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RESUMO



A crescente demanda na utilizagdo de recursos para atividades humanas e industriais
potencializa a geracdo de insumos que geralmente sdo descartados de maneira inadequada no
meio ambiente. A aquicultura figura-se como uma industria que mais cresce no setor de
alimentos. Esta industria gera guas residuais ricas em nutrientes como nitrato, fosfato, aménia
e matéria organica que sdo componentes essenciais para o crescimento de microalgas. Com isso
esse estudo tem como objetivo selecionar cepas de microalgas que apresentam um bom
rendimento quando cultivada em efluentes de piscicultura e uma biomassa rica em proteina para
ser usada na alimentacdo animal. Foram avaliadas seis espécies de microalgas provenientes do
banco de cultivo de microalgas do Laboratério de Ambientes Recifais e Biotecnologia com
Microalgas — LARBIM/UFPB: Arthrospira platensis (D9Z), Chlorococcum sp hypnosporum
(D292), Chlorella sp. (D359 WC), Monoraphidium contortum (D173 WC), Golenkina radiata
(D325 WC), e Scenedesmus acuminatus (D115WC). Os cultivos foram realizados em meio
controle (WC e Zarrouk) e meio alternativo previamente tratado (efluente da piscicultura) em
camara de cultura a 25°C +1°C dotada de um sistema de iluminagéo fotoperiodo de 12 horas.
O crescimento foi acompanhado por medidas de fluorescéncia in vivo, em triplicata e ao final
foram quantificados também o rendimento em biomassa para cada espécie estudada. As
espécies Monoraphidium contortum (D173 WC) e Golenkina radiata (D325 WC) foram
selecionadas para cultivo em escala maior em meio controle (WC) alternativo (efluente da
piscicultura). Ao fim do crescimento, as biomassa obtidas foram centrifugadas, congeladas e
liofilizadas. Foram determinados: teor de proteinas, lipideos e carboidratos. Os valores de
proteinas obtidos para Monoraphidium contortum (48,67 %) (cepa D173WC) e Golenkina
radiata (44,75%) (cepa D325WC) cultivadas no efluente da piscicultura indicam que as
microalgas estudadas podem ser aplicadas como componente na formulacdo de ragcdo animal.

Palavras- chave: proteinas; bioprospeccdo; aquicultura; Monoraphidium contortum;

Golenkinia radiata.

ABSTRACT



The increasing demand for the use of human and industrial activities resources increases the
generation of inputs that are usually discarded in an inadequate way in the environment.
Aquaculture is one of the fastest growing industries in the food industry. This industry generates
wastewater rich in nutrients such as nitrate, phosphate, ammonia and organic matter that are
essential components for the microalgae growth. Therefore, this study aims to select strains of
microalgae that present biomass rich in protein to be used in animal feed, and good yield when
grown in pisciculture effluent. Six microalgae species from the culture collection of the
Laboratory of Reef Environments and Microalgae Biotechnology - LARBIM/UFPB were
evaluated: Arthrospira platensis (D9Z), Chlorococcum sp hypnosporum (D29Z), Chlorella sp.
(D359 WC), Monoraphidium contortum (D173 WC), Golenkinia radiata (D325 WC), and
Scenedesmus acuminatus (D115WC). Culturing was carried out in a controlled growth medium
(WC and Zarrouk), and also in a pre-treated non-controlled alternative growth medium
(pisciculture effluent) in culture chamber at 25 ° C £ 1 ° C equipped with a photoperiodic
lighting used to submit the cultures to light for 12 hours/day. Growth was accompanied by in
vivo fluorescence measurements in triplicate and, at the end, the biomass yield was also
quantified for each species studied. The species Monoraphidium contortum (D173 WC) and
Golenkinia radiata (D325 WC) were selected for larger scale cultivation in a controlled culture
medium (WC) and in a non-controlled environment (pisciculture effluent). At the end of the
microalgae growth, the biomass obtained was centrifuged, frozen and lyophilized. Protein,
lipid, and carbohydrate contents were determined. The protein results for Monoraphidium
contortum (48.67%) (strain D173WC) and Golenkina radiata (44.75%) (strain D325WC)
cultivated in the pisciculture effluent indicate that the studied microalgae can be applied as a
component in the animal feed formulation.

Keywords: proteins; bioprospecting; aquaculture; Monoraphidium contortum; Golenkinia
radiata.
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1.. INTRODUCAO

A produgdo de biomassa de microalgas € realizada ha mais de um século por
comunidades isoladas em alguns paises da Africa e da América Central (RICHMOND, 2003).
Segundo o mesmo autor, a biomassa produzida a partir de microalgas e cianobactérias como a
Arthrospira spp. (Cyanophyceae) é a principal fonte de proteina na alimentacdo dessas
comunidades na maior parte do ano. Atualmente, as pesquisas acerca das microalgas mostram
a viabilidade técnica para a producdo de diversos insumos e produtos nas areas da medicina,
nutricdo e salde humana e animal, quimica, producdo de energia, dentre outros destacados por
(ADENIYI; AZIMOV; BURLUKA, 2018; FARIED et al., 2017; M. BISHOP; M. ZUBECK,
2012; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010; METTING; PYNE, 1986; RICHMOND, 2003;
VIGANI et al., 2015).Como qualquer outro organismo fotossintético, microalgas crescem,
multiplicam-se, produzem e acumulam componentes bioquimicos de interesse a partir do
processo de fotossintese. De forma geral, os fatores abidticos que afetam o crescimento da
biomassa de microalgas sdo: concentracdo de nutrientes, oxigénio, dioxido de carbono (CO»),
pH, salinidade, substancias toxicas presentes no meio ou produzidas pelas microalgas,
intensidade e duracdo da irradiacdo solar e temperatura. Com isso, é possivel justificar os
estudos que reconhecem o potencial das microalgas como alternativa técnica viavel para captura
de carbono industrial (BHOLA et al., 2014; JEONG; GILLIS; HWANG, 2003) e tratamento de
efluentes domésticos e industriais, avaliados como fonte alternativa para reducao de custos na

substituicdo de nutrientes como nitrogénio e fosforo (CAI; PARK; LI, 2013).

Alinhado ao interesse cientifico, cresce o interesse comercial na producdo de biomassa
de microalgas devido as suas vantagens em termos de produtos mais eficazes e com custos
menores. Os custos mais elevados nos processos de producdo de biomassa de microalgas estdo
nos gastos com energia dos equipamentos como bombas e centrifugas para a colheita da
biomassa e reagentes para o preparo do meio de cultivo. Existem alternativas para reducédo
direta desses custos, entre essas estd 0 reaproveitamento de nutrientes em efluentes que se
mostram viaveis para producdo da biomassa. O cultivo de microalgas torna-se atrativo devido
a capacidade de conversao por parte desses organismos de poluentes presentes em determinado
efluente em biomassa com elevado valor econémico e bioquimico, revelando o potencial das

microalgas como agentes mitigadores.
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Nesse contexto de reaproveitamento de efluentes e aproveitamento do potencial da
biomassa de microalgas como fonte de alimentacdo ou suplementacdo alimentar rica em
proteinas, a aquicultura e a piscicultura apresentam-se como potenciais praticas onde pode
haver reducéo de custos para a producao de biomassa de microalgas e por outra via, reaproveitar
a biomassa produzida para redugdo de custos com ragdo para alimentacdo ou suplementacao

alimentar de peixes.

A aquicultura é uma pratica que abrange o cultivo de diversos organismos aquaticos em
qualquer fase de desenvolvimento e que seja realizada em condic¢des controladas, como plantas
aquaticas, moluscos, crustaceos e peixes. O destaque da-se ao cultivo de ostras, mariscos,
mexilhGes, camardo, carpas, tilapias e salmdo. No Brasil, os produtos provenientes da
aquicultura participam com 25,6% com a producéo total de pescado, vindo a maior parte deste
volume da aquicultura continental (DE OLIVEIRA, 2009).

Na piscicultura, os custos com alimentacdo representam cerca de 70% dos custos de
producdo (MEER et al., 1995). No processo de formulacéo e confeccédo de racoes, € essencial
a presenca de nutrientes que abastecam suas exigéncias e que as mesmas sejam processadas de
forma a serem rapidamente consumidas e utilizadas pelos animais (NRC, 1993; WILSON,
1995).

Nos dos processos, piscicultura e aquicultura, a tilapia é o peixe mais produzido (DE
OLIVEIRA, 2009). A alimentacdo é responsavel pela maior parte do custo de producéo na
tilapicultura, sendo as proteinas consideradas 0s componentes de maior importancia e que

apresentam alto custo de producéo associado.
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A dieta constituida por proteinas influencia a produtividade dos peixes e a producéao de
residuos nitrogenados que sdo excretados na dgua (TIBBETTS et al., 2000), que pode resultar
em reducao no desempenho dos animais e poluicdo do ambiente de criagdo e dos corpos d’agua
que receberem os efluentes. Segundo Mires et al. (1990), verifica-se atualmente que a principal
fonte de poluicdo em sistemas intensivos de cultivo de peixes € proveniente do fornecimento

de alimentos ricos em proteina.
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2. OBJETIVOS E ETAPAS DA PESQUISA

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o uso do efluente proveniente da piscicultura como meio alternativo para o

cultivo de microalgas.

2.2 Objetivos Especificos

1. ldentificar as necessidades de pré-tratamento e ajustes em termos de nutrientes para
viabilizar o efluente da piscicultura como meio alternativo para cultivo de microalgas;

2. Analisar o ciclo de crescimento de microalgas em meio alternativo para producéo de
racao animal;

3. Auvaliar o potencial da biomassa de microalgas como suplementacdo proteica na racéo
de peixes e os beneficios na integracdo dos processos de biotecnologia em microalgas e

piscicultura.

2.3 Etapas da pesquisa
1. Realizar coleta e pré-tratamento do efluente proveniente de tanque de criacéo de tilapia

para testes em laboratorio;

2. Caracterizar o efluente em termos de concentracéo de nutrientes e microrganismos para
correcdo em termos de nutrientes e pré-tratamento para eliminacdo de microrganismos
que podem competir com o crescimento da biomassa;

3. Selecionar seis espécies de microalgas (bioprospeccdo) do banco de culturas do
LARBIM/UFPB com potencial para producdo de biomassa rica em proteina para
alimentacdo de peixes;

4. Realizar o cultivo das diferentes espécies de microalgas em meio alternativo, ou seja,
efluente da piscicultura pré-tratado e concentracdo de nutrientes ajustada, para producéo
de biomassa;

5. Determinar, dentre as espécies testadas, a que apresenta maior rendimento em termos
de biomassa produzida e repetir os testes aumentando a escala em laboratorio para
analise da concentracdo de proteinas na biomassa produzida;

6. Obter biomassa liofilizada e determinar os componentes bioquimicos presentes para
avaliar a viabilidade do seu reaproveitamento como fonte alternativa de proteina para

alimentacgéo de peixes;
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7. Analisar diferentes aspectos do processo para verificar a viabilidade da utilizacdo de
biomassa de microalgas cultivadas em meio alternativo visando a producdo de racao

animal.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Microalgas

As algas sao reconhecidas como uma das mais antigas formas de vida. O termo “alga”
ndo detém de valor taxondmico, pois designa organismos muito diferentes entre si quanto a
origem, composicdo quimica e morfologia (LOURENCO, 2006). Estes organismos, ao utilizar
CO. como fonte de carbono e outros nutrientes disponiveis em excesso como nhitrogénio e
fosforo, sdo capazes de produzir uma quantidade maior de biomassa que as plantas terrestres
por unidade de area devido a sua alta eficiéncia fotossintética e produzem cerca de 50% do
oxigénio atmosférico. Em virtude disto, algumas algas atuam como organismos sequestradores
de CO: (fixam aproximadamente 183 toneladas de CO, para produzir 100 toneladas de
biomassa) e remediadores de residuos ricos em nutrientes (CHISTI, 2007), (RIZWAN et al.,
2018), (TAELMAN et al., 2013), (UDAIYAPPAN et al., 2017),

As microalgas sdo organismos heterogéneos, microscopicos, unicelulares, coloridos que
com auxilio da luz como catalisador sintetizam os componentes de interesse presentes na celula
e possuem a vantagem de crescer rapidamente em diversos ambientes, como em agua doce,
aguas marinhas e aguas residuais. Filogeneticamente, podem ser eucaridticos ou procarioticos
e se encontram presentes em todos o0s ecossistemas terrestres. (MORENO-GARCIA et al.,
2017), (OLAIZOLA, 2003). As células procaridticas (cianobactérias) ndo possuem organelas
ligadas a membrana e sdo mais parecidos com bactérias do que com algas. Ja as células
eucarioticas, que compreendem muitos tipos diferentes de algas comuns. As classes mais
importantes sdo: algas verdes (Chlorophyta), algas vermelhas (Rhodophyta), cianoficeas
(Cyanophyta) e diatoméaceas (Bacillariophyta). (BRENNAN & OWENDE, 2010)

As microalgas podem crescer utilizando diferentes rotas metabolicas como mostra a Tabela 1:
i) fotoautotroficamente, utilizando a luz como fonte de energia e CO2 como fonte de carbono
inorganico formando a adenosina trifosfato (ATP) e oxigénio; ii) heterotroficamente, utilizando
substratos organicos como fonte de energia e de carbono; e iii) mixotroficamente, em que a
microalga realiza a fotossintese como principal fonte de energia, mas tanto 0os compostos
orgénicos e CO; sdo essenciais para o cultivo (MORENO-GARCIA et al., 2017). Arthrospira
platensis, Chlorella vulgaris, e Haematococcus pluvialis sdo alguns exemplos de cepas que
podem crescer em condigdes fotoautotroficas, heterotroficas e mixotroficas. Enquanto outras
microalgas, por exemplo, Scenedesmus acutus e Selenastrum capricornutum pode crescer

fotoautotroficamente, heterotroficamente, ou fotoheterotroficamente (RIZWAN et al., 2018)
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Tabela 1 - Comparacéo entre sistemas de cultivo de microalgas

Condicdo de Fonte de Fontede Densidade Sistemade  EX. espécie de
cultivo energia carbono  celular cultivo microalga
Fotoautotrofico  Luz Carbono  Baixa Lagoas ou
inorganico sistemas
fechados Chlorella vulgaris,
Heterotréfico ~ Carbono Carbono  Alta Fermentador Haematococcus
organico organico convencional Pluvialis e Arthrospira
(Spirulina) platensis
Mixotréfico Luze  Carbono  Média Sistemas
carbono organico e fechados

organico inorganico

Fotoheterotréfico Luz Carbono Média Sistemas Selenastrum
organico fechados capricornutum e
Scenedesmus acutus

Fonte: PEREIRA, D. A. (2014)

As microalgas sdo capazes de metabolizar uma gama de componentes de interesse com
aplicacGes em diferentes setores industriais como biocombustiveis, cosméticos, aquicultura,
racdo animal, aditivos alimentares, diferentes tipos de antioxidantes, 6megas, carotenoides,
polimeros enzimaticos e corantes. Também podem produzir compostos usados na industria
farmacéutica, bioativos com alto valor agregado como &cidos acetilicos, agar, B-caroteno,
vitamina B e luteina (RIZWAN et al., 2018).

3.2 Cultivo de microalgas

O estudo voltado para o cultivo de microalgas é abordado em dois periodos importantes
da historia. O primeiro foi caracterizado por um periodo de descobertas que foram fundamentais
para melhor compreensdo e formas de cultivar as microalgas. O segundo se destaca pela

diversificacdo nos estudos e as aplicacdes biotecnoldgicas de microalgas (LOURENCO, 2006).

As microalgas apresentam perfis diferentes mediante as condi¢des de cultivo a qual ela
é submetida. Sabe-se que esses microrganismos podem crescer nos mais variados meios como
aguas doces e marinhas, aguas residuais agricolas, industriais e municipais; todos demandam
de componentes com caracteristicas quimicas e fisicas diferentes para o desenvolvimento das
espécies em estudo. O desempenho das microalgas € indicado pela biomassa obtida, teor de

carboidratos, lipidios e proteinas, peso das células secas e produtividade (CHEAH et al., 2016).
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Em geral, o monitoramento de variaveis como temperatura, luminosidade, pH, aeracéo,
quantidade de nutrientes no meio permite avaliar a influéncia que estes possuem no crescimento
e na produtividade das microalgas. A diversificacdo nas condicGes de cultivo permite ampliar

e determinar a importancia que cada variavel possui para o cultivo.

Os meios de cultivo sintéticos sdo constituidos por nutrientes que atendem as
necessidades das espécies assemelhando-se as condi¢des naturais. Os nutrientes, de acordo com
0s processos metabolicos, sao classificados em duas categorias fundamentais: macronutrientes
(C,H, O,N, P, S, K, Mg, Si, Fe) e micronutrientes (Mn, Cu, Zn, Mo, V, B, Co, Ca, Na, Se, Ni)
(LOURENCO, 2006).

Nitrogénio e fosfato sdo dois importantes macronutrientes para o0 crescimento e
metabolismo das células de microalgas. O nitrogénio € um componente essencial na formacéo
de proteinas, acidos nucleicos e pigmentos fotossintetizantes (clorofilas e ficobilinas). Este
elemento encontra-se disposto em diferentes configuragdes: nitrato (NO3z’), nitrito (NO2),
amonia (NHsz) e ion amdnio (NH4"). Sua disponibilidade no meio influencia a atividade
metabolica do organismo. Quando suas concentracfes sdo elevadas, verifica-se um aumento
nas concentracOes de proteinas e clorofila nas células. O fosfato relaciona-se a processos que
envolvem trocas energéticas nas células de ATP, acucares fosfatados, &cidos nucleicos e
fosfoenzimas. O fosforo assume a funcao de transferir energia e constituir moléculas estruturais.
A restricdo desse nutriente implica em um acumulo de lipideos e astaxantina (LOURENCO,
2006), (JUNEJA et al., 2013).

O carbono € o nutriente necessario em maiores concentracées no cultivo uma vez que é
o elemento essencial para fotossintese e constituicdo de todas as substancias organicas
sintetizadas pelas células (proteinas, lipideos, carboidratos, acidos nucleicos, vitaminas, etc.).
A biomassa microalgal contém em média, aproximadamente 50% de carbono por peso seco
(CHISTI, 2007). O carbono pode ser utilizado na forma de CO2, carbonato ou bicarbonato para

crescimento autotréfico e forma de acetato ou glicose para crescimento heterotréfico.

O pH do meio é influenciado pelas proporcoes entre as formas de carbono dissolvidas
no mesmo, em que o crescimento de microalgas é propiciado pelo consumo de CO. dissolvido
no meio aumentando o pH do sistema, que ao atingir niveis muitos elevados torna-se téxico
para muitas espécies (LOURENCO, 2006). O crescimento maximo da microalga se encontra

no pH préximo do neutro, no entanto, o pH ideal para o desenvolvimento da cultura é o inicial

24



em que a alga esta adaptada para crescer (JUNEJA et al., 2013). Contudo, o ajuste do pH no
meio também ir4 depender da espécie que ira crescer, visto que algumas espécies se adaptam

em meio de pH &cido, bem como espécies que se desenvolvem melhor em meio alcalino.

Outra variavel que exerce forte influéncia para o crescimento microalgal afetando a taxa
metabolica dos organismos é a temperatura. Esta deve ser mantida de acordo com a necessidade
de cada espécie e a finalidade do cultivo (LOURENCO, 2006). Os valores ideais de temperatura
se encontram entre 15 e 26 °C. Valores mais elevados podem inibir a atividade metabdlica e
reduzir a solubilidade de componentes gasosos, isto € CO2, no meio de cultura. Por outro lado,
valores baixos de temperatura diminuem a cinética das atividades metabdlicas. Entretanto,
existem algumas microalgas que podem crescer em temperaturas fora da faixa ideal (PIRES et
al., 2017). A temperatura tem papel fundamental na fotoinibicdo, que é conhecida por
proporcionar alteracfes na taxa de crescimento das microalgas (JUNEJA et al., 2013). Em
cultivos feitos em laboratério a temperatura € mantida constante, isto viabiliza o
desenvolvimento e garante uma maior reprodutibilidade das espécies. Ja em grandes sistemas

a dificuldade encontra-se em manter a temperatura constante no processo (LOURENCO, 2006).

A luz ¢ um elemento imprescindivel para o crescimento celular, ja que os organismos a
utilizam para a fotossintese e assim converter dioxido de carbono em compostos organicos, em
especial acucares (JUNEJA et al., 2013).

A aeracdo permite a homogeneizacdo do sistema promovendo a movimentacdo das
células em suspenséo, estabilidade do pH e controle da temperatura e exposicéo da célula a luz.
Em cultivos de grande escala recomenda-se a injecdo de CO; para facilitar a fotossintese.
Cultivos em pequena escala ndo necessitam de aeracdo, apenas agitacdo mecanica diaria
(LOURENCGCO, 2006).

3.3 Crescimento de microalgas
As curvas de crescimento, mostrada na Figura 1 é utilizada como critério avaliativo do
comportamento de microalgas ao longo do cultivo e pode ser identificada de acordo com as

suas respectivas fases de crescimento:

1 — Fase de adaptacdo (fase lag): constitui-se da fase de adaptacdo das células e ocorre

apos o indculo das células;
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2 — Fase exponencial: o crescimento da-se de maneira acelerada, em que sua taxa torna-
se maior e aproximadamente constante por um curto periodo (alguns dias), chegando ao seu

valor maximo;

3 —Fase de reducdo do crescimento: ocorre o decréscimo relativo da taxa de crescimento
ocasionado pela diminuicdo de nutrientes dissolvidos no meio e pelos efeitos de limitacdo da

energia luminosa (autosombreamento);

4 — Fase estaciondria: o cultivo apresenta rendimento final maximo. A velocidade de

crescimento diminui e iguala-se a taxa de morte;

5 — Fase de declinio: é ocasionada pelo esgotamento dos nutrientes e efeitos de
autosombreamento; a taxa de crescimento € negativa uma vez que poucas células ainda podem
crescer (LOURENCO, 2006).

Figura 3 - Representacdo da taxa de crescimento de algas em cultura (linha so6lida) e a concentragéo de
nutrientes (linha tracejada) em funcdo de um periodo de tempo.

G rowih rate
xH:
Mutricnt concenbration

Fonte: Mata; Martins; Caetano, (2010).

3.4 Sistemas de cultivo de microalgas

O crescimento das espécies de microalgas atende a uma série de fatores, tendo como
principais destaques: o volume operacional do sistema, o qual inclui as fases liquida e gasosa;
area iluminada total, que indica o quanto de luz o sistema recebe; area ocupada pelo sistema; e,
concentracdo de nutrientes presente no meio. Para que ocorra o desenvolvimento da cultura é

necessario a implantacdo de um sistema de cultivo que atenda as necessidades essenciais desses
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microrganismos. Em virtude disso, as microalgas podem ser cultivadas em dois tipos de

sistemas: abertos ou fechados, em relagéo a atmosfera (ANYANWU et al., 2018).

Os sistemas de cultivo séo diferenciados inicialmente pela troca direta ou ndo de gases
com a atmosfera. A escolha do sistema de cultivo afeta significativamente os custos de um
processo de producdo de biomassa para qualquer finalidade (MATA; MARTINS; CAETANO,
2010). O Quadro 1 mostra um comparativo entre os sistemas de cultivo.

Quadro 1 - Comparacao entre sistemas de cultivo de microalgas.

Cultivo de microalgas Sistemas fechados Sistemas abertos
Cgr?tgtr:;:]eag;o Fcil Dificil
Risco de contaminacéo Reduzido Alto
Esterilidade Realizavel Nenhuma
Controle de processo Facil Dificil
Controle das espécies Facil Dificil

Regime de operagéo Batelada ou semi-continuo | Batelada ou semi-continuo

Controle de temperatura Uniforme Dificil

Produtividade 3 — 5 vezes mais produtivo Baixo

Custos de operacéo Alto Baixo
Area/Volume Alto (20 — 200 m™) Baixo (5 - 10 m?)

Fonte: Adaptado MATA; MARTINS; CAETANO (2010).
3.4.1 Sistemas abertos
Sistemas abertos geralmente sdo mais baratos e possuem custos operacionais e de
manutencdo mais baixos, mas apresentam uma série de problemas quanto a contaminacéo
devido a exposicdo com a atmosfera, baixa produtividade que estad relacionada a aeracdo,
caréncia de CO; e intensidade luminosa e controle da temperatura. A suscetibilidade a
contaminag&o neste tipo de sistema de cultivo é superior comparado ao sistema fechado, logo,
recomenda-se uma manutengdo da cultura mantendo-a em condic¢des 6timas para possibilitar o
crescimento das células em taxas superiores. Tangques abertos a atmosfera sdo comumente
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utilizados no tratamento de efluentes, produgdo de energia ou na producdo de biomassa
destinada & alimentac&o animal. A medida que a biomassa microalgal adquire valor agregado,
por exemplo, na producdo de pigmentos ou determinado bioativo, a cultura adquire maior
exigéncia quanto a sua pureza e para isto requer-se uma verificacdo das condigdes de cultivo
mais elevada em sistemas abertos. (LOURENCO, 2006), (ACIEN et al., 2012). Os sistemas
abertos sdo classificados em duas configurages: i) tipo raceway; ii) lagoa.
I.  Tipo raceway

Sé&o formadas por um canal de recirculagdo fechado com cerca de 0,3 m de profundidade
mostrado na Figura 2 com a mistura sendo realizada por um conjunto de pas, que promove
difusdo dos gases e a homogeneizacdo dos nutrientes e da cultura algal. No periodo de
incidéncia luminosa, a cultura é alimentada continuamente na frente da roda de pas onde o
fluxo, guiado por defletores, se inicia (CHISTI,2007).

Figura 4 - Tanque de cultivo de microalgas do tipo raceway.

Fonte: Aban Infrastructure Ltd.,(2018) ; RAZZAK (2017).
ii. Lagoa

Sistemas do tipo lagoas, mostrado na Figura 3, possuem troca de gases direta com a atmosfera
0 que provoca a evaporacao do liquido e um equilibrio na temperatura do sistema, sdo sistemas
mais basicos e usados preferencialmente em cultivos de cepas em condigdes extremas: como
pH elevado ou salinidade e para produzir uma biomassa destinada a suplementagéo alimentar e
pigmentos (DE LA HOZ SIEGLER et al., 2011; MARKOU; NERANTZIS, 2013; MOAZAMI
etal., 2011).
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Figura 3 - Lagoa do tipo circular para cultivo de microalgas.

Fonte: Open Pond Biofuels: What You Have To Chose From, 2018.

Segundo Richmond (2004), o sistema de lagoas utiliza uma maior demanda de energia
para homogeneizacdo dos nutrientes e o nivel de dgua apresenta um limite 6timo de 15 cm para
que ocorra a penetracao da luz solar e consequentemente o desenvolvimento da cultura. Além
disso, possuem grande viabilidade econdmica e manutencédo da cultura. No entanto, apresentam
limitacdes a contaminantes restringindo o nimero de cepas e reduzindo o tempo de cultivo para
determinada cultura.

3.4.2 Sistemas Fechados

Sdo sistemas de cultivo constituidos por fotobiorreatores de material transparente, como
plasticos (acrilico) e vidro que permitem a incidéncia de luz, e que apresentam diferentes
configuracbes geométricas sendo as mais recorrentes as que possuem formato tubular ou
cilindrico, com disposicao vertical ou horizontal; e fotobiorreatores de placas planas como €

ilustrado na Figura 4.

Figura 4 — Representacédo dos principais sistemas fechados para cultivo de microalgas.

Fotobiorreator Tubular Fotobiorreator
Placas Planas

Tubular Tubular Tubular

Vertical Horizontal Helicoidal

Bubble Column : Tubular Horizontal : Tubular Helicoidal Placas Planas Vertical ~Placas Planas Vertical

com Recirculagdo
pone =
-
4
|}

/\
Airlift Tipo Cerca Tubular Conico Placas Planas com Placas em

1 i Chicanas forma de 'V'

Tipo Alfa

u

Sistemas Fechados

Fonte: PEREIRA, 2014.
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Os fotobiorreatores apresentam inimeras vantagens quando comparados a sistemas
abertos, sdo elas: controle da temperatura em que se encontra o cultivo, podendo ser adicionados
sistemas de troca de calor como serpentinas ou trocadores de calor; sistemas de injegéo de ar e
controle de trocas gasosas entre o cultivo e o ar atmosférico; reducao de problemas atenuados
por contaminagdo da cultura como o surgimento de outros microrganismos; elevadas taxas de
produtividade e &rea de ocupacgdo muito baixa (LOURENCO, 2006).

O sistema de aeracdo permite a movimentacdo das células no interior do cultivo e
consequentemente uma reducdo nos efeitos de autosombreamento proporcionando um maior
rendimento da cultura. A adicdo de pequenas bolhas no cultivo promove a dissolucdo de COz e
oxigenacdo do meio de cultura; a demanda desses elementos influencia diretamente no cultivo.
A presenca de CO, em grande excesso pode ocasionar uma acidificacdo do meio de cultura, ja
altas demandas de O origina danos fotooxidativos e causam um comprometimento na
produtividade do cultivo. Outro fator de relevancia primordial é a incidéncia luminosa que €
funcéo da posicao e o do angulo em que os feixes de luz atravessam o reator e assim promove
diferentes taxas fotossintéticas em um Uanico cultivo. (LOURENCO, 2006), (MATA;
MARTINS; CAETANO, 2010).

Os principais parametros fisicos em um sistema de cultivo séo: volume operacional do
sistema, o qual inclui as fases: liquida e gasosa; area iluminada total, que indica o quanto de luz
0 sistema recebe; area ocupada pelo sistema. Os célculos que relacionam e definem esses

parametros, assim como as equacdes e unidades sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Pardmetros basicos operacionais: formulas e unidades

Pardmetro Formula Unidade

Produtividade volumétrica Py dm, gL?td?
Vedt,

Produtividade areal P dm, gm2d!l=365thata?
Agqdt,

Irradiancia (da superficie), lo -

Volume do reator, Vr -
Area superficial do reator, Ar -
Area total ocupada, Ac -

Concentracéo da biomassa, cx -

Densidade do fluxo de fotons (PFD), pE m™2
s7!, onde E (Einstein) = mol por fétons
Litros (L)

m2

m2

gL?

Fonte: (PEREIRA, 2014).

3.5 Aplicacdes comerciais de microalgas

As microalgas podem produzir lipideos, proteinas e carboidratos. As aplicagdes mais

simples de microalgas constituem-se do seu uso na alimentacdo humana e de animais. Outras

aplicacGes sdo: biocombustiveis, a extracdo de substancias de importancia farmacéutica,

pigmentos utilizados como corantes de alimentos, cosméticos, etc (LOURENCO, 2006).

Atualmente, os estudos estdo voltados para a aplicacdo dos diversos bioprodutos, ilustrado no

Quadro 2, que sdo resultantes das microalgas como pigmentos, &cidos graxos, vitaminas,

carotenoides e outros compostos bioativos (GULDHE et al., 2017).
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Quadro 2 — Algumas aplicacfes de microalgas

Componentes Bioativos Microalga/cianobactéri Atividade Aplicacéo
a
Esterois Brassicasterol, I. galbana; Hipocolesterolm | Alimentos
estigmasterol Chaetoceros, icOS de ostra

Skeletonema; P.

lutheri
Pigmentos Ficocianina, | Arthrospira/Spirulina, Pigmento Suplemento
ficoeritrina,, P. creuntum, natural, anti- alimentar,
[-Caroteno, Dunaliella salina, inflamatério, | farmacéutic
astaxantina, Haematococcus antioxidante, 0,
luteina. pluvialis aditivo tratamento
alimentar, de
suplemento sindrome
alimentar do tunel do
carpo.
Proteinas Proteina Dunaliella, Antioxidante | Suplemento
Phaeodactylum de salde
trucornutum, alimentar

Arthrospira platenisa,

P. creuentum.

Fonte: De Jesus et al., 2013.

3.5.1 Biocombustiveis

Um dos maiores interesses consiste na utilizacdo desses microrganismos para producdo
de biocombustiveis, isto se da devido a grande capacidade desses seres em produzir e acumular
energia em suas células e consequentemente apresentam em uma alta porcentagem de lipideos,
cerca de 30 a 50% do seu peso total (Quadro 3) (CHEW et al., 2017).
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As condices de cultivo influenciam na disposicao de lipideos presentes na microalga,
como por exemplo, em um meio deficiente de nitrogénio ocorre um aumento no armazenamento
lipidico e diminuicdo no teor de proteina. Outro mecanismo abordado consiste em simular
condi¢des de estresse na microalga manipulando além da fonte de nitrogénio e carbono outros
fatores determinantes no cultivo (temperatura, pH, salinidade, luminosidade) (SAJJADI et al.,
2018).

Biocombustiveis de 3? geracdo podem ser originados de biomassa cultivada para este
proposito e que ndo tenha nenhuma competicdo com a producdo de alimentos, como por
exemplo as microalgas que podem ser cultivadas com impacto minimo ao meio ambiente em
aguas residuais e salinas. Os rendimentos sdo de 10 a 100 vezes mais de combustivel por
unidade de area do que os biocombustiveis de 12 e 22 geracdo (MOTA e MONTEIRO, 2013).
Os biocombustiveis derivados de microalgas se apresentam atualmente como um dos campos
lider das pesquisas mundiais que podem trazer enormes beneficios para os seres humanos e

principalmente para o0 meio ambiente. (CALIXTO, 2016).

Quadro 3 — produtividade lipidica de diferentes espécies de microalgas.

Microalga %L ipideo Produti(vni%z;lﬁjzdl)_ipidica
Ankistrodesmus sp. 24,0-31,0 ND
Botryococcus braunii 25,0 -75,0 ND
Chaetoceros muelleri 33,6 21,8
Chaetoceros calcitrans 14,6 — 16,4/39,8 17,6
Chlorella emersonii 25,0 -63,0 10,3 -50,0
Chlorella protothecoides 14,6 - 57,8 1214
Chlorella vulgaris 5,0-58,0 11,2 -40,0
Chlorella sp. 10,0 — 48,0 42,1
Dunaliella salina 6,0 — 25,0 116,0
Isochrysis galbana 7,0-40,0 -
Nannochloris sp. 20,0 -56,0 60,9 - 76,5
Nitzschia sp. 16,0 - 47,0 ND
Oocystis pusilla 10,5 ND
Pavlova salina 30,9 ND
Phaeodactylum tricornutum 18,0 - 57,0 44,8
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Scenedesmus obliquus 11,0-55,0 ND
Scenedesmus sp. 19,6 -21,1 40,8 - 53,9
Skeletonema costatum 13,5-51,3 17,4
Spirulina platensis 4,0-16,6 ND
Spirulina maxima 4,0-9,0 ND
Thalassiosira pseudonana 20,6 17,4
Tetraselmis sp. 12,6 — 14,7 43,4

Fonte: Adaptado de Mata et al., (2010)

Apesar das inimeras vantagens relacionadas a producdo de biodiesel usando
microalgas, a viabilidade econ6mica para producdo em larga escala desse insumo ainda estéa
sendo investigado, uma vez que enfrenta uma série de obstaculos técnicos, como processos

complexos, exigéncia de altos custos de producéo e entrada de energia (KADDIR et al., 2017).

3.5.2 Captura de CO>

A temperatura da terra aumentou em 0,85 °C de 1880 a 2012, dos quais 0,6 °C ocorreu
nos ultimos 30 anos (GOEPPERT et al. , 2012). Prevé-se ainda que no cenario global a
temperatura aumente para 5,8 °C até 2100 (DE SILVA et al., 2015). Essa crescente mudanca
no perfil climatico do planeta adverte para os atenuantes causados pela emissdo de gases de
efeito estufa provenientes principalmente de atividades humanas e de usinas de energia
(RAZZAK et al., 2017).

O dioxido de carbono (CO2) € um gés de efeito estufa liberado de fontes naturais e
produzido como resultado do processo de industrializacdo e atividade humana. Existem,
portanto, em maior evidéncia duas estratégias para a mitigacdo desse componente: reacoes
quimicas e mitigacdo bioldgica. A primeira abordagem apresenta certa desvantagem, uma vez
que atende a processos que demandam elevado consumo de energia e reagentes, além de
problemas de descarte dos residuos convertidos ao longo do processo. Em contrapartida, o
método de captura de CO- por via biologica tornou-se uma alternativa atraente (Quadro 4). O
dioxido de carbono através da fotossintese é convertido em matéria organica utilizando luz solar
como fonte de energia (MATA. MARTINS, CAETANO, 2010); (RAZZAK et al., 2017).
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Quadro 4 — Fixacdo de CO; por diferentes microalgas

Microalga Taxa de fixagdo de CO2 (g/m?3/h)
Chlorogleopsis sp. 0,8-19
Chlorella vulgaris 80 — 260

Euglena gracilis 3,1
Porphyridium sp. 3-18
Spirulina platensis 38,3 -60

Fonte: Maity et al., 2014.

3.5.3 Quimica fina e compostos bioativos

Uma diversidade de espécies de microalgas foi identificada com varias propriedades
bioguimicas e fisiologicas. O potencial das microalgas como novas fontes de produtos quimicos
valiosos e outros produtos ampliam os esfor¢os no desenvolvimento de pesquisas no setor
(BOROWITZKA, 2013).

Estes organismos produzem varios componentes bioquimicos importantes que séo
usados como matéria-prima para alimentos, combustiveis, produtos cosméticos, pigmentos, no
processo de extracdo de moléculas de alto valor, isGtopos bioquimicos estaveis, e para a sintese
de agentes antimicrobianos, antivirais, antibacterianos e drogas anticancer. As espécies de
microalgas sdo capazes de produzir diferentes tipos de antioxidantes, carotenoides, polimeros
enzimaticos, lipidios, naturais corante, acido graxo poliinsaturado, peptideo, toxina e esterdis
(Quadro 5).Também podem produzir varios compostos que podem ser utilizados na industria
farmacéutica e pigmentos naturais. Muitos compostos antioxidantes (por exemplo, astaxantina,
B-caroteno, dimetilsulfonopropionato, micosporinas e alguns outros carotendides) sao
produzidos por microalgas. Esses compostos antioxidantes tém a capacidade de proteger do
estresse oxidativo (RIZWANN et al., 2018).
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Quadro 5 — Microalgas, produtos e aplicages.

Microalga Produto Aplicagdo
Sprulina platensis Ficocianina, biomassa Alimentacdo saudavel,
cosméticos
Chlorella vulgaris Biomassa, acido Alimentagdo saudavel,
ascorbico suplemento alimentar
Dunaliella salina Beta- caroteno Nutricdo humana
Haematococcus pluvialis Astaxantina Nutracéuticos, cosméticos,
alimentacéo.
Cylindrospermum sp. Vitamina B12 Propulsor do crescismento
Chlorella sp. Acido ascorbico ( Nutricdo humana
Vitamina C)

Fonte: Adaptado de Rizwan et al., 2018.

3.5.4 Remediacéo

Aproximadamente 71% da superficie da terra é coberta por agua. No entanto, o cenario
atual evidencia rios e costas poluidos devido a potencializacdo de atividades humanas e
industriais. A reducdo de espécies antropogénicas insumos de nutrientes (praticas agricolas,
aguas residuais urbanas e industrias) nos ecossistemas aquaticos é necessario para proteger o
abastecimento de agua potavel e reduzir a eutrofizacdo (PIRES et al., 2017). O tratamento
adequado desses efluentes precisa ser intensivo encorajado a reduzir os contaminantes a niveis
aceitaveis com qualidade microbioldgica e quimica recomendada antes de ser descarregada para
corpos de agua. Atualmente, a insercéo de processos de tratamento que utilizam microalgas na
remocdo de nutrientes inorganicos, contaminantes organicos e metais pesados, associados a
producdo de biomassa de varios tipos de aguas residuais, tem sido amplamente estudado e é
considerado um método vidvel para economizar grande quantidade de nutrientes e agua
necessarios para o cultivo de microalgas (KADIR et al., 2018); (PIRES et al.,2013).

Existem varios trabalhos que exploraram o crescimento de microalgas aguas residuais,
tais como aguas residuais cruas, tratadas e lixiviacdo de aterro onde a biomassa foi produzida a
partir de espécies de microalgas ou de consorcios de microalgas e bactérias. Espécies como
Chlorella, Scenedesmus, Desmodesmus, Oscillatoria, Arthrospira, Spirulina, Nannochloris,
Botryococcus, Phormidium, e Nannochloropsis foram demonstrados ter o potencial de remocéo
de altas concentragdes de nitrogénio, fosforo e ions metélicos. Além disso, as células
microalgas tém o potencial de ser utilizados para remo¢do de metais pesados devido a sua

capacidade de acumular Hg, Cd, Zn, Au, Ag, Co, Mn, Cs, Ni, Fe, Cu e Cr nas suas células.
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Portanto, o uso direto de aguas residuais traz consigo uma vantagem econdmica adicional por

meio de compensacdes de custo de tratamento de &guas residuais (Moreno - Garcia et al., 2017)

3.5.5 Nutri¢do e saude humana

Microalgas sdo capazes de incrementar a o conteudo nutricional de alimentos

convencionais, sua biomassa oferece uma melhor qualidade de proteina do que os legumes,

arroz, trigo e proteina animal, como leite e carne. (Quadro 6). O consumo humano de biomassa

de microalgas € restrito a poucas espécies devido aos regulamentos rigidos de seguranca

alimentar, fatores comerciais, demanda de mercado e preparacdo especifica. Chlorella,

Spirulina e Dunaliella sdo as espécies de microalgas que dominam o mercado. O teor de

proteina na Spirulina é de 55-70% do total biomassa seca, demonstrando o alto valor nutricional

que essas microalgas possuem (RIZWANN et al., 2018).

Quadro 6 — Composicao de diferentes fontes de alimentos e microalgas, expressas em porcentagem de

matéria seca.

Fonte Proteina Carboidratos Lipideos
Spirulina platensis 63 15 11
Arthrospira maxima 60-71 13-16 6-7
Chlorella pyreinodosa 51-58 12-17 2
Dunaliella salina 57 32 6
Scenedesmus obliguus 50-56 10-17 12-14
Haematococcus pluvialis 48 27 15
Fermento de padeiro 39 38 1
Carne 43 1 34
Leite 26 38 28
Arroz 8 77 2
Soja 37 30 20

Fonte: Adaptado Lourengo, 2006.
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4.MATERIAIS E METODOS

4.1 Selecdo das espécies

Foram testadas um nimero de seis espécies de microalgas dulcicolas, isoladas de
diferentes ambientes da regido nordeste mostradas na Tabela 3 que se encontram depositadas
no banco de cultivo de microalgas do Laboratorio de Ambientes Recifais e Biotecnologia com
Microalgas da Universidade Federal da Paraiba (LARBIM/UFPB): Arthrospira platensis
(D9Z), Chlorococcum sp hypnosporum (D29Z), mantidas em meio Zarrouk (ZARROUK,
1966); e Chlorella sp. (D359 WC), Monoraphidium contortum (D173 WC), Golenkina radiata
(D325 WC), Scenedesmus acuminatus  (D115WC)  mantidas em  meio
WC(GUILLARD;LORENZEN, 1972). A escolha das espécies deu-se devido as mesmas
apresentarem altos teores proteicos, coincidindo com objetivo deste trabalho. Todas as espécies
foram fotografadas em microscépio LEICA DM 2500 e suas imagens encontram-se na Prancha
1.

Tabela 3 — Relagdo das microalgas utilizadas nesta pesquisa e sua respectiva procedéncia

Caddigo Espécie Procedéncia
D9z Arthrospira platensis UFF
Acude do Cais,
D29z Chlorococcum sp cf hypnosporum )
Cuite — PB
o Lagoa Tapada
D173WC Monoraphidium contortum )
Corrego — PB
Bebedouro das
D115WC Scenedesmus acuminatus Ovelhas, Frei
Martinho — PB
Ilha do
D325WC Golenkina radiata Rodeadouro, Rio

Sao Francisco — PE

Filtro de 4gua
D359WC Chorella sp. potavel residencial,

Jodo Pessoa — PB

*cf. = confere com; WC = meio WC &gua doce; Z = meio Zarrouk agua doce.
Fonte: LARBIM/UFPB, 2018.
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Prancha 1 — Espécies de microalgas utilizadas na pesquisa
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Fonte: LARBIM/UFPB, 2018.

4.2 Coleta e Pré-tratamento do efluente

O efluente em estudo foi coletado proveniente de tanques de criagdo de tilapias,

localizado no municipio do Conde-PB. A primeira coleta, de um material de 20 L, foi realizada

no dia 23 de julho de 2018 (Figura 5). Posteriormente foi realizada outra coleta, de um material

de 30 L, no dia 05 de setembro de 2018. Em ambas as coletas, o material foi levado ao

Laboratorio de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas da Universidade Federal

da Paraiba (LARBIM/UFPB), em que foi realizada filtracdo (Figura 6) a vacuo utilizando filtro

de café e filtro de fibra de vidro e em seguida autoclavado.
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Figura 5 — Local de coleta do efluente.

Fonte: Autora, 2018.

Figura 6 — Sistema de filtracdo do efluente.

Fonte: Autora, 2018.

4.3 Analises quimicas

A qualidade do meio de cultivo foi avaliada através de parametros fisicos e quimicos,
como pH, nitrato, fosfato, DBO e DQO, segundo os procedimentos analiticos do Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998).
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4.4 Meios de cultura

Inicialmente as espécies foram cultivadas em 2 condi¢es diferentes: como meio
sintético (controle) foram utilizados o meio Zarrouk (ZARROUK, 1966) e o meio WC
(GUILLARD;LORENZEN, 1972); ja para meio alternativo utilizou-se o efluente sem diluicao.

Os meios sintéticos foram preparados com éagua destilada e autoclavada seguida da

adicdo dos macronutrientes, micronutrientes e vitaminas que constituem os meios descritos nas

Quadros 7 e 8.

Quadro 7 — Composicao do meio Zarrouk (ZARROUK, 1966).

SolucgGes de Trabalho

Reagentes Quantidades (g) dissolvida em agua destilada

1- KNO3 15,0 em 200 mL

2- NaCl 33,0 em 200 mL
3- MgS04.7H,0 1,5 em 200 mL
4- KoHPO4 1,5em 200 mL
5- CaCl2.2H20 0,58 em 200 mL
6- Na.EDTA 6,4 em 200 mL
7- FeS04.7H0 0,5 em 200 mL

8- H3BO3 1,142 em 200 mL

9 — Solucdo Mista

*

*Solucdo mista: Dissolver os cinco

sais abaixo (g) em 100 mL de 4gua destilada.

Co(NOs)z. 6H,0 0,049 g
MnCl2.4H:0 0,144 ¢
ZnS04.7H,0 0,882 ¢
CuS04.5H,0 0,0157¢g

MoO3 0,0714¢

Preparacgdo de 1,0 L de meio de cultura (agua destilada)

A — Dissolver em 600 mL de agua destilada 15,0 g de NaHCOs.
B — Na solucéo anterior, dissolver 2,0 g de Na,COs.

C — Acrescentar 10,0 mL das solugdes 1,2,3,4 e 5.

D — Acrescentar 1,0 mL das solucdes 6,7,8 e 9.

E — Completar o volume a 1000 mL e autoclavar.

Fonte: SANTANA, 2014.




Quadro 8 — Composic¢ao do meio WC (Guillard; Lorenzen,1972).

Solugéo estoque Férmula Quantidade
Cloreto de Calcio 2.H,0 CaCl,.2H,0 36,89
Sulfato de Magnésio 7. H.O MgS0..7H,0 3749
Bicarbonato de sodio NaHCO; 12,69
Fosfato de potassio 3.H,0O K2HPO4.3H,0 1149
Nitrato de sddio NaNO; 85¢
Agua destilada 1L
Solucéo de silicato Formula Quantidade
Metasilicato de sddio 9.H,O NaSiOs.9H,0 21,2 g
Agua destilada 1L
Solugéo de micronutrientes Formula Quantidade
Sal dissddico Na,EDTA 4,36 ¢
Cloreto férrico 6.H.0 FeCls.6H,0 3,15¢
Sulfato de cobre 5.H,0 CuS04.5H,0 0,01g
Sulfato de zinco 7.H-0 ZnS0..7H,0 0,022 g
Cloreto de cobalto 6.H.0 CoCl,.6H,0 0,01g
Cloreto de manganés 4.H,0O MnCl,.4H,0 0,189
Molibdato de sodio 2.H,0O Na;M004.2H,0 0,006 ¢
Acido bérico H3BOs 1g
Agua destilada 1L
Solucéo de vitaminas Quantidade
Tiamina HCI 0,1
Biotina 0,0005
Agua destilada 1L
Composicao do meio Quantidade
Solucéo estoque, Solugdo de silicato, solu¢do de micronutrientes e solu¢do de vitaminas: Usar
1 mL para cada 1L de meio.
Tri (hidroximetil)- 0,115 g a cada litro
aminometano

Fonte: SANTANA, 2014.

O meio alternativo foi suplementado com uma solucdo de Fosfato de Potéssio 11,4 g/L
e Nitrato de Sodio 85 g/L, sendo adicionados 1 mL da solucdo para 1L de cultivo. O pH foi
aferido e corrigido com bicarbonato de sddio (NaHCOs3) para a Arthrospira platensis ja que

esta espécie cresce em pH alcalino.
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4.5 Condigdes de cultivo

O experimento foi realizado em triplicata cultivando as 6 diferentes espécies de
microalgas em baldes de 250 mL, contendo 200mL de meio (sintético e alternativo) apenas com
agitacdo manual durante um periodo de aproximadamente 14 dias (Figura 7), para que fosse
obtida a taxa de crescimento de cada microalga nos diferentes meios, e com isto, fossem
selecionadas as espécies com melhores desempenho em termos de crescimento celular para um

cultivo em escala maior.

Figura 7 — Etapa de bioprospeccao.

Fonte: Autora, 2018.

Posteriormente, as espécies ja selecionadas foram otimizadas durante um periodo de 5
dias (Figura 8) para o cultivo (em triplicata) em baldes de 6L de capacidade (Figura 9),
constituidos de 5L de meio e indculo da etapa anterior, numa camara de cultivo climatizada, com
temperatura mantida em 25+1°C, com sistema de iluminacdo constituido por lampadas
fluorescentes tipo luz-do-dia, fotoperiodo de 12 horas, e aeracdo continua de ar atmosférico
(2mL.min), usando um mini compressor de membrana (Figura 10). Foi realizado um
acompanhamento até que as espécies atingissem a fase estacionaria. Ao chegar na fase
estacionaria, os experimentos foram interrompidos e entdo foram determinadas a taxa maxima
de crescimento da populacdo (Rméax), que corresponde ao nimero maximo de células registrado
ao final de cada experimento subtraindo o valor da densidade celular dos indculos, e o

rendimento maximo em biomassa (g.L™), apds a liofilizagéo.
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Figura 8 — Cepas otimizadas para fase 2 do experimento

Fonte: Autora, 2018.

Figura 9 — Indculo em baldes de 6L.

Fonte: Autora, 2018.
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Figura 10 — Desenvolvimento do cultivo em meio controle e meio alternativo.

Fonte: Autora, 2018.

4.6 Avaliacdo do crescimento dos cultivos

O desenvolvimento dos cultivos foi acompanhado diariamente por meio da contagem
celular em microscopio binocular Leica, em camaras de Fuchs- Rozenthal para células coloniais
e Sedgwick-Rafter para células filamentosas (Figura 11), e através de medidas de fluorescéncia
in vivo utilizando um Fluorémetro Turner Design (Figura 12) para determinacao das curvas de

crescimento.
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Figura 11 — Camaras de contagem de células.

Fonte: Camara para contagem Fuchs Rosenthal; Gridded Sedgewick-Rafter Counting Cell with Case.

Figura 12 — Fluorémetro Turner Design.

Fonte: Autora, 2018.

4.6.1 Rendimento de biomassa seca
Durante os experimentos também foram retiradas aliquotas de 5mL de cultivo para

determinacdo do rendimento da biomassa seca ao longo do cultivo (Figura 13).
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Figura 13 — Procedimento de obtengéo do rendimento em biomassa seca

—]

Fonte: Autora, 2018.

4.7 Obtencdo da biomassa
Ao chegar na fase estacionaria o cultivo foi interrompido, em seguida centrifugado e

liofilizado para a obtencdo da biomassa seca.

4.7.1 Centrifugacéo

A biomassa foi centrifugada em uma centrifuga refrigerada a 20°C (NOVA TECNICA-
NT825), com capacidade para centrifugacdo de 4 tubos de 500 mL (Figura 14). As condigdes
de centrifugacdo foram de 4500 rpm em um periodo de 18 minutos. Apds a centrifugacdo o
sobrenadante foi descartado e a biomassa, com auxilio de uma pipeta, foi armazenada em

bandejas de aluminio envolvidas em plastico filme e entdo congelada a -30°C (Figura 15)

Figura 14 — Centrifugacgdo da biomassa.
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Fonte: Autora, 2018.

Figura 15 — Biomassa concentrada

Fonte: Autora, 2018.

4.7.2 Liofilizacdo

As bandejas de aluminio contendo a biomassa concentrada foram congeladas em
ultrafreezer (-30°C) e em seguidas liofilizadas em um liofilizador Terroni (modelo LD1500)
(Figura 16).

Figura 16 — Liofilizador Terroni (modelo LD1500)
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Fonte: Autora, 2018.

4.8 Andlises bioguimicas da biomassa

A biomassas seca foi armazenada em envelopes plasticos e pesadas com seu valor
registrado (Figura 17). Em seguida foram realizados ensaios para determinacdo dos
componentes de interesse presentes na biomassa.

Figura 17 — Biomassa seca
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Fonte: Autora, 2018.

As proteinas foram determinadas pelo método de Lowry et al., 1951, adaptado por
Derner et al., 2006, utilizando albumina bovina como padrdo (Figura 18). Os carboidratos foram
determinados pelo método de Kochert (1978) adaptado por Derner et al., 2006, utilizando
glicose como padrdo (Figura 19). Por fim, os lipidios foram determinados pelo método
gravimétrico de Bligh e Dyer (1959), utilizando 50 mg da biomassa seca (Figura 20).
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4.8.1 Proteinas
Foram pesadas 5 mg da biomassa seca de microalgas. Adicionou-se 4 mL de hidroxido

de sodio 1,0 N e aqueceu-se em banho-maria em um periodo de hora a 100 °C, em seguida as
amostras foram resfriadas em temperatura ambiente e centrifugadas a 3.000 x g por 30 min.
Retirou-se 0,5 mL do extrato alcalino (sobrenadante) e adicionou-se 1,0 mL de NaOH
(hidroxido de sodio) 1,0 N e 5 mL de Fenol 4%. O sistema foi agitado em vértex e deixado em
repouso por 30 min. Em seguida, foram adicionados 2,5 mL de H2SO. (acido sulfarico)
concentrado e agitado novamente. As amostras resfriadas foram lidas em espectofotometro UV-
vis (Thermo Fisher Scientific, modelo Evolution 60S) no comprimento de onda de 750nm. Uma
curva padrdo com proteina de soro bovino foi preparada com gradiente de concentracao de O -
400 pg/mL.

Figura 18 — Determinacéo de proteinas em microalgas pelo método Lowry et al. (1951)

Fonte: Autora, 2018.

4.8.2 Carboidratos
Foram pesadas 5 mg da biomassa seca de microalgas. Adicionou-se 4 mL de hidroxido de sodio

1,0 N e agueceu-se em banho-maria por uma hora a 100 °C, em seguida as amostras foram
resfriadas em temperatura ambiente e centrifugadas a 3.000 x g por 10 min. Foram retiradas
aliquotas de 0,5 mL do extrato alcalino (sobrenadante) e adicionou-se 1,0 mL de NaOH 1,0 N
e 5 mL de Fenol 4%, o sistema foi agitado em vortex e deixado em repouso por 30 min. Logo
apos, foram adicionados 2,5 mL de H>SO4 concentrado e agitado novamente. As amostras
foram resfriadas e lidas em espectrofotdmetro UV-vis (Thermo Fisher Scientific, modelo

50



Evolution 60S) no comprimento de onda de 485 nm. Uma curva padréo com glicose anidra foi

preparada com gradiente de concentracdo de O - 400 pg/mL.

Figura 19 — Determinacdo de carboidratos em microalgas pelo método Kochert (1978)

Fonte: Autora, 2018.

4.8.3 Lipidios
Foram pesados 50 mg das amostras, adicionados 3 mL de uma mistura de

cloroférmio:metanol (1:2) com 2 mL de agua, foram sonicadas (Unique, modelo USC-1400A)
em banho de gelo por 40 min. Adicionou-se 1 mL de cloroférmio e 1 mL de uma solucéo de
sulfato de s6dio a 1,5%, sendo sonicadas por mais 20 min. O sistema foi centrifugado a 4.000
X g por 10 min. As amostras foram mantidas em repouso, e logo ap6s foi realizado uma
separacao e remocao da fase superior por aspiracdo. As amostras foram filtradas com papel de
filtro. Uma aliquota de 1 mL desta solucdo foi tomada em frascos de vidros pré-pesados em
balanca analitica para determinacdo dos lipidios totais por gravimetria apds a evaporacéo total

do solvente em estufa a 80 °C.

Figura 20 — Determinac&o de lipidios em microalgas pelo método Bligh e Dyer (1959)
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Fonte: Autora, 2018.

4.9 Analise estatistica

Os dados da composicdo bioquimica das microalgas foram submetidos & analise de

variancia (ANOVA), em delineamento inteiramente casualizado (DIC), e 0 teste de Kruskal-

Wallis (Teste H) quando os dados ndo foram paramétricos utilizando o programa Statistica

6.0 (STATSOFT, 2010).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas quimicas do meio de cultivo

O efluente da piscicultura apresentou um pH de 7,37, com teores de nitrato e fosfato

(Tabela 4) muito baixos quando comparados aos meios sintéticos (2,8 e 12,6 mgL™,

respectivamente para o meio WC e Zarrouk), de tal forma que antes de ser iniciado o indculo

foi realizada uma suplementacéo do meio alternativo com estes nutrientes.

Tabela 4- Analises fisicas e quimicas do efluente de piscicultura

Parametros Valores quantificados

pH 7,37
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NOs™ (mgL™) 0,02

POs*(mgL™) 0,69
DQO (mgO; LY 36,5
DBO (mgL™) 14

Fonte: Autora, 2018.

5.2 Parametros de crescimento das microalgas

O acompanhamento do crescimento das populagfes em cultivo é fundamental para
determinar o0 momento 6timo da coleta e obtencdo da biomassa uma vez que a medida que
ocorre o crescimento diversos metabdlitos sdo formados. Foram realizadas amostragens com

periodicidade de 48 horas para realizagcdo de contagem celular e fluorescéncia in vivo.

5.2.1 Etapa de bioprospeccao

Nesta etapa foram avaliadas seis espécies de microalgas isoladas predominantemente da
regido nordeste com intuito de selecionar aquelas que apresentassem um maior desempenho no
crescimento no efluente da piscicultura. A duragdo do cultivo foi de aproximadamente de 14

dias, mas o comportamento do crescimento variou para cada espécie analisada (Figura 21).

Figura 21 — Curva de crescimento das 6 espécies de microalgas testadas em meio alternativo de cultivo.
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Fonte: Autora, 2018.

As espécies selecionadas para a etapa posterior seguiram o critério de: i) crescimento
no meio alternativo e ii) rendimento em biomassa seca. E a partir disso crescimentos mais
expressivos foram apresentados para as espécies D173WC (Monoraphidium contortum) e
D325WC (Golenkina radiata). Os valores para rendimento da biomassa seca (Tabela 5)
também coincidiram para as espécies citadas anteriormente, sendo entéo estas selecionadas para

cultivo em escala maior para obtencdo de biomassa e posteriores analises.

Tabela 5 — Rendimento em biomassa seca das 6 espécies de microalgas testadas em meio alternativo de

cultivo.
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Codigo da cepa Biomassa (g/L)
D173WC 0,206667
D115WC 0,146667
D325WC 0,113333

D9z 0,68667
D297 0,1
D359WC 0,10

Fonte: Autora, 2018.

Apesar de ser adotada como controle e apresentar um elevado valor de biomassa
0,68667 g/L, a espécie Arthospira platensis ndo se desenvolveu no efluente, requerendo mais
testes com diferentes diluicGes para encontrar o percentual 6timo de cultivo a ser adotado. Esta
microalga destaca-se por apresentar uma concentracao de proteinas na ordem de 60-70% (Habib
et al., 2008) e com isto torna-se um atrativo para a industria alimenticia. Neste estudo,
Arthospira platensis foi adotada como pardmetro de controle devido seu percentual 6timo de
proteinas para a investigacdo dos componentes de interesse que as microalgas em estudo

apresentaram.

5.2.2 Cultivo em escala superior

As espécies selecionadas anteriormente foram cultivadas em triplicata em baldes de 6L
no meio alternativo e meio controle. Novamente, apresentaram comportamento de cultivo
diferentes para cada espécie. Observou-se que a cepa D173 WC (Monoraphidium contortum)
(Figura 22) apresentou um crescimento mais expressivo no meio alternativo e revelou a

aplicabilidade do efluente da piscicultura como meio de cultivo para esta microalga.

Figura 22 — Curva de crescimento da microalga Monoraphidium contortum em meio controle e

alternativo.
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Figura 23 — Curva de crescimento da microalga Golenkina radiata em meio controle e meio alternativo.
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Em contrapartida, a cepa D325 WC (Golenkina radiata) ndo apresentou o crescimento

esperado para essa fase do experimento (Figura 23) tal comportamento pode ser atribuido as

56



sucessivas etapas de autoclavagem do efluente e perda de nutrientes para o crescimento da

microalga de interesse.

Foram realizados paralelamente medidas de peso seco ( em triplicata)para as microalgas
testadas em meio controle e meio alternativo ao longo dos dias de cultivo. Ao fim, obteve-se 0

rendimento em biomassa seca (Tabela 6).

Tabela 6 — Rendimento em biomassa seca das 2 espécies de microalgas testadas em meio controle e

alternativo de cultivo

Caodigo da cepa Biomassa (g/L)
D173WC - CONTROLE 0,14667
D173WC - EFLUENTE 0,19333
D325WC - CONTROLE 0,444
D325WC - EFLUENTE 0,08

Fonte: Autora, 2018

5.3 Composicédo bioguimica

Os valores de proteinas, carboidratos e lipidios (Tabela 7) obtidos nas biomassas das
microalgas estudadas evidenciaram a potencialidade destas na metabolizacdo de proteinas
como componentes em maior abundancia na biomassa.

Tabela 7 — Teores de proteinas, carboidratos e lipidios obtidos nas biomassas estudadas

Microalga Proteinas (%) | Carboidratos (%) | Lipidios (%) Soma
D173 WC - Controle 61,62 17,98 12,0 91,56
D173 WC - Efluente 48,67 15,30 6,4 70,38
D325 WC - Controle 62,94 19,32 7,9 90,17
D325 WC- Efluente 44,75 19,47 2,5 66,77

*Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) — Lipidios: p=0,1641; Proteinas: p=0,0779; Carboidratos: p =0,1549
. Fonte: Autora, 2018.

Guerrero-Cabrera et al., 2014 cultivaram em meio composto de efluente de tanque de
tilapia em um volume de 4L e obtiveram valores de 45,4% de proteina e 10,4% de lipidios para
a microalga Monoraphidium sp., valores equivalentes aos encontrados que foi de 48,67% de

proteinas e 15, 30% de lipidios respectivamente.
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Em contrapartida, Che et al., 2017 realizaram o cultivo com tratamento de cido fulvico
e obtiveram valores de 54,3% de lipidios, 39,7% de proteinas e 32,5% de carboidratos para a
Monoraphidium sp. Santhakumaran et al., 2018 procederam o cultivo de 14 espécies em aguas
provenientes de Kerala incluindo a Monoraphidium contortum e exprimiram valores de 12,84%
para proteinas, 25,60% para lipidios e 5,95% para carboidratos respectivamente. Ambos 0s
trabalhos revelaram o potencial desse género de microalga para producdo de lipidios o que
diverge dos valores obtidos nessa pesquisa apontando o potencial para producao de proteinas.

Matos et al. (2015) cultivaram Chlorella sp. em meio alternativo formado por
concentrado de dessalinizacdo residual obtiveram 46,80% de proteinas, valor proximo ao
registrado para as microalgas Monoraphidium contortum (48,67 %) (cepa D173WC) e
Golenkina radiata (44,75%) (cepa D325WC).

A microalga Arthospira platensis foi utilizada como pardmetro de controle para esse
estudo, Varandas, 2016 cultivou esta espécie em meio sintético e a mesma apresentou um teor
de 50,02% de proteinas. Os valores de proteinas obtidos para ambas as microalgas cultivadas em
meio alternativo que foram estudadas nesta etapa de escala maior corroboram com o valor da

Arthospira platensis

Visca et al. (2017) e Aradjo (2018) obtiveram 40,39% e 54,30% de proteinas
respectivamente para a microalga Golenkinia radiata valores que corroboram com os resultados

obtidos nessa pesquisa que foram de (44,75%).

Varandas (2016), cultivando microalgas para producdo de racdo animal, obteve até
72,1% de proteinas para Chlorococcum sp. cf. hypnosporum e 62,5% para Chlorella sp.. Tais
resultados apontados na pesquisa sugerem a utilizacdo de meios alternativos para a reducao de
custos e barateamento do processo aléem da obtencdo de uma biomassa com valor proteico que

pode ser aplicada na formulacédo de racdo animal.

6. CONCLUSOES
A bioprospeccao das espécies com potencial proteico demonstrou sua relevancia ao gerar

resultados que permitem investigar o comportamento da microalga em determinado meio que
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distingue do meio sintético, atingindo valores que podem ser aplicados em determinada
atividade.

As espécies Monoraphidium contortum e Golenkinia radiata cultivadas no efluente da
piscicultura apresentaram altos valores de proteinas, como era esperado na pesquisa, mostrando
a aplicabilidade da microalga como agente remediador de aguas residuais bem como sua
biomassa rica em proteinas podendo ser utilizada na formulacao de racbes para o proprio peixe

integrando o sistema de cultivo.
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