor L. nas areas de Suplementos Alimentares, Saneamento, Biorremediacao,
Ecotoxicidade e Producdo de Bioenergia, assim como 0 enquadramento destas
aplicacdes da planta aquatica em relacdo aos ODS. Até agora, a utilizacdo de Lemna
minor L. tem sido sobretudo nas &reas acima descritas, ndo estando tdo disseminado o

seu uso como alimento, dai a grande novidade que envolve esta dissertacao.

Assim, os ODS que estas plantas podem ajudar a atingir estdo apresentados na
figura 17.

TRABALHO DECENTE
E CRESCIMENTO
ECONOMICO

Figura 17: ODS atingiveis pela utilizacdo de Lemna minor L.

Nas tabelas abaixo sdo apresentadas referéncias das subareas mencionadas acima que
envolvem os ODS atingiveis com a utilizacdo de Lemna.
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Tabela 8: Portfolio de referéncias sobre aplicacdes de Lemna minor L. como

Suplemento Alimentar.

Areas de Aplicagdo

NuUmeros do ODS

Autores

SUPLEMENTO
ALIMENTAR

2. Fome Zero e Agricultura
Sustentavel.

8. Trabalho descente e

crescimento econémico

9. Industria Inovacéo e

Infraestrutura

12. Consumo e Producao

Responsaveis

13. Agdo Contra a mudanca
Global do Clima.

14. Vida na Agua

15. Vida Terrestre

Landolt, 1986

Landolt, 1987

Appenroth et al., 2013

Ziegler et al., 2014

Appenroth et al., 2017

Appenroth et al., 2018

Chakrabarti et al., 2018

Catelani et al., 2021

Acosta et al., 2021

Mustofa et al., 2022

Yahaya et al., 2022

Ullah, et al., 2022

Pontos Especificos ODS

2.1 Garantir alimentos seguros, nutritivos e suficientes durante todo o ano.

2.4 Garantir sistemas sustentaveis de producdo de alimentos e implementar préaticas agricolas

resilientes, que aumentem a produtividade e a producdo, que ajudem a manter 0s ecossistemas,

que fortalecam a capacidade de adaptacdo as mudangas climaticas, as condi¢fes meteoroldgicas

extremas, secas, inundacdes e outros desastres, e que melhorem progressivamente a qualidade

da terra e do solo.

8.4 Melhorar progressivamente, até 2030, a eficiéncia dos recursos globais no consumo e na

producdo, e empenhar-se para dissociar o crescimento econémico da degradagdo ambiental.




33

9.1 Desenvolver infraestrutura de qualidade, confiavel, sustentavel e resiliente.

9.4 Aumentar o investimento, inclusive via o reforco da cooperacdo internacional, em
infraestrutura rural, pesquisa e extensdo de servi¢os agricolas, desenvolvimento de tecnologia, e
0s bancos de genes de plantas e animais, para aumentar a capacidade de producédo agricola nos

paises em desenvolvimento, em particular nos paises menos desenvolvidos.

12.2 Até 2030, alcancar a gestdo sustentavel e o uso eficiente dos recursos naturais.

12.4 Até 2030, alcancar o manejo ambientalmente saudavel dos produtos quimicos e todos os
residuos, ao longo de todo o ciclo de vida destes, de acordo com 0s marcos internacionais
acordados, e reduzir significativamente a liberagdo destes para o ar, agua e solo, para minimizar

seus impactos negativos sobre a salde humana e 0 meio ambiente.

12.5 Até 2030, reduzir substancialmente a geracdo de residuos por meio da prevencao, reducao,

reciclagem e reuso.

12.8 Até 2030, garantir que as pessoas, em todos os lugares, tenham informacéo relevante e
conscientizagdo para 0 desenvolvimento sustentivel e estilos de vida em harmonia com a

natureza.

12.8a Apoiar paises em desenvolvimento a fortalecer suas capacidades cientificas e tecnoldgicas

para mudar para padrdes mais sustentaveis de produgdo e consumo.

13.1 Reforcar a resiliéncia e a capacidade de adaptacdo a riscos relacionados ao clima e as

catastrofes naturais em todos os paises.

13.2 Integrar medidas da mudanca do clima nas politicas, estratégias e planejamentos nacionais.

14.1 Até 2025, prevenir e reduzir significativamente a poluicdo marinha de todos os tipos,
especialmente a advinda de atividades terrestres, incluindo detritos marinhos e a poluigdo por

nutrientes.

15.1 Assegurar a conservacgdo, recuperacdo e uso sustentavel de ecossistemas terrestres e de
agua doce interiores e seus servicos, em especial florestas, zonas Umidas, montanhas e terras

aridas, em conformidade com as obrigac6es decorrentes dos acordos internacionais.

15.2 Promover a implementacdo da gestdo sustentavel de todos os tipos de florestas, deter o

desmatamento, restaurar florestas degradadas e aumentar substancialmente o florestamento e o
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reflorestamento globalmente.

Tabela 9: Portfolio de referéncias sobre aplicages de Lemna minor L. como
Saneamento, Biorremediacdo e Eco toxicidade.

Areas de Aplicagdo

NuUmero do ODS

Autores

SANEAMENTO

BIORREMEDIACAO
ECOTOXICICIDADE

6. Agua Potavel e Saneamento
9. Industria Inovagéo e Infraestrutura

11. Cidades e Comunidades

Sustentaveis

12. Consumo e Producao

Responsaveis

14. Vida na Agua

Ziegler et al., 2016
Gonzalez — Camejo, 2018
Alkimin et al., 2019
Parque et al., 2023
Mazierski et al., 2023
Singh et al., 2023

Glavas et al., 2023
Menezes et al., 2023

Alp, etal., 2023

Enochs et al., 2023

Adil et al., 2023

Pontos Especificos ODS

6.1 Até 2030, alcangar o acesso universal e equitativo a 4gua potével e segura para todos.

6.3 Até 2030, melhorar a qualidade da &gua, reduzindo a poluicdo, eliminando despejo e

minimizando a liberacdo de produtos quimicos e materiais perigosos, reduzindo a metade a

proporcdo de aguas residuais ndo tratadas e aumentando substancialmente a reciclagem e

reutilizacdo segura globalmente.

6.4 Até 2030, aumentar substancialmente a eficiéncia do uso da &gua em todos os setores e

assegurar retiradas sustentaveis e o abastecimento de agua doce para enfrentar a escassez de

agua, e reduzir substancialmente o nimero de pessoas que sofrem com a escassez de agua.

6.6 Até 2030 proteger e restaurar ecossistemas relacionados com a agua, incluindo montanhas,
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florestas, zonas Umidas, rios, aquiferos e lagos.

6.6a Até 2030, ampliar a cooperacdo internacional e 0 apoio a capacitacdo para 0s paises em
desenvolvimento em atividades e programas relacionados a agua e saneamento, incluindo a
coleta de 4gua, a dessalinizacdo, a eficiéncia no uso da agua, o tratamento de efluentes, a
reciclagem e as tecnologias de reuso.

9.4 Até 2030, modernizar a infraestrutura e reabilitar as industrias para torna-las sustentaveis,
com eficiéncia aumentada no uso de recursos e maior adocdo de tecnologias e processos
industriais limpos e ambientalmente corretos; com todos os paises atuando de acordo com suas

respectivas capacidades.

11.4 Fortalecer esforgos para proteger e salvaguardar o patriménio cultural e natural do mundo

11.6 Até 2030, reduzir o impacto ambiental negativo per capita das cidades, inclusive prestando
especial atencdo a qualidade do ar, gestao de residuos municipais e outros.

12.2 Até 2030, alcangar a gestdo sustentavel e o uso eficiente dos recursos naturais.

12.4 Até 2030 alcancar o manejo ambientalmente saudavel dos produtos quimicos e todos 0s
residuos, ao longo de todo o ciclo de vida destes, de acordo com 0s marcos internacionais
acordados, e reduzir significativamente a liberacdo destes para o ar, agua e solo, para minimizar

seus impactos negativos sobre a saide humana e o0 meio ambiente.

14.1 Até 2025, prevenir e reduzir significativamente a poluicdo marinha de todos os tipos,
especialmente a advinda de atividades terrestres, incluindo detritos marinhos e a poluigdo por

nutrientes.

14.3 Minimizar e enfrentar os impactos da acidificacdo dos oceanos, inclusive por meio do

reforco da cooperacao cientifica em todos os niveis.
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Tabela 10: Portfolio de referéncias sobre aplicacbes de Lemna minor L. como
Matéria-Prima como Bioenergia.

Areas de Aplicagio Numero do ODS Autores

Khoo et al., 2013
YU.etal,, 2014
Gunes et al., 2014
BIOENERGIA 7. Energia Limpa e Acessivel Van Hoeck,et al., 2015
Cui etal., 2015

13. Acéo Contra a Mudanca Global | Calicioglu et al., 2018
do Clima.
Gusain et al., 2017
Kabutey et al., 2019
Turker et al., 2019

Kauret al., 2019

Kabuteyet al., 2020

Pontos Especificos ODS

7.2 Até 2030, aumentar substancialmente a participacéo de energias renovaveis na matriz

energética global.
7.3 Até 2030, dobrar a taxa global de melhoria da eficiéncia energética.

7.7a Até 2030, reforcar a cooperacdo internacional para facilitar o acesso a pesquisa e
tecnologias de energia limpa, incluindo energias renovaveis, eficiéncia energética e tecnologias
de combustiveis fosseis avancadas e mais limpas, e promover o investimento em infraestrutura

de energia e em tecnologias de energia limpa.

13.1 Reforcar a resiliéncia e a capacidade de adaptacdo a riscos relacionados ao clima e as

catéstrofes naturais em todos os paises.

13.2 Integrar medidas da mudanca do clima nas politicas, estratégias e planejamentos nacionais.
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13.3 Melhorar a educacdo, aumentar a conscientizacdo e a capacidade humana e institucional

sobre mitigacdo, adaptacgdo, reducdo de impacto e alerta precoce da mudanca do clima.

E possivel observar que nas trés areas, os ODS sdo atingiveis em varios pontos
especificos. Na primeira area, “Producdo de Suplemento Alimentar”, sdo apontadas
cinco dos ODS com as numeragdes seguintes: 2, 8, 9, 12, 13 14, 15 (Tabela 8). Nas
areas de Saneamento, Biorremediacdo, Ecotoxicicidade, sdo atingiveis cinco objetivos:
6, 9, 11, 12, 14 (Tabela 9), enquanto para a producdo de bioenergia utilizando a
biomassa da planta aquatica Lemna minor L. ha dois ODS atingiveis (7, 13) (Tabela
10).

Desta forma podemos afirmar que a planta Lemna minor L. e suas aplicagdes
tém contribuicdes positivas para o desenvolvimento sustentavel, podendo ser utilizadas

em varias areas relevantes, (Fonte de proteina, Tratamentos e Bioenergia).

5.1.2 Lemna minor L. e os Gases de Efeito Estufa (GEE)

As atividades antropogénicas sdo apontadas como as principais fontes de
emissdes de Gases de Efeito Estufa (GEE), segundo o Intergovernmental Panel on
Climate Change (IPCC, 2022), a participagdo dos principais GEE nas emissdes de 1990
a 2019 sdo; CO2 (75%), metano CHa (18%), N2O (4%) e (2%) gases fluorados. Uma das
atividades que lidera as contribuicdes para este agravamento é o setor agropecuério (da
Gama, 2022). Nesta subseccao objetiva-se uma comparagdo de emissdes de GEE entre o
modelo mais comum de producdo de proteina, em comparagdo com as associadas ao
tema desta dissertacdo, usando a planta aquatica Lemna minor L., como produtor
sustentavel de proteina vegetal. Esta etapa foi realizada usando como base a ISO:
14040: 2006, sendo que é importante ressaltar que ndo foi realizado uma analise de
ciclo de vida (ACV), apenas a definicdo do ambito e o levantamento de dados em

relacdo aos potenciais poluidores que envolvem estes processos (Figura 18).
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Figura 18: Definicédo do objetivo

A producdo de proteina animal compreende varias etapas, sendo as atividades
potencialmente poluidoras identificadas a montante, durante a producdo (da Gama,
2022; Herrero et al., 2013). As atividades a montante estdo relacionadas principalmente
com a producdo de fertilizantes utilizados para a producédo de alimentos dos animais e a
producdo de combustiveis utilizados em maquinarias. A jusante estdo as emissées do
processo de industrializagdo do produto. O escopo analisado abaixo relaciona-se com 0s
limites da producdo da exploracdo agricola, especificamente os GEE derivados nesta
fase, como observado na figura 19.
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Figura 19: Anélises do sistema da exploracao (Bercgo a Porta)

Como pode ser observado na figura 19, as emissdes na producdo de
bovinocultura dentro dos limites de uma exploracdo estdo ligadas a fermentagéo
entérica, residuos animais, os derivados do uso da fertilizacdo sintética nitrogenada,
calagem, combustdo movel, carbono organico no solo, residuos agricolas e fertilizantes
organicos, todas as emissdes mencionadas produzem os principais GEE, CO2, CHgs, e
N20, e podem ser mensurados por equagOes formuladas pelo IPCC, 2006 e IPCC, 2019
e com auxilio de softwares especificos (da Gama, 2022; Gerssen-Gondelach et al.,
2017; Godde et al., 2021).

Na figura 20 é apresentado um sistema de producdo de Lemna minor L. para
critérios de comparacdo, e embora sejam apresentados na imagem emissdes a montante,
estas podem ser nulas quando ndo forem necessarias solu¢fes nutritivas de base
NH4/NOs3, visto que as plantas podem ser cultivadas em aguas recirculadas derivadas da
producdo de peixes. A jusante, as emissdes estdo relacionadas com o processo de

industrializagdo que se estima que sejam a fase com maior emissdo de GEE.
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Figura 20: Andlises do sistema de producdo de Lemna Minor (Berco a Porta)

Até a atualidade, estudos que analisem emissbes de GEE associados a Lemna
minor L. sdo escassos. Uma vez que sdo produzidas em condi¢des controladas, onde
ndo ocorre metanogénese, ndo sdo observadas emissdes de CHa. A planta é utilizada
inclusive em cultivos de arrozais para controlo e minimizagédo dos efeitos das emissoes
de GEE onde apresentam resultados favoraveis para reducdo de CHa, sendo que em
relacdo ao N>O apresentam algum aumento em algumas etapas do cultivo. Assim, o
cultivo de Lemna minor L. em arrozais pode reduzir os GEE no geral em cerca de 17%
(Sun etal., 2019; Wang et al., 2015).

Estas plantas, como organismos fotossintetizantes, sdo capazes de absorver
CO», contribuindo assim para a reducdo das emissdes de gases de efeito estufa
(Gonzélez-Camejo et al., 2018; Tonon, 2016). Assim, é possivel afirmar que estas
plantas tém potencial em termos ambientais para fins de producdo sustentavel de

proteina vegetal.



41

6. Conclusao

As plantas aquaticas sdo organismos vivos que como qualquer outro requerem
periodos de adaptacdo a um novo habitat para se desenvolver, embora a Lemna minor L.
cresca rapidamente em varias condigdes, é necessario entender os pontos 6timos de

reproducdo em ambientes modificados.

O ciclo de vida das Lemnas minor L. € em media de sete semanas, passado esse
tempo observas-se um declinio na quantidade das plantas, perca na colora¢do e
sobreposicdo, uma vez que as raizes se aglomeram e acabam por inibir a absorcéo de
nutrientes. O pH ideal para crescimento e multiplicacdo é de 6,5 mostrando melhor cor

externa e teor de proteina.

O tempo de exposicdo a luz, para crescimento e coloracdo é de 8 horas, sendo
que, com quatro horas o crescimento é mais lento, ha um clareamento em relacéo a cor
externa, mas em compensacdo, o teor de proteina € maior quando comparado com as

demais condicGes de fotoperiodos.

Inversamente, a pH 9,5 h4 uma maior producdo de compostos antioxidantes
guando comparado com crescimento a pH 6,5. No caso da radiacdo luminosa, a maior
capacidade antioxidante foi encontrada nas plantas sujeitas apenas a 4 horas de luz,
sendo a menor nas plantas sujeitas a 12 horas de luz.

Em linhas gerais as plantas lemnas em condicBGes 6timas de cultivo possuem
melhor rendimento de proteinas, sendo que, em condi¢BGes nefastas produzem melhor

compostos antioxidantes.

Como perspectivas futuras é necessario aprofundar o conhecimento relativo a
outros fatores abioticos e bidticos para entender todos 0s pontos 6timos de crescimento
e de rendimento em proteinas. Alguns destes fatores sdo salinidade, distancia da
radiacdo, variacdo da altura da coluna de &gua, agitacdo a superficie, competicdo com
outras plantas, turbidez, condutividade, oxigénio e dioxido de carbono dissolvidos,
picos de nitrato e fosfato entre outros. Tendo em conta a resiliéncia desta planta,
importa também entender as variacdes de rendimento de proteinas em condi¢es de

alteraces climaticas.
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Conclui-se que a planta aquatica Lemna minor L. € uma potencial fonte de
proteina vegetal sustentavel pela quantidade de proteina produzida nos seus tecidos e a
facilidade do seu cultivo. E também interessante como uma fonte de compostos

antioxidantes que podem ser resgatados dos tecidos ap6s extracdo de proteinas.
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