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Resumo

Microalgas apresentam uma composi¢do quimica variada com muitos produtos de interesse a
industria alimenticia, farmacéutica, de cosméticos e setor energético, o que as tornam um
grupo de elevado potencial biotecnoldgico. Neste trabalho foram estudadas espécies de
microalgas isoladas do Bioma Caatinga do ponto de vista taxondmico, e avaliando sua
capacidade de producdo de ésteres metilicos de acidos graxos mediante o cultivo das
diferentes cepas em meios sintéticos. Cultivos de espécies promissoras a producdo de
biodiesel e de acidos graxos essenciais também foram desenvolvidos em meios alternativos
preparados com extrato de solo com vinhaga, esterco de galinha e extrato de biocomposto
obtido com residuos de hortifrutigranjeiros comercializados na EMPASA-PB. A
aceitabilidade quanto ao uso de microalgas na alimentacdo humana e/ou animal entre
trabalhadores rurais da regido semiarida do estado da Paraiba foi avaliado para a espécie
exotica Spirulina platensis. Os cultivos das espécies locais foram obtidos a partir de amostras
de &gua coletadas em diversos ambientes aquaticos da Caatinga, inoculadas nos meios
Zarrouk e WC e mantidas em camara de cultura a 25°C+1°C. As espécies isoladas foram
codificadas e incorporadas ao Banco de Microalgas do LARBIM/UFPB, obtendo-se 24 cepas
de microalgas, das quais 21 foram identificadas ao nivel de espécie e 14 foram cultivadas em
meios sintéticos visando a producdo de biomassa e analises de acidos graxos. Duas cepas
locais D39Z(Planktothrix isothrix) e D115WC (Scenedesmus acuminatus) e uma cepa exética
D9Z( Spirulina platensis) foram cultivadas em meios alternativos. As curvas de crescimento
foram acompanhadas por meio de contagens celulares e de medidas da fluorescéncia in vivo,
em triplicatas, e todos os parametros de crescimento foram analisados para cada espécie
testada. Biomassa de S. platensis cultivada em meio sintético foi usada na preparacdo de
bolos, sucos e biscoitos utilizados na analise sensorial do teste de aceitabilidade e intencéo de
compra de produtos a base de Spirulina, do qual participaram 75 trabalhadores rurais do
municipio de Frei Martinho-PB. Estes trabalhadores também foram avaliados quanto sua
atitude frente a S. platensis. Diferencas nos parametros de crescimento foram observadas nas
espécies cultivadas, sendo o valor méximo da constante de crescimento (k) registrado na cepa
D112Z (Synechococcus nidulans) com 0,71 divisdes/dia, a maior duracdo da fase exponencial
(8 dias) nas cepas D74Z (Rhabdoderma lineare) e D133WC (Lagerheimia longiseta) e o
maior rendimento em biomassa (0,75 g/L) na cepa D28Z (Chlorococcum cf. hypnosporum). O
maior rendimento de acidos graxos (415,65 mg/g em relacdo a soja) foi registrado na cepa
D115WC (S. acuminatus). As cepas cultivadas em meios alternativos exibiram padrdes de
crescimento distintos com melhores rendimentos em extrato de biocomposto. indices de
aceitabilidade de S. platensis superiores ao esperado (70%) foram observados para todos os
atributos testados (aparéncia, odor e textura) nas trés versdes (biomassa Umida, seca e em
alimentos), exceto para odor na forma “in natura” (66,12%). Quanto a intencdo de compra,
88% dos entrevistados afirmaram que comprariam 0s produtos caso 0s encontrassem no
comércio. Os testes de atitudes evidenciaram um indice de consisténcia interno positivo frente
a Spirulina, indicando que os agricultores testados sdo abertos a inovagoes tecnoldgicas.

Palavras-chave: Cultivo, Meios alternativos, Acidos graxos, Semiarido, Aceitabilidade.



Abstract

Microalgae have a varied chemical composition with many products of interest to the food,
pharmaceutical, cosmetic and energy sector, which makes them a group of high
biotechnological potential. In this work some species of microalgae isolated from the
Caatinga biome were studied regarding the taxonomic viewpoint and its cultivation in
synthetic medium viewing to assess their ability to produce fatty acids methyl esters.
Promising species for biodiesel production and essential fatty acids were also cultivable in
alternative medium prepared with soil extract with vinasse, chicken manure and extract of
biocompound obtained from fruits and vegetables marketed in EMPASA-PB. The
acceptability for use of microalgae in human and/or animals was evaluated among agricultural
workers of the semi-arid region of the state of Paraiba for the exotic species Spirulina
platensis. Cultures of local species were obtained from water samples collected in various
aquatic environments of the Caatinga inoculated in the Zarrouk and WC mediums, and
maintained for growth in a culture chamber at 25°C + 1°C. The isolated species were encoded
and embedded in the Collection of Microalgae of the LARBIM/UFPB. A total of 24 strains of
microalgae were obtained, of which 21 were identified to specific level, and 14 were grown in
synthetic media to produce biomass for the fatty acids methyl esters analysis. Two local
strains D39Z (Planktothrix isothrix) and D115WC (Scenedesmus acuminatus) and an exotic
strain D9Z (Spirulina platensis) were cultured in the alternative mediums. Growth curves
were monitored by cell counts and measurements of the in vivo fluorescence, in triplicate, and
all growth parameters were analyzed for each species tested. Biomass of S. platensis growing
in synthetic medium was used for the preparation of cakes, biscuits and juices used in sensory
analysis of acceptability test and purchase intent for Spirulina, attended by 75 agricultural
workers from the city of Frei Martinho-PB. These workers were also evaluated for their
attitude about S. platensis. Differences in growth parameters were observed in cultured
species, with the maximum growth constant (k) recorded in D112Z strain (Synechococcus
nidulans) with 0.71 divisions.day™, the longest duration of the exponential phase (8 days) in
strains D74Z (Rhabdoderma lineare) and D133WC (Lagerheimia longiseta), and the highest
biomass yield (0.75 g/L) was registered in the strain D28Z (Chlorococcum cf. hypnosporum).
The highest yield of fatty acids (590.8%, compared to soybean) was recorded in strain
D115WC (S. acuminatus). Strains growing in the alternative media exhibited distinct patterns
of growth with higher yields in the extract of biocompounds. Acceptability rates of S.
platensis higher than the expected (70%) were observed for all tested attributes (appearance,
odor and texture) in three versions (wet biomass, dry biomass and foods), except for odor as
“in natura” (66.12%). Regarding the intention of purchase, 88% of respondents said they
would buy the product if they found them in the trade. The tests showed a positive index of
internal consistency in relation to the attitudes about Spirulina, indicating that the tested
farmers are open to technological innovations.

Keywords: Cultive, Alternative medium, Fatty acids, Semiarid, Acceptability.
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1 INTRODUCAO

Integrando o0 grupo dos biomas brasileiros a Caatinga ocupa uma area de
aproximadamente 969.589,4 km?, representando 11% do territério nacional. Distribui-se por
aproximadamente 70,6% da &rea territorial de todos os estados da regido Nordeste e parte do
norte de Minas Gerais (regido Sudeste), sendo a regido semiarida mais habitada do mundo. De
acordo com o censo do IBGE (2000) ai vivem aproximadamente 19 milhdes de pessoas, em
1.132 municipios (BARBOSA et al., 2012).

Do ponto de vista etimologico o termo caatinga quer dizer mata branca (do Tupi-
Guarani: caa = mata + tinga = branca), definicdo esta que caracteriza bem a paisagem
esbranquicada apresentada pela vegetacdo durante o periodo seco, o que faz com que a
maioria das plantas perca suas as folhas e os troncos tornem-se esbranquicados, e de aparéncia
seca (PRADO, 2003).

A Caatinga é um bioma endémico do Brasil, ou seja, seu patriménio bioldgico é
incomum a qualquer lugar do planeta. E comparado a outros biomas brasileiros, a Caatinga
apresenta muitas caracteristicas extremas quando se trata de alguns parametros climaticos:
niveis elevados de radiacdo solar, de temperatura média anual e de potencial de
evapotranspiracdo, e niveis baixos de nebulosidade, de taxas de umidade relativa e de
precipitagdes, ndo sO baixas, mas irregulares e limitadas, em grande parte da area, a um
periodo muito curto no ano (REIS, 1976). Estas caracteristicas propiciam a ocorréncia de
cheias e secas, sendo que as secas apresentam periodos mais prolongados e /ou indefinidos,
fazendo da agua um fator limitante. Estes fendmenos modelam a vida da fauna e da flora
local, ou seja, a caatinga abriga espécies que se adaptaram morfofisiologicamente as
condicdes locais, ressaltando a sua importancia biolégica.

Do ponto de vista climatologico, a regido é marcada por apresentar baixos indices
pluviométricos (menos que 1000 mm por ano, com algumas areas recebendo menos que 500
mm por ano), e com taxas de evaporacdo da ordem de 1150 mm por ano. O padrdo de
precipitacdo é irregular, com secas frequentes que podem durar até 11 meses (NIMER, 1977).
Né&o é surpreendente, portanto, que a disponibilidade hidrica exerca um papel importante para
a sobrevivéncia das pessoas que ali vivem, e que precisam sobreviver com periodos
prolongados de escassez de &gua. A maioria dos rios e nascentes apresentam fluxos
intermitentes (MALTCHIK; MEDEIROS, 2006; MEDEIROS; MALTCHIK, 2001), mas
exercem importante papel nas estratégias de sobrevivéncia das popula¢cdes humanas nessa
regido (MALTCHIK et al., 2009).
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Ao passo em que a Caatinga apresenta caracteristicas que lhe sdo peculiares
esseecossistema é também marcado pela exploracdo humana, devido ao desenvolvimento de
praticas agricolas e extrativistas (alimentacdo de animais e comércio de madeira) com
desmatamento e queimadas intensas, que contribuem imensamente para sua degradacdo, e
para a impressdo e/ou associagdo que algumas pessoas fazem do bioma: pobre, seco, sem vida
e marcado por sofrimento. Esta visdo em grande parte se da diante da escassez de pesquisas
sobre a Caatinga, colocando-a em um cenario de importancia do ponto de vista
conservacionista, por enaltecer a sua biodiversidade, ja& que muitas espécies sdo registradas
apenas neste bioma.

No tocante ao grupo das microalgas, Bicudo e Menezes (2001) destacam que a
Caatinga esta entre 0s biomas menos conhecidos, juntamente com o Pantanal e o Pampa.
Estes autores referem apenas 2 espécies de Euglenophyceae, 2 de Bacillaryophyceae, 11 de
Cyanophyceae e 22 de Chlorophyceae para a Caatinga, quantidade esta que totaliza 37
espécies, ou seja cerca de 1% da 3.689 espécies epicontinentais estimadas por estes autores
para o Brasil.

Ressalta-se evidentemente que a compilacdo de Bicudo e Menezes (2001) sobre as
microalgas da caatinga nédo representa a realidade deste Bioma, visto que os dados que eles
apresentaram ndo esgotaram toda a literatura disponivel. Entretanto, mesmo com caréncia de
informac0es, torna-se evidente que o que eles sinalizam é a necessidade urgente de um maior
numero de pesquisas sobre as microalgas, especialmente para as areas que consideram menos
conhecidas, como a caatinga, 0 pampa e o pantanal.

E foi pensando nesta escassez de informacdes que se planejou este trabalho. A
literatura tem reportado poucos estudos envolvendo o grupo das microalgas com focos na
identificacdo taxondmica de espécies ocorrentes no bioma Caatinga (AFFE, 2012,
ALCANTARA et al., 2011; CAMPELO et al, 2002; CHELLAPPA, 2007; COSTA;
DANTAS, 2011; DANTAS et al.,, 2008; LEAO, 2004; MASCARENHAS et al., 2013;
MENDES et al., 2002; MENDES-CAMARA et al.,2002; MENDONCA, 2009; PEREIRA et
al., 2011; PESSOA et al., 1997; RAMOS et al., 2012; RANGEL et al., 2013; SILVA, 2009;
VANDERLEI, 2013). E nenhum estudo tem enfatizado o cultivo de microalgas dessa regido
com foco no seu potencial biotecnoldgico, o que destaca o carater pioneiro desta pesquisa,
cujo propdsito é também contribuir com o inventario taxonémico das espécies que habita o0s
diferentes tipos de ambientes aquéaticos desse Bioma.

Sd0 muitos os aspectos que viabilizam o cultivo de microalgas: elas podem ser

cultivadas em areas inadequadas a agricultura tradicional; os cultivos em massa podem ser
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desenvolvidos em pequenos espacos; apresentam producdo continua durante o ano;
praticamente ndo geram danos ambientais; quando realizados em larga escala representam
uma pratica sustentavel e tem importancia social, podendo gerar emprego e renda; possuem
necessidades reduzidas de nutrimentos; podem ser desenvolvidos independentemente das
mudancas sazonais, ndo competindo, portanto, com os usos da terra para agricultura; e podem
usar aguas residuais como meio de cultura (MATA et al., 2010).

No Brasil, o cultivo em massa de microalgas € um campo de investigacdo bastante
promissor e necessita de mais atencdo. Considerando-se a existéncia de regides com
condi¢Bes climaticas potencialmente adequadas, com temperaturas amenas e sol em
abundancia, sua pratica parece ser uma possibilidade socioecondmica muito promissora
particularmente na regido Nordeste.

Através do conhecimento das espécies, que se da a partir de seu isolamento e cultivo, é
possivel usar as condi¢bes climaticas propiciadas pelo Bioma Caatinga a favor do
desenvolvimento de cultivos em larga escala com espécies resistentes, ou seja, ja adaptadas as
condicdes locais, e que apresentam diversos potenciais para usos biotecnoldgicos, ou ainda
visando a implantacdo de cultivos artesanais em comunidades rurais para subsidiar a
alimentacdo humana ou animal em periodos de escassez de agua, como mais uma alternativa
de geracdo de emprego, de renda e de sobrevivéncia na seca. Se tais cultivos forem manejados
de forma sustentavel podem vir a se tornar em mais uma alternativa para o desenvolvimento
da regido, quer seja para a producéo de alimento ou de energia.

A selecdo de espécies de alto potencial biotecnolégico € um aspecto importante a
considerar, pois pode levar a reducdo de custos no processo produtivo. Isso justifica a
necessidade de estudos das espécies locais visto que uma grande variedade de microalgas
ainda ndo foi explorada e dentre as cerca de 200 mil espécies conhecidas, a maioria
permanece bioquimica e metabolicamente inexplorada (SHEEHAN et al., 1998).

Microalgas ocorrem em todos os ecossistemas da terra, ndo somente nos aquaticos,
mas também terrestres, e englobam uma grande variedade de espécies que vivem em
condicbes ambientais amplamente varidveis (MATA et al.,, 2010). Elas fixam CO, da
atmosfera através do processo da fotossintese e suas taxas sdo, até, 10 vezes superiores a das
plantas terrestres (USUI; IKENOUCHI, 1997).

O uso de microalgas para a producdo de biodiesel tem ganhado destaque nos Gltimos
anos e residuos gerados da producédo de biodiesel a partir das microalgas podem se constituir
em importante fonte de material proteico e outras substancias nutricionais, podendo ser

utilizados como suplemento alimentar de baixo custo para alimentacdo humana ou producéo
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de racdo animal. Citam-se como exemplos, a producédo de etanol, metano, alimento para gado,
fertilizante organico (devido a sua alta relacdo N:P), ou simplesmente, a biomassa
remanescente pode ser queimada para a co-geracao de energia (WANG et al., 2008).

A quantidade de lipideos que algumas espécies ja estudadas podem conter chega a
representar até 75-80% da biomassa seca, dependendo da espécie e do estado fisiol6gico em
que ela se encontra. Chisti (2007) aponta que a espécie Botryococcus braunii pode conter de
25 a 75% de lipideos, Chlorella sp. apresenta de 28 a 32%, Phaeodactylum tricornutum, de
20 a 30%, Schizochytrium sp de 50 a 77% e Neochloris oleoabundans de 35 a 54%. Esta
riqueza em teores lipidicos sugere uma grande diversidade de ésteres metilicos de acidos
graxos em muitas microalgas, o que é de relevante interesse para a inddstria farmacéutica,
alimentar e de cosméticos.

O dominio de técnicas de producdo de concentrados algaceos a partir de culturas de
microalgas também poderéa abrir novos campo de investigacdes acerca de compostos bioativos
de importancia econémica, particularmente sobre antioxidantes como a astaxantina, e corantes
naturais como a ficoeritrina, ficocianina e clorofila.

Hoje, diversas unidades de cultivo em massa de microalgas foram implantadas em
diversos paises como o México, Estados Unidos, Japdo, Australia, india e Cuba, sendo que a
producdo desses paises vem aumentando expressivamente a cada ano e isso devera também
chegar ao Brasil muito em breve.

Considerando-se as condicdes climaticas favoraveis, com temperaturas amenas e sol
em abundancia, a regido nordeste do Brasil tem condic¢des excepcionais para a implantacdo de
sistemas produtivos de cultivo em massa de microalgas com elevado potencial biotecnol6gico
ou para fins alimentares (fonte de proteina). O desenvolvimento de técnicas de cultivo usando
meios alternativos elaborados a partir de residuos da producdo agropecudaria ou industrial
podera, inclusive, despertar o interesse quanto ao uso popular de biomassa de microalgas em
comunidades rurais.

Na Caatinga, em especial, pesquisas com este propdésito se tornam deveras importante,
visto que os resultados poderdo abrir novos horizontes no tocante as estratégias de
sobrevivéncia com a seca, especialmente quanto a possibilidade de se obter, de forma rapida e
segura, grandes quantidades de proteina para consumo humano ou alimentacdo animal em
épocas de escassez hidrica, uma vez que as necessidades hidricas para producéo de biomassa
de microalgas é minima quando comparadas a agricultura tradicional. Nos cultivos em
tanques a evaporacdo pode ser minimizada mediante o uso de cobertura com materiais

transparentes, a exemplo de filmes de policarbonatos, e em sistemas fechados
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(fotobiorreatores) o consumo de &gua € minimo visto que praticamente ndo ha perdas.
Despertar este interesse em comunidades rurais da regido semiarida brasileira €, entretanto,
um novo desafio, visto que isso implica em avaliar a possibilidade de aceitacdo ou de rejeicdo
de tais tecnologias e do uso de microalgas nessas comunidades, sendo este mais um foco

inovador desta pesquisa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de producdo de 6leos para fins de biodiesel e de aceitabilidade para

alimentacdo humana em comunidades rurais de espécies de microalgas provenientes de

ambientes aquaticos do Bioma Caatinga.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

f)

Coletar, isolar e manter em cultivos unialgais espécies de microalgas em diferentes
ambientes aquéaticos do Bioma Caatinga nos estados da Paraiba e Rio Grande do

Norte;

Contribuir com o inventario taxonébmico das espécies de microalgas do Bioma

Caatinga nos estados da Paraiba e Rio Grande do Norte;

avaliar a producéo e a diversidade de ésteres metilicos de acidos graxos nas espécies
isoladas do bioma Caatinga cultivadas em condicdes laboratoriais controladas, como

subsidio a producéo de biodiesel ou para fins nutracéuticos;

avaliar o crescimento de espécies de microalgas isoladas do bioma Caatinga
potencialmente produtoras de acidos graxos, e de microalga com alto potencial de

producdo de proteinas, em meios de cultura alternativos;

medir a aceitabilidade de uso de microalgas como complemento alimentar em

populacdo de trabalhadores rurais da regido semiarida do Estado da Paraiba;

avaliar se o grau de abertura dos trabalhadores rurais da regido semiarida do Estado
da Paraiba frente a utilizacdo de tecnologia de producdo de microalgas para fins

alimentares se manifesta como atitudes inovadora ou conservadora.



24

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Importancia dos estudos sobre microalgas e principais investigacGes sobre este tema

no Bioma Caatinga

Microalga € uma denominacdo geral aplicada a uma vasta gama de microrganismos
pertencentes a diversos grupos taxonémicos que ndo guardam entre si nenhuma relacdo
filogenética, e que incluem até mesmo formas procariéticas a exemplo das cianobactérias.
Segundo Margulis e Schwartz (2001), as microalgas eucariotas pertencem ao Reino
Protoctista, Super-Reino Eucéria, que integram todos 0s organismos que evoluiram por
simbiogénese, enquanto que as cianobactérias fotossintetizantes integram o sub-reino
Eubacteria, do Reino Bacteria, Super-Reino Prokaria, que integram todos 0os organismos que
evoluiram sem simbiogénese.

Tais organismos apresentam forma e tamanho variados, medindo desde alguns
micrémetros até alguns milimetros, e colonizam diferentes tipos de ambientes, podendo viver
como seres planctdnicos ou sobre diferentes tipos de substratos. Algumas microalgas podem
ocorrer como epifitas, epipélicas, endoteélicas, epipsamicas, endopsamicas, enquanto outras
ainda sdo encontradas como epi ou endossimbiontes de diversos invertebrados aquéticos, a
exemplo dos cnidarios, poriferas, tunicados, esponjas, dentre outros. Essa grande variedade de
habitats que podem colonizar faz das microalgas organismos ubiquos, visto que eles podem
ser encontrados até mesmo em rochas e areias dessecadas no deserto, bem como em éareas
montanhosas cobertas de neve, em ambientes hipersalinos, e até mesmo em fontes termais.

Segundo Derner et al. (2006) as microalgas se distribuem entre as DivisOes
Cyanophyta (cianobactérias) como procaridticos e as Divisdes Chlorophyta, Euglenophyta,
Rhodophyta, Haptophyta (Prymnesiophyta), Heterokontophyta (Bacillariophyceae,
Chrysophyceae, Xantophyceae etc.), Cryptophyta e Dinophyta como eucarioticos.

Cada Diviséo caracteriza-se por apresentar diferentes tipos de pigmentos, sendo tal
aspecto uma das principais caracteristicas usadas para separar os diferentes grupos de
microalgas. E certo que todas possuem clorofila-a, mas juntamente com ela outros pigmentos
acessorios estdo presentes e auxiliam na fotossintese, a exemplo das xantofilas, carotenos,
ficocianinas e ficoeritrina. As cianobactérias (Divisdo Cyanophyta), por exemplo, por serem
procariotas ndo possuem nlcleo organizado, nem mitocdndria e nem cloroplastos, mas
contém clorofila-a e outros pigmentos acessorios caracteristicos, como ficocianina,

ficoeritrina e aloficocianina, organizados em tilacGides e responsaveis pela coloragédo verde-
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azulada caracteristica do grupo (LORENZI, 2008). As cloroficeas (Divisdo Chlorophyta), por
sua vez, que integram um grupo muito diversificado encontrado predominantemente em
ambientes dulcicolas, possuem clorofila a e b e algumas vezes, carotenoides, enquanto que as
diatomaceas (Bacillariophyceae), muito abundantes e diversificadas no ambiente marinho,
contem clorofila-a e ¢ e carotendides (xantofilas, dentre as quais a mais abundante é a
fucoxantina e o caroteno), enquanto que os dinoflagelados (Divisao Dynophyta ou
Pyrrophyta) também predominantemente marinhos, contem clorofila-a e ¢ associados com
caroteno e xantofilas, das quais a mais abundante delas é a peridinina (BOUGIS, 1976).

Mundialmente, as microalgas contribuem com uma parcela expressiva da
biodiversidade global, muito embora o numero exato de espécies ainda permaneca
desconhecido (DERNER et al., 2006). Dados da literatura mostram que podem existir de
30.000 a um milhdo de espécies descritas e algumas estimativas reportam mais de 200.000
espécies apenas para as Bacillariophyceae (GUIRY, 2012), dados estes que contrastam com
as 8000-10000 espécies descritas para este grupo (ARMBRUST, 2009). As cianobactérias
representam os organismos fotoautotréficos mais antigos, visto que surgiram no planeta Terra
ha cerca de 3,5 bilhdes de anos e foram indispensaveis para a conversdao da atmosfera
primitiva a atual, sendo que o grupo abriga cerca de 150 géneros, dos quais 40 sdo
potencialmente toxicos (FERREIRA, 2008).

Nos ambientes aquaticos as microalgas desempenham um papel preponderante, visto
que, por serem organismos fotossintetizantes, disponibilizam o uso do carbono para as cadeias
alimentares utilizando a luz solar até os limites da zona eufdtica para a producéo organica. A
dindmica e a estrutura das comunidades de microalgas que integram as populacGes
plancténicas dependem da disponibilidade dos nutrientes presentes na coluna d"agua,
particularmente de nitrogénio, fésforo, silica e ferro, sendo estes os principais componentes
que regulam a produtividade primaria nos oceanos, em lagos, reservatorios e ambientes
estuarinos. Usualmente, a dindmica de crescimento do fitoplancton € previsivel, muito embora
possa acontecer crescimento explosivo de algumas espécies em determinadas situaces,
formando floracGes que persistem por varios dias, e que se distribuem formando manchas na
superficie da agua visiveis a distancia, inclusive através de imagens de satélite, dependendo
da escala com que se desenvolvem.

Muitas dessas floragdes podem ser produzidas por microalgas toxicas, representando
este fato uma grande preocupacdo mundial devido a capacidade que tais organismos
apresentam para produzir e liberar toxinas como metabdlitos secundarios, que podem ser

letais para muitos seres vivos, incluindo o homem, além dos efeitos que tais flora¢cdes podem
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causar no equilibrio dos ecossistemas. Dentre as microalgas capazes de formar floracGes
toxicas destacam-se os dinoflagelados e as cianobactérias, que produzem potentes toxinas
com acles neurotdxicas, hepatdxicas, dermatotoxicas, e aquelas caracterizadas como
inibidores potentes de sintese proteica (YUNES et al., 2003). As neurotoxinas apresentam
uma acgdo rapida em vertebrados, através de diferentes mecanismos fisiologicos, causando a
morte por parada respiratoria, sendo as saxitoxinas um grupo de neurotoxinas comumente
observadas em dinoflagelados marinhos responsaveis pelo fendmeno das marés vermelhas. As
hepatoxinas, apresentando mecanismo de agdo mais lenta, também podem causar a morte de
vertebrados em horas ou dias (CARMICHAEL, 1994), e dentre elas destacam-se as
microcistinas, que apresentam a maior quantidade de registros no Brasil, especialmente em
reservatorios utilizados para o abastecimento publico (SASSI, 2013).

A diazotrofia no meio aquatico é outra caracteristica importante das cianobactérias,
visto que a fixacdo do nitrogénio realizada por tais microalgas é globalmente o mais
importante processo depois da fixacio do CO, pela fotossintese (GENUARIO, 2010). Tal
processo tem um papel significativo na producédo de novo nitrogénio bem como na producéo
primaria no ambiente marinho (HERBERT, 1999) o que faz das cianobactérias um dos mais
importantes grupos de microalgas nos diversos oceanos e mares oligotroficos do mundo
(SASSI, 2013).

A taxonomia das microalgas € outro aspecto que merece mengao, visto que é
extremamente complexa, dependendo do grupo. Nos dinoflagelados tecados, por exemplo,
além do tamanho e de estruturas como apéndices e chifres, ela se baseia no nimero, na
posicdo e na geometria das placas tecais, sulcais e cingulares que revestem a parede celular e
cuja constituicdo quimica é de natureza celulésica. A taxonomia requer a remog¢do do
conteddo citoplasmatico com gotas de hipoclorito de sédio, expondo com mais nitidez os
detalhes e as formas de cada uma dessas placas, que podem ser facilmente visualizadas em
microscopia optica, muito embora o uso da microscopia eletrdnica tenha se tornado cada vez
mais comum, permitindo a visualizagdo de outros detalnes mais delicados. Nos
dinoflagelados nus, ou atecados, usualmente a taxonomia é baseada na forma e na posicdo das
regides sulcal e cingular em relacdo ao eixo apical, no tamanho da célula, na natureza do
anfiesma, e na forma geral da célula, além de caracteres ultraestruturais, visiveis em
microscopia eletronica.

As diatoméceas, por sua vez, tem sua classificacdo essencialmente baseada nas
caracteristicas da frastula, uma estrutura silicosa que reveste a parede celular e que apresenta

distintos formatos e detalhes que sdo peculiares a cada espécie, a exemplo de aréolas, poros,
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pordides, processos terminais como chifres, espinhos, setas, comuns na Ordem Centrales,
além de estrias, rafe, pseudorafe, costelas, entre outros, na Ordem Pennales. O estudo dessas
caracteristicas requer a limpeza das frastulas mediante o uso de agentes oxidantes como agua
oxigenada, &cido sulfurico, permanganato de potassio ou hipoclorito de sédio, por exemplo,
que removem o conteudo celular e evidenciam todos os caracteres das valvas (epivalva e
hipovalva), da regido pervalvar e do manto, que em seu conjunto constituem a frastula,
tornando mais facilmente visiveis os caracteres usados para a identificacdo das espécies,
inclusive nas formas muito diminutas que necessitam de microscopia eletrénica.

Nas cianobactérias a taxonomia adota tanto o seguimento botanico tradicional como o
bacteriolégico de maneira que tanto o codigo bacteriolégico como o coédigo botanico é
empregado (OREN, 2004; OREN; TINDALL, 2005). A taxonomia botéanica tradicional
baseia-se em caracteres morfoldgicos e ecologicos (DESIKACHARY, 1959; GEITLER,
1932; LANE et al., 1985) e comumente este método tem sido usado em diferentes bidtopos
evidenciando a enorme variabilidade morfologica do grupo e os detalhes da sua distribuicdo
geografica, como se faz em estudos floristicos. No entanto, frente a escassez de informacgoes
sobre relacdes filogenéticas nas cianobactérias, tais estudos sdo considerados pouco populares
na pesquisa moderna ficologica, conforme ressalta Komarék (2006). Na taxonomia do grupo
cada vez mais se consideram informacGes genéticas além da morfologia e de caracteres
citoldgicos, ecoldgicos e bioquimicos (KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 2005).

Usualmente, a taxonomia das bactérias esta baseada na morfologia da célula e forma
da bainha, reproducdo, formacéao de colbnia, pigmentacéo, fisiologia e bioquimica, bem como
na organizacao da estrutura celular a partir de microscopia eletrénica (critérios botanicos),
juntamente com andlises bioquimicas da composicdo da parede celular e estrutura dos
ribossomos, que revelam a natureza procaridtica das células e justificam o posicionamento do
grupo junto as bactérias Gram-negativas (BONEN; DOOLITTLE, 1978; RIPPKA, 1988;
STANIER et al., 1971; STANIER; COHEN-BAZIRE, 1977) e sua inser¢cdo no Codigo
Internacional de Nomenclatura Bacteriana.

Na atualidade, os dois sistemas de identificacdo das cianobactérias tem sido
rotineiramente usados visto que a sistematica das espécies deste grupo nao deve basear-se
somente nos métodos tradicionais da Botanica (ZERHR et al., 1997). A utilizacdo de
caracteristicas fenotipicas juntamente com detalhes genotipicos certamente devera tornar mais
robusta a taxonomia das espécies de cianobactérias (MARQUARDT; PALINSKA, 2007,
RAJANIEMI et al., 2005; SWILMOTTE; HERDMAN, 2001; ZEHR et al., 2003). Entretanto,

mesmo com a adocdo da taxonomia molecular usualmente adotada para as bacterias, ndo é
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simples estabelecer consistentes relagdes taxonémicas e filogenéticas nas cianobactérias, em
funcdo da pequena quantidade de caracteristicas consistentes para suportar um bom esquema
taxonémico, seja este pelo sistema nomenclatural bacteriano ou botanico (FIORE et al., 2007,
HENSON et al., 2002; RIPPKA et al.,1979; STAINIER et al., 1978), em funcéo do que se
percebe que a sistematica das cianobactérias deverd continuar sendo ainda extremamente
confusa, devendo este dilema perdurar por muito tempo nas discussdes entre botanicos e
microbiologistas (GENUARIO, 2010).

Todos esses aspectos acima relacionados sdo suficientes para ressaltar a importancia
dos estudos sobre microalgas. Mas além dos aspectos ecoldgicos relacionados com a
produtividade priméaria nos ecossistemas aquaticos e o ciclo do carbono ou das floragdes
toxicas, cada vez mais frequentes tanto nos oceanos como nos ecossistemas epicontinentais,
ou ainda, dos aspectos inerentes a taxonomia e relacdes filogenéticas nos diferentes grupos de
microalgas, chama a atenc¢do, na atualidade, a relevancia que muitas espécies deste grupo de
microrganismos apresentam para a biotecnologia. Neste contexto, diversos aspectos
relacionados com o0s requisitos de crescimento de células em cultivo, estratégias adaptativas e
morfologia funcional de inimeras espécies marinhas e de agua doce tem sido objeto de
investigacao recente.

Como a maioria das microalgas sdo fotoautotréficas, obtém-se bom crescimento das
células desde que existam condi¢Bes térmicas, foticas e nutricionais adequadas ao seu
desenvolvimento. O elevado crescimento das células em cultivo é consequéncia da elevada
relacdo superficie/volume que esses organismos apresentam, além da sua capacidade de se
reproduzirem assexuadamente.

A producdo de microalgas ¢ um importante mecanismo natural para reduzir 0 excesso
de CO, atmosférico por biofixacdo, assegurando uma diminuicdo no efeito de estufa,
amenizando o aquecimento global e as mudancas climaticas em nivel mundial, e garantindo
um desenvolvimento sustentdvel e uma melhor gestdo dos recursos naturais. Além disso,
desde que sdo cultivadas de forma continua e em curto tempo, requerendo pequenas areas
para seu cultivo e cuidados simples como reposicdo de nutrientes, controle de pH,
luminosidade (BERTOLDI et al., 2008), torna-se evidente que os cultivos de microalgas
apresentam indmeras vantagens sobre a agricultura convencional, visto que podem atingir
uma produtividade maior do que as culturas tradicionais, além de poder ser desenvolvido em
areas com climas limitantes para a pratica agricola e utilizarem pouquissima quantidade de
agua. (LOURENCO, 2006; MATA et al., 2010; SPOLAORE et al., 2006). Por outro lado, a

biomassa produzida pode ser utilizada tanto como alimento, energia ou como fonte de
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compostos bioativos de interesse (CHISTI, 2010; RADMANN; COSTA, 2008) aspectos estes
que colocam as microalgas na vanguarda das pesquisas em biotecnologia de ponta.

No tocante aos estudos sobre microalgas realizados no bioma caatinga, deve-se
destacar a escassez de informagdes taxondmicas para esta regido (BICUDO; MENEZES,
2010), fato este que por si sO ja é muito relevante. Tradicionalmente, as pesquisas realizadas
com microalgas neste bioma tém enfatizado principalmente aspectos ecoldgicos sobre o
fitoplancton e perifiton e presenca de cianobactérias relacionadas com algumas caracteristicas
limnoldgicas, principalmente em agudes.

Dentre esses estudos podem ser destacados os trabalhos de Falcédo et al. (1999), que
estudaram a composicao floristica da comunidade fitoplancténica em reservatorios de cinco
bacias hidrograficas do Estado de Pernambuco e relacionaram a presenca das cianobactérias
do género Cylindrospermopsis com algumas caracteristicas limnologicas e a dominancia das
demais classes, sendo as cloroficeas as de maior diversidade; Bouvy et al. (1999), que
estudaram a influéncia dos fatores abioGticos sobre a comunidade fitoplancténica no
reservatorio Mundau, PE, em curtos intervalos amostrais; Bouvy et al. (2001) que estudaram
os efeitos de uma floracdo da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii no reservatério
Ingazeira, Pl; Mendes-Camara et al. (2002) que identificaram a ficoflorula plancténica do rio
Parnaiba, PI; Chellappa e Costa (2003) que estudaram aspectos ecoldgicos das cianobactérias
no reservatorio Gargalheira em Acari, RN, enfatizando aspectos do ciclo anual; Costa et al.
(2006) que relataram a ocorréncia de florescimentos de cianobactérias e a presenca de
cianotoxinas em amostras de agua do reservatorio Armando Ribeiro Gongalves, RN; Panosso
et al. (2007), que estudaram as cianobactérias e cianotoxinas em reservatorios do estado do
Rio Grande do Norte e o potencial controle das floracdes pela tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus); Andrade (2008) que avaliou a dinamica do fitoplancton, qualidade de agua e a
percepcao de pescadores em agudes da bacia do rio Taperod, PB; Araujo (2009), que estudou
o efeito do enriquecimento com nutrientes (N e P) em diferentes condigdes de luz sobre o
crescimento do fitoplancton no reservatorio eutrofico Engenheiro Armando Ribeiro
Gongalves, bacia hidrografica do Rio Piranhas/Acu, RN, regido semiarida; e Vasconcelos et
al. (2011) que estudaram as cianobactérias em reservatérios do Estado da Paraiba enfatizando
aspectos da ocorréncia, toxicidade e fatores reguladores.

Outros trabalhos recentes foram desenvolvidos por Lima (2009) no Riacho Avelds,
PB, margem direita do rio Taperod, microrregido homogénea dos Cariris Velhos, PB,
mediante estudo da colonizacdo fitoplancton, perifiton e cianobactérias em substrato artificial,

avaliando a estrtutura da comunidade em dois periodos (seca e chuva) do ciclo anual. Macédo
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(2009), realizou estudo sobre a presenca de microcistina em 20 reservatorios de abastecimento
publico do estado da Paraiba dos quais 17 estdo inseridos no bioma Caatinga e 3 na zona da
Mata.

3.2 Alguns aspectos relacionados aos cultivos de microalgas e sua importancia

Historicamente, o primeiro cultivo monoespecifoco de microalgas foi obtido por
Beijerinck in 1890 com Chlorella vulgaris, e os primeiros estudos fisioldgicos empregando
essas culturas foram realizados por Warburg, por volta de 1900. Mas foi somente por volta de
1950 que os cultivos em massa desses organismos comecgaram a receber mais atengéo. O livro
classico de Burlew (1953) procurou sumarizar o conhecimento a respeito na época, e a partir
de entdo o interesse nos cultivos de microalgas tem crescido continuadamente e muitos
aspectos da biotecnologia foram desenvolvidos visando aumentar a eficiéncia de culturas em
massa (BENEMANN et al., 1987; CHAUMONT, 1993; RICHMOND, 1986, 1987).

A literatura que trata dos estudos sobre cultivos de microalgas € muito vasta,
demonstrando que o tema vem de longo tempo recebendo a atengdo de pesquisadores no
mundo todo, elas tém uma significativa importancia comercial porque muitas delas podem ser
ndo somente fonte de alimento para animais e humanos, mas também fontes de uma grande
variedade de produtos quimicos usados em diversas atividades industriais, inclusive na
tecnologia de alimentos e na indlstria farmacéutica (BOROWITZKA, 1999a UKELESS,
1976). Microalgas fornecem proteinas, pigmentos carotendides, agentes anti-oxidantes e
lipidios que podem ser usados na producdo de energia (DEL CAMPO et al., 2007). Mas
também podem ser usadas diretamente em inumeros processos tecnolégicos como no
tratamento de aguas residuarias e em projetos de MDL (Mecanismo de Desenvolvimento
Limpo) que hoje se constituem no principal mecanismo mundialmente adotado para reduzir as
emissdes de CO, na atmosfera e minimizar os efeitos do aquecimento global.

A obtencdo de biomassa a partir de cultivos intensivos de microalgas é um importante
processo biotecnoldgico que se acha em expansao, visto que a partir desses cultivos é possivel
obter energia, alimento e varios produtos de interesse nutricional, farmacol6gico e industrial
(Tabela 1), a custos que podem ser muito inferiores do que aqueles empregados pela
agricultura tradicional, e numa velocidade de producdo muito mais rapida
(http://www.spirulinasource.com/earthfoodintro.html; LOURENCO, 2006; SPOLAORE et
al., 2006).
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Tabela 1 — Diferentes espécies de microalgas e suas aplicacdes biotecnoldgicas, segundo Pulz e
Gross, 2004; Spolaore et al., 2006.

Espécie Produto Area de aplicagio
Arthrospira sp. (Spirulina) Acido y-linolénico (GLA) Suplemento alimentar, alimentacéo para nutrizes.
N . . T Alimento natural, alimentagdo humana e animal,
Spirulina platensis Biomassa, ficocianina - -
suplemento alimentar, cosméticos.
. . Alimento natural, alimentaco humana e animal,
Chlorella vulgaris Biomassa . : "
suplemento alimentar, aquicultura e cosméticos.
. . . Alimento natural, alimentagdo humana e animal,
Dunaliella salina Carotenoides, -caroteno - -
suplemento alimentar, cosméticos.
- .- . Produtos farmacéuticos, aditivo alimentar (corante
Haematococcus pluvialis Carotendides, astaxantina natural)
. <. Produtos farmacéuticos, cosméticos, alimentacdo
Odontella aurita Acidos graxos - &
para nutrizes.
- Polissacarideo, acido Produtos farmacéuticos cosméticos, alimentacéo
Porphyridium cruentum . .
aracdoénico (AA) animal.
Isochrysis galbana Acidos graxos Alimentagao animal.
Phaedactylum tricornutum Lipideos, acidos graxos Alimentagdo animal, biocombustivel.
Lyngbya majuscule Imunomoduladores Produtos farmacéuticos e alimentagdo animal.
. Acido eicosapentaendico - -
Nannochloropsis sp. (EPpA) Suplemento nutricional e aquicultura.
Nannochloropsis oculata Biomassa Alimentagdo animal, cosméticos.

Os estudos com esses organismos tém enfatizado as mais diversas abordagens,
contemplando diversas areas do conhecimento, incluindo a fotossintese, toxicidade, fatores
promotores e inibidores de crescimento, compostos nutricionais limitantes, tolerancia de
espécies & dessecacdo e escuriddo de células vegetativas e esporos de resisténcia, excregédo e
absorcdo de compostos, entre outros (BERLAND et al., 1973; CLEVELAND; PERRY, 1987;
HARGRAVES; FRENCH, 1975; LOMBARDI, 1990; MARTIN-JEZEQUL, 1983;
NAKANISHI; MONSI, 1965; POULET; MYKLESTAD et al., 1972 ; QUARMBY et al.,
1982; RAIMBAULT, 1984; 1986).

Os efeitos das condicbes foticas sobre os cultivos (FAWLEY, 1984; GRIFFTHS,
1973; QURAISHI; SPENCER, 1971; SAVIDGE, 1986), da temperatura (GOLDMAN, 1977;
GOLDMAN; MANN, 1980; MORRIS; CLOVER, 1974; RAIMBAULT, 1984; 1986), da
salinidade (BLINN, 1984; BRAND, 1984; SCHOBERT, 1980; SHIMURA et al., 1979), da
absorcdo de compostos nitrogenados (CRESSWELL; SYRETT, 1979; RAIMBAULT, 1984),
do uso de guanina por microalgas (SHAH ; SYRETT, 1982), da absorcdo de aminoacidos
(FLYNN; SYRETT, 1985, 1986a,b), amonia (GOLDMAN; GLIBERT, 1982), bem como
sobre a excrecdo de compostos organicos durante o desenvolvimento dos cultivos
(RAIMBAULT, 1986) sdo outros exemplos.

A aplicacdo dos cultivos de microalgas na aquicultura € outra linha que merece
destaque, principalmente quanto ao uso desses organismos para alimentacdo de larvas de
moluscos, crustaceos e peixes (BAGES et. al.,, 1978, BEM-AMOTZ et al.,, 1987
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GUILLARD, 1975; OKAUCHI; HIRANO, 1986; SCOTT; BAYNES, 1978; SIMON, 1978;
WALNE, 1970). Neste contexto, também foram realizados estudos sobre a composicao
quimica, das microalgas visando sua aplicabilidade a alimentacdo de animais em cativeiro
(BROWN, 1991; BROWN et al., 1997, 1998; CAERS et al., 1999; LOPES-MUNOZ et al.,
1992; O’CONNOR et al. 1992; SOUTHGATE et al., 1998; WHYTE, 1987). Variagdes na
constituicdo quimica das microalgas em diferentes condigdes de cultivos (AFONSO, 1986;
ANTIA, 1977; FABREGAS et al., 1984, 1985, 1987; FIDALGO et al., 1998; GOLDMAN,
1980; LOURENCO et al., 1997; OJEDA;NELSON et al., 1992; SAUODIS-HELIS et al.,
1999; SUKENIK et al., 1993; VALENZUELA-ESPINOZA et al., 2002; WIKFORS, 1986)
também tem sido conduzidos, além de outros estudos ecoldgicos diversos, envolvendo
relacdes interespecificas (GOLDMAN; RYTHER, 1976; GOLDMAN et al., 1982;
RIJSTENBIL, 1988).

No Brasil grande parte das pesquisas sobre este tema tem sido direcionada a estudos
laboratoriais em condigdes controladas, principalmente sobre aspectos metodoldgicos
(VIEIRA, 1975, 1977), ecoldgicos e eco-fisioldgicos (AIDAR, 1980; GAETA, 1985;
SANTOS et al., 2003; SIGAUD, 1990; TEIXEIRA; VIEIRA, 1976; TEIXEIRA et al., 1986;
VIEIRA; TUNDISI, 1978; VIEIRA, 1980; YONESHIGUE BRAGA, 1971); uso de meios
alternativos (CASTRO, 1979; GONZALEZ-RODRIGUEZ; MAESTRINI, 1983; KOENING,
1984; MELO et al., 1993; OLIVEIRA; TRIANI et al., 1984, 1986; OLIVEIRA, 1988) e
analises bioquimicas (KOENING et. Al., 1990b, LOURENCO et al., 1997; TALAMONI et
al., 1988) e alguns estudos foram efetuados com cultivo em massa de microalgas (AVALA et
al., 1997; LACAZ-RUIZ et al., 1993; LACAZ-RUIZ; MYAN, 1996; LACAN-RUIZ et al.,
1999).

Outros estudos mais recentes incluem aspectos relacionados com a distribuicdo do
nitrogénio intracelular (LOURENCO et al., 2004); crescimento e composi¢do gquimica em
cultivos estanques de microalgas marinhas (BORGENS-CAMPOS et al., 2010; COSTARD et
al., 2012); biocombustiveis, incluindo aspectos da disponibilidade de CO, durante o
crescimento, assimilacdo de nutrientes e composicdo quimica de espécies marinhas
potencialmente importantes para a producdo de biodiesel (CARDOSO et al., 2011; FARIA et
al., 2012; FRANCO, 2013; FRANCO et al. 2013); caracterizacdo quimica e capacidade de
complexacdo de metais de exsudatos de Cylindrospermopsis raciborskii (Cyanobacteria)
(TONIETTO et al., 2014); cultivo heterotréfico de microalgas a partir de Glicose (BASTOS
et al., 2011; BONINI; BASTOS, 2012); potencialidade de microalgas dulcicolas como fonte
de matéria-prima graxa para a producdo de biodiesel (MENEZES et al., 2013).



33

3.3 Importancia da biotecnologia das microalgas

Os cultivos de microalgas constituem processos tecnolégicos que utilizam o rapido
crescimento das algas para produzir biomassa. Como se tratam de microorganismos
fotoautotréficos, obtém-se bom crescimento das células desde que existam condicdes
nutricionais e féticas adequadas ao seu desenvolvimento. O elevado crescimento das células é
consequiéncia da elevada relacdo superficie:volume que esses organismos apresentam, além da
sua capacidade de se reproduzirem assexuadamente. Este processo reprodutivo pode duplicar
0 tamanho da populacdo a cada 8 horas, dependendo da espécie (RICHMOND, 1999),
garantindo que grandes volumes de biomassa possam ser obtidos rapidamente, usando
espacos pequenos.

Desde que varias espécies podem conter mais de 50 % de proteina (BECKER, 1995) o
aproveitamento mais promissor das microalgas tem sido a producdo de alimento. Mas as
microalgas também tém importancia ambiental muito grande, porque podem ser utilizadas no
controle da qualidade da agua, particularmente na remoc¢do de compostos tdxicos, incluindo
amoénia (NHz ou NH,) e nitrito (NO;), em efluentes de carcinicultura (CHUNTAPA,;
POWTONGSOOK, 2003; VILCHEZ et al., 1997) e na remog&o de compostos nutricionais em
estacdes de tratamento de dgua (VILCHEZ; VEGA, 1994).

Outra importancia ambiental particular das microalgas séo as floragcdes naturais que
ocorrem em circunstancias excepcionais. Muitas dessas floracGes podem ser de espécies
toxicas, e nesses casos 0s impactos ambientais decorrentes trazem tanto consequéncias sociais
como econdmicas negativas muito significativas, inclusive com danos a saude publica. No
Brasil, muitos episddios de floragbes nocivas recentes tém sido registrados
(http://www.cttmar.univali.br/algas/publicacoes/V_FANSA.pdf), mas o caso mais dramatico
ocorreu em 1996 em Caruaru-Pernambuco, onde mais de 60 pessoas que faziam hemodialise,
morreram intoxicadas com uma microcistina produzida pela cianobactéria do género
Microcystis (http://www.tratamentodeesgoto.com.br).

Desta forma os cultivos de microalgas visando o potencial biotecnolégico vem
crescendo nos ultimos anos. As primeiras fazendas de cultivo em massa de microalgas em
escala comercial foram implantadas no inicio dos anos 60 no Japéo, utilizando Chlorella. Nos
anos 70 foi introduzido o cultivo em massa de Spirulina. Nas Américas, o primeiro pais a
empregar essa técnica foi o México, no Lago Texcoco, pela empresa Sosa Texcoco S.A, em
1977, e no mesmo periodo a empresa Dai Nippon Ink e Chemicals Inc. estabeleceram o

cultivo comercial de Spirulina na Tailandia. Por volta de 1980 um total de 46 fabricas de
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producdo em larga escala ja operavam na Asia (KAWAGUCHI, 1980) e em 1996 cerca de
2000t de Chlorella foram produzidas somente pelo Japdo. Outras fazendas de producdo em
massa de Spirulina também foram estabelecidas nos USA, como a Microbio, na California e a
Cyanotech, no Hawaii. Cuba produz atualmente cerca de 100 toneladas anuais de biomassa de
Spirulina como matéria-prima para centenas de produtos, desde logdes contra queda de cabelo
e cremes emagrecedores, até vitaminas que reduzem os estragos causados pelo cancer e pela
aids (http://www.tierramerica.net/2002/1215/particulo.shtml).

Apesar da enorme possibilidade de que uma grande diversidade de microalgas possa
ser utilizada para as mais diversas finalidades tecnoldgicas, a producdo comercial atual de
microalgas em larga escala tem se restringido a algumas poucas espécies. Em particular
destacam-se Haematococcus pluvialis empregada para produzir o pigmento astaxantina;
Dunaliella salina, que fornecem o pigmento Bcaroteno, precursor da vitamina A, e Chlorella
sp e Arthospira platensis (= Spirulina platensis), que produzem proteina, empregadas,
particularmente, na alimentagio humana e em ragdo animal (BOROWITZKA;
BOROWITZKA, 1988).

As espécies Tetraselmis shuii, Isochrysis galbana, Chaetoceros muelleri,
Nannochloropsis spp., Skeletonema costatum tém sido usadas em projetos de aquicultura
(BENNEMANN, 1989) e diversas cianobactérias sdo utilizadas como fertilizante organico em
fazendas agricolas, particularmente para a producdo de arroz (BOROWITZKA,
BOROWITZKA, 1988). Atualmente, trés géneros tém atraido 0s maiores interesses
comerciais: Chlorella, Spirulina e Dunaliella; mas outras espécies como Isochrysis sp.
Pavlova lutheri e Nannochloropsis oculata também tem sido testadas, particularmente para
producdo de aminoacidos em escala experimental (BROWN et al., 1993).

Os cultivos podem ser desenvolvidos tanto através de sistemas estangues, usualmente
denominados de cultivos de batelada (batch cultures), ou mediante o uso de sacos de dialise,
ou, ainda, usando sistemas de culturas continuas. Desde que existam condi¢Bes adequadas
para o crescimento das células obtém-se altas quantidades de biomassa, qualquer que seja o
sistema de cultivo empregado (ANDERSEN, 2005).

No primeiro caso, 0 ambiente de cultivo é altamente variavel, uma vez que ndo ha
renovacdo do meio de cultivo e ao mesmo tempo em que nutrientes sdo usados ha acumulo de
produtos de metabolismo algal que é excretado ao meio, fazendo com que o sistema se torne
menos eficiente. Por serem abertos ha contaminacgdes frequentes de outros organismos que

acabam por interferir tanto na qualidade final da biomassa produzida como na eficiéncia do
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cultivo. Entretanto, por ser de baixo custo constitui um dos sistemas mais utilizados
mundialmente.

No segundo caso, empregam-se membranas de didlise que separam a cultura de uma
solucdo estoque de nutrientes. A membrana permite o livre fluxo de materiais organicos e
inorganicos dissolvidos liberados pelo metabolismo celular e a0 mesmo tempo a entrada de
novo meio ao redor das células. O ambiente de cultivo permanece desse modo estavel, mas as
limitacBes do método quanto a dimensdo do sistema de cultivo impedem a sua aplicabilidade
em cultivos em larga escala. Usualmente esses sistemas sdo mais utilizados para estudos
refinados do ponto de vista bioquimico e fisioldgico de espécies em cultivo, em condicdes
laboratoriais.

O terceiro caso constitui sistemas continuos de cultivos usualmente denominados de
fotobiorreatores, que oferecem as células em cultivo condi¢Bes nutricionais constantes,
garantidas pela entrada de novo meio de cultura por um lado e remocdao regular da biomassa
produzida juntamente com o excedente do meio nutritivo usado pelo outro. Dessa maneira o
ambiente de cultivo é estabilizado quimicamente, permitindo a manutencdo de uma elevada
taxa de crescimento celular. Diversas vantagens podem ser relacionadas com o uso desse
sistema: a) Manutencéo dos cultivos livre de contaminantes; b) Renovagdo constante do meio
de cultivo; ¢) Concepg0es simples e variadas dos ambientes de cultivo, os quais podem ser de
formato tubular ou plano, dependendo do material utilizado; d) podem ser construidos
inclusive com materiais reciclados como garrafas pet, por exemplo, placas de vidro, plastico
transparente ou acrilico.

Nos sistemas de fotobioreatores 0 custo necessario para recuperar a biomassa
produzida pode ser bastante significativo quer se utilize centrifugacdo, filtracdo, secagem em
leito, ou outro método (MOLINA GRIMMA et al., 2003). Sem davida, este fato pode elevar
bastante o custo final da producdo, mas mesmo assim esse custo € menor quando comparado
com os cultivos estanques, porque neste caso os cultivos sdo mais diluidos (BOROWITZKA
1999), e a produgéo, menor.

Quer empregando sistemas estanques ou fotobioreatores os cultivos intensivos de
microalgas representam hoje um dos mais modernos processos da biotecnologia. A partir
desses cultivos é possivel obter-se energia, alimento e varios outros produtos de interesse
nutricional, farmacolégico e industrial a custos muito inferiores do que aqueles empregados
pela agricultura tradicional e numa velocidade de producdo muito mais rapida

(http://www.spirulinasource.com/earthfoodintro.html).
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O potencial de aplicagdo tecnoldgico desses pequenos organismos e de produtos
derivados do seu metabolismo é imenso. O recente interesse pela producdo de biomoléculas
derivadas de microalgas que possam fornecer energia tem alavancado pesquisas no mundo
todo visando a utilizacdo de moléculas lipidicas produzidas pelas microalgas, para a producéo
de biocombustiveis, particularmente o biodiesel (BANERJEE et al., 2002; CHISTI, 2007,
GAVRILESCU; CHISTI, 2005; HANKAMER et al., 2007; ROESSLER et al., 1994,
SAWAYAMA et al., 1995) e o metano produzido a partir da digestdo anaerdbica da biomassa
da alga (SPOLAORE et al., 2006). Assim, consorciado com producédo de biodiesel microalgal
pode-se obter ainda uma substancial quantidade de metano pela digestdo da biomassa algal
residual, o que torna o processo produtivo particularmente interessante como sistema de
producdo limpa e eficiente que ndo cria passivos ambientais, e ainda contribui de forma
efetiva com a reducdo do aquecimento global. A biomassa algal residual pode ser utilizada
como suplemento alimentar da dieta humana e no preparo de racdo animal, fertilizacdo do
solo (SKJANES et al., 2007) e em projetos de aquicultura (BROWN et al., 1997).

Qualquer que seja o sistema de cultivo adotado € necessario monitorarem-se as
condicgdes de cultivo, ndo somente em termos das varidveis ambientais como temperatura e
iluminacdo, mas também das varidveis fisicas e quimicas do meio de cultivo, como pH,
concentragBes de gés-carbonico e nutrientes, entre outras, visto que a melhor eficiéncia dos
cultivos acontece em condicBes ideais que via de regra variam de espécie para espécie.
Algumas variaveis dentre as relacionadas podem limitar o desenvolvimento dos cultivos
(RICHMOND, 1999), havendo assim a necessidade de ajusta-las para oferecer as melhores
condicdes de cultivo, visando a sua otimizagao.

Além disso, para a obtencdo de biodiesel a partir de microalgas € preciso que a espécie
em cultivo seja de fato uma produtora potencial de 6leo. Nao basta apenas identificar quais
espécies armazenam mais ou menos 6leo, é necessario testar em que condi¢des elas produzem
mais 6leo, visto que fatores ambientais como temperatura, luz e nutrientes podem mudar o
metabolismo lipidico das algas (GUSHINA; HARWOOD, 2006), e a habilidade que muitas
espécies tém para se adaptarem as condicdes ambientais reflete-se na ampla variedade de
padrdes lipidicos que podem apresentar (THOMPSON, 1996). Assim, para 0 sucesso dos
cultivos em massa visando a producdo de 6leo, todos esses aspectos precisam ser pesquisados
cuidadosamente.

Desde que muitos produtos das microalgas sdo metabodlitos secundarios produzidos
guando seu crescimento é limitado, muitas pesquisas estdo em andamento visando otimizar o0s

cultivos. Quando saudaveis as células usualmente produzem baixas concentragdes de
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substancias de reserva ricas em lipidios, e quando em cultivos submetidos a estresses
momentaneos (em intervalos de tempo de até 48 horas) promovidos por mudancas nas
concentracfes de nutrientes especificos como o nitrogénio e o fésforo ou nas condicdes
féticos as células sofrem alteracbes no estado fisioldgico, fazendo com que as células
armazenem mais substancias ricas em energia em seus tecidos. Tem-se observado que
algumas espécies tém sua produtividade reduzida por fotoinibicdo (VONSHAK et al., 1988) e
que a uréia pode influenciar o crescimento e o teor do acido graxo linolénico (SASSANO,
1999). Conhecimentos desse tipo sdo vitais para 0 sucesso de cultivos quando se tem em
mente a extracdo de produtos comercialmente importantes como no caso dos biocombustiveis.

Apesar das microalgas serem uma fonte Unica de compostos de alto valor econémico,
a aplicacdo comercial desses produtos ainda é pequena (BOROWITZKA, 1999). No entanto,
considerando-se o interesse pela implantacdo de fazendas de cultivos controlados visando
obtencdo de novos produtos, a inovacdo técnica continuada para atender as demandas de
mercado pode resultar em vantagens futuras, antevé-se que a busca por novos produtos e
outras espécies comercialmente importantes devera aumentar de forma significativa, inclusive
com o melhoramento genético de linhagens.

Além dos produtos referidos acima outros compostos de importancia comercial séo
extraidos das microalgas, tais como o0s carotenoides como o R-caroteno, astaxantina e
cantaxantina, utilizados em diversas aplicagfes comerciais quer seja como corantes naturais
de alimentos, antioxidantes e como alimentacdo aditiva em cultivos de peixes salmonideos
(BOROWITZKA, 1988; BEN-AMOTZ, 1999; LIAAEN-JENSEN; EGELAND, 1999). As
ficobilinas, que sdo pigmentos produzidos por cianobactérias, rodoficeas e criptoficeas (ex.:
ficocianina e ficoeretrina) tém aplicagdes como corantes de alimentos, em cosméticos e como
6leo fluorescente para citometria de fluxo em ensaios imunoldgicas e outras aplicacdes, sendo
que na atualidade a principal fonte comercial € a microalga Spirulina e as algas vermelhas
unicelulares Porphyridium e Rhodella; as neurotoxinas, que constituem um grupo variado de
metabolitos bioativos que tem significativo potencial farmacéutico com diferentes estruturas
quimicas e mecanismos de acdo e produzem distintos efeitos biologicos (Pal, 2000).

As indmeras vantagens para usar microalgas na producdo de proteina, quando
comparadas com fontes habituais de proteina (como a carne ou a soja) sdo conhecidas. Muitas
microalgas possuem alto teor de proteinas e elevada velocidade de crescimento, o que leva a
uma rapida producdo de biomassa, sendo que esta pode ser continua e independe das
condi¢cdes do ambiente e por ser de natureza unicelular fica assegurada uma biomassa com a

mesma composic¢do bioquimica, diferente de plantas terrestres que apresentam compostos
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localizados em partes especificas (fruta, folha, semente ou raiz) (BEKATOROQOU et al., 2006;
DERNER et al., 2006; LOURENCO, 1996). A tabela 2 demonstra as vantagens de se obter

proteinas a partir de microalgas.

Tabela 2 - Comparacéo entre proteina de carne bovina e proteina a partir de microalgas.

Proteina de Proteina de
carne bovina Microalga
Espacos Grandes Pequenos
Tempo para produgdo de proteina 28 meses 15 dias (tempo de geragéo 2-6 h)
Proteina/dia/1.000 Ib (11b = 434 gr) 11b 0%
Medicamentos de controle Grande Nenhum
Manejo de sistema produtivo Grande Pequeno

Fonte: Carvalho, 1986; Lourengo, 1996.

Spirulina é uma das algas mais antigas da Terra, com cerca de 3,0 bilhdes de anos
(YANG et al., 1997). Tem sido muito usada na alimentacdo humana e também é conhecida
por ter varios compostos bioativos. Em particular, S. platensis tem sido usada para melhorar a
imunidade das pessoas e também tem sido muito usada na medicina tradicional chinesa.
Estudos pre-clinicos e estudos clinicos sugerem que a Spirulina tem um efeito terapéutico
certo (FOX, 1996), atuando na reducdo do colesterol do sangue, protegéo contra alguns tipos
de céncer, equilibrio do sistema imunologico, aumento dos lactobacilos intestinais, reducdo de
nefrotoxicidade por metais pesados e drogas, protecdo a radiacdo ultravioleta, reducdo de
hiper-lipidemia e obesidade (BELAY et al., 1993). Ayehunie et al., (1998) reportam, ainda,
que um estrato aquoso de S. platensis inibia parcialmente a replicacdo do virus em células T,
em células mononucleares periféricas e em células de Langerhans, em humanos infectados
com HIV1. Pesquisas tém demonstrado também que S. platensis pode inibir reacdes
anafilaticas em ratos (YANG et al., 1997).

A Spirulina é produzida comercialmente em varias partes do mundo e o produto seco
¢ um valioso suplemento alimentar (BELAY, 2002), com baixas concentracdes de acidos
nucléicos e aminoacidos, similares as recomendagfes da FAO (CIFERRI; TIBONI, 1985;
RICHMOND, 1988). E rica em proteinas (60—70% em peso), vitaminas (especialmente B12 e
R-caroteno), e sais minerais. Contém muitos aminoacidos essenciais e acidos graxos, sendo,
ainda, uma das fontes de acido linolénico (GLA). Também existe a possibilidade de obter-se
outros produtos como pigmentos como carotendides, ficocianinas e clorofilas, vitaminas e

acidos graxos poliinsaturados, incluindo os acidos graxos oméga-3 (SPOLAORE et al., 2006)
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Microfazendas de Spirulina estdo crescendo ao redor do mundo. E as pessoas estdo
aprendendo a produzir Spirulina em pequena escala para sua auto-suficiéncia ou para obter
algum ganho extra. Em paises desenvolvidos, vilas de Spirulina estdo crescendo visando
melhoras na salde de criangas subnutridas, e como uma nova fonte que resultard na melhoria
da na economia local (http://www.spirulinasource.com/microfarms.html).

Dunaliella salina é outra espécie que tem sido cultivada intensivamente para producéo
de [R-caroteno por empresas como a Aqua Carotene Ltd na Austrlia
(http://lwww.aquacarotene.com/corporate.ntml), Hutt Lagoon, Oeste da Australia
(http://www.atns.net.au/biogs/A000955b.htm) e em Whyalla, no Sul da Austrélia
(http://www.austasiaaquaculture.com.au/book.php?newsID=4490, RAJA et al., 2007), A
biomassa produzida é extraida e o R-caroteno puro ou carotendides sdo vendidos como
suplemento nutricional e corante natural de alimentos. Dunaliella seca também € vendida
como aditivo alimentar e para aquicultura para pigmentagdo de crustaceos.

Outras fabricas comerciais similares também foram implantadas em Israel, nos USA e
na India. Mais recentemente, véarias empresas foram estabelecidas nos USA e na india,
visando cultivar Haematococcus pluvialis como fonte de astaxantina. Constata-se, assim, que
a industria da biotecnologia de microalgas cresceu e se diversificou significativamente em
pouco mais de 30 anos.

Os valores nutricionais de Chlorella, outra microalga importante, do ponto de vista da
biotecnologia, sdo excepcionais. Em sua composic¢do quimica contém cerca de 10% em sais
minerais, 44% de albumina, 12% de lipideos cerca de 45% de proteinas, aléem de
betacaroteno, vitamina B1, B2, B6, B12, E, C e K1
(http://www.gtamart.com/mart/products/chlorella_vulgaris).

A astaxantina além de ser usada como um pigmentador de salmdes cultivados em
fazendas de piscicultura, é também uma substancia antioxidante e tem sido descrita como
tendo importancia na remocéo de radicais livres, imunomodulacdo e prevengdo do céancer
(MARGALITH, 1999).

As ficocianinas, um pigmento azul é usado como corante alimentar no Japdo
(O’CALLAGHAN, 1996). A tendéncia mundial ¢ substituir os corantes artificiais por
corantes naturais. 1sso sugere a possibilidade de exploracdo de clorofila para esse propdésito,
uma vez que a Spirulina tem uma das mais elevadas fontes de clorofila-a na natureza
(PELIZER et al., 2003).

Muitas microalgas também produzem metabdlitos bioativos que tem significativo

potencial farmacéutico, como por exemplo, o &cido ocadaico, uma poderosa toxina que pode
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matar peixes e moluscos e que é também um promotor de tumores, sendo encontrado em
muitos dinoflagelados do género Dinophysis e Prorocentrum (COHEN et al., 1990).
Saxitoxinas e seus analogos também tém sido investigados. Esses compostos sdo importantes
ferramentas para se estudar os efeitos de varios agentes sobre sistemas neuromusculares.

Os acidos graxos de cadeia longa poliinsaturados (PUFAs) sdo valiosos produtos
farmacéuticos e ingredientes de alimentos que tem efeitos benéficos na salde humana
(variedade de canceres e doencas inflamatdrias). No presente, PUFAs sdo comercialmente
produzidos de 6leo de peixes que é uma fonte insuficiente desses compostos (COHEN, 1994).
Algumas microalgas, como a Crypthecodinium cohnii € conhecida por sua habilidade em
acumular acidos graxos que tem uma alta fragdo (30-50%) de DHA (Acido docohexaen6ico).
Muitas microalgas também armazenam quantidades de lipideos em propor¢cdes muito
superiores as encontradas na soja e na palma, e estdo sendo hoje investigadas visando cultivos
em massa para a producao de biodiesel (CHISTI, 2007).

Apesar das microalgas serem uma fonte Unica de compostos de alto valor econdmico,
a aplicacdo comercial desses produtos ainda é pequena (BOROWITZKA, 1999). No entanto,
considerando-se o interesse pela implantacdo de fazendas de cultivos controlados visando
obtencdo de novos produtos, a inovacdo técnica continuada para atender as demandas de
mercado pode resultar em vantagens futuras. Antevé-se que a busca por novos produtos e
outras espécies comercialmente importantes devera aumentar de forma significativa, inclusive
com o melhoramento genético de linhagens. Neste contexto, a engenharia genética devera
ocupar papel de destaque, e certamente ela sera util tanto para pessoas como para o planeta
(AVERY, 2004).

Por necessitarem de pequenos espagos e baixas taxas de subsidios energéticos e
quimicos o cultivo de microalgas podera se tornar a forma mais adequada de producdo de
alimento no futuro de forma a garantir sustentabilidade ambiental. Fazendas de microalgas
poderdo se espalhar pelo planeta, gerando em pequenos espagos muito mais alimento e
energia do que se retira hoje com a agricultura extensiva. Muitas microalgas armazenam
substanciais quantidades de lipideos muito acima de plantas oleaginosas comuns como a soja
e a palma, e as pesquisas sobre a utilizacdo de microalgas na producédo de biocombustiveis séo
hoje o que h& de mais avancado em termos de biotecnologia das microalgas, apesar de que o
futuro dessa novissima fonte de biocombustivel é tdo promissor quanto imprevisivel. N&o
resta davidas, portanto, que a biotecnologia dos cultivos de microalgas podera criar novos
recursos contribuindo com a melhoria da qualidade ambiental e conservacdao da

biodiversidade e, por conseguinte, da qualidade de vida da populacdo humana.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparacao dos meios de cultura

4.1.1 Meios sintéticos ou definidos

Para os cultivos e manutencdo das microalgas utilizadas na pesquisa foram utilizados
0s meios sintéticos Zarrouk (ZARROUK, 1966) e WC (GUILLARD; LORENZEN, 1972)
preparados com A&gua destilada autoclavada e deixada em repouso por 24 horas em
temperatura constante para a re-oxigenacao. Apos este tempo, foram adicionados a 4gua todos
0S macronutrientes, micronutrientes e vitaminas presentes nos referidos meios de cultura
(Tabelas 3 e 4).

Tabela 3- Composi¢do do Meio Zarrouk (ZARROUK, 1966).

Solugdes de Trabalho

Reagentes Quantidades (g) dissolvida em agua
destilada
1- KNO; 15,0 em 200 mL
2- NaCl 33,0 em 200 mL
3- MgS0,.7H,0 1,5 em 200 mL
4- K;HPO, 1,5 em 200 mL
5- CaCl,.2H,0 0,58 em 200 mL
6- Na,EDTA 6,4 em 100 mL
7- FeS0O,.7H,0 0,5em 100 mL
8- H3BO; 1,142 em 100 mL
*

9- Solugdo mista
*Solucdo mista. Dissolver os cinco sais abaixo (g) em 100 ml de agua
destilada.

Co(NO»),.6H,O 0,049g (pode ser substituido por CoCl,.6H,O ou

C0S0,.7H,0)

MnCl,.4H,0 0,144g

ZnS0,.7H,0 0,882g

CuS0,4.5H,0 0,0157g

MoO; 0,071g (pode ser substituido por NaMo0O,.2H,0)
Preparacdo de 1,0 litro de meio de cultura (dgua destilada)

A - Dissolver em 600 ml de agua destilada 15,0 g de NaHCO:s.

B - Na solucéo anterior, dissolver 2,0 g de Na,COsx.

C - Acrescentar 10,0 mL das solugdes 1, 2, 3,4 e 5.
D - Acrescentar 1,0 mL das solugbes 6, 7, 8 e 9.

E - Completar o volume a 1.000 mL e autoclavar.




Tabela 4 — Composic¢éo do Meio WC (GUILLARD; LORENZEN, 1972).

Solucéo estoque

Reagentes Quantidade
MgSQO,. 7H,0 3749
NaHCO3 126¢g
NaNO3 85 g
Agua destilada 1000 mL

Solucéo de silicato

Reagente Quantidade
NazsiO?,. 9H20 21.2 g
Agua destilada 1000 mL

Solucdo de micronutrientes
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Reagentes Quantidade
Na,EDTA 4364
CuS0,.5H,0 0.022 g
Na2M004.2H20 0.006 g
HiBOs 1g
Agua destilada 1000 mL
Solucdo de vitaminas
Reagentes Quantidade
Tiamina HCI 01g
Biotina 0.0005 g
Agua destilada 1L
Composic¢do do meio
Reagentes Quantidades
Solucéo estoque imL
Solucéo de silicato ImL
Solugdo de micronutrientes ImL
Solucéo de vitaminas ImL
Tri(hidroximetil)-amino metano 0,115¢
Agua do meio 1000 mL

4.1.2 Meios de cultura alternativos ou indefinidos

4.1.2.1 Extrato do solo de canavial regado com vinhaca

O material necessario para a preparacdo deste meio de cultura (solo de canavial e
vinhacga) foi obtido junto a Usina Japungu, situada no municipio de Santa Rita-PB, e levado
para LARBIM/UFPB. O solo foi separado em duas bandejas, regado com vinhaca bruta para

simular a asperséo de vinhaga nos canaviais do jeito que os produtores locais fazem durante o
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periodo da safra, sendo uma bandeja exposta ao sol e a outra mantida na sombra por 30 dias
para mineralizacdo dos nutrientes. Ambas foram regadas periodicamente com agua
deionizada. Passados os 30 dias 1kg de solo de cada bandeja foi adicionado a 2L de agua
deionizada, deixado em repouso para decantacdo e em seguida filtrado em papel-filtro em
bomba de véacuo. O filtrado foi utilizado para in6culo das cepas de microalgas, sendo usado
nas proporgdes de 100% (extrato bruto) e 50% (50% de extrato de solo + 50% de &gua

deionizada) ap6s autoclavagem.

4.1.2.2 Extrato de Biocomposto

O biocomposto utilizado nos experimentos foi obtido junto a EMPASA (Empresa
Paraibana de Abastecimento e Servicos Agricolas), o qual foi preparado a partir da
compostagem de restos de legumes e verduras comercializados na empresa. A preparacao do
meio de cultura usando o biocomposto baseou-se na formulacdo do Meio Erd-Schreiber
(GROSS, 1937) apresentada na tabela 5, porém sem a adicdo da solucdo-estoque de silicato
de sddio e adicionando-se no lugar de extrato de solo 5ml da solucdo de extrato de
biocomposto. Para a preparacao deste extrato foram misturados 1kg de biocomposto com 1L
de &gua destilada sendo a mistura fervida por 30 minutos (em autoclave), deixado em repouso
por trés dias, recolhendo-se em seguida a fracdo liquida a qual foi filtrada em papel-filtro. O
filtrado foi autoclavado por 30 minutos, deixado esfriar e conservado em refrigerador (4°C),
mantendo-o em condicao estéril, sendo o frasco aberto para a constituicdo do meio de cultura

apenas junto a um bico de Bunsen ou no interior de uma capela.

Tabela 5- Composicdo do Meio Erd-Schereiber (GROSS, 1937), (modificado com biocomposto).

Componentes Volume
1.Agua destilada 955 mL
2.Nitrato (Solucdo estoque) 1,0mL
3. Fosfato (solugdo estoque) 1,0 mL
4. Extrato de biocomposto 5mL

Preparacao das solucGes-estoque

1. Solugdo-estoque de nitrato de sodio
Dissolver 40,0g de NaNO5; em 200ml de agua destilada
2. Solucédo-estoque de fosfato de sodio

Dissolver 4,0g de Na,HPO4em 200 ml de agua destilada
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4.1.2.3 Extrato de esterco de galinha

O esterco de galinha foi obtido junto a uma granja avicola no municipio do Conde-PB.
No LARBIM/UFPB 1kg do esterco foi misturado em 1L de &gua destilada e deixado em
repouso por 24 horas. Apos este tempo foi retirada a fracdo liquida, filtrada em tela de nylon e
papel-filtro e posteriormente autoclavada por 30 minutos. Depois resfriada e conservada em
refrigerador. O frasco foi mantido estéril e aberto apenas em bico de Bunsen ou no interior de
uma capela apenas nos momentos de preparacdo do meio de cultura. Para cada litro de agua
destilada autoclavada foi adicionado 1ml da solugéo de extrato de esterco de galinha, sendo o

pH ajustado para 7,0 com solugdo de NaOH.

4.2 Obtencao das culturas: coletas, isolamento, purificacdo e manutencao dos cultivos

Na Universidade Federal da Paraiba (UFPB) o Laboratério de Ambientes Recifais e
Biotecnologia com Microalgas (LARBIM) possui um banco de microalgas mantido a mais de
20 anos, com aproximadamente 320 cepas e com Vvarias espécies marinhas e de agua doce.
Varios trabalhos utilizando cultivo de microalgas ja foram produzidos, focando especialmente
aspectos ecologicos e ecofisioldgicos (MELO et al., 1993; SASSI, 1987; SASSI; MOURA,
1988; SASSI et al., 1988; VIDAL; SASSI, 1998), desta maneira as condicdes infraestruturais
oferecidas por este laboratério tornaram possivel a realizacao desta pesquisa.

Durante 0 ano de 2012 foram realizadas coletas de microalgas na regido semiarida
dos estados da Paraiba e Rio Grande do Norte (localidades de Frei Martinho, Cuité, PB e
Currais Novos, RN) em agudes, barreiros, olhos d"agua, rios temporarios e em tanques de
dessedentacdo de animais domésticos, bem como na represa de Acaud, localizada no
municipio de Itatuba, na microrregido do Cariri Ocidental, PB.

O material foi coletado manualmente em frascos de vidro ou garrafas PET e
transportado ao Laboratério de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas
(LARBIM/UFPB) em condicdes herméticas. Aliquotas das amostras totais foram transferidas
para baldes de vidro autoclavados contendo os meios de cultura WC e Zarrouk, 0s quais
foram mantidos numa camara de cultivo a 25° C (x1° C) dotadas de sistema de iluminacédo
fornecido por ldmpadas fluorescentes tipo luz-do-dia, com fotoperiodo natural controlado por
uma fotocélula externa.

Constatando-se crescimento de células procedeu-se o isolamento das mesmas em

microscopio binocular usando micropipetas capilares, transferindo-se individualmente cada
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uma das espécies que cresceram nos baldes contendo as amostras coletadas nas diferentes
localidades para tubos de ensaio autoclavados contendo meio de cultura, sendo 0s mesmos
mantidos na camara de cultivo. As culturas unialgais obtidas foram codificadas e incorporadas
ao Banco de Microalgas do LARBIM/UFPB, sendo mantidas em tubos de ensaio de 5mL com
meio de cultura com repicagens mensais. Clones de cada cepa foram também mantidos numa
camara de germinacdo com sistema de iluminacg&o e fotoperiodo de 12 horas, e temperatura de
25°+ 1°C.

4.3 Experimentos laboratoriais de crescimento e produgdo de biomassa nos meios

sintéticos para analise de &cidos graxos

As espécies isoladas dos diferentes ambientes de coleta da regido semiarida da Paraiba
e Rio Grande do Norte foram cultivadas nos respectivos meios de cultura que vinham sendo
mantidas no banco de cultura do LARBIM/UFPB, visando a analises do perfil de acidos
graxos. Para este propdsito os cultivos foram efetuados na camara de cultivo do LARBIM
(fotoperiodo de 12 horas, temperatura 25° C+ 1°C) em balGes de 6 litros contendo 5 litros de
meio de cultura (WC ou Zarrouk, conforme a espécie), com aeracdo fornecida por um
minicompressor de membrana Resun AOC2. No total foram cultivadas 14 cepas de

microalgas, incluindo-se 2 cepas com 4 clones de cada, para este proposito.

4.4 Cultivos em meios alternativos

As cepas mais produtoras de acidos graxos de interesse para a producdo de energia
(biodiesel) e/ou na industria de alimentos foram escolhidas para a realizacdo dos cultivos em
meios alternativos, os quais foram desenvolvidos na camara de cultivo do LARBIM e
comparando-se sempre o0 seu desempenho com cultivos efetuados nos meios sintéticos WC ou
Zarrouk, conforme a espécie (controles). Nesta etapa foram selecionadas duas cepas locais,
D39Z (Oscillatoria tenuis (?)) e D115WC (Scenedesmus acuminatus), além de uma cepa
exotica, gentilmente fornecida pelo Prof. Dr. Sérgio Lourenco da UFF (D9Z, Spirulina
platensis) introduzida nesses ensaios com o proposito de comparar seu desempenho nesses
meios alternativos, e também porque é uma espécie com elevado teor de proteina (mais que
60%), mundialmente cultivada para fins nutracéuticos, e por ser de nosso interesse avaliar a
sua aceitabilidade em agricultores do semiarido paraibano, conforme apresentado nos

objetivos especificos e e f. Os seguintes experimentos foram realizados:
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a) cultivos em extrato de solo de canavial regado com vinhaca. Realizados com as cepas
D39Z, D115WC e D9Z em baldes de 1 litro contendo 800ml de meio, mantendo-se
um cultivo controle para cada espécie nos meios sintéticos Zarrouk (D39Z e D9Z) e
WC (D115WC).

b) Cultivos em extrato de biocomposto e esterco de galinha: Efetuados com as cepas
D397, D115WC e D9Z, em baldes de 6 litros contendo 5 litros de meio, mantendo-se
um cultivo controle para cada espécie nos meios sintéticos Zarrouk (D39Z e D9Z) e
WC (D11WC).

Todos os cultivos foram realizados na c@mara de cultura climatizada do
LARBIM/UFPB (fotoperiodo de 12 horas; temperatura 25 °C+1 °C) sob aeracdo, mediante a
injecdo continua de ar por um minicompressor de membrana Resun AOC3. O inicio dos
cultivos partiu de um inoculo de 2 ml de cada cepa em baldes de 250ml com meio WC ou
Zarrouk, otimizando-os em cerca de 5 dias. Em seguida, in6culos de cada cepa foram
transferidos para os baldes experimentais na concentragdo inicial de cerca 10* cél.mL™,
realizando-se contagens em camaras de Fuchs Rozenthal e em cdmaras de Sedgewick-Rafter

(para as espécies filamentosas).

4.5 Producdo de biomassa de Spirulina platensis (D9Z) para teste de aceitabilidade

alimentar com agricultores do semiarido paraibano

Esses cultivos foram efetuados na camara de cultivo do LARBIM/UFPB em frascos
mariotes de 20 litros estéreis e em meio Zarrouk, visto que o propdsito era produzir biomassa
apenas para uso em alimento. Também foi implantado a titulo de demonstracdo aos
agricultores da regido semiarida, um cultivo em tanque, o qual foi instalado no sitio

Quinturaré, municipio de Frei Martinho, PB.
4.6 Acompanhamento dos cultivos

Todos os cultivos desenvolvidos, seja para a producdo de biomassa para a
determinacdo dos ésteres de acidos graxos ou para avaliar o desempenho do crescimento das
espécies em meios alternativos, foram acompanhados por meio de contagens celulares em

camaras de Fuchs Rozenthal e em camaras de Sedgewick-Rafter (para as espécies
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filamentosas), em microscopio binocular Leica DM 1000, ou através de medidas da
fluorescéncia in vivo usando um Fluordmetro Turner Design 10005R, em triplicatas. Durante
as contagens em microscopio também foram efetuadas observacdes do estado fisiologico das
celulas e avaliandos aspectos da sua morfologia.

As curvas de crescimento de cada espécie cultivada foram tragadas utilizando os
parametros de crescimento acima referidos, a partir das quais foi possivel determinar o tempo
de cultivo, a duracdo da fase exponencial, a velocidade de crescimento (k), e o rendimento
final em biomassa. Todas as curvas obtidas foram ajustadas com o programa estatistico Curve
Expert versdo 1.3 pela aproximacéo a curva logistica, conforme Pindich e Rubenfeld (1981) e
segundo Derner (2006).

A velocidade de crescimento (k), a qual representa o nimero de divisdes celulares da
populacdo em estudo por unidade de tempo (dia), foi determinada atraves da equacéo 1, citada
em Stein (1973):

3.322 N,

w I ' 1
r-1, ey 1)

k=

Onde:

k = velocidade de crescimento.

3,322 = fator de conversédo do logaritmo base 2 a base 10.
(T2 - T1) = intervalo de tempo em dias.

N1 = densidade celular inicial.

N2 = densidade celular final.

Log = logaritmo em base 10.

No final da fase exponencial de crescimento os experimentos foram interrompidos e o
material foi centrifugado em centrifuga refrigerada a 18 °C, sendo os concentrados congelados
(-40 °C), e posteriormente liofilizados num liofilizador Terroni. A biomassa seca das cepas do
semiarido foi pesada e guardada em recipiente hermético em geladeira para posteriores
analises dos ésteres metilicos de acidos graxos. A biomassa seca da cepa D9Z (S. platensis)
cultivada em frasco mariote de 20 litros também foi guardada nas mesmas condi¢Ges para
analise microbioldgica e para os testes de aceitabilidade. Biomassa umida desta espécie,
obtida nos cultivos em frascos de 20 litros, foram mantidas em freezer até o momento de
serem levadas para os testes de aceitabilidade nas comunidades rurais, onde foram mantidas
em refrigerador e posteriormente em caixas de isopor durante o seu transporte na zona rural,

nos diferentes sitios onde a pesquisa de aceitabilidade foi desenvolvida.
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4.7 Analise do perfil e teor ésteres de acidos graxos

As analises da composicao dos ésteres metilicos de acidos graxos e os calculos do teor
de ésteres das espécies isoladas da regido semiarida da Paraiba e Rio Grande do Norte foram
efetuados no Laboratério de Métodos de Extracdo e Separagdo (LAMES) da Universidade
Federal de Goias, pela equipe do Prof. Dr. Nelson Antoniosi Filho, através de cromatografia
gasosa, usando um Cromatografo a Gas Agilent 7890, equipado com detector FID e injetor

split/splitless, seguindo os procedimentos descritos em Menezes et al. (2013).

4.8 Analise microbiol6gica

Foi realizada a analise microbioldgica na biomassa da cepa D9Z (Spirulina platensis)
utilizada para elaboragéo de alimentos enriquecidos e ofertados para aceitacdo dos produtores
rurais. Os alimentos enriquecidos foram bolo produzido a partir de mistura para bolo sabor
chocolate, suco de polpa de acerola e abacaxi e sorvete de chocolate, todos industrializados e
comprados em comeércio local.

Foram realizadas analises do Nimero Mais Provavel de coliformes totais e coliformes
termotolerantes, pesquisa de Salmonella, contagem de Bacillus cereus e contagem de
Stafilococcus coagulase positiva de acordo com as normas preconizadas pela agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com base na resolugdo RDC n° 12, de 2 de
fevereiro de 2001 (BRASIL, 2001), que estabelece os padrdes microbioldgicos sanitarios para
alimentos que estdo descritos na tabela 6, utilizando a metodologia recomendada por Brasil
(2003). As analises foram realizadas no Laboratério de Analises de Microbiologia do
Departamento de Tecnologia e Quimica de Alimentos (DTQA/CT/UFPB).

Tabela 6 — Padrfes de avaliagdes microbioldgicas para alimentos, conforme resolu¢do RDC n° 12, de
2 de fevereiro de 2001 (BRASIL, 2001).

Microrganismos pesquisados Padr@es microbioldgicos
Coliformes a 45°C/g (NMP/qg) 10
Salmonella sp/25g (UFC/g) Auséncia
Staphylococcus coagulase positiva/g (UFC/g) 5x10?

Bacillus cereus/g (UFC/g) 5x10°

NMP/g = Numero mais provavel por grama; UFC/g = Unidades Formadoras de Col6nias por grama
referentes a RDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001).
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4.9 Taxonomia

A identificacdo das espécies foi feita através de literatura especializada utilizando
critérios diacriticos (HINDAK, 1990), realizando-se observaces morfoldgicas dos principais
caracteres usados na taxonomia de cada cepa isolada. Nesta etapa utilizou-se um microscopio
Leica DM2500 equipado com camera fotografica digital e sistema de captura de imagens.
Cada espécie foi fotografada em varios aumentos, inclusive em contraste de fase. As
cianobactérias foram identificadas a partir de manuais tradicionais de ficologia (GEITLER,;
1932; KOMAREK; ANAGNOSTIDIS 1999, 2005) e as cloroficeas foram identificadas
utilizando-se entre outras, as obras de: Bellinger e Sigee (2010), Bicudo e Menezes (2006), ,
Franceschini et al. (2010) e Sant’anna et al. (2006), Também foram usados artigos de
referéncia publicados em revistas especializadas e pesquisas na internet. Vale salientar que 0s
o trabalho ndo tem o intuito de esgotar toda a literatura que reporte a ocorréncia taxonémica

destas espécies de microalgas em todo o pais.

4.10 Teste de aceitabilidade e intencéo de compra

Visando medir a abertura a mudancas a novos alimentos pelos trabalhadores rurais da
regido semiarida da Paraiba foram realizados testes de aceitacdo de alimentos enriquecidos
com Spirulina, tomando-se como critério de selecdo das pessoas o fato de serem agricultores,
residirem na zona rural e terem disponibilidade para a realizacdo do teste. Participaram do
estudo 75 trabalhadores rurais sindicalizados do municipio de Frei Martinho, situado a 300
km de Jodo Pessoa, Capital do Estado da Paraiba, microrregido do Curimatal, Bioma
Caatinga. A cada provador foi apresentado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(ANEXO A) autorizando sua participacdo voluntaria na pesquisa, informando sobre a
natureza da pesquisa, objetivos, finalidade, riscos potenciais e/ou incbmodos. A pesquisa teve
sua aprovacao pelo Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Sadde da Universidade Federal
da Paraiba (ANEXO B).

O teste consistiu em avaliar a aceitabilidade sobre a possibilidade de consumo de
Spirulina adicionada em alimentos prontos (bolo de chocolate, sorvete de chocolate e suco de
abacaxi com acerola) acrescidos de 10% de Spirulina em po, deixando livre a escolha quanto
ao tipo de alimento que cada agricultor gostaria de avaliar. Foram apresentados também para
avaliacdo, porém ndo foi degustada a biomassa fresca e seca por liofilizacdo. Todos o0s

produtos foram avaliados em uma Unica sessdo durante visita a casa dos produtores rurais
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guanto aos atributos: aparéncia, odor, textura e avaliacdo global, utilizando escala hedonica de
9 pontos (de 1 = desgostei muitissimo a 9 = gostei muitissimo) (STONE; SIDEL, 1993)
(APENDICE A). No teste de Intencdo de compra utilizou-se uma escala hedénica de cinco
pontos variando de “compraria” (5) a “ndo compraria” (1). Também foi analisado o indice de
aceitabilidade (1A) considerando como 100% a maior nota alcangada na avaliacdo global dos
produtos analisados e adotando como critério para a classificacdo satisfatoria o indice de
aceitacdo igual ou superior a 70% (TEIXEIRA et al., 1987), sendo que para este calculo

utilizou-se a equagdo 2:

IA=Ax100 )
B

Onde:
A = Nota média obtida

B = Nota maxima dada ao produto.

O percentual de aceitagdo, indiferenca e rejeicdo para cada atributo foi calculado a
partir dos resultados obtidos na avaliacdo do teste de Aceitacdo utilizando os 9 pontos da
escala hedonica. A aceitacdo foi calculada pelo somatério dos percentuais dos escores de
“gostei ligeiramente™ (6) a “gostei muitissimo” (9), a indiferenca ¢ igual ao percentual obtido
no escore “nem gostei/nem desgostei” (5) e a rejeicdo foi calculada pelo somatorio dos
percentuais dos escores de “desgostei ligeiramente” (4) a “desgostei muitissimo” (1).

Os instrumentos foram aplicados utilizando-se de um procedimento padrdo para
garantir um minimo de respostas enviesadas, com o minimo possivel de intervencGes nos
processos de aplicacdo dos questionarios. Explicacbes foram efetuadas apenas quando
solicitados, mas nunca de contetdo, apenas de forma.

4.11 Teste de atitude

Para os testes de atitude a implantacdo de cultivo familiar visando avaliar atitude
inovadora (abertura a mudancas) e conservadora (refratario a mudancas) dos agricultores do
semiarido brasileiro, utilizou-se uma adaptacdo da escala de Thompson e Barton (1994) usada
para medir atitudes ecocéntricas e antropocéntricas das pessoas em relacdo ao meio
ambiente. Essa escala utiliza 16 itens, sendo oito para atitudes antropocéntricas e oito

ecocéntricas. A adaptacdo consistiu em elencar 5 itens que evidenciam atitudes
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conservadoras, 5 indiferentes e 5 inovadoras. Os participantes indicaram 0 seu grau de
concordancia ou discordancia numa escala de cinco pontos, do tipo Likert, que varia de 1 =
Concordo totalmente a 5 = Discordo totalmente (APENDICE B)

4.12 Tratamento estatistico dos dados

Os resultados para a aceitabilidade foram tratados no estatisticamente no programa
Statistica7.0 através dos testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis e analise de frequéncia. Os
resultados para a atitude foram tratados estatisticamente no programa SPSS, através de
técnicas de Componentes Principais, com rotagdo Varimax, para verificar a estrutura fatorial
dos dois construtos: aberto a mudancas no tocante a novos tipos de alimentos e refratario a
mudancas. Também foram calculados os coeficientes Alpha de Cronbach da escala usada para
verificar o seu indice de consisténcia interna, verificando assim a congruéncia que cada item

tem com os demais itens de cada instrumento (PASQUALI, 1997).

4.13 Normatizacao

A normatizacao do texto seguiu a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)
do ano de 2011.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cultivo, taxonomia e potencialidades de aplicacfes biotecnoldgicas das microalgas
isoladas

5.1.1 Espécies isoladas

Foram isoladas 24 cepas de microalgas das diferentes amostras coletadas em
diferentes tipos de ambientes aquaticos do Bioma Caatinga nos estados da Paraiba e Rio
Grande do Norte, as quais foram codificadas e incorporadas ao banco de culturas de
microalgas do Laboratério de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas
(LARBIM/UFPB), e mantidas em meios sintéticos a 25° C + 1° C e fotoperiodo de 12 horas
(Tabela 7). Destas, 22 cepas foram identificadas ao nivel de espécie e 1 ao nivel de género,
sendo que 3 sdo clones da espécie Chlorococcum cf. hypnosporum, 4 sdo clones de
Synechococcus nidulans, 3 sdo clones de Scenedesmus acuminatus e 2 sdo clones de

Lagerheimia longiseta.

Tabela 7 - Relagdo microalgas isoladas de diferentes habitats dos estados da Paraiba e Rio Grande do
Norte.

Cadigo Taxon Procedéncia
D267 Desmodesmus sp cf costato-granulatus Acude do Cais, Cuité — PB
D28z Chlorococcum cf. hypnosporum Acude do Cais, Cuité — PB
D29z Cloroficea nao identificada Acude do Cais, Cuité — PB
D37z Chlorococcum cf. hypnosporum Acude do Cais, Cuité — PB
D39z Planktothrix isothrix Acude de Acaud, Itatuba — PB
D40z Synechococcus nidulans Acude de Acaud, Itatuba — PB
D46Z Synechococcus nidulans Rio Quinturaré, Frei Martinho-PB
D68Z Cloroficea nédo identificada Olho D'agua da Bica, Cuité-PB
D73WC Nao identificada Rio Quinturaré, Frei Martinho-PB
D747 Rhabdoderma lineare Barreiro Sacramento, Frei Martinho-PB
D76Z Chlorococcum cf. hypnosporum Rio Quinturaré, Frei Martinho-PB
D82z Synechococcus nidulans Acude da Quixaba, Frei Martinho-PB
D112z Synechococcus nidulans Acude da Quixaba, Frei Martinho-PB

D115wC Scenedesmus acuminatus Bebedouro de ovelhas, Frei Martinho-PB
D117WC  Scenedesmus acuminatus Bebedouro de ovelhas, Frei Martinho-PB
D120WC  Scenedesmus acuminatus Acude Prainha, Frei Martinho — PB
D121wC Pediastrum tetras Acude Prainha, Frei Martinho — PB
D123wWC Lagerheimia longiseta Acude Malhada Limpa, Currais Novos-RN
D124WC Monoraphidium contortum Acude do Quinturaré, Frei Martinho — PB
D126WC Scenedesmus acutus Acude do Quinturaré, Frei Martinho — PB
D133wWC Lagerheimia longiseta Acude Malhada Limpa, Currais Novos-RN
D134WC  Scenedesmus dimorphus Acude Malhada Limpa, Currais Novos-RN
D142WC  Scenedesmus quadricauda Acude Malhada Limpa, Currais Novos-RN
D147WC  Hariotina reticulata Acude Malhada Limpa, Currais Novos-RN

Z= Meio Zarrouk; WC= Meio WC.
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5.1.2 Detalhamento taxonémico das espécies isoladas
5.1.2.1 Cianobactérias

a) Planktothrix isothrix (Skuja) Komarek & Komarkova 2004 (Ordem Oscillatoriales; Familia

Microcoleaceae) Prancha | — Figura b.

Descrigdo: Esta espécie apresenta filamentos solitarios, livre-flutuantes, retos ou levemente
ondulados, auséncia de bainha mucilaginosa e com movimento deslizante. As células sdo
mais curtas que largas, quadraticas ou subquadraticas, com célula apical arredondada, sem
caliptra. Aerdtopos encontram-se distribuidos por todo conteddo celular, que € na cor verde

oliva, verde acastanhado, verde-azulado ou castanho avermelhado. A paarede celular

apresenta-se conspicua, algumas vezes espessa.

Comentarios: Esta espécie tem sido encontrada em lagos no Amazonas (ALMEIDA, 2008);
em alguns reservatorios do estado do Pernambuco, sendo um dos géneros mais
representativos (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al. 2014; COSTA et al. 2006; MOURA et
al. 2011 e LIRA et al. 2011); na Estacdo de Tratamento de Esgoto do municipio de Barbalha-
CE (AQUINO et al., 2011) e Juazeiro do Norte-CE (AQUINO et al., 2010 ); no Agude
Bodocongo, situado no Estado da Paraiba, na regido semiarida do Brasil (MONTEIRO E
VASCONCELOQOS, 2013); no Lago Guaiba, urbano subtropical utilizado para abastecimento
de &gua em Porto Alegre-RS (RIBEIRO et al., 2012); e no reservatério Argemiro de
Figueiredo (Acaud, municipio de Itatuba, Paraiba) (CARLOS, 2013).

b) Synechococcus nidulans (Pringsheim) Komarek in Bourrelly 1970 (Ordem

Synechococcales; Familia Synechococcaceae). Prancha I- Figuras ¢, d, e, f.

Descricdo: Segundo Santos e Sant”’Anna (2010), esta espécie apresenta células alongadas,
retas, medindo de 2 a 3,4pum de comprimento por 1,2 a 2,4um de largura; usualmente isoladas
ou aos pares e raramente com 4 células juntas. Envelope mucilaginoso ausente e conteudo

celular verde azulado, homogéneo e sem aer6topos.

Comentarios: Esta espécie tem sido encontrada em reservatérios do Estado de S&o Paulo

(CARVALHO, 2003); em mananciais de abastecimento de a4gua para 0 consumo humano no
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municipio de Vicosa, MG (MAGALHAES, 2007); na Lagoa Juparand e Rio Pequeno,
Linhares-ES (CAVATI; FERNANDES, 2008); no Pantanal brasileiro (SANTOS;
SANT'ANNA, 2010); em um braco do reservatério do Salto Caxias na regido Sudoeste do
Estado do Parana (BARTOZEK, 2012); no Canal do Piraqué, Lagoa Rodrigo de Freitas, RJ
(MENEZES et al., 2012); em lagoas de estabilizacdo da Estacdo de Tratamento de Esgoto de
Cascavel, Parana (RIEDGER,2013). Esta espécie foi isolada do agude Quixaba, Frei
Martinho-PB, do Rio Quinturaré, Frei Martinho-PB e do Agude Acaud, Itatuba—PB, e ao que

tudo indica esta parece este parece ser 0 primeiro registro espécie para o Estado da Paraiba.

¢) Rhabdoderma lineare Schmidle & Lauterborn in Schmidle 1900 (Ordem: Ordem

Synechococcales; Familia Synechococcaceae). Prancha Il - Figura a.

Descricdo: Sant’Anna et al. (2004) descrevem esta espécie como apresentando coldnias
arredondadas ou alongadas com células dispostas mais ou menos em linha, mucilagem
hialina, firme e células verde-azuladas com aérotopos, cilindricas, com as extremidades

arredondadas e comprimento variando de 3,2 a 6um e didmetro de 1 a 1,8 pum.

Comentérios: Esta espécie tem sido encontrada no Estado de S&o Paulo (CARVALHO,
2003; SANT’ANNA et al.,2004) em reservatorio oligotréfico do Estado de Sao Paulo
(HONDA; AZEVEDO, 2004 FERRAGUT et al., 2005); na regido metropolitana de Sao Paulo
(GENTIL, 2007); na Lagoa Mée—Ba, Guarapari — ES (SOUZA, 2008); em um tributario do
Reservatorio de Rosana, Ribeirdo do Corvo—PR (FELISBERTO; RODRIGUES, 2010); em
um braco do reservatorio de Salto Caxias, regido Sudoeste do Estado do Parana
(BARTOZEK, 2012). Esta espécie foi isolada do Barreiro Sacramento, Frei Martinho—PB, e

ao que tudo indica é a primeira ocorréncia para o Estado da Paraiba.
5.1.2.2 Cloroficeas
a) Desmodesmus sp cf costato-granulatus Hegewald & Tsarenko in Tsarenko, Hegewald &

Braband 2005 (Classe Chlorophyta; Ordem Sphaeropleales) Prancha I- Figura a.

Descricdo: Células solitarias com cloroplasto parietal com um pirenoide. Células com
aproximadamente 2um de comprimento. Apresenta 4 espinhos nas laterais, mas nem sempre

visiveis.
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Comentarios: Os exemplares da cepa D26Z tém caracteristicas proximas de Desmodesmus
costato-graulatus sendo muito parecidas em forma e tamanho com a cepa H542 da CAUP
(Culture Colletction of  Algae of Charles University  of Prague)
(http://botany.natur.cuni.cz/algo/database/node/1226) com a qual apresenta grande

semelhanca na forma, mas sendo ligeiramente inferior em tamanho. Hentschke e Torgan
(2010) citaram para o estado do Rio Grande do Sul pela primeira vez a espécie Desmodesmus
costato-granulatus var. elegans, e esta pode ser a primeira citacdo desta espécie para o estado
da Paraiba.

b) Chlorococcum cf. hypnosporum Starr 1955 (Ordem Chlamydomonadales; Familia

Chlorococcaceae). Prancha Il- Figuras b, c, d.

Descricdo: De acordo com Fernandes (2008) esta espécie apresenta individuos isolados e
células adultas esféricas ou quase esféricas medindo de 12,2 a 15,6 um diametro e com um
cloroplastidio parietal, poculiforme a urceolado, com a porcdo basal um tanto excéntrica.
Possui um pirenodide um pouco excéntrico ou deslocado para a parede celular, sendo a mesma

delicada.

Comentarios: Cardoso (1979) efetuou o inventario floristico das algas que ocorrem na lagoa
de estabilizacdo de S&o José dos Campos, no Estado de Sdo Paulo e inclui esta espécie e
Carvalho (2003) reportou sua ocorréncia em estudo sobre a comunidade fitoplancténica de
reservatorios do Estado de Sdo Paulo. Esta espécie foi isolada do Acude do Cais e do Olho
D’agua da Bica em Cuité-PB e do Rio Quinturaré, Frei Martinho-PB e ao que tudo indica

parece ser a primeira ocorréncia registrada para o Estado da Paraiba.

c) Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat, 1914 (Ordem Sphaeropleales; Familia

Scenedesmaceae). Prancha Il1- Figuras a, b, c.

Descricdo: Rosini et al. (2013) descrevem esta espécie como apresentando cendbios formados
por 4 a 8 células dispostas linearmente ou levemente alternadas, sendo que as células sdo
unidas através das regiGes medianas. As células externas sdo lunadas e as células internas sdo
fusiformes a levemente arcuadas sendo a distancia entre os dpices de 12,1 a 29,9 um de

comprimento e didmetro de 2,4 a 4,8 um. Cloroplasto parietal com um pirenoide.
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Comentarios: esta espécie tem sido encontrada no Lago Agua Preta, Belém, Para
(MARTINS-DA-SILVA, 1997); no Reservatorio de Corumba, Goias (FELISBERTO et al.,
2001); em reservatorios do Estado de Sdo Paulo (CARVALHO, 2003); na Foz dos rios
formadores do Delta do Jacui, RS (RODRIGUES, 2004); na Represa do Cascao, Salvador-BA
(ALCANTARA et al., 2011); no Lago Municipal de Cascavel, Parana (MORESCO; BUENO,
2007); no Reservatorio de Mundau, PE (DANTAS et al.,, 2008); no Reservatorio da
Hidroelétrica de Boa Esperanca, PI/MA (MENDONCA, 2009); nas Represas Billings e
Guarapiranga — SP (RODRIGUES et al., 2010); em um tributario do Reservatorio de Rosana,
Ribeirdo do Corvo —PR (FELISBERTO; RODRIGUES, 2010); na Lagoa do Casamento e do
Butiazal de Tapes, RS (TORGAN; HENTSCHKE, 2011); na Lagoa Solon de Lucena, Jodo
Pessoa-PB (COSTA E DANTAS, 2011); em um sistema piloto de uma Unidade de
Tratamento de Esgoto em Vicosa, MG (MAGALHAES, 2011); em um braco do reservatorio
de Salto Caxias, regido Sudoeste do Estado do Parand (BARTOZEK,2012); e em pesqueiros
da regido metropolitana de Sao Paulo (ROSINI et al., 2013Db).

d) Pediastrum tetras (Ehrenberg). Ralfs, 1845 (Ordem Sphaeropleales; Familia
Hydrodictyaceae). Prancha Il1- Figura d.

Descricao: Felisberto et al. (2001) descrevem esta espécie como apresentando cendbios
arredondados ou quadraticos, com 4 a 8 células sendo que as celulas externas apresentam uma
incisdo formando dois processos voltados para fora do cendbio. A parede celular é lisa, o
cloroplasto é Unico e parietal, com um pirendide. As células de variam de 2,87 a 6,26 de

comprimento por 5,22 a 8,35 um de largura.

Comentarios: Esta espécie tem sido encontrada no reservatério de Corumba, Goias (SILVA
et al., 2001; FELISBERTO et al., 2001); em reservatérios do Estado de Sdo Paulo
(CARVALHO, 2003); no Reservatdrio Piraquara I, Parana (COQUEMALA, 2003); na Foz
dos rios formadores do Delta do Jacui, RS (RODRIGUES, 2004); no Lago do IAG, Séo Paulo
(FERRAGUT et al., 2005); no Rio Paranapanema, S&o Paulo- SP (HENRY et al., 2006); no
Reservatorio de Barra Bonita, S&o Paulo-SP (DELLAMANO-OLIVEIRA, 2006); na Lagoa
Bonita —-DF (GOMES, 2007); no reservatdrio da Hidroelétrica de Boa Esperanga — PI/MA
(MENDONCA, 2009); em um tributario do Reservatorio de Rosana, Ribeirdo do Corvo —PR
(FELISBERTO; RODRIGUES, 2010). Em estudo sobre diversidade da comunidade
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fitoplanctonica em diferentes ecossistemas aquéaticos urbanos da regido metropolitana de Jodo

Pessoa-PB; Costa e Dantas (2011) reportaram a sua ocorréncia na Lagoa Sélon de Lucena.

e) Lagerheimia longiseta (Lemmermann). Printz, 1913 (Ordem Chlorellales; Familia
Oocystaceae). Prancha Il — Figuras e, f.

Descricdo: Segundo Rodrigues (2008) esta espécie apresenta celulas solitarias, elipticas,
medindo de 11,0 a 14,0 um de comprimento por 5,5 a 8,0um de largura, com polos levemente
atenuados. Cada polo apresenta de 3 a 5 setas, longas, levemente flexuosas, afilando
gradualmente em dire¢do ao apice. O cloroplasto é parietal e o pirenoide ndo observado.

Comentarios: Esta espécie tem sido encontrada no estado do Rio de Janeiro (NOGUEIRA,
1996); nas Represas Billings e Guarapiranga, S&o Paulo (RODRIGUES, 2008); e Rodrigues
et al., (2010) também a encontraram na represa Guarapiranga — SP. Esta espécie foi isolada do
Acude Malhada Limpa, Currais Novos- RN, e ao que tudo indica esta parece ser a primeira

ocorréncia registrada para esta espécie no Estado do Rio Grande do Norte.

f) Monoraphidium contortum (Thuret) Komarkova-Legnerova in Fott 1969 (Ordem

Sphaeropleales; Familia Selenastraceae). Prancha V- Figuras a.

Descricao: Rodrigues (2008) descrevem esta espécie como apresentando células solitarias,
fusiformes, helicoidais com 1 ou 1,5 voltas, afilando gradualmente em direcdo aos apices. Os
polos sdo pontiagudos e as distancias entre os apices variam de 19,0 a 25,0 um. As células

medem de 1,2 a 1,5 um de largura, o cloroplasto € Unico, parietal e sem pirendide.

Comentarios: Esta espécie tem sido encontrada no reservatorio de Corumbd, Goias
(FELISBERTO et al., 2001); no Rio Parnaiba, Estado do Piaui (CAMARA et al., 2002); em
reservatorios do Estado de Sdo Paulo (CARVALHO, 2003); na foz dos rios formadores do
delta do Jacui, RS (RODRIGUES, 2004); no reservatério Duas Unas, Jaboatdo dos
Guararapes, PE (MOURA et al., 2007); no reservatorio de Mundal, PE (DANTAS et al.,
2008); em um tributéario do reservatério de Rosana, Ribeirdo do Corvo—PR (FELISBERTO;
RODRIGUES, 2010); na Represa Guarapiranga — SP (RODRIGUES et al., 2010); na Lagoa
Solon de Lucena e no reservatorio das Aguas Minerais de Jodo Pessoa, PB (COSTA;
DANTAS, 2011); no Reservatorio ltupararanga, SP (CUNHA; CALIJURI, 2011); em um
sistema piloto de uma Unidade de Tratamento de Esgoto em Vicosa, MG (MAGALHAES,
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2011); no Canal do Piraqué, Lagoa Rodrigo de Freitas, Sudeste do Brasil (MENEZES et al.,
2012); no Pantanal dos Maribus, Chapada Diamantina, BA (RAMOS et al, 2012); no
reservatorio de Acaua, PB (VANDERLEI, 2013); no Lago Reis, Roraima (SILVA et al.,
2013); na Bacia do Paraiba onde encontram-se reservatorios e rios da regido semiérida do
estado da Paraiba (MASCARENHAS et al., 2013).

g) Scenedesmus acutus Meyen, 1829 (Ordem Sphaeropleales; Familia Scenedesmaceae).

Prancha IV - Figura b.

Descricdo: De acordo com Felisberto et al. (2001) esta espécie apresenta cendbios planos
com 4 a 8 células dispostas em séries alternadas ou linearmente. As células externas sdo retas
com margem externa as vezes levemente convexa. As células internas sdo retas, oblongas,
com polos pontiagudos truncados e parede celular lisa. Apresentam comprimento variando de
10,44 a 18,27 pum e largura de 2,61 a 5,22 pum.

Comentarios: Esta espécie tem sido encontrada no reservatorio de Corumba, Goias
(FELISBERTO et al., 2001); em reservatorios do Estado de S&o Paulo (CARVALHO, 2003);
no Lago Municipal de Cascavel, Parana (MORESCO; BUENO, 2007); no reservatorio de
Mundau, PE (DANTAS et al., 2008); no reservatorio da hidrelétrica de Boa Esperanga, PI/MA
(MENDONCA, 2009); em um tributario do reservatorio de Rosana, Ribeirdo do Corvo—PR
(FELISBERTO; RODRIGUES, 2010); na represa do Cascdo, Salvador-BA (ALCANTARA
et al.,2011); na lagoa do Casamento e do Butiazal de Tapes, RS (TORGAN; HENTSCHKE
2011); em um sistema piloto de uma unidade de tratamento de esgoto em Vigosa, MG
(MAGALHAES, 2011). Esta espécie foi isolada do Acude Quinturaré, Frei Martinho-PB e ao

que tudo indica esta parece ser a primeira ocorréncia registrada para o Estado da Paraiba.

h) Scenedesmus dimorphus (Turpin) Kitzing 1834 (Ordem Sphaeropleales; Familia

Scenedesmaceae). Prancha IV- Figura c.

Descricdo: Segundo Magalhdes (2011) esta espécie apresenta cendbios planos formados por 4
a 8 células que podem ser ligeiramente ou completamente fusiformes. As células possuem
comprimento variando de 6,5 a 31,0um e didmetro de 1,9 a 6,7 um, sendo que as células

externas sdo lunadas e convexas na margem externa que nao sobrep@e a linha dos polos. Os
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polos sdo pontiagudos e as células sdo alinhadas ou levemente alternadas em uma fileira. O

cloroplastideo € parietal e possui um pirenoide.

Comentarios: Esta espécie foi encontrada previamente em reservatorios do Estado de S&o
Paulo (CARVALHO, 2003); no estuério do Rio Igarassu, PE, (LEAO, 2004); na foz dos rios
formadores do delta do Jacui, RS (RODRIGUES, 2004); no Lago do IAG, Sdo Paulo
(FERRAGUT et al., 2005); em um sistema piloto de uma Unidade de Tratamento de Esgoto
em Vicosa, MG (MAGALHAES, 2011). Esta espécie foi isolada do Acude Malhada Limpa,
Currais Novos- RN, e ao que parece esta € a primeira ocorréncia para o estado do Rio Grande
do Norte.

i) Scenedesmus quadricauda (Turpin) Brébisson in Brébisson & Godey 1835 (Ordem

Sphaeropleales; Familia Scenedesmaceae). Prancha IV - Figura d.

Descricdo: Martins-da-Silva (1997) apresentam esta espécie como possuindo um cendbio
reto, linear, com 4 a 8 células oblongas medindo de 9 a 23 um de comprimento por 2,5 10 um
de largura com polos arredondados, margem externa das células externas retas a ligeiramente
convexas, 1 espinho curvo em cada polo medindo de 2,3 a 20 pum, dispostos diagonalmente.

O cloroplastidio é Unico, parietal, com um pirenoide.

Comentarios: Esta espécie tem sido encontrada no Lago Agua Preta, Belém, Para
(MARTINS-DA-SILVA, 1997); no reservatorio de Corumbd, Goids (FELISBERTO;
RODRIGUES; LEANDRINI 2001); em reservatérios do Estado de S&o Paulo (CARVALHO,
2003); no Estuario do Rio lgarassu, PE (LEAO, 2004); na foz dos rios formadores do Delta
do Jacui, RS (RODRIGUES, 2004); no Lago do IAG, Sdo Paulo (FERRAGUT et al., 2005);
no reservatorio de Mundau, PE (DANTAS et al., 2008); no reservatdrio da Hidrelétrica de
Boa Esperanca, PI/MA (MENDONCA, 2009); na represa do Cascdo, Salvador-BA
(ALCANTARA et al., 2011); na Lagoa Solon de Lucena e no Rio Jaguaribe, Jodo Pessoa-PB
(COSTA; DANTAS, 2011); na bacia hidrografica do rio Paraiba, PB (MASCARENHAS et
al., 2013). Esta espécie foi isolada do Agude Malhada Limpa, Currais Novos- RN, e ao que
parece esta € a primeira ocorréncia para o estado do Rio Grande do Norte.

J) Hariotrina reticulata Dangeard 1889 (Ordem Sphaeropleales; Familia Scenedesmaceae)

Prancha IV - Figura e.
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Descricdo: Segundo Domingues e Torgan (2012) esta espécie apresenta cendbios esféricos
com 8 a 16 células, podendo formar cendbios multiplos. As células sdo esféricas e envoltas
por bainha mucilaginosa, conectadas umas as outras por interligagbes mucilaginosas. Os
espacos intercelulares sdo triangulares. Cada célula possui de 5 a 6 interligacGes

mucilaginosas. O cloroplasto ¢ parietal com um pirenoide. Didmetro celular de 4,5 a 7,5 um.

Comentarios: Esta espécie tem sido encontrada na Lagoa do Campelo, Campos, RJ
(HUSZAR et al., 1988); nas Represas Bilings e Guarapiranga (RODRIGUES, 2008); no Lago
dos Tigres, Britania-GO (ALVES; NOGUEIRA, 2010); em pesqueiros da regido
metropolitana de S&o Paulo (ROSINI, 2010); no municipio de Palhoga, SC (CORREA, 2011);
no lago das Tartarugas, Porto Alegre—-RS (DOMINGUES; TORGAN, 2012). Esta espécie foi
isolada acude Malhada Limpa, Currais Novos- RN, e a0 que parece esta € a primeira

ocorréncia para o estado do Rio Grande do Norte.
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Prancha | — Microalgas isoladas de diferentes habitats dos estados da Paraiba e Rio Grande do Norte.
Figura a: Desmodesmus sp cf costato-granulatus, Figura b: Planktothrix isothrix Figuras c, d, e, f:
Synechococcus nidulans.

Cepa D26Z — Aumento1000x Cepa D39Z- Aumento1000x

Cepa D40Z- Aunaenfo 1000x

Cepa D82Z- Aumento 1000x Cepa D112Z- Aumento1000x
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Prancha Il - Microalgas isoladas de diferentes habitats dos estados da Paraiba e Rio Grande do Norte.
Figura a: Rhabdoderma lineare, Figuras b, ¢, d: Chlorococcum cf. hypnosporum, Figuras e, f:
Cloroficeas ndo identificadas.

Cepa D74Z —Aumento 1000x Cepa D28Z- Aumento: 1000x

¥
NG

Cepa D37Z-Aumento 1000x

.

Cepa D68Z- Aumento 400x ’ Cepa D29Z- Aumento 1000x



63

Prancha Il - Microalgas isoladas de diferentes habitats dos estados da Paraiba e Rio Grande do
Norte. Figuras a, b, c: Scenedesmus acuminatus, Figura d: Pediastrum tetras, Figuras e, f:
Lagerheimia longiseta

Cepa D115WC- Aumento 1000x Cepa D117WC — Aumento 1000x

Cepa D123WC — Aumento 1000x Cepa D133WC — Aumento 1000x
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Prancha IV - Microalgas isoladas de diferentes habitats dos estados da Paraiba e Rio Grande do
Norte. Figura a: Monoraphidium contortum, Figura b: Scendesmus acutus, Figura c: Scenedesmus
dimorphus, Figura d: Scenedesmus quadricauda, Figura e- Hariotina reticulata, Figura f: Cloroficea
ndo identificada.

Cepa D124WC- Aumento 1000x

_
’

Cepa D134WC — Aumento 1000x

Cepa D147WC — Aumento 1000x
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5.1.3 Cultivo das microalgas isoladas do Bioma Caatinga visando a producdo de
biomassa e analises de acidos graxos

Das 24 cepas de microalgas isoladas das amostras coletadas na regido semiarida dos
estados da Paraiba e Rio Grande do Norte foram cultivadas 14 cepas em meio sintético e em
condicBes laboratoriais controladas (25°C + 1° C, fotoperiodo de 12 horas) visando a

producdo de biomassa para andlises dos acidos graxos (Tabela 8).

Tabela 8- Constante de crescimento k (divisdes celulares/dia), duracdo da fase exponencial de cultivo
(dias), rendimento em biomassa (g) e totais de ésteres metilicos de &cidos graxos (mg/g) das
microalgas dos Estados da Paraiba e Rio Grande do Norte.

Cddigo da k Duracgéo Biomassa Rendimento relativo em
cepa (média e desvio da fase Log (/L) ésteres de &cidos graxos
padréo) (dias) em relacdo a soja (mg/g)
D26z 0,21+0,06 4 0,52 81,80
D287 0,32+0,05 2 0,75 9,25
D29z 0,25+0,09 4 0,67 120,00
D377 0,51+0,25 4 0,49 109,00
D39z 0,33+0,12 4 0,63 78,0
D40z 0,41+0,08 2 0,54 18,70
D46z 0,16+0,01 2 0,38 94,00
D68Z 0,64+0,14 2 0,30 113,00
D74z 0,51+0,10 8 0,32 0,98
D76z 0,30+0,04 2 0,64 120,4
D82z 0,41+0,06 3 0,39 83,48
D112z 0,71+0,45 6 0,63 113,6
D115WC 0,60+0,13 4 0,45 415,65
D133WC 0,54+0,37 8 0,17 305,59

Considerando-se os valores médios da constante de crescimento (k), observa-se que
houve diferenca entre as espécies, com valor méximo de 0,71 divisdes/dia para a cepa D112Z
(Synechococcus nidulans) e valor minimo de 0,16 divisbes/dia para a cepa D46Z
(Scenedesmus acutus). As cepas D74Z (Rhabdoderma lineare) e D133WC (Lagerheimia
longiseta) foram as que apresentaram fase exponencial mais longa (8 dias), enquanto as cepas
D287 e D76Z (clones de Chlorococcum cf. hypnosporum), D40Z e D46Z (clones de
Synechococcus nidulans) e D68Z (cloroficea ndo identificada) foram as que apresentaram as
menores duracdes da fase log (2 dias).

Quanto a biomassa total e os teores de acidos graxos também houve diferenca entre as
espécies, sendo o maior rendimento final em biomassa encontrado nas cepas D28Z
(Chlorococcum cf. hypnosporum), com 0,75g/L e D29Z (cloroficea ndo identificada), com
0,67g/L, e os maiores teores de &cidos graxos em relacdo ao redimento da soja, encontrados
nas cepas D115WC (Scenedesmus acuminatus), com 415,65mg/g D133WC (Lagerheimia
longiseta) com 305,59 mg/g e D112Z (Synechococcus nidulans), com 113,6 mg/g. Verifica-
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se, nos dados apresentados, que a concentracdo dos ésteres metilicos de &cidos graxos ndo
segue 0 mesmo padrdo que o rendimento em biomassa, sugerindo que a quantidade de
biomassa e o conteddo lipidico ndo estdo correlacionados. Dados semelhantes foram
apresentados por Rodolphi et al., (2008), Sheehan et al., (1998) e Oliveira (2013).

Clones da espécie Chlorococcum cf. hypnosporum (D28Z, D37Z, D76Z) mostraram
variagOes nos valores médios do k (de 0,30 a 0,51), nas quantidades totais de biomassa (0,49
g/L a 0,75 g/L) e nos totais de &cidos graxos (9,25mg/g a 120,4mg/g), e clones da espécie
Synechococcus nidulans (D40Z, D46Z, D82Z e D112Z) mostraram variagdo nos valores
médios do k de 0,16 a 0,71, nas quantidades totais de biomassa (0,38 g/L a 0,63 g/L) e nos
totais de &cidos graxos (18,70mg/g a 113,6mg/g em relacdo a soja), ressaltando-se que o clone
D112WC (S. nidulans) também apresentou o maior tempo de duracdo da fase log (6 dias).
Esses dados séo surpreendentes, visto que tanto podem refletir as condi¢cdes do habitat de
onde a espécie foi isolada, como as condi¢es fisioldgicas e metabdlicas de cada clone no
momento do seu isolamento.

No caso especifico da cianobactéria Synechococcus nidulans dois clones (D112Z e
D82Z) isolados de um mesmo habitat (Agude Quixaba, municipio de Frei Martinho, PB), as
duas cepas mostraram grandes diferencas nos parametros de crescimento e no total de
biomassa produzido, e o total de acidos graxos chegou a ser de aproximadamente 1,36x maior
na cepa D112Z. O mesmo aconteceu com a espécie Chlorococcum cf hypnosporum, tendo-se
verificado que o total de &cidos graxos da cepa D37Z foi 11,7x maior do que na cepa D28Z,
ambas isoladas do acude do Cais, municipio de Cuité, PB.

Salienta-se que os teores de ésteres obtidos por cada espécie tiveram seus cultivos
desenvolvidos em condicGes ideais (fotoperiodo constante de 12 horas e temperatura de 25 °C
+ 1 °C). Sob condicGes de estresse € possivel induzir a producdo e aumentar o teor de lipideos,
pois a composicdo bioquimica das microalgas depende da espécie, do sistema de cultivo
utilizado, da temperatura, da luminosidade da salinidade, do pH e das formulagdes dos meios
de cultura (MIAO; WU, 2004; BROWN et al., 1997; NASCIMENTO et al., 2009;
CARDOSO et al., 2011).

A composicdo bioquimica das microalgas ndo é totalmente conhecida mediante a
infinidade de espécies ainda ndo estudadas sob este foco o que faz delas apresentarem uma
fonte ilimitada de diversos produtos de interesse biotecnolégico (PULZ; GROSS, 2004;
DERNER, 2006; BAUMGARTNER et al, 2013), muito embora o interesse comercial que
pode ser obtido delas é algo imprevisivel. Muitos trabalhos tém sido realizados visando a

procura por especies que ndo somente sejam promissoras para tal interesse, mas que também
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tenham elevado potencial em produtividade de biomassa (RICHMOND, 2004). Entretanto,
ainda sdo necessarios mais esforcos para a busca por espécies e por condi¢@es de cultivo que
permitam o acimulo dos compostos de interesse, bem como a busca por medidas que visem a

reducdo dos custos de sua produgdo com aumento de produtividade em biomassa.

5.1.4 Perfil dos ésteres metilicos de acidos graxos

As andlises cromatograficas efetuadas na biomassa das espécies cultivadas
evidenciaram um perfil diversificado dos ésteres metilicos de 4cidos graxos (APENDICE C)
entre cianobactérias (Figura 1) e cloroficeas (Figura 2).

Nas cianobactérias (Figura 1) os tipos de &cidos graxos variaram entre os clones de
Synechococcus nidulans de 4 tipos na cepa D40Z a 14 tipos nas cepas D82Z e D112Z. Houve
predominancia do acido palmitico com maiores percentuais nas cepas D39Z (Planktothrix
isothrix) e nos clones de S. nidulans D82Z e D112Z e do acido palmitoleico, com maiores
percentuais nas cepas D40Z e D46Z (clones de S. nidulans) e D74Z (Rhabdoderma lineare).
O é&cido miristico s6 foi encontrado nas cepas D40Z e D46Z (clones de S. nidulans) e D74Z
(R. lineare). A cepa D39Z (Planktothrix isothrix) apresentou 0os maiores percentuais para 0s
acidos linoleico e gama linolénico. O acido araquidonico foi registrado na cepa D112Z (S.
nidulans) em baixissimo percentual.

Outros cultivos realizados com S. nidulans também apresentaram valores
consideraveis do acido palmitoléico (MASLOVA et al., 2004; RADMAN; COSTA, 2008).
Patil et al. (2007) realizou um cultivo de Synechococcus sp. e na analise dos acidos graxos
constaram que 0s mais abundantes eram o miristico, o palmitico e o palmitoléico. Protoomyot
et al. (2005) encontraram para Synechococcus sp elevado teor de acido palmitico (acido
saturado), bem como de &cidos monoinsaturados, porém baixos teores de &cidos
poliinsaturados, o que parece ser caracteristico do género Synechococcus e das cianobactérias

em geral.
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Figura 1- Diversidade de ésteres metilicos de acidos graxos para as cepas de cianobactérias
cultivadas.

60 -
B Miristico
£ 50 - ® Miristoléico
e .
= ® Palmitico
] . e
s B Palmitoléico
en 40 -
z Hexadecadiendico
=
= ® Hexadecatriendico
= 30 - m Estedrico
wn
_8 m Oléico
E 20 A B Linoléico
z B Gama Linolénico
1
' . -
% 10 - Linolénico
m Estearidénico
0 Araquidénico
a T - T

D39Z D40Z D4eZ D74Z Dg2Z D112Z
Cepas de Cianobactérias

No grupo das cloroficeas (Figura 2) trés acidos foram predominantes: o palmitico,
com maiores percentuais nas cepas D115WC (Scenedesmus acuminatus) e D133WC
(Lagerheimia longiseta); o oleico, com maiores percentuais nas cepas D115WC
(Scenedesmus acuminatus), D29Z (ndo identificada) e D76Z (Chlorococcum cf
hypnosporum); e o linolénico, com maiores percentuais nas cepas D28Z, D37Z e D76Z
(clones de Chlorococcum cf hypnosporum). A cepa D28Z apresentou elevado percentual para
0 &cido hexadecatriendico e o &cido araquidonico foi apresentado em baixos percentuais pelas
cepas D76Z (Chlorococcum cf hypnosporum) e D133WC (Lagerheimia longiseta).

Na literatura sdo encontrados trabalhos realizados com espécies do género
Scenedesmus que obtiveram valores consideraveis de acido palmitico, palmitoléico e oléico e
linoléico e, em resumo, apresentaram elevados teores de &cidos saturados e monoinsaturados
e baixos teores de &cidos poliinsaturados (CHOI et al., 1987; MAKAREVICIENE, 2011,
JENA et al., 2012; PRABAKARAN; RAVIDRAN, 2012; OLIVEIRA, 2013). No entanto,
espécies diferentes do mesmo género podem apresentar variedade em sua composicdo de
acidos graxos (GHAZALA et al., 2010). Devido a deficiéncia de &cidos graxos
poliinsaturados, as cloroficeas geralmente apresentam baixo interesse nutricional (BROWN et
al, 1997).
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Figura 2- Diversidade de ésteres metilicos de acidos graxos para as cepas de cloroficeas cultivadas.
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Altos teores do acido araquidonico ndo sao encontrados em qualquer organismo e sao
quase excluidos dos lipideos de microalgas de &gua doce e marinha (THOMPSON, 1996;
BIGOGNO et al., 2007), fato também constatado em nossos dados para as microalgas
estudadas.

Os acidos graxos encontrados nas microalgas diferem de acordo com o grupo
taxonémico e as condicOes de crescimento (HU et al., 2008; BROWN, 2002; REZANKA et
al., 2003; PRATOOMYOT et al., 2005; CARDOSO et al., 2011) e por essa razdo tem se
sugerido que o perfil de acidos graxos poderia ser utilizado como um carater taxondmico,
distinguindo microalgas estreitamente relacionadas a nivel de espécie e género (TAIPALE et
al., 2013). No entanto, constatou-se, nesta pesquisa, que os clones da Cloroficea
Chlorococcum cf. hypnosporum (D282, D37Z e D76Z) e da cianobactéria Synechococcus
nidulans (D40Z, D467, D82Ze D112Z) exibiram tipos e teores diversificados dos &cidos
graxos (Figuras 3 e 4), sendo que para a espécie Synechococcus nidulans, apenas a cepa
D112Z apresentou os acidos estearidonico e araquiddnico, enquanto que na especie C. cf.
hypnosporum apenas a cepa D76Z apresentou os acidos gama linolénico e araquidonico,
porém para esta espécie a ocorréncia foi mais homogénea entre os clones. Estes dados nos
permitem inferir que os perfis de acidos podem diferir numa mesma espécie tendo em vista
que as cepas D82Z e D112Z foram isoladas do mesmo local. Tal fato contrasta com a

observacao de Taipale et al. (2013), sugerindo que o uso do perfil dos &cidos graxos como
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mais um carater taxondmico deve ser visto com ressalvas, indicando que mais pesquisas s&o
necessarias a este respeito.

Figura 3- Diversidade de ésteres metilicos de acidos graxos para os clones de Synechococcus
nidulans.
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De uma maneira geral, altos niveis de acidos saturados e &cidos monoinsaturados e
baixos de 4&cidos poliinsaturados sdo comuns em cloroficeas e cianobactérias
(PRATOOMYOQOT et al., 2005; PEREIRA et al, 2013), embora algumas das espécies de
cloroficeas estudadas tenham apresentado elevados teores dos &cidos linoléico e linolénico
que sdo acidos graxos essenciais.

Os é&cidos graxos sdo constituintes estruturais das membranas celulares, cumprem
funcBes energéticas e de reservas metabdlicas, além de formarem hormdnios e sais biliares
(VALENZUELA; NIETO, 2003). O acido palmitico encontrado (saturado) € importante para
a alimentacédo infantil sendo no leite materno em concentragdes variando de 20% a 30%
(VALENZUELA; NIETO, 2003; SILVA et al., 2007), e o palmitoléico é responsavel pelo
metabolismo dos lipideos, além de ser utilizado em cosméticos de acdo rejuvenescedora
(WHEN; CHEN, 2000). Estes acidos, juntos ao oleico e miristico apresentam algumas
propriedades fisicas e quimicas similares as dos Oleos vegetais e, portanto, podem ser
considerados como uma matéria-prima potencial para a producéo de biodiesel (CHISTI, 2007;
KIRROLIA et al. 2013).

Em relacdo aos ésteres metilicos de acidos graxos e sua aplicagdo na industria de
alimentos, de cosmeéticos, e farmacéutica, destacam-se os &cidos graxos da familia dos
omegas (0-3, ®-6 ¢ ®-9), encontrados em quase todas as espécies estudas (Tabela 9), exceto
para cepa D40Z que ndo exibiu nenhum percentual. Os maiores percentuais totais foram
apresentados pelas cepas D26Z- Desmodesmus sp cf costato-granulatus (56,3%), D29Z- nédo
identificada (60%), D37Z — C. cf hypnosporum (57%), D39Z- Planktothrix isothrix (57,6%) e
D76Z - C. cf hypnosporum (59,9%). Destas, a cepa D39Z apresentou 18,1% do acido y-
linolénico (C18:3 ¢6,9,12) um acidos graxo essencial de alto valor de mercado;
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Tabela 9- Teores de acidos émega 3 (»-3), Omega 6(w-6), 6mega 9(w-9) e total de dmega das
microalgas isoladas.

Codigoda  Omega3 (0-3) Omegab (w-6) Omega9(w-9) Total de

cepa (%) (%) (%) Omegas (%)

D26z 26,5 19,2 10,6 56,3
D287 9,4 34,4 3.3 47,1
D29z 25,8 11,7 22,5 60,0
D37z 28 11,5 17,5 57,0
D39z 1,7 48,2 7,7 57,6
D40z - - - -

D467 1,1 6,7 3,7 11,5
D68Z 21,8 194 8,7 49,9
D747 --- - 0,6 0,6
D76Z 28,3 9,1 22,5 59,9
D82z 9,3 20,6 7,2 37,1
D1127 6,7 19,3 9,2 35,2
D115WC 7,1 11,1 31,9 50,1
D133wWC 59 5,1 17,4 28,4

Os 4cidos graxos poliinsaturados de origem microalgal tém um mercado muito
promissor na biotecnologia, em especial na inddstria de alimentos funcionais (PULZ;
GROSS, 2004; BERTOLDI et al.,2008). Até 0 momento, 0s extratos de microalgas podem ser
encontrados em muitos produtos de cuidados faciais e da pele, por exemplo, em creme
antienvelhecimento, produtos de cuidados refrescantes ou regenerativos, creme solar,
emoliente e anti-irritacdo em esfoliantes (FERREIRA et al., 2013).

Em humanos, os acidos graxos essenciais, linoleico (»-3) e alfa linolénico (»-6) séo
necessarios para manter em condi¢Ges normais as membranas celulares, as funcfes cerebrais e
a transmissdo de impulsos nervosos. Por comporem uma classe de moléculas que ndo podem
ser sintetizadas pelo organismo, devem ser obtidas através de fontes dietéticas (CASANOVA,
MEDEIROS, 2011).

O consumo de ®»-3 obtido de microalgas é benéfico para o desenvolvimento, além de
prevenir problemas coronarios, cancer, hipertensdo, diabetes, fibrose cistica, artrites, asma,
esquizofrenia e depressdo (COHEN et al., 2000; VON SHACKC, 2007, 2008; FERREIRA et
al., 2013), sendo considerados ainda como componentes essenciais do crescimento de
eucaridticos superiores (WARD; SINGH, 2005).

Como produtores primarios de acidos graxos poliinsaturados o uso de microalgas
autotroficas para producdo em larga escala de &cido 6mega-3 tem atraido muito interesse
recentemente. Se realizado em larga escala permitird atender trés grandes éareas de
importancia: saude humana, producdo de energia e seguranca alimentar (ADARME-VEGA et
al., 2012).
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Os &cidos graxos 6megas-6, como o linoléico, sdo essenciais para a saide humana,
porém o consumo de alimentos com alta concentracdo dos mesmos resulta numa
superproducdo de eicosanoides, componentes quimicos responsaveis por alguns tipos de
doencas (LICHTENSTEIN et al., 1994; LOUHERANTA et al., 1996). O &cido araquiddnico
da familia dos 6mega-6, € um nutracéutico valioso, sendo um dos principais acidos graxos dos
fosfolipidios celulares do cérebro, precursor de eicosanoides e farmacologicamente
importante para dietética e terapéutica (KOLETZKO; BRAUM 1991; HANSEN et al., 1997;
MARTIN et al., 2006).

5.2 Cultivo de microalgas com potencialidade alimentar e energética utilizando meios

alternativos

Para a realizacdo dos cultivos em meios alternativos foram escolhidas trés espécies
com potencialidade alimentar e energética: A cianobactéria Spirulina platensis (D9Z),
gentilmente cedida pelo Dr. Sérgio Lourenco da Universidade Federal Fluminense, que foi
selecionada por ser mundialmente cultivada como um nutracéutico pelo fato de apresentar
elevadas concentracBes de proteinas e aminoécidos essenciais; a cianobactéria Planktothrix
isothrix (D392), isolada das amostras coletadas na represa de Acaud, PB (Bioma Caatinga)
por ter apresentado elevado teor do acido gama-linolénico (GLA) que é um acido graxo
essencial 6mega 6; e a cloroficea Scenedesmus acuminatus (D115WC), isolada do bebedouro
das ovelhas, municipio de Frei Martinho-PB (Bioma Caatinga), por ter apresentado elevado
teor de ésteres metilicos de &cidos graxos sendo portanto promissora para a producdo de
biodiesel. Justifica-se a escolha da primeira espécie também pelo fato de se procurar atingir os
objetivos d e e deste trabalho que estdo voltados para a producdo artesanal desta espécie e

avaliar sua aceitabilidade de uso e consumo entre agricultores da regido semiarida paraibana.

5.2.1 Cultivo de microalgas em extrato de solo regado com vinhaca

As Figuras 5 e 6 apresentam as curvas de crescimento por unidade de fluorescéncia e
contagem celular para Spirulina platensis (D9Z) cultivada em meio sintético Zarrouk e em
meio preparado com diferentes concentragOes de extrato de solo do canavial mantido na
sombra e no sol e regado com vinhaca. Nenhuma das concentracdes desses meios alternativos

propiciou o crescimento dessa microalga, sugerindo, possivelmente, um forte efeito inibitorio
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da vinhaca sobre o desenvolvimento dessa espécie. Mesmo considerando que o pH foi
ajustado para valores similares ao controle (Meio Zarrouk) e que o uso de extrato de solo
como meio de cultura é uma pratica que foi estabelecida desde o inicio de século passado
(GROSS, 1937) parece evidente que a auséncia de crescimento de S. platensis nas condi¢des
testadas esté relacionada com a presenca da vinhaga no meio de cultura testado que é toxica.
Entretanto, ha que se ressaltar que ndo foram feitas analises nos extratos de solo apds 30 dias
de manutencdo do solo no sol e na sombra com adicéo de vinhaca, de maneira que nao se sabe
quais as concentracdes de nutrientes que estdo disponiveis para esta microalga nesses meios

alternativos preparados com extrato de canavial regado com vinhaga.

Figura 5- Curva de crescimento por unidade de fluorescéncia da cepa D9Z cultivada em meio
sintético Zarrouk e em meio preparado com extrato de solo do canavial mantido na sombra e no sol e

regado com vinhaga, nas concentra¢des de 50% e 100%.
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Figura 6 - Curva de crescimento por contagem celular da cepa D9Z cultivada em meio sintético
Zarrouk e em meio preparado com extrato de solo do canavial mantido na sombra e no sol e regado
com vinhaga, nas concentracdes de 50% e 100%.
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As Figuras 7 e 8 apresentam as curvas de crescimento para a especie Planktothrix
isothrix (D39Z) cultivada em meio sintético Zarrouk e com variagdes de concentragdo de
extrato de solo regado com vinhaga. A curva por unidade de fluorescéncia (Figura 7) mostra
que o crescimento nos frascos contendo as concentragdes de 50% de extrato de solo da
sombra e 50% de extrato de solo do sol foi elevado (do 4° ao 9° dia de cultivo), sendo um
pouco maior no frasco contendo extrato de solo da sombra na concentragdo 50%, mas
nenhuma das concentragdes superou o crescimento do cultivo controle em meio Zarrouk.

J& na curva obtida por contagem celular (Figura 8) a concentracdo de 50% de extrato
de solo da sombra superou até mesmo o cultivo controle do 4° ao 11° dia, enquanto que 0s
cultivos controle e em extrato de solo da sombra na concentracdo de 100% mostraram
semelhancas do 1° ao 11° dia de cultivo. Porém, a maior densidade celular final foi exibida no

cultivo contendo extrato de solo mantido no sol na concentragéo de 50%.
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Figura 7- Curva de crescimento por unidade de fluorescéncia da cepa D39Z cultivada em meio
sintético Zarrouk e em meio preparado com extrato de solo do canavial mantido na sombra e no sol e
regado com vinhaga, nas concentracdes de 50% e 100%.
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Figura 8- Curva de crescimento por contagem celular da cepa D39Z cultivada em meio sintético
Zarrouk e em meio preparado com extrato de solo do canavial mantido na sombra e no sol e regado
com vinhaga, nas concentracdes de 50% e 100%.
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As diferengas entre as contagens celulares e as medidas de fluorescéncia séo inerentes
aos métodos usados, visto que a fluorescéncia esta associada a quantidade de clorofila
presente. Percebe-se, pelos dois graficos, que engquanto as culturas ainda mostram incremento
de células (Figura 8) as medidas de fluorescéncia estdo diminuindo, indicando reducdo na
sintese de clorofila (Figura 7). Tais discrepancias servem de alerta acerca do momento exato
de interrup¢do dos cultivos para a colheita de biomassa na fase estacionaria, quando o
propdsito € a deteccdo de produtos de interesse para a biotecnologia, sugerindo que frente a
este fato um mesmo tipo de procedimento seja adotado para 0 acompanhamento dos cultivos
para este proposito.

Na tabela 10 estdo apresentados os parametros de crescimento para a cepa D39Z.
Considerando-se os valores médios da constante de crescimento (k), observa-se que o valor
méaximo foi apresentado para o cultivo desenvolvido com extrato de solo mantido na sombra
na concentracdo de 50%, com 0,60 divisbes/dia, e o valor minimo de 0,35 divis6es/dia foi
registrado para o cultivo controle. Quanto ao rendimento celular o valor maximo (128553
células.mL™) foi obtido para o cultivo controle e 0 menor para em extrato de solo de canavial

mantido no sol na concentracéo de 50% (102840 células.mL™).

Tabela 10- Constante de crescimento k (divisdes celulares/dia), rendimento celular (células.mL™) da
cepa D39Z cultivada em meio sintético Zarrouk e em meio preparado com extrato de solo do canavial
mantido na sombra e no sol e regado com vinhaga, nas concentracées de 50% e 100%.

Cddigo da cepa + meio de k Rendimento
cultivo utilizado (média e desvio celular

padréo) (células.mL™)
D39Z Zarrouk Controle 0,35+0,33 122601
D39Z 50% sol 0,50+0,33 128533
D39Z 100% sol 0,41+0,14 103005
D39Z 50% sombra 0,60+0,30 102840
D392100% sombra 0,48+0,44 109590

Os dados obtidos nos cultivos desta espécie sdo surpreendentes visto que indicam
auséncia de toxicidade da vinhaca nas concentracBes usadas, sugerindo que para algumas
espécies é possivel a utilizacdo deste residuo para incrementar o crescimento de microalgas
em cultivos usando meios alternativos. Ressalta-se, entretanto, o fato de que as duas espécies
supra-referidas sdo cianobactérias e frente a divergéncia dos resultados entre ambas deduz-se
que diferentes espécies respondem diferencialmente quanto a presenca de vinhaca nos
extratos de solo de canavial.

Nas figuras 9 e 10 estdo apresentadas as curvas de crescimento para Scenedesmus

acuminatus (D115WC) cultivada em meio sintético WC e com varia¢des de concentragédo de
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extrato de solo regado com vinhaga. A curva de fluorescéncia (Figura 9) mostra que o
desenvolvimento dos cultivos nos extratos de solo de canavial mantidos na sobra e nas
concentracdes de 50% e 100% foram maiores que nos extratos de solo de canavial mantidos
no sol, nas mesmas concentragdes. O cultivo em extrato de solo da sombra a 100% apresentou
0 maior resultado final. J& a curva por densidade celular (Figura 10) mostrou que os cultivos
nos frascos contendo as concentracGes 50% de extrato de solo do sol e 100% de extrato de
solo da sombra foram superiores ao controle até 5° dia, mas nenhuma das concentracdes de

sol ou sombra exibiu densidade superior ou similar ao controle a partir do 6° dia de cultivo.

Figura 9- Curva de crescimento por unidade de fluorescéncia da cepa D115WC cultivada em meio
sintético WC e em meio preparado com extrato de solo do canavial mantido na sombra e no sol e
regado com vinhaga, nas concentracdes de 50% e 100%.
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Figura 10- Curva de crescimento por contagem celular da cepa D115WC cultivada em meio sintético
Zarrouk e em meio preparado com extrato de solo do canavial mantido na sombra e no sol e regado

com vinhaga, nas concentracdes de 50% e 100%.
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Na Tabela 11 estdo apresentados os parametros de crescimento para a cepa D115WC.

Considerando-se os valores médios da constante de crescimento (k), observa-se que o valor

méaximo foi apresentado para o cultivo desenvolvido em extrato de solo de canavial mantido

no sol na concentracdo de 100%, com 0,88 (divisbes/dia) e o valor minimo de 0,56

(divisbes/dia) foi observado para o cultivo desenvolvido em meio controle. Quanto ao

rendimento celular o valor maximo foi obtido para o cultivo controle (76,66 x 10°cél.mL™) e

0 menor para o cultivo em extrato de solo do sol na concentragdo 50% (16,03 x 10°cél.mL™) .

Tabela 11- Constante de crescimento k (divisGes celulares/dia), rendimento celular (cel.mI*.10°) da
cepa D115WC cultivada em meio sintético WC e em meio preparado com extrato de solo do canavial

regado com vinhaca em diferentes concentracdes.

Cddigo da cepa e meio de k Rendimento
cultivo utilizado (média e desvio celular
padrio) (cel.mI™.10°)
D115WC Controle 0,56+0,34 76,66
D115WC 50% sol 0,59+0,32 16,03
D115WC 100% sol 0,60+0,34 30,25
D115WC 50% sombra 0,81+0,77 20,11
D115WC 100% sombra 0,88+0,78 17,48
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A vinhaca é um efluente da indutria sucroalcooleira que apresenta coloracdo marrom-
escura proporcionada pela presenca da melanoidina, um composto fendlico de alto peso
molecular e muito téxico, razdo pela qual o uso direto da vinhaca como meio de cultura para
organismos fotoautotréficos € invidvel. Dessa forma, a adicdo de vinhaca ao solo de canavial,
uma pratica comum efetuada entre os produtores de cana-de-agucar no periodo da safra, além
de enriquecer o solo pode propiciar uma degradacdo natural da vinhaca a ponto de permitir o
Seu uso para o preparo de meios alternativos para o cultivo de microalgas. Tal pratica podera
minimizar o impacto ambiental gerado por este residuo, obtendo-se, a partir dele, energia ou
outros compostos de grande interesse biotecnolégico.

Entretanto, ressalta-se que os resultados dos ensaios realizados ndo se mostraram
promissores para todas as espécies testadas, sugerindo que mais pesquisas Sd0 necessarias.
Como foi observado, a Spirulina platensis ndo conseguiu se desenvolver em extrato de solo
contendo vinhaga enquanto que as espécies Planktothrix isothrix e Scenedesmus acuminatus
desenvolveram-se medianamente tanto em extratos de solo mantidos no sol como em extratos
de solo mantidos na sombra e regados com vinhaca. E provavel que resultados diferentes,
com parametros de crescimento mais eficazes poderdo ser obtidos com as mesmas espécies
se outras concentracOes de extratos de solo com vinhacga forem usadas.

Por outro lado, ndo foram feitas analises da composi¢do nutricional dos meios
preparados com extrato de solo, de maneira que pode haver tanto nutrientes em excesso como
em falta nesse tipo de meio, sugerindo que a auséncia de crescimento ou o0 baixo
desenvolvimento dos cultivos ndo seja devido a toxicidade da vinhagca, mas aos niveis de
nutrientes disponiveis para as microalgas testadas. Embora haja uma tendéncia em se
considerar que o enriquecimento do meio de cultivo com nutrientes estimule o crescimento de
todas as espécies tal presuncdo pode ndo ser verdadeira em sua totalidade pelo fato de que
muitas espécies sdo sensiveis a concentragdes altas de nutrientes dissolvidos, podendo até
mesmo chegar a morte (LOURENCO, 2006).

E certo que as alteragdes nas densidades celulares durante os cultivos sdo tanto
consequéncias do meio de cultura utilizado como das condicdes fisicas de cultivo e havendo
condicdes ideais ou satisfatdrias, todas as microalgas sdo propensas a se desenvolverem e
atingirem altas densidades ap6s a inoculacdo. Mas as respostas de crescimento sdo
particularidades de cada espécie nas condi¢cdes em que elas séo cultivadas, o que determina
que cada uma delas apresente diferentes velocidades de crescimento e consequentemente,

diferentes niveis de produtividade.
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Apesar de apresentar algumas variagdes em sua composi¢do em geral a vinhaca é rica
em nutrientes minerais como potassio, calcio e enxofre além de apresentar elevado teor de
matéria organica, com elevada demanda quimica de oxigénio (DQO) e pH acido (PATHADE,
1999; ZAYAS et al.,, 2007). Devido a essas caracteristicas, e por apresentar um custo
relativamente baixo, a vinhaca vem sendo amplamente utilizada na fertirrigacdo de areas
cultivadas com cana (LUDOVICE, 1997). No entanto, ela pode contaminar &guas
subterraneas e mananciais superficiais, devido a percolacdo ou lixiviacdo de altas
concentracBes de manganés, ferro, potassio, aluminio, cloreto, matéria organica, dentre outros
(HASSUDA et al., 1990).

A literatura tem reportado alguns poucos trabalhos voltados para o cultivo de
microalgas utilizando vinhaca da cana-de-acUcar como fonte de carbono, em cultivo
heterotrofico (OLIVEIRA; CACERES, 1986; OLIVEIRA,1988; BASTOS et al., 2009;
BONINI, 2012). Uma andlise econdmica da producdo de microalgas em cultivo heterotrofico
torna-o caro em virtude do elevado custo dos biorreatores (TABERNERO et al., 2012).

Estdo reportados também trabalhos voltados para reducdo ou remocao da melanoidina
através de tratamentos anaerobicos, aerdbicos e fisico-quimicos, visando a mitigacdo dos
impactos ambientais que o despejo deste efluente ocasiona (VALDERRAMA et al., 2002;
PANT; ADHOLEYA, 2007; TONDEE; SIRIANUNTAPIBOON, 2008;
SATYAWALI;BALAKRISNAN, 2007; MOHANA et al., 2009; PRASAD; SRIVASTAVA,
2009; THAKUR et al., 2009; SZYMANSKI et al., 2010).

5.2.2 Cultivo de microalgas em extrato de biocomposto e de esterco de galinha

A figura 11 apresenta a curva de crescimento por unidade de fluorescéncia para S.
platensis (D9Z) em meio sintético Zarrouk e em extrato de biocomposto e de esterco de
galinha. A curva mostra que os cultivos em extratos de biocomposto ndo foram superiores ao
cultivo controle, mas o cultivo em extrato de biocomposto foi superior ao cultivo em extrato
de esterco de galinha, que logo declinou a partir do 3° dia de cultivo. J& a curva por densidade
celular (Figura 12) mostra um crescimento superior do cultivo em extrato de biocomposto a
partir do 9° dia de cultivo, e o cultivo em extrato de esterco de galinha ndo se desenvolveu, tal
resultado pode ser constatado com o padrdo de coloracdo do cultivo, que nédo foi alterado
(Figura 13-C).
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Figura 11- Curva de crescimento por unidade de fluorescéncia da cepa D9Z em meio sintético
Zarrouk e meios de extratos de biocomposto e esterco de galinha.
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Figura 12- Curva de crescimento por contagem celular da cepa D9Z em meio sintético Zarrouk e
meios de extratos de biocomposto e esterco de galinha.
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Figura 13- Cultivo de Spirulina platensis (cepa D9Z) em meio Zarrouk (A), em extrato de
biocomposto (B) e em extrato de esterco de galinha (C).

Na tabela 12 estdo apresentados os parametros de crescimento para a cepa D9Z,
obtidos a partir de contagens celulares ao longo da curva de crescimento. Considerando-se 0s
valores médios da constante de crescimento (k), observa-se que o valor maximo foi
apresentado pelo cultivo em extrato de biocomposto de 0,75 (divisdes/dia) e o valor minimo
de 0,58 (divisdes/dia) foi observado no cultivo controle (Meio Zarrouk). Quanto ao
rendimento em biomassa (g/L) o maior valor foi obtido para o cultivo em extrato de
biocomposto (0,25g/L) e 0 menor para o cultivo controle (0,13 g/L). O rendimento celular foi

maior para o cultivo em extrato de biocomposto (366751 células.mL™).

Tabela 12 - Constante de crescimento k (divisdes celulares/dia), rendimento em biomassa (g/L) e
rendimento celular (células.mL™) da cepa D9Z em meio sintético Zarrouk (controle) e meio de extrato
de biocomposto (EB) .

Cddigo da cepa e meio k Biomassa Rendimento
de cultivo utilizado (média e desvio (g/L) celular
padrao) (células.mL™)
D9Z Controle Zarrouk 0,58+0,48 0,13 165432
D9Z EB 0,75+0,47 0,25 366751

As Figura 14 apresenta as curva de crescimento por unidade de fluorescéncia para
Planktothrix isothrix (D39Z) em meio sintético Zarrouk e em extrato de biocomposto e de
esterco de galinha. A curva mostra que os cultivos em extrato de biocomposto ndo foram

superiores ao cultivo controle, no entanto o cultivo em extrato de biocomposto foi superior ao
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cultivo em extrato de esterco de galinha que logo declinou no 9° dia de cultivo. J& a curva de
crescimento por densidade celular (Figura 15), apresentou crescimento acentuado no cultivo
em meio Zarrouk (controle) a partir do 9° dia de cultivo.

Figura 14- Curva de crescimento por unidade de fluorescéncia da cepa D39Z em meio sintético
Zarrouk e meios de extratos de biocomposto e esterco de galinha.
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Figura 15- Curva de crescimento por contagem celular da cepa D39Z em meio sintético Zarrouk e
meios de extratos de biocomposto e esterco de galinha.
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Na Tabela 13 estdo apresentados dados de crescimento para a cepa D39Z, obtidos a
partir de contagens celulares ao longo da curva de crescimento. Considerando-se os valores
médios da constante de crescimento (k), observa-se que o valor maximo foi apresentado pelo
cultivo em meio sintético (controle) de 0,76 (divisbes/dia) e o valor minimo de 0,33
(divisdes/dia) para os demais cultivos. Quanto ao rendimento em biomassa (g/L) o maior
valor foi obtido para o cultivo em meio sintético (0,63g/L) e o menor para o cultivo em meio
de estrato de esterco de galinha (0,15 mg/L), da mesma forma foi apresentado pelo
rendimento celular com valor maior para o cultivo em meio sintético (26857 células.mL™) e
menor para o cultivo em extrato de esterco de galinha (30 células.mL™). Fica evidente que o
meio com extrato de biocomposto é mais eficaz que 0 meio com extrato de esterco de galinha.
Padrdes de coloracdo do cultivo podem ser observados na Figura 16.

Tabela 13- Constante de crescimento k (divisdes celulares/dia), rendimento em biomassa (g/L) e

rendimento celular (células.mL™) das cepa D39Z em meio sintéticos Zarrouk (controle) e meios de
extratos de biocomposto (EB) e esterco de galinha (EEG).

Cddigo da cepa e meio K Biomassa Rendimento
de cultivo utilizado (média e desvio (/L) celular
padrio) (células.mL™)
D39Z Controle Zarrouk 0,76+0,35 0,63 26857
D39Z EB 0,3340,12 0,26 18567
D39Z EEG 0,33+0,16 0,15 30

Figura 16- Cultivo de Planktothrix isothrix (cepa D39Z) em meio Zarrouk (A), em extrato de
biocomposto ) e em extrato de esterco de galinha (C).
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A Figura 17 apresenta a curva de crescimento por unidade de fluorescéncia para
Scenedemsus acuminatus (D115WC) em meio sintético WC e em extrato de biocomposto e
de esterco de galinha. Observa-se que o cultivo em extrato de biocomposto foi um pouco
superior ao cultivo controle e em extrato de esterco de galinha também houve um crescimento
satisfatério dessa espécie, 0 mesmo comportamento nos extratos de biocomposto e esterco de
galinha pode ser observado na curva de crescimento por densidade celular (Figura 18).

PadrGes de coloracdo do cultivo podem ser observados na Figura 19.

Figura 17- Curva de crescimento por unidade de fluorescéncia da cepa D115WC em meio sintético
WC e meios de extratos de biocomposto e esterco de galinha.
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Figura 18- Curva de crescimento por contagem celular da cepa D115WC em meio sintético WC e
meios de extratos de biocomposto e esterco de galinha.
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Figura 19- Experimento da cepa D115WC - A = em meio Zarrouk; B = extrato de biocomposto; C =
extrato de esterco de galinha.

Na Tabela 14 estdo apresentados dados de crescimento para a cepa D115WC, obtidos
a partir de contagens celulares ao longo da curva de crescimento. Considerando-se os valores
médios da constante de crescimento (k), observa-se que o valor maximo foi apresentado pelo
cultivo cultivo em meio de extrato debiocomposto e extrato de esterco de galinhade 0,63
(divisbes/dia) e o valor minimo para o cultivo em meio controle de 0,50 (divisdes/dia) foi para
0 cultivo em meio de extrato de esterco de galinha. Quanto ao rendimento em biomassa
(mg/L) o maior valor foi obtido para o cultivo em meio sintético (0,37 mg/L) e 0 menor para o
cultivo em meio de estrato de esterco de galinha (0,15 mg/L). Quanto ao rendimento celular, o
maior valor foi obtido também pelo cultivo em meio sintético (controle) de (73 células.ml
110°) e o menor para o cultivo em extrato de esterco de galinha (44 células.mL™.10°) . E
também para esta espécie o cultivo em extrato de biocomposto, em termos de biomassa é mais
eficaz que o extrato de esterco de galinha. Estes dados estdo correlacionados com os dados da
curva de crescimento por densidade celular.
Tabela 14- Constante de crescimento k (divisbes celulares/dia), duracdo da fase exponencial de

cultivo (dias), rendimento em biomassa (g/L) e rendimento celular (cel.mI™.10°) da cepa D115WC em
meio sintéticos WC (controle) e meios de extratos de biocomposto (EB) e esterco de galinha (EEG).

Cadigo da cepa e meio k Biomassa  Rendimento celular
de cultivo utilizado (média e desvio (g/L) (cel.mL™.10%)
padréo)
D115WC Controle WC 0,50+0,27 0,37 73
D115WC EB 0,6310,30 0,21 63

D115WC EEG 0,63+0,37 0,15 44
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Dos cultivos realizados em meio de extrato de biocomposto e esterco de galinha, os
resultados foram positivos para o extrato de biocomposto. A cepa D9Z, apesar de ndo ter
crescido no extrato de esterco de galinha, cresceu mais que o controle no extrato de
biocomposto. No extrato de esterco de galinha a espécie que cresceu medianamente bem foi a
D115WC. Estes dados sugerem a necessidade de realizacdo de novos experimentos
aumentando a concentracdo do extrato de biocomposto, bem como analisar o extrato de
esterco de galinha procurando determinar as possiveis causas que inibiram o crescimento das
microalgas com o propdsito de obter um rendimento positivo e assim baratear os custos da
producdo. E possivel que o baixo rendimento dos cultivos em extrato de esterco de galinha
estejam associados a relacdo N:P desses extratos.

A biotecnologia das algas é reconhecida mundialmente como fonte de diferentes
produtos de suma importancia, mas nesse contexto, particularmente as microalgas constituem
uma boa op¢do para o aporte de proteinas, vitaminas e minerais. Contudo, esta € uma
tecnologia muito cara e nesse sentido, a evolugdo das pesquisas com relacdo a procura por
meios de cultivo eficazes e mais baratos tornam-se necessarios para minimizar custos de
producéo (CABRALES; GONZALEZ, 2004; SHEEHAN et al., 1998; PEREIRA et al., 2012)
com aumento de produtividade em biomassa.

Visando melhorias no custo-beneficio da producéo industrial, microalgas estdo sendo
cultivadas em condicOes alternativas, procurando-se, inclusive, incorporar residuos da
atividade industrial na formulagdo desses meios, como se efetuou nesta pesquisa. Tal
abordagem pode representar uma das mais sustentaveis para esse setor (RAWAT et al, 2011;.
PARK et al., 2011;. CHAN et al., 2011; RAS et al., 2011), visto que o custo do tratamento de
muitos residuos é contrabalancado com a producdo de biomassa, que pode gerar energia e
produtos valiosos, e que, por sua vez, também pode causar um impacto econémico
significativo na sociedade (RAWAT et al, 2011;. MIZSEY; RACZ, 2010).

Contudo, o uso de efluentes industriais para tal finalidade ainda encontra inimeras
limitacdes, principalmente devido ao custo para manter as condi¢des autotroficas, além da
turbidez caracteristica das aguas residuais agroindustriais que ndo permitem a penetracdo da
luz de forma homogénea no sistema de cultivo (HEREDIA-ARROYO et al., 2011; BONINI;
BASTOS, 2012). Além disso, as composi¢cdes dos efluentes variam de acordo com sua

origem, sendo que muitos deles podem conter grande quantidade de matéria organica, ou
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ainda apresentar altas concentracfes de metais toxicos (BARROCAL et al., 2010; DAL
MAGRO et al., 2011).

Varios estudos foram realizados para reduzir o custo total de producdo de microalgas,
dentre alguns meios testados nas duas Gltimas décadas estéo: residuos liquidos de industria de
suco de laranja utilizado no cultivo de algas cloroficeas (Ankistrodesmus densus, Chlorella
vulgaris e Scenedesmus bijugatus) (BELTRAO, 1992); NPK (20:5:20) para cultivo de
Chlamydomonas sp., Scenedesmus bijugatus e Ankistrodesmus gracilis (SIPAUBA-
TAVARES; ROCHA, 1993); agua de matadouro, vinhoto e caldo de peixe para o cultivo de
Tetraselmis chuii (KLEIN; GONZALES, 1993); vinhaca de cana de agUcar para o cultivo de
Chlorella sp. (OLIVEIRA, 1995); urina humana para cultivo de Scenedesmus acuminatus
(ADAMSSON, 2000); agua intersticial extraida dos sedimentos de tanques de criacdo de
camarao para o cultivo de Chaetoceros calcitrans, Nannochloropsis oculata e Oscillatoria sp.
(YUSOFF et al., 2001); efluente sintético de suino para o cultivo de Spirulina platensis
(BERTOLIN et al., 2005); meio enriquecido com substancias inorganicas como nitrato,
fosfato, tracos de minerais e vitaminas para o cultivo de Dunaliella salina, Tretaselmis chuii e
Isochrysis galbana (SEBASTIEN; KLEIN, 2006); meio a base de esterco suino, “in natura” e
biodigerido para crescimento de Ankistrodesmus gracilis (FIORESI, 2007); diferentes
concentragBes de esgoto urbano secundario (10%, 20%, 30% e 40%) para o crescimento de
Tetraselmis chuii e Dunaliellla viridis (COSTA et al., 2004); e efluente da bovinocultura
biodigerido como substituto do meio de cultivo sintético Chu para producdo de Scenedesmus
sp. (OLIVEIRA, 2013).

A utilizacdo dos efluentes como meio de cultura devera reduzir a necessidade de agua
fresca e de nutrientes e no final do processo um efluente limpo pode ser conseguido para
descarga em cursos de dgua com parametros abaixo dos limites recomendados, um processo
que se mostra economicamente viavel e favoravel ao meio ambiente. Mas tais investigacoes
devem ser focadas na otimizacgéo das culturas de microalgas avaliando o seu crescimento em
uma ampla gama de condigdes (PIRES et al., 2013).

Varios autores tém estudado a integracdo das aguas residuais no tratamento e captura
de CO; para geracdo de energia (PARK; CRAGGS, 2011; CRAGGS et al., 2011. PARK et
al., 2011; PITTMAN et al., 2011). Hoje, a humanidade consome mais recursos naturais e
servicos ecoldgicos do que o planeta poderia oferecer, de maneira que a adogéo de medidas de
sequestro de carbono e uso de energias renovaveis (GOLDEMBERG, 2008), em harmonia
com as necessidades humanas e a capacidade de suporte dos ecossistemas sdo bem vindas e

mostram-se vitais para a sobrevivéncia futura do planeta.
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Vérias microalgas, marinhas e dulciaquicolas sdo adequadas para producdo de
biodiesel devido sua alta concentracdo de Oleo, com aumentos consideraveis quando
cultivadas com baixa concentracdo de nitrogénio (GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009). Uma das
maiores limitacfes para insercdo desta matéria-prima para biodiesel consiste nas praticas
utilizadas para o cultivo, uma vez que 0s custos para producdo sdo maiores que 0S
dispensados para os combustiveis fosseis (VAN BEILEN, 2010). Mas a producdo de
biocombustiveis aliada com a producdo de alimento para animais, tratamento de &aguas
residuais ou obtencdo de coprodutos de maior valor tem sido proposta, como uma forma de
superar estas limitagcbes econdmicas (BENEMANN, 2013; CABANELAS, 2013). Assim,
levando em conta a disponibilidade, o rendimento, a ndo utilizacdo de solos destinados a
agricultura, as microalgas apresentam grande potencial como matéria-prima para a producéo
de biodiesel (RAMOS et al., 2003; TEIXEIRA; MORALES, 2006; SUAREZ et al., 2009) e
outros produtos de grande importancia biotecnoldgica.

O cultivo de microalgas vinculado a um sistema de tratamento de efluente apresenta
como principais vantagens diminuicdo do custo de producdo de biomassa além da reciclagem
de efluentes através da estabilizacdo dos nutrientes presentes no meio; agregacao de valor ao
processo, producdo de bioprodutos de interesse comercial, como por exemplo, pigmentos,
acidos graxos, fertilizantes, além de biocombustiveis como biohidrogénio, biogés e biodiesel
(RODRIGUES E BELLLI; 2004; CUARESMA et al., 2006).

5.3 Aceitabilidade de Spirulina platensis em populacdes de trabalhadores rurais do

semiarido paraibano

5.3.1 Analise microbioldgica da biomassa de Spirulina platensis

Em virtude da necessidade do controle sanitdrio, com vistas a qualidade
microbioldgica dos produtos alimenticios e a protecdo da saude da populacdo, a ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), Resolucdo RDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001
(BRASIL, 2001), estabelece os padrées microbiologicos sanitarios para alimentos, descritos
nas tabela 15. As analises microbioldgicas da biomassa de S. platensis ndo apresentaram
desenvolvimento dos microrganismos pesquisados, estando, portanto, dentro dos padrfes

aceitaveis para consumo humano, podendo assim ser adicionada a alimentos.
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Tabela 15- Avaliagbes microbioldgicas da biomassa de S. platensis e seu padrdo microbiolégico.
Staphylococcus

Coliformesa  Salmonella coagulase Bacillus

45°Clg sp/25g positivalg cereus/g

(NMP/qg) (UFC/g) (UFC/g) (UFClg)

_ Padréo 10 Auséncia 5x10? 5x10?
Microbiolégico

PM 10 Auséncia 5x10? 5x10?

NMP/g = Numero mais provavel por grama; UFC/g = Unidades Formadoras de Coldnias por
grama referentes a RDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001). PM = Padrdes
Microbioldgicos referentes a RDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001)

5.3.2 Teste de aceitabilidade e intencdo de compra

A Spirulina nas versdes in natura, seca e em alimento (10% de biomassa) foi
submetida a avaliacdo sensorial por 75 provadores (agricultores sindicalizados do municipio
de Frei Martinho, PB), sendo 41, 3% do sexo masculino e 58,7% do sexo feminino, com
idade entre 18 e 65 anos (Média=43,01).

A tabela 16 representa os valores médios dos escores atribuidos durante a avaliagdo da
aceitabilidade da Spirulina nas suas vers@es in natura, seca e em alimento na proporcao de
10%, podendo-se observar que a menor aceitacdo para odor na versdo “in natura” da S.

platensis foi mais forte (Média = 5,29) que as demais versoes.

Tabela 16- Valores médios dos escores para os atributos avaliados no Teste de Aceitacdo da S.
platensis em suas versdes “in natura”, seca e em alimento (10% de biomassa).
Alimentos 10%

Atributo “In natura” Seca

Sp
Aparéncia 7,56° 8,08° 8,21°
Odor 5,29° 7,47 8,16
Textura 6,59" 8,15 8,12
Av. Global 7,25 8,08° 8,27°

Sp = Spirulina platensis, Av. Global= Avaliagdo Global
Nas linhas, letras iguais ndo diferem entre si, a 95% de confianca

Na Tabela 17 se acham representados os indices de aceitabilidade podendo-se
evidenciar um elevado percentual para a Spirulina platensis em todas as suas versdes, a
excecdo apenas do atributo odor em sua forma “in natura” (66,12%) que ndo atingiu o
percentual minimo satisfatério de aceitacdo (70%) proposto por Teixeira; Meinert e Barbetta
(1987).
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Tabela 17- indice de aceitabilidade para a S. platensis em suas versdes natura, seca e em alimento
(10% de biomassa)

Atributos "In natura" Seca Alimentos
10% de Sp.
Aparéncia 84,00% 89,77% 91,22%
Odor 66,12% 83,00% 90,66%
Textura 73,22% 90,55% 90,22%
Avaliacdo Global 80,55% 91,22% 91,88%

Sp = Spirulina platensis

Outros trabalhos realizados com adicdo de S. platensis em alimentos também
apresentaram uma boa aceitabilidade: Barros (2010) obteve um indice de aceitagdo de 80,27%
para macarrdo enriquecido com 10% de biomassa de S. platensis; Moreira et al. (2013)
obtiveram um indice de aceitacdo de 71% para gel energético desenvolvido com com 0,35 %
de Spirulina e Navacchi et al. (2012) usando a escala hedénica facial, mas com percentual
minimo também de 70%, obtiveram 98,8% de aceitabilidade para bolo enriquecido com S.
platensis e farelo de fecularias.

Na Tabela 18 encontram-se os percentuais de aceitacdo, indiferenca e rejeicdo para a
S. platensis em sua versao “in natura”. Houve diferenca significativa entre os percentuais de
aceitacdo e indiferenca para os atributos aparéncia, textura e avaliacdo global. E entre os
percentuais de aceitacdo, indiferenca e rejeicdo para o atributo odor. De todos os atributos, o
odor foi o Unico que ndo apresentou percentual de aceitacdo elevado com (20,00%). Este fato
pode ser explicado mediante as condigdes em que o material “in natura” foi exposto, embora
transportado e conservado em condi¢des herméticas e sob refrigeracdo, as suas caracteristicas
naturais foram alteradas, ja que “in natura” a S. platensis ndo apresenta odor forte, mas ainda
assim considerando o percentual de avaliagdo global é possivel afirmar que houve uma boa

aceitacdo para S. platensis na versao “in natura”.

Tabela 18- Percentual de aceitaco, indiferenca e rejeicdo de S. platensis na versdo "in natura”.

Teste de Mann- Teste Kruskal-
. Percentual da versdo “In natura” Whitney Wallis
Atributos
Aceitacdo  Indiferenca  Rejeicéo z p< H p <
Aparéncia 90,67° 6,67° 1,33 3,712652 0,01 - --
Odor 20,00 74,67° 5,33° -- -- 30,84796 0,01
Textura 80,00 18,67° 1,33 5796551 0,01 - -
Av. Global  94,67° 5,33" 0,00 3,348212 0,01 - -

Letras diferentes na mesma linha representam diferencas significativas. Valores que ndo possuem
letras, ndo foram analisados estatisticamente, por representarem uma Unica resposta (Av. Global=
Avaliagdo Global).
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A Tabela 19 apresenta os percentuais de aceitacdo, indiferenca e rejeicdo para a S.
platensis em sua versdo seca. Houve diferenca significativa entre os percentuais de aceitacao
e rejeicdo para aparéncia e odor. Mas de maneira geral os percentuais apresentados pela
aparéncia (97,33%), odor (93,33%), textura (98,67%) e avaliacdo global (100%) foram
elevados, indicando que houve uma forte aceitagcdo para a S. platensis nesta vers&o.

Tabela 19- Percentual de aceitacdo, indiferenca e rejeicdo da S. platensis na versdo seca.

. Percentual da versdo seca Teste de Mann-Whitney
Atributos
Aceitacdo  Indiferenca  Rejeicdo Z P<
Aparéncia 97,33° 0,00 2,67° 2,400658 0,016
Odor 93,33° 1,33 5,33° 2,398630 0,016
Textura 98,67 1,33 0,00 * *
Av. Global 100,00 0,00 0,00 * *

Letras diferentes na mesma linha representam diferencas significativas. Valores que ndo
possuem letras, ndo foram analisados estatisticamente, por representarem uma Unica
resposta ou ndo ocorreu resposta (* = estatistica ndo realizada; Av. Global= Avaliagdo
Global).

Na tabela 20 estdo apresentados os percentuais de aceitacdo, indiferenca e rejeicéo
para a S. platensis na verséo alimento enriquecido com S. platensis (10%). Houve diferencga
significativa entre os percentuais de aceitacdo e indiferenca para odor e textura. Mas, de
maneira geral todos os atributos apresentaram percentuais elevados de aceitagcdo: aparéncia
com 98,67%, odor com 97,33%, textura com 97,33% e avaliacdo global com 98,68%.

Tabela 20- Percentual de aceitacdo, indiferenca e rejeicdo da S. platensis na versdo em alimentos
(10% de biomassa).

Atributos Percentual na versio em alimentos Teste de Mann-Whitney
Aceitacéo Indiferenca Rejeicéo Z P<
Aparéncia 98,67 1,33 0,00 * *
Odor 97,33 2,67 0,00 2,400658 0,016
Textura 97,33 2,67° 0,00 2,400658 0,016
Av. Global 98,67 1,33 0,00 * *

Letras diferentes na mesma linha representam diferencas significativas. Valores que ndo
possuem letras, ndo foram analisados estatisticamente, por representarem uma Unica resposta
Ou ndo ocorreu resposta para o atributo. (*= estatistica ndo realizada; Av. Global= Avalia¢do
Global).

Das trés versdes os maiores percentuais foram registrados para aceitacdo e 0s menores
para rejeicao. Considerando a avaliacao global o maior percentual foi apresentado pela verséo

seca (100%).
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Na Figura 20 observamos a intengcdo de compra para a Spirulina nas versoes seca e
adicionada a alimento. A maioria dos produtores (88%) afirmou que “compraria”, 10,67% que
“possivelmente compraria” e 1,33% que “talvez comprasse/talvez ndo comprasse”. Nenhum
deles afirmou que “jamais compraria” ou “possivelmente ndo compraria”. Morais et al.(2006)
desenvolveram biscoitos com adi¢do de 1,0%, 3,0% e 5,0% de biomassa de S. platensis e
obtiveram 58%, 50% e 40% respectivamente para intengéo de compra.

Os percentuais para alimentos enriquecidos com Spirulina (bolos, sucos, sorvetes,
biscoitos) demonstraram alto grau de aceitabilidade. Isso sugere que se acBes técnico-
educacionais forem desenvolvidas com essas pessoas talvez seja possivel, em médio prazo,
obter-se sucesso quanto a aceitabilidade da biomassa fresca, pois segundo El-Dash e Germani
(1994), o consumidor passa a aceitar um novo produto desde que este possa fazer parte de
seus habitos alimentares, sejam gostosos, de qualidade e com preco acessivel, competindo

assim, com o produto convencional.

Figura 20- Intencdo de compra para Spirulina seca em alimento enriquecido com10% de sua
biomassa.

1,33%

10,67%

B Talvez comprasse/Talvez
nfo comprasse

m Pogssivelmente compraria

Compraria

88,00%

A alimentacdo basica do sertanejo nordestino consiste de proteina animal (bovina e
caprina) em sua maior parte, suplementada por feijdo, fava, milho e arroz. Mesmo assim, na
regido existe déficit proteico estacional (associado ao regime climatico), o que torna favoravel
a inclusao de Spirulina na dieta local.

Como se trata de um cultivo ecologico, ndo causa poluicdo, erosdo do solo,
contaminacdo da &gua ou a destruicdo de florestas, fatores estes que ndo estdo internalizados
nos custos de producdo dos alimentos convencionais. Outra vantagem para se disseminar o

cultivo de Spirulina entre agricultores da regido semiarida brasileira é que ndo se requer solo
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fértil, ndo sdo necessarios grandes espacos, ndo ha desperdicio de agua, pois ela pode ser
reutilizada, o que € extremamente favoravel em areas aridas, e 0 consumo de energia é baixo.

Para retificar o positivo indice de aceitabilidade pelos produtores rurais, se faz
necessario saber como eles se posicionam frente a Spirulina. De forma inovadora (estdo
abertos a novas praticas) ou conservadora (preferem manter as praticas tradicionais)?

Questbes como essas, justificam a analise das atitudes frente a Spirulina.

5.3.3 Teste de atitudes frente a Spirulina

A verificacdo das atitudes frente a Spirulina foi realizada por meio de uma versdo
adaptada da Escala de Atitudes Ecocéntrica e Antropocéntrica (Thompson e Barton, 1994).
Essa versao adaptada foi composta de 15 itens, distribuidos em dois fatores, a saber: Atitudes
Inovadoras e Atitudes Conservadoras (APENDICE B). A viabilidade dessa versdo adaptada
foi verificada por meio de critério como a fatoralidade dos dados (KMO = 0,554; Teste de
Esfericidade de Bartlett: X? = 364,913; p < 0,001), considerando a possibilidade de uma
andlise fatorial dos Componentes Principais.

O numero de fatores extraidos foi fixado em dois fatores, que apresentaram
Eigenvalue superiores a 2,26 e 3,35 e explicaram conjuntamente 37,47% da variancia total,
salientando-se que o fator | (aberto a mudancas = atitude inovadora) explica mais da metade
da variancia total com 22,39%. Estabeleceu-se como critério de saturacéo aceitavel o valor
minimo de 0,30, desta forma, foram encontrados 12 itens, onde seis (15, 13, 14, 4, 8 e 9) sdo
correspondentes ao fator aberto a mudancas e seis (7, 5, 1, 6, 10, 2) ao fator refratario a
mudancas, ja o item 3, 11 e 12 foram excluidos por apresentarem carga fatorial inferior a
0,50.

Para verificar o indice de consisténcia interna utilizou-se o coeficiente Alpha de
Cronbach, sendo definido para o fator I o = 0,63 e para o fator Il a = 0,65.

Todos os dados estdo demonstrados na tabela 21. Embora que o tratamento estatistico
tenha revelado valores um pouco abaixo do que se espera para a escala, ha que se considerar
como ponto positivo que mesmo como baixo numero de indice, e para escala adaptada os

itens se mostraram consistentes.
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Tabela 21- Estrutura fatorial da Escala de Atitudes relacionadas com abertura a mudancas (atitude
inovadora) e refratario a mudancas (atitude conservadora).

Descricao dos itens Fatores
Fl Fil h?
15. Uma das razdes importantes para incorporar Spirulina na alimentacdo 0,90 0,83
diaria é assegurar uma melhor qualidade de vida
13. Certamente a Spirulina pode ser util para alimentacdo humana e de 0,77 0,62

animais e para outras finalidades, e assim seu cultivo deve ser estimulado

entre 0s sertanejos.

14. Uma das razGes mais importantes pelas quais devemos cultivar 0,70* 0,50
Spirulina é porque ela também pode ajudar a melhorar a renda do

pequeno agricultor.

4. Gostaria de ver mais espa¢os da caatinga sendo ocupados com criacdo 0,66* 0,46
de bois ou bodes e outras atividades agricolas

8. Tudo que se diz sobre as dificuldades do sertanejo é exagerado 0,65* 0,46
9. Angustia-me ver que podera faltar alimento para a humanidade e que a -0,34 0,13

miséria poderd se amplificar, mas ndo acho que isso tem a ver com as
dificuldades que passamos no sertdo. (r)

7. Eu ndo me preocupo com problemas da natureza pois com o tempo a 0,75 0,59

maioria dos problemas ambientais se resolverdo por si mesmos.

5. O governo deveria investir mais no nordeste para fomentar essas 0,72 0,57

coisas que ja sdo tradicdo. Ndo precisamos do novo. A caatinga da de

tudo.

1. Necessitamos conservar as nossas tradi¢bes de sertanejo para 0,56* 0,36
assegurar uma vida de alta qualidade.

6. Eu ndo acho que o problema o desmatamento da caatinga € tdo grave 0,56* 0,40

como o povo fala.

10. A utilizacdo intensiva de 4gua em irrigacdo agricola, como é comum 0,54* 0,30

em muitas propriedades rurais é fato que ndo me preocupa, pois sempre é
possivel conviver com a seca.

2. Alimento saudavel é aquele que podemos comprar todos os dias. Ter 0,51* 0,26
dinheiro faz a diferenga, pois dinheiro e comida geram bem estar.

Eingenvalue 3,35 2,26 -
Variancia % 22,39 15,08 -
Variancia Acumulada % 22,39 37,47 -
Alpha de Cronbach 0,63 0,65 -

Nota: FI e FIl definem as cargas fatoriais para a analise de Componentes Principais, com rotacdo
Varimax; FI= aberto a mudangas e FlI= refratario a mudancas; *=saturacao considerada aceitavel; h *=
Comunalidades; (r) Item inverso.

No entanto, excluindo-se o item 9 (Angustia-me ver que podera faltar alimento para a
humanidade e que a miséria podera se amplificar, mas ndo acho que isso tem a ver com as
dificuldades que passamos no sertdo) do Fator | tem-se uma consisténcia um pouco melhor
com o =0,67, valores estes, medianamente satisfatorios.

Como pode se observar na tabela 22, os maiores percentuais obtidos para atitude
inovadora sdo referentes ao escore 1 “concordo totalmente” e 2 “concordo parcialmente” e

para atitude conservadora foram para os escores 3 “discordo parcialmente” e 4 “ discordo
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totalmente”. Isto sugere uma forte abertura a inovagdes, porém o tradicionalismo ainda

persiste.

Tabela 22— Frequéncia (%) dos escores obtidos no teste para atitude inovadora e conservadora

Item Escores

Atitude Inovadora 1 5 3 4 5
Item 15 78,7 21,3
Item13 68,7 32,0
Item 14 68,0 30,7 1,3
Item 4 42,7 26,7 9,3 21,3
Item 8 36,0 25,3 6,7 200 120
Item 9 9,3 54,7 4,0 28,0 40
Atitude Conservadora

Item 7 2,7 2,7 9,3 85,3
Item 5 2,7 30,7 64,0 2,7
Item 1 46,7 40,0 4,0 9,3
Item 6 27 6,7 1,3 53 84,0
Item 10 8,0 92,0
Item 2 18,7 8,0 58,7 14,7

Destaques em vermelho = maior percentual por escore

Os resultados do teste de aceitabilidade de Spirulina e de atitude com os trabalhadores
da zona rural do semiarido nordestino evidenciaram juntos forte atitude inovadora; ainda que
com resquicios de conservadorismo, podemos observar que existe uma abertura a mudancas
em seus costumes alimentares. Isso pode favorecer a disseminacgdo entre tais produtores de
processos artesanais de cultivo, com o devido suporte técnico, através de acdes politico-
institucionais. A biomassa excedente poderia ser usada como fertilizante na agricultura
melhorando o solo e incrementando a producédo de alimento (FAO, 1981; ZEENAT et al.,
1990); como incremento da dieta de varios animais (VENKATARAMAN et al., 1994; EL-
SAYED, 1994; BRITZ, 1996) e como suplemento alimentar na aquicultura (NAKAGAWA,;
GOMEZ-DIAZ, 1975; STOTT, et al., 2004; LU; TAKEUCHI, 2004; VONSHAK, 1997).

Um fator a ser considerado, e que possivelmente contribuiu para tal resultado, é a
época em que o0s questionarios foram aplicados, marcada por intensa exaustdo de agua e
reducdo de producdo até mesmo para subsisténcia na regido, fatos estes que podem ter feito
com que alguns produtores rurais pudessem repensar as suas praticas de sobrevivéncia na
seca.

Entretanto, ndo sera facil transformar formas tradicionais de produgdo na caatinga,
mas 0 sucesso ndo é impossivel se sistemas consorciados de cultivo forem implantados. Em

Karla, India, o famoso Ashram de Mahatma Gandhi, foi estabelecido um projeto piloto de
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producdo doméstica que integra producdo de compostagem, peixes e Spirulina; a
compostagem e 0s peixes sdo vendidos para moradores locais, € a Spirulina vai para
Bombaim onde é distribuida na forma de biscoitos e macarrdo para as criangas (PRASAD,
2005). Na Africa Ocidental, em Farende, Togo, uma aldeia remota onde outrora existiam
florestas exuberantes, elefantes e tigres, foram instalados painéis solares para carregar baterias
de caminh@o que movimentam as pas nos tanques de cultivo. A biomassa produzida é seca em
aquecedor solar e é distribuida para criangas em clinicas de saude (HENRIKSON, 2009).

Apesar de ser novidade para o sertanejo da caatinga, a Spirulina ja é consumida em
mais de 40 paises de diversas maneiras (CIFERRI, 1983; BELAY, 1993; HENRIKSON,
2010; KORU, 2012), e até mesmo em produtos de higiene como cremes para a pele e xampus
e como suplementos para peixes, animais aquaticos, passaros, cdes e gatos (HENKISON,
2010). A Spirulina é uma proteina completa, contendo todos os aminoacidos essenciais,
embora com quantidades reduzidas de metionina, cistina, lisina quando comparado as
proteinas padrdo como carne, ovos ou leite, porém, ela é superior a todas as proteinas vegetais
(FAO, 2008). Ela é rapidamente digerivel, e ndo existem restricdes quanto as quantidades
consumidas, sendo um alimento natural seguro podem-se ingerir duas colheres de sopa ou
mais a cada dia, adicionando-a a frutas, sucos vegetais batidos no liquidificador ou a vontade.

Diversos estudos clinicos efetuados com criancas do Vietnd, do Zaire, Republica
Centro-Africano, Ruanda, com desnutricdo protéico-caldrica grave, inclusive em situacGes
com kwashiorkor e marasmus tem sido realizados usando Spirulina e em todos os casos se
contatou que havia melhora da saude das pessoas, demonstrando que ela tinha um efeito
muito melhor do que a soja (HEIERLI; WEID, 2007; HENRIKSON, 2009; HUG; WEID,
2012).

A Spirulina pode produzir 20 vezes mais proteina do que a soja por hectare
(HENRIKSON, 1989) podendo-se chegar até 18-36 tons de peso seco por hectare em locais
onde o clima permite Ndo mais que poucas gramas de Spirulina por dia € suficiente para
suprir as necessidades nutricionais diarias de uma crianca, o que significa dizer que cada
metro quadrado de Spirulina podera suprir as necessidades nutricionais diarias de 2-3 criancgas
durante um ano, em locais de clima quente
(http://lwww.antenna.ch/en/documents/Mono3cUK.pdf).

O consumo de biomassa fresca de Spirulina na forma de pasta é altamente desejavel
porque ndo tem cheiro nem gosto se comparado com o produto seco. Mudancas de hébito na

alimentacdo sdo dificeis, mas isso poderia ser iniciado pelas criangcas. Uma vez convencidas
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das qualidades de Spirulina, as maes poderiam incorpora-la no mingau de seus filhos, ou
sopas, cuscuz e doces.

Em casos de méa nutricdo os efeitos do consumo de Spirulina sdo rapidamente visiveis
(BELAY, 2002; SIMPORE et al. 2006; SOTIROUDIS; SOTIROUDIS, 2013; NUHU, 2013),
0 que seria um grande estimulo para a aceitagdo desse produto. Biomassa seca de Spirulina
tem uma aceitacdo menor, por conta do seu cheiro forte caracteristico. Mesmo assim, ela
poderia ser incorporada a diversos alimentos e resultar em ampla aceitabilidade.

Com o desenvolvimento de projetos locais de producdo artesanal, serd possivel
estimular o comércio local de Spirulina gerando renda adicional para pequenos produtores.
Adicionalmente, biomassa seca podera ser comercializada em feiras livres e supermercados

da regido, da mesma forma que se vende farinha de mandioca, feijéo e fuba.
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6 CONCLUSOES

a) Das vinte e quatro cepas de microalgas isoladas de diferentes ambientes aquéaticos
do Bioma Caatinga (estado da Paraiba e Rio Grande do Norte) nove podem ser o
primeiro registro para a regido estudada;

b) foram obtidos cultivos monoespecificos de trés clones da espécie Chlorococcum cf.
hypnosporum, quatro de Synechococcus nidulans, trés de Scenedesmus acuminatus e

duas de Lagerheimia longiseta;

¢) Quatorze cepas dentre as que foram isoladas do material coletado no bioma
Caatinga foram cultivadas em condi¢des laboratoriais controladas visando a producéo
de biomassa para analises dos estes metilicos de &cidos graxos, evidenciando-se
respostas diferenciadas nos parametros de crescimento e na diversidade e nos teores de
acidos graxos para todas as microalgas, e evidenciando-se a cepa D115WC
(Scenedesmus acuminatus) como a mais promissora para producdo de biodiesel, por
ter apresentado um percentual total de acidos graxos elevado em relacdo a soja. As
cepas D133WC (Lagerheimia longiseta) e D112Z (Synechococcus nidulans), também

apresentaram valores expressivos de acidos graxos em relacéo a soja.

d) as cepas mais promissora para a obtencdo de outros co-produtores de interesse
biotecnolégico a exemplo dos acidos émegas foram a D26Z (Desmodesmus sp cf
costato-granulatus), D29Z (ndo identificada), D37Z (Chlorococcum sp cf
hypnosporum ), D39Z Planktothrix isothrix e D76Z (C. cf hypnosporum). Destas, a
cepa D39Z apresentou o acido y-linolénico, um &cidos graxo essencial de alto valor de

mercado;

e) variacOes na diversidade de acidos graxos foram observadas entre as cloroficeas e a
cianobactérias, sendo que nas primeiras foram mais frequentes os acidos graxos
palmitico, oleico e linolénico e nas Gltimas, os acidos graxos: palmitico, palmitoleico e
oleico, sendo este Ultimo observado em baixas concentragfes em todas as cepas

estudadas;
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f) os clones de Chlorococcum cf. hypnosporum e Synechococcus nidulans diferiram na
diversidade e nos teores de ésteres metilicos de acidos graxos evidenciando que a
composicdo bioquimica de uma mesma espécie isolada de lugares distintos ou de um
mesmo local pode apresentar diferengas entre si, mesmo sendo cultivadas em

condigdes semelhantes;

g) as microalgas cultivadas apresentaram uma diversidade de ésteres metilicos de
acidos graxos sendo predominantes os &cidos: palmitico, palmitoléico, linoleico,
linolénico e gama-linolénico, sendo que alguns destes &cidos estdo incluidos na
familia dos &cidos dmegas de interesse na industria de alimentos, cosméticos,

farmacéutica, e ainda com potencial para producao de biodiesel;

h) as microalgas Spirulina platensis, Planktothrix isothrix e Scenedesmus acuminatus,
guando submetidas aos cultivo em meios alternativos preparados em estrato de solo
regado com vinhaca, estrato de biocomposto e extrato de esterco de galinha exibiram
padrdes de crescimento distintos, sendo os melhores rendimentos observados em
meios preparados com extrato de biocomposto. Em nenhum caso, porém, 0s
rendimentos igualaram-se aos controles evidenciando que mais esforgos devem ser

dispensados visando a otimizagdo desses meios;

i) no que concerne a aceitabilidade de S. platensis entre trabalhadores rurais do
semiarido paraibano, a pesquisa evidenciou elevados percentuais de avaliagdo global
do teste de aceitabilidade nas trés versdes testadas: biomassa fresca, biomassa seca e
biomassa seca adicionada a alimentos indicando os dados que ha possibilidades de

insercdo de cultivos de S. platensis em comunidades rurais da Caatinga;

j) o teste de atitudes frente a Spirulina, juntamente com os dados do teste de
aceitabilidade, evidenciam uma forte abertura a mudancas em comunidades rurais da
regido semiarida da Paraiba, sugerindo que a implantacdo de politicas publicas de
apoio para o desenvolvimento de cultivos artesanais de Spirulina podera representar
mais uma fonte de alimento, de renda e de sobrevivéncia na seca para populacdes

rurais que vivem na Caatinga.
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APENDICE A - Ficha de avaliacdo do Teste de Aceitacso e Intencdo de Compra

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA — UFPB
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA - CCEN
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DESENVOLVIMENTO E MEIO
AMBIENTE - PRODEMA

Teste de Aceitacdo e Intencéo de Compra

Nome Idade
Ocupacéo Género:

Vocé esta recebendo uma amostra de Spirulina em suas formas “in natura”, seca e alimento
caseiro enriquecido com Spirulina. Avalie o quanto vocé gostou ou desgostou de cada um dos
atributos sensoriais listados, dando nota de acordo com a escala abaixo.

9) Gostei muitissimo

8) Goste! muito Atributos Spirulina Spirulina | Alimento
7) Gostei moderadamente win natura” | seca com
6) Gostei ligeiramente Spirulina
5) Nem gostei/ Nem desgostei — P
- Aparéncia
4) Desgostei ligeiramente
3) Desgostei moderadamente Odor
2) Desgostei muito Textura
1) Desgostei muitissimo Avaliacio Global

Indique sua atitude ao encontrar este produto no mercado

5) Compraria

4) Possivelmente compraria

3) Talvez comprasse / talvez ndo comprasse
2) Possivelmente ndo compraria

1) Nao compraria

Obrigada!



136

APENDICE B - Ficha do teste de Avaliac&o de Atitude Inovadora e Conservadora

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
PPG EM DESENVOLVIMENTO E MEIO AMBIENTE - PRODEMA

AVALIACAO DE ATITUDE INOVADORA E CONSERVADORA

Nome: Idade:
Ocupagdo: Género:

Favor marcar sua atitude as perguntas dos questionamentos com base na escala abaixo:
1 — Concordo totalmente
2 — Concordo parcialmente
3 — Nem concordo nem discordo
4 — Discordo parcialmente
5 — Discordo totalmente
1.Necessitamos conservar as nossas tradi¢des de sertanejo para assegurar uma vida de alta qualidade.
()1 ()2 ()3 ()4 ()
2. Alimento saudavel € aquele que podemos comprar todos os dias. Ter dinheiro faz a diferenca pois
dinheiro e comida geram bem estar. () ()2 ()3 () ()5
3. O que me inquieta mais é pensar que um dia podera faltar carne de boi ou de bode, e leite e milho
para o e feijdo parao sertanejo. ()1 ()2 ()3 ()4 ()5
4. Gostaria de ver mais espa¢os da caatinga sendo ocupados com criacdo de bois ou bodes e outras
atividades agricolas.. ()1 ()2 ()3 ()4 ()5
5. O governo deveria investir mais no nordeste para fomentar essas coisas que ja sao tradicdo. N&do
precisamos do novo. A caatingadadetudo. ()1 ()2 ()3 ()4 ()5
6. Eu ndo acho que o problema o desmatamento da caaatinga é tdo grave como o povo fala.
()1 ()2 ()3 ()4 ()5
7. Eu ndo me preocupo com problemas da natureza, pois com o tempo a maioria dos problemas
ambientais se resolverdo por simesmos. ()1 ()2 ()3 ()4 ()5
8. Tudo que se diz sobre as dificuldades do sertanejo é exagerado. ( )1 ()2 ()3 ()4 ()5.
9. Angustia-me ver que podera faltar alimento para a humanidade e que a miséria podera se amplificar,
mas ndo acho que isso tem a ver com as dificuldades que passamos no sertdo. ()1 ()2 ()3 ()4
()5
10. A utilizacdo intensiva de agua em irrigacdo agricola, como € comum em muitas propriedades
rurais é fato que ndo me preocupa, pois sempre é possivel conviver comaseca ( )1 ()2 ()3 ()4
()5
11. Sinto-me feliz em poder colaborar com projetos que trazem inovacdo, como o cultivo artesanal de
Spirulina, pois certamente trard muitos beneficios ao sertanejo.
180)1 ()2 ()3 ()4 ()5 22()1 ()2 ()3 ()4 ()5
12. Existem momentos em que precisamos pensar em coisas novas. Isso me parece ser 0 caso da
Spirulina.
1B0) ()2 ()3 ()4 ()5 22()1 ()2 ()3 ()4 ()3
13. Certamente a Spirulina pode ser Util para alimentacdo humana e de animais e para outras
finalidades, e assim seu cultivo deve ser estimulado entre os sertanejos.
1) ()2 ()3 () () 2()1 ()2 ()3 ()4 ()5
14. Uma das razdes mais importantes pelas quais devemos cultivar Spirulina é porque ela também
pode ajudar a melhorar a renda do pequeno agricultor.
180)1 ()2 ()3 ()4 () 22()1 ()2 ()3 ()4 ()5
15. Uma das razbes importantes para incorporar Spirulina na alimentacdo diaria é assegurar uma
melhor qualidade devida. 13 )1 ()2 ()3 ()4 ()5 22()1 ()2 ()3 ()4 ()5
Obrigada!
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APENDICE C - Perfil de 4cidos graxos (%) das microalgas isoladas dos Estados da Paraiba e Rio Grande do Norte.

FAMEs D26Z D28Z D29Z D37Z D39Z D40Z D46Z D68Z D74Z D76Z D82z D112z D115WC D133WC
C12:0 Ladrico 2 0,2 0,7 0,3 0,2 0,6
C14:0 Miristico 2,4 2,3 16 19,2 35,9 2,1 1,5 1,3 0,5 1,8
C14:1 Miristoléico 7,3 5 1,3 2,4 1 0,2 1,7
C15:0 Pentadecilico 0,7
C15:1 Pentadecendico 0,4 0,3 0,3 1,2
C16:0 Palmitico 16,9 19,7 15,7 16,2 34,5 19,2 17,3 17,5 10,6 15,4 40,3 38 31,5 47,7
C16:1 c9 Palmitoléico 4.8 7,7 6,6 6 53,7 404 5,2 41,4 7,5 18,6 17,6 1,4 4,6
C16:2 ¢7,10 4.4 3,9 3 0,9 10,5 0,4 1,7 4,2
Hexadecadiendico
C16:3¢7,10,13 20,6 1 13,8 0,9 0,8 1 1,6 1,1
Hexadecatriendico
C17:0 Margarico 0,3
C17:1¢9 0,7 0,6 2,2 1,6
Heptadecaendico
C18:0 Estearico 0,6 0,5 0,5 1,9 1,6 0,8 0,6 0,8 0,4 1,1 9,8 3,7
C18:1 Oléico 12,2 3,3 22,6 17,7 7,7 7,7 10,1 2,2 22,5 7,5 10,2 31,9 17,7
C18:2 ¢9,12 Linoléico 18,4 9,4 11,7 115 30,1 --- --- 19,4 --- --- 18,7 19,3 10,9 45
C18:3¢6,9,12 0,8 18,1 8,6 0,2
Gama Linolénico
C18:3¢9,12,15 34,4 25,8 28 1,7 21,8 28,3 9,3 6,7 7,1 5,9
Linolénico
C18:4Estearidonico 2,5 0,8 1,2 0,4
C18:4¢6,9,12,15 1,2 1 0,8 0,5
Octadecatetraendico
C20:4 ¢5,8,11,14 0,5 1,9 0,6

Araquidénico
C22:0 Behénico
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ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Senhor (a),

Esta pesquisa é sobre Aceitacdo e avaliacdo de atitude inovadora e conservadora dos
agricultores do semiarido brasileiro perante o cultivo e consumo de Spirulina e estd sendo
realizada por Jordana Kaline da Silva Santana aluna do curso de Pds-Graduacdo em
Desenvolvimento e Meio Ambiente da Universidade Federal da Paraiba, sob a orientacdo do
Prof. Dr. Roberto Sassi e Co-Orientacdo da Prof? Dra. Ilda Antonieta Salata Toscano.

O objetivo do estudo sdo medir o nivel de aceitabilidade da incorporacdo de biomassa
de espécies produtoras de proteinas e acidos graxos na alimentacdo humana ou em racéao
animal.

A finalidade deste trabalho é contribuir para elaboracdo de alimento enriquecido com
Spirulina, devido ao seu potencial proteico, presenca de acidos graxos poliinsaturados,
pigmentos, minerais e vitaminas, tornando-se mais uma alternativa alimentar, promovendo
beneficios a satide do consumido. E avaliar a abertura para cultivo de novas culturas.

Solicitamos a sua colaboragdo para participar da analise sensorial de alimento caseiro
(bolo, sucos, sorvetes) enriquecido com Spirulina e responder a um questionario, como
também sua autorizacdo para apresentar os resultados deste estudo em eventos nas areas de
nutricdo, meio ambiente e biotecnologia e publicar em revista cientifica. Por ocasido da
publicacdo dos resultados, seu nome sera mantido em sigilo. Informamos que essa pesquisa
ndo oferece riscos, previsiveis, para a sua saude.

Esclarecemos que sua participacdo no estudo é voluntaria e, portanto, o(a) senhor(a)
nédo e obrigado(a) a fornecer as informacdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelo
Pesquisador(a). Caso decida ndo participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir
do mesmo, ndo sofrera nenhum dano, nem haverd modificacdo na assisténcia que vem
recebendo na Instituicdo.

Os pesquisadores estardo a sua disposicdo para qualquer esclarecimento que considere

necessario em qualquer etapa da pesquisa.
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Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido(a) e dou o0 meu

consentimento para participar da pesquisa e para publicacdo dos resultados. Estou ciente que
receberei uma cépia desse documento

Assinatura do Participante da Pesquisa

ou Responsavel Legal

Assinatura da Testemunha

Espaco para impresséo datiloscdpica

Contato com o Pesquisador (a) Responsavel:

Caso necessite de maiores informacdes sobre o presente estudo, favor ligar para o (a)
pesquisador (a) Jordana Kaline da Silva Santana
Endereco (Setor de Trabalho):Laboratério de Estudos Ambientais e Biotecnologia com
Microalgas (LARBIM/UFPB) — Cidade Universitaria / Campus | — CCEN - Jodo Pessoa, PB
Telefone: (083)9803-9515/ 8731-6044

Ou
Comité de Etica em Pesquisa do CCS/UFPB — Cidade Universitaria / Campus | - Bloco
Arnaldo Tavares, sala 812 — Fone: (83) 3216-7791

Atenciosamente,

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura do Pesquisador Participante
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ANEXO B — Certificado do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CERTIDAO

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Satde da Universidade Federal da Paraiba - CEPICCS aprovou
por unanimidade na 7% Reunido realizada no dia 24/07/2014, o Projeto de

pesquisa  intitulado:  “USO  DE  MICROALGAS COMO
ALTERNATIVA ENERGETICA E ALIMENTAR NO ESTADO DA
PARAIBA™ da Pesquisadora Jordana Kaline da Silva Santana. Protocolo
095/14. CAAE: 27984414,1.0000.5188.

Outrossim, informo que a autorizagio para posterior
publicagdo fica condicionada & apresentagdo do resumo do estudo Proposto
a apreciagio do Comité,

,' -0, Muse
Costdenadies CEFCCSIIFRY
Mal. SIAPE: 0332618

Comin e Elia e Pesqueas repeE—— Ciimesa da Sadce @3 Lnnvensi 6aoe Federa b Para iy
Crerpes | - Ol Usiverasden - 1* Aader « CEP 5825 1980 - 030 Pessoa - P8
W (53] 1216 TN - Femal wwicacaufd i hooreel soe



