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RESUMO GERAL

Com o incremento da aquicultura, os impactos negativos sobre o meio ambiente tendem a
se intensificar. O maior problema ambiental da aquicultura estd relacionado aos efluentes
com grande potencial de poluicdo das aguas naturais. Uma das metas da aquicultura deve
ser produzir mais produtos sem aumentar significativamente o uso de recursos de agua e de
solo. O sistema de aquicultura com bioflocos (Biofloc Technology - BTF) atende a essa
expectativa, porém ainda existe liberacdo de efluentes com altas concentracdes de
nutrientes e matéria organica, especialmente durante a despesca. Diversos estudos
demonstram a eficiéncia da utilizagdo de microalgas na remog¢do de nutrientes de efluentes
de cultivo, porém, para uma microalga atender aos requisitos para ser utilizada em sistemas
de tratamento de efluentes, precisa apresentar algumas caracteristicas como possuir células
facilmente removiveis por simples filtracao, facil realizacao do cultivo massivo, tolerancia
a uma ampla faixa de salinidade e geracdo de subproduto de valor agregado. A
cianobactéria Arthrospira sp. ¢ uma espécie promissora para o tratamento de efluentes da
carcinocultura marinha. Com isso, o presente trabalho tem como objetivos avaliar a
eficiéncia de um meio de cultivo de baixo custo, composto de Fertilizantes agricolas e
bicarbonato de sddio, para producdo em larga escala de Arthrospira sp., além de avaliar os
custos para produgdo desse novo meio de cultivo, bem como testar a viabilidade do
tratamento de efluentes de producdo de camardes marinhos em meio com bioflocos
(Sistema BFT), usando esta microalga. Quatro experimentos foram realizados e
apresentados aqui em dois capitulos desta Dissertacdo. No primeiro capitulo a cianobactéria
foi cultivada em meio /2 e meio Fertilizante, onde apresentou um maior rendimento celular
neste ultimo meio de cultivo. Um segundo experimento visou incrementar o meio
Fertilizante testando a adicdo de diferentes concentragdes de bicarbonato de sodio. O
tratamento onde foi acrescentado 15 gL' de bicarbonato de sédio apresentou crescimento
celular semelhante ao meio Zarrouk padrdo para cultivo de Arthrospira sp. No segundo
capitulo, dois experimentos foram realizados. Um experimento objetivou avaliar qual a
concentracdo de efluente do sistema BFT seria melhor para o crescimento de Arthrospira
sp. A cianobactéria apresentou maior crescimento celular em 100% do efluente do sistema

BFT decantado, quando comparado com o crescimento em meio Fertilizante (Controle).
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Um segundo experimento teve como objetivo determinar a possibilidade do crescimento da
cianobactéria no efluente do sistema BFT sem nenhum tratamento prévio, bem como
mensurar a absor¢do dos nutrientes desse efluente por parte da microalga. O crescimento
celular foi igual nos dois tratamentos EFLU (efluente sem tratamento prévio) e EFLU DEC
(efluente decantado), ¢ houve uma importante remediagdo do fosfato no efluente,
constatando assim que € possivel o cultivo de Arthrospira sp. no efluente de cultivo de
camardes marinhos em sistema BFT, bem como a remocgao de grande parte do fosfato desse

sistema.

Palavras — chave: cianobactéria, cultivo massivo, nutrientes, sistema BFT.
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ABSTRACT

With increase in aquaculture activities, the negative impacts on the environment tend to
intensify. The largest aquaculture environmental problem is related to effluents with high
potential for pollution of natural waters. One of the goals of aquaculture should be to
increase prodution without significantly increasing the use of water resources and soil. The
aquaculture biofloc system (Biofloc Technology - BTF) meet that expectation, but there is
still release of effluents with high rates of nutrients and organic matter, especially during
harvesting. Several studies demonstrate the effectiveness of using microalgae cultivation in
removing effluent nutrientes. However for a microalgae to meet the requirements for use in
wastewater treatment systems, it needs to present some features like simple removal by
filtration easy massive cultivation, tolerance to a wide range of salinity and generation of
value-added by-product. The cyanobacterium Arthrospira sp. is a promising species for
treatment of marine shrimp farming effluent. Thus, this study aims to evaluate the
efficiency of a low cost means of cultivation, consisting of agricultural fertilizers and
sodium bicarbonate, for large-scale production of Arthrospira sp., and to evaluate the costs
for production of this new medium cultivation and to determine the feasibility of treatment
of marine shrimp farming effluent in medium with bioflocs (BFT System), using this
microalgae. Four experiments were carried out and presented here in two chapters of this
dissertation. In the first chapter the cyanobacterium was cultivated in /2 and a Fertilizer’s
medium, showing a higher cell yield in the latter culture medium. A second experiment
aimed to increase the testing fertilizer through addition of different concentrations of
sodium bicarbonate. The treatment with addition of 15 g L™! sodium bicarbonate had similar
cell growth in standard Zarrouk’s medium for growing Arthrospira sp. In the second
chapter objective was to determine the possibility of the growth of cyanobacteria in the
effluent of the BFT system without any prior treatment, as well as measure the absorption
of nutrients of the effluent by the microalgae. Cell growth was similar in both treatments
EFLU (untreated effluent) and EFLU DEC (decanted effluent), and there was a significant

remediation of phosphate in the effluent, showing as well that Arthrospira sp. cultivation is
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possible in the effluent from marine shrimp farming in BFT system, as well as removal of

most of the phosphate from the system.

Keywords: cyanobacteria; mass production; nutrients; BFT system.



INTRODUCAO GERAL

A industria da aquicultura tem crescido de forma acelerada nas ultimas décadas,
apresentando grande potencial para suprir a demanda humana por proteina. Entretanto, a
aquicultura tornou-se uma atividade que causa significativos impactos sobre o meio
ambiente e os recursos naturais, levando a questionamentos sobre a sustentabilidade desta

atividade economica (Naylor ef al. 2000; Olesen et al. 2011).

Boyd (2003) relata em seu estudo alguns impactos negativos relacionados a aquicultura,
tais como: a destrui¢do de manguezais, marismas e outros ambientes aquaticos sensiveis;
poluicdo das dguas naturais pelos efluentes; uso excessivo de medicamentos, antibidticos e
outros produtos quimicos para controle de doengas; utilizagdo de farinha de peixe e outros
recursos naturais para producgdo de ragdes para peixes e camardes; salinizagdo do solo e da
agua; uso excessivo de aguas subterraneas e outras fontes de agua doce para abastecimento
dos tanques de produ¢do; propagacdo de doencas dos animais produzidos para as
populagdes nativas; efeitos negativos sobre a biodiversidade causados pela fuga de espécies
exoticas introduzidas pela aquicultura; conflitos com outros usuarios dos recursos hidricos

e comunidades proximas.

Uma das preocupagdes da aquicultura deve ser o aumento da produtividade sem
aumentar significativamente o uso de recursos, como agua e solo. Neste sentido, o sistema
de bioflocos (Biofloc Technology - BTF) reduz em mais de 90% as trocas de dgua nos
sistemas aquicolas, sem comprometer a qualidade da agua, através do estimulo a produgao
de microrganismos que consomem oS compostos nitrogenados e se transformam em
biomassa proteica que serve de alimento para alguns organismos aquaticos (Crab, 2010).
Ainda de acordo com Crab (2010), em comparag¢do com tecnologias de tratamento de dgua
convencionais utilizados na aquicultura, o sistema BFT fornece uma alternativa mais
econdmica (diminuicdo das despesas de tratamento de agua na ordem de 30%), e,
adicionalmente, uma redu¢do nos custos com alimentagdo. A eficiéncia de utilizagdo da
proteina ¢ duas vezes mais alta em sistemas BFT, quando comparado aos sistemas de

producdo convencionais.
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Porém, em alguns casos hd a necessidade de renovagdo de agua, quando, por
exemplo, ocorre o aumento de nutrientes como o nitrito, que em altas concentragdes ¢
toxico para as espécies cultivadas (Campos et al. 2012), ou até mesmo quando ha presenca
de microalgas indesejadas no sistema. As cianobactérias e clorofitas filamentosas sdo um
exemplo destas microalgas, que em elevadas densidades podem ocasionar obstrugdo das
branquias de peixes e camardes €, em casos extremos, na morte dos organismos produzidos.
A renovacdo da agua gera, entdo, efluentes com altas concentragdes de nutrientes, como
compostos nitrogenados, fosforo e matéria organica, provenientes, por exemplo, da
excre¢do dos animais produzidos e racdo ndo consumida. Estes elementos quando langados
no ambiente sem tratamento prévio podem gerar danos ambientais como a eutrofizagdo dos
corpos d’agua receptores. Portanto, 0 manejo ambiental, incluindo a remog¢ao de poluentes,
tornou-se essencial para a sustentabilidade e aceitagdo da aquicultura (Henry-Silva &

Camargo 2006)

Para se proteger e preservar os corpos d'dgua, a formulacio de estratégias adequadas
de reducdo da poluicdo ¢ essencial. Uma das etapas deste direcionamento ¢ o
desenvolvimento de metodologias utilizadas nas estagdes de tratamento de dguas residuais
(Barros, et al. 2015). Existem diversos métodos de tratamento de efluentes, que sdo
basicamente divididos em fisicos e bioldgicos. Os métodos fisicos buscam a remogdo do
material particulado em suspensdo e, eventualmente, também removem o0s nutrientes e
matéria organica a eles associados. O tratamento bioldgico utiliza microrganismos como
bactérias, fungos, microalgas, protozoarios e rotiferos, além de moluscos filtradores,
macroalgas e macroéfitas para eliminar os nutrientes dissolvidos da &gua de cultivo (Klein,

2010).

Diversos estudos demonstram a eficiéncia da utilizacdo de microalgas na remogao
de nutrientes de efluentes de cultivo e producdo de biomassa. Tam & Wong (2000),
sugerem o uso de microalgas na remocao de nutrientes inorganicos dos efluentes devido
aos baixos custos do processo e da alta eficiéncia verificada. Converti et al. (2006)
declaram que o uso de microalgas pode oferecer uma Otima alternativa aos métodos de

tratamento tradicionais, proporcionando uma série de vantagens, tais como: menores riscos
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ambientais por basear-se nos principios de depuragdo que ocorrem naturalmente; permitem
a reciclagem de biomassa reduzindo as causas de polui¢do secunddria; removem metais
pesados e, sob condigdes fotossintéticas, liberaram oxigénio, promovendo melhora no

potencial de auto depura¢do do corpo d'agua.

Segundo Chuntapa et al. (2003), a microalga a ser utilizada em sistemas integrados
de aquicultura deve apresentar as seguintes caracteristicas: células facilmente removiveis
por simples filtracdo (60-200 pum), facil realizagdo do cultivo massivo, tolerdncia a uma
ampla faixa de salinidade e gera¢do de subproduto de valor agregado. Além disso, Uduman
et al. (2010) afirmam que um sistema de remog¢do de biomassa microalgal eficiente ¢ a
chave para o tratamento de aguas residuais, jA4 que os custos para colheita de algas
unicelulares correspondem a cerca de 20-30% dos custos gerais do cultivo (Lam & Lee,

2012).

A espécie escolhida para aplicagdo neste trabalho, Arthrospira sp. (Figura 1) De
acordo com Tomaselli (1997) foi desconsiderada como membro do género Spirulina e
incluida no género Arthrospira por Castenholz (1989), oficialmente aceito em Bergey s
Manual of Systematic Bacteriology. As espécies A. mdxima e A. platensis, amplamente
cultivadas em escala industrial, sdo muitas vezes referidas como Spirulina maxima e
Spirulina platensis. A distingdo de Arthrospira e Spirulina (cujas dimensdes do filamento
sdo bem menores) em dois géneros se baseia em caracteristicas genéticas, morfoldgicas e

estruturais.

Este género apresenta as caracteristicas mencionadas acima, possuindo a vantagem
de poder ser coletada e separada do meio de cultivo através de uma simples filtragdo. Desta
forma, o cultivo desta espécie apresenta vantagem quando comparado ao cultivo de outras

microalgas unicelulares, no que se refere a reducdo nos custos colheita (Jiang ef al. 2015).
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\1 Foto: Marcelo Shei

Figura 1. Arthrospira sp.

Para que a biorremediacdo por microalgas seja viavel, do ponto de vista econémico,
€ necessario que sua producdo em larga escala também seja viavel. O custo de producéo
pode ser um dos entraves para 0 maior desenvolvimento do cultivo de algas, ja que
geralmente os meios de cultivo sdo caros. No caso da producdo massiva de Arthrospira sp.
e Spirulina spp., 0 meio de cultivo Zarrouk (Zarrouk, 1966) tem sido utilizado por muitos
anos como meio padrdo para cultivo destes microorganismos (Madkour et al. 2012).
Porém, este meio de cultivo € bastante caro e complexo em sua formulagdo. Com isso,
muitos meios de cultivo alternativos tém sido estudados para cultivo em larga escala de
microalgas, em especial de Arthrospira sp. (Becker & Venkatanaman, 1982; Faucher et al.
1979; Seshadri & Thomas, 1979; Wu et al. 1993; Raoof et al. 2006; Madkour et al. 2012;
Devanathan & Ramathan, 2013).

Arthrospira sp., que pertence a ordem Oscillatoriales, familia Cyanophyceae, ¢ uma
cianobactéria filamentosa de cor verde-azulada. As cianobactérias ou algas azuis sdo
organismos pertencentes ao reino Monera. Sdo procariontes tendo, portanto, o material
genético disperso na célula, enquanto que as demais microalgas apresentam nucleos
individualizados e pertencem ao Reino Eukaria. Arthrospira se reproduz por divisdo
binaria. A forma helicoidal dos filamentos (ou tricomas) € caracteristica do género e
possuem comprimento de 50 a 500 um e largura de 3 a 4 um (Habib ez al. 2008). Espécies
do género Arthrospira necessitam de grande quantidade de bicarbonato, que além de fonte

de carbono, auxilia a manter a condi¢do alcalina do meio de cultura, vital para o cultivo
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desse género e constitui barreira para o desenvolvimento de outros microrganismos
(Richmond et al. 1982; Vonskak et al. 1983).

Os primeiros relatos do uso da Arthrospira sp. na alimentagdo datam da pré-historia,
a partir da informacgao de que tribos de cacadores coletavam massas gelatinosas de algas
verde-azuladas e as consumiam cruas ou cozidas (Richmond, 1990). Esta cianobactéria foi
produto de consumo dos Astecas, no Vale do México, e da populagdo do Lago Chaad, na
Africa (Parada e al. 1998). O cultivo ¢ a comercializagio da biomassa de espécies do
género Arthrospira existe em varias regides do mundo e as principais espécies produzidas

sd0 A. maxima e A. platensis (Araujo et al. 2003).

A ocorréncia de off-flavor e a produgdo de toinas ¢ comum em algumas
cianobactérias, porém ndo ha relatos de ocorréncia de off-flavor nem da producdo de
toxinas associadas a esta espécie, sendo ela, inclusive, empregada como complemento na
alimentacdo humana, ragdo animal em piscicultura e produtos farmacéuticos (Baranowski
et al. 1984). Além disso, Arthrospira sp. ¢ considerada um microrganismo GRAS
(Generally accepted as safe), ndo apresentando toxicidade, sendo permitido o seu uso como
suplemento alimentar pela Federal Drugs Administration - FDA do Governo dos E.U.A.
Em 2009 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA do Governo Brasileiro
incluiu a Spirulina na lista de Novos Ingredientes, Substancias Bioativas e Probidticos,
estabelecendo como limite um consumo maximo de 1,6 g microalga/individuo/dia,

quantidade essa inferior as permitidas por outras nacoes.

Portanto, o uso de Arthrospira sp. pode permitir potencialmente nao sé a depuragao
da agua de sistemas de Aquicultura, como também produzir biomassa e bioprodutos de alto

valor comercial.
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OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo determinar a viabilidade do cultivo de
Arthrospira sp. no efluentes de produg¢do de camardes marinhos em meio com bioflocos

bem como testar seu potencial biorremediador de nutrientes acumulados no sistema.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar a eficiéncia de um meio de cultivo de baixo custo, composto de
Fertilizantes agricolas e bicarbonato de sddio, para producdo de Arthrospira sp.
em larga escala;

e Determinar a viabilidade do crescimento de Arthrospira sp. no efluente de
producao de camardao marinho;

e Verificar a necessidade de tratamento prévio do efluente para fadaptagdo do
meio de cultivo para Arthrospira sp.

e Testar o potencial biorremediador de Arthrospira sp. na remogdo dos compostos

nitrogenados e fosfato;

Para que o0s objetivos propostos fossem atingidos, foram realizados quatro
experimentos que estdo divididos em dois capitulos apresentados ao longo desta

dissertacéo.
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RESUMO

A cianobactéria Arthrospira sp. foi cultivada em meio f/2 modificado e em meio
Fertilizante. A densidade celular maxima no meio /2 foi de 8,6 x 10* filamentos mL",
enquanto que no meio Fertilizante foi de 1,28 x 10° filamentos mL™ , no 8° dia de cultivo.
Num segundo experimento, o cultivo de Arthrospira sp. foi realizado em meio Fertilizante
com adicdo de NaHCO3 em 4 diferentes concentragdes: 1) 0 g L™ (Fo), 2) 5 g L (Fs), 3) 10
g L (Fio) e 4) 15 g L (F15), e comparados com meio Zarrouk (controle). O meio Fis
apresentou maior biomassa em peso seco quando comparado aos outros tratamentos, sem
diferir estatisticamente do meio Zarrouk, gerando uma biomassa de 2,04 g L no 10° dia de
cultivo. Além disso, o meio Fis é cerca de 300 vezes mais barato que o meio Zarrouk,
apresentando uma alternativa vidvel economicamente para producéo de Arthrospira sp. em

larga escala.
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ABSTRACT

The cyanobacterium Arthrospira sp. was first cultured in modified f/2 medium and
Fertilizer medium. The maximum cell density in the f/2 medium was 8.6 x 10* filaments
ml”, while the fertilizer medium was 1.28 x 10° filaments m L™ on the 8th day of
cultivation. In a second experiment, the cultivation of Arthrospira sp. in Fertilizer medium
was carried out with the addition of NaHCOs in four different concentrations: 1) 0 g L™
(Fo), 2) 5 g L (Fs), 3) 10 g L (F10) and 4) 15 g L? (F1s), and compared with Zarrouk
medium (Control). The medium F1s showed higher biomass dry weight when compared to
other culture medium, without statistically differ from Zarrouk medium, generating a
biomass of 2.04 g L™ on the 10th day of culture. Furthermore, the F1s medium is about 300
times cheaper than the Zarrouk médium presenting a viable alternative cost for producing
Arthrospira sp. on a large scale.
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1. INTRODUCAO

O género Arthrospira pertence a ordem Oscillatoriales, familia Cyanophyceae, agrupa
microalgas ricas em proteinas (60 a 70% da sua composicao), vitaminas (B12 e carotenos),
minerais, aminoacidos essenciais e acidos graxos poliinsaturados (Jiménes et al. 2003).

O cultivo e a comercializagdo da biomassa de espécies do género Arthrospira,
anteriormente classificada como do género Spirulina, existe em varias regides do mundo,
as principais espécies produzidas A. maxima e A. platensis (Aratjo et al. 2003). Nao ha
relatos de ocorréncia de off-flavor nem da producao de toxinas associadas a esta espécie,
sendo ela inclusive empregada como complemento na alimentagdo humana, ragdo animal
na aquicultura e produtos farmacéuticos (Baranowski et al. 1984), com seu consumo
autorizado pelo FDA (Federal Drug Administration), além de possuir o certificado GRAS
(Generally Recognized As Safe).

Em cultivos de microalgas, o fornecimento de nutrientes consiste no segundo maior
componente dos custos de producdo (Vonshak, 1997). A producdo em larga escala de
Arthrospira é um processo bastante complexo, pois 0s meios mais usados para seu cultivo,
0 meio Zarrouk (Zarrouk, 1966) e o meio Schldsser (Schlosser et al. 1982), sdo bastante
complexos em sua formulacdo, se tornando muito onerosos. Desta forma, se faz necessario
0 estudo de meios alternativos de cultura de microalgas para producdo em larga escala que
sejam mais baratos e facilmente obtidos. O uso de Fertilizantes agricolas surge como uma
alternativa aos meios de cultivo tradicionais, os quais vém sendo empregados em cultivos

massivos de microalgas com a intencdo de diminuir os custos de producao.

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de um meio de cultivo de baixo custo,
composto de Fertilizantes agricolas e bicarbonato de sédio, para producdo em larga escala
de Arthrospira sp., além de avaliar os custos para producéo desse novo meio de cultivo, em

comparagdo com o meio de cultivo Zarrouk, padrdo para cultivo dessa cianobactéria.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Condicdes de Cultivo e Microorganismo

A cepa de Arthrospira sp. utilizada neste estudo foi obtida no Laboratério de
Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande (LEB-FURG), onde os
cultivos eram mantidos em meio Zarrouk (Zarrouk, 1966). Na Estacdo Marinha de
Aquicultura “Professor Marcos Alberto Marchiori”, do Instituto de Oceanografia da
Universidade Federal do Rio Grande (EMA/IO/FURG), a microalga foi cultivada
inicialmente em meio f/2, modificado de Guillard (1975), composto por: 150 g L de
NaNOs e 9 g L™ de Na;HPO4. Dessa solucéo estoque utilizam-se 1 mL L™ para a o meio de
cultivo. Além disso, os cultivos eram mantidos em salinidade 15, pH em torno de 8,0,
temperatura em torno de 30°C, intensidade luminosa de 1500 lux, fotoperiodo de 12h
claro/escuro e aeragdo constante. Posteriormente a cepa foi mantida em meio Zarrouk

(Zarrouk, 1966).

O meio Fertilizante utilizado nos experimentos foi adaptado de Yamashita &
Magalhdes (1984), sendo composto por Sulfato de amonio (30 g L), Uréia (1,5 g L) e
Superfosfato triplo (5 g L™). Dessa solucéo estoque utilizam-se 5 mL L™ para a 0 meio de

cultivo.

2.2.Desenho Experimental

2.2.1. Experimento 1

Foi realizado um primeiro experimento para verificar o crescimento de Arthrospira
sp. em meio com Fertilizantes. Este experimento teve duracao de 8 dias e foi realizado com
indculos na proporgdo de 1:1 de cultivos em fase exponencial em beckers de 500 mL. Os
beckers foram distribuidos em 2 tratamentos com 3 repeti¢des cada: 1) meio f/2 e 2) meio
Fertilizante. A cada dois dias foram coletadas amostras (10 mL), fixadas em lugol para
posterior contagem celular, na cdmara de Utermohls, em microscopio invertido (Utermohls,
1958). Os cultivos foram mantidos em temperatura de 25°C, salinidade de 15, fotoperiodo

de 12:12h claro:escuro e aeragdo constante.
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2.2.2. Experimento 2

Em um segundo experimento, que teve duracéo de dez dias, foi avaliado o efeito da
adicdo de bicarbonato de s6dio ao meio Fertilizante. O experimento foi desenvolvido com
cinco tratamentos, em triplicatas, sendo estes: 1) Controle, com a microalga cultivada em
meio Zarrouk (Z), e outros quatro tratamentos com o meio Fertilizante como descrito
anteriormente, mas com adicdo de bicarbonato de sodio (NaHCO3) em quatro diferentes
concentragdes: 2) 0 g L™ (FBo), 3) 5 g L (FBs), 4) 10 g L™ (FB1o) € 5) 15 g L™} (FB1s). Os
cultivos foram realizados em carboys contendo 1,5 L de meio de cultivo. Para formulagéo
do meio de cultivo, foi preparada agua na salinidade 15, tratada com 0,2 mL L* de
hipoclorito de sodio a 5% e neutralizada, ap6s 24 horas, com 75 mg L de &cido ascdrbico.
ApoOs isso, 0s meios de cultivo foram adicionados e posteriormente a cianobactéria foi
inoculada na densidade de 0,25 g L (Pelizer et al. 2003).

As unidades experimentais foram mantidas com aeracdo constante, de modo que 0s
filamentos da microalga permanecessem sempre em suspensdo, a temperatura inicial de

30°C, 1500 lux de intensidade luminosa e fotoperiodo de 12h:12h claro:escuro.

Nos dois experimentos os parametros fisioquimicos como pH, temperatura e
salinidade foram determinados a cada dois dias utilizando-se um pHmetro digital (Mettler
Toledo/ FEP20), refratbmetro portatil e termémetro de mercdrio. No experimento 1, a
biomassa de Arthrospira sp. foi quantificada através contagem celular e no experimento 2

através de medidas de peso seco.
2.3. Célculo de Produtividade

A produtividade maxima foi obtida pela equagédo: PX = Xmax — Xi/ tmax, onde Xmax , Xi
e tmax COrrespondem a concentracdo maxima de biomassa, concentragéo inicial de biomassa

e tempo correspondente a Xmax, respectivamente (Ravelonandro et al, 2008).
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2.4. Andlises estatisticas

Os dados dos experimentos 1 e 2 foram analisados apds as devidas transformacdes
matematicas para atender os pressupostos da analise de variancia (ANOVA). Para verificar
a homogeneidade das variancias de ambos os experimentos, foi realizado o teste de Levine.
A normalidade dos dados foi feita sequindo o teste de Komolgorov — Smirnov. A partir dai,
os dados foram submetidos a ANOVA dois fatores. Posteriormente foi aplicado o teste de
Tukey para avaliacdo das diferencas significativas entre as médias dos diferentes
tratamentos. As andlises foram conduzidas com nivel de significancia de 95% (o =0,05)
(Zar, 2010).

3. RESULTADOS
3.1.Experimento 1

No primeiro experimento o numero de filamentos no tratamento com meio /2
variou de 1,8 x 10*. mL™ a 8,6 x 10*. mL". Ja no meio Fertilizante, a densidade de
filamentos variou de 4,5 x 10*. mL"a 1,28 x 10° . mL", havendo diferenca significativa
entre os tratamentos, somente no Gltimo dia de cultivo (dia 8) (Figura 1). Temperatura, pH
e salinidade, 30°C, 8,0 e 15, respectivamente, mantiveram-se constantes ao longo do

experimento.
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Figura 1. Densidade celular de Arthrospira sp. em meio f/2 e em meio Fertilizante, no

experimento 1.
3.2.Experimento 2

A menor salinidade foi observada no tratamento FBo (11), enquanto a maior, no
tratamento FB1s (27). A salinidade variou significativamente entre os tratamentos, no
tratamento Z, entre 15 e 16, no tratamento FBo entre 11 e 16, no tratamento FBs entre 16 e
19, no tratamento FB1o entre 18 e 23 e no tratamento FB1s entre 21 e 27, havendo diferenca
significativa entre todos os tratamentos, menos entre os meios Z e FBo no 3° dia do

experimento (Tabela 1).

A Tabela 1 apresenta a média dos valores de pH do segundo experimento. Como se
pode ver, apenas o tratamento FBo apresentou valores de pH significativamente menor do
que os demais tratamentos. O pH dos cultivos variou de 8,23 a 9,75 no tratamento com
meio Zarrouk (Z), de 8,33 a 8,98 no tratamento FBo, de 8,12 a 9,55 no tratamento FBs, de
8,10 a 9,74 no tratamento FBio e de 8,11 a 9,86 no tratamento FBis, havendo diferenca
estatistica apenas no meio FBo, onde ndo foi adicionado bicarbonato de sédio comercial,

sendo esse 0 meio onde o pH obteve o0 menor valor, diferindo estatisticamente de todos os
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tratamentos. Em contrapartida, os meios FB1o € Z, no ultimo dia do experimento (10° dia)

apresentaram os maiores valores de pH, 9,74 e 9,86, sem diferenca estatistica entre eles,

porém com diferenca estatistica dos demais meios (p<0,05) (Figura 2).

Tabela 1 - Valores maximos, minimos e médias dos valores de pH, salinidade, peso seco (¢

L) e produtividade maxima (Px) (g L™d) para o experimento 2, ao longo dos 10 dias de

cultivo de Arthrospira sp. (médiastdesvios padréo).

Tratamentos pH Salinidade Peso seco Px

Minimo 8,23 15 0,223 -

Z Maximo 9,75 16 1,275 1,23+0,90
Média 9,41+0,58% 13,67+1,72¢ 0,485+0,28? -
Minimo 8,33 11 0,238 -

FBo Maximo 8,98 16 0,517 0,55+0,08
Média 8,68+0,21° 15,11+0,862¢ 0,352+0,172 -
Minimo 8,12 16 0,200 -

FBs Méaximo 9,55 19 0,747 0,71+0,03
Média 9,25+0,56% 17,78+1,10%4 0,431+0,252 -
Minimo 8,10 18 0,18 -

FB1o Maximo 9,74 23 1,012 1,14+0,74
Média 9,34+0,63* 20,39+1,56"¢ 0,450+0,52? -
Minimo 8,11 21 0,212 -

FBis Maximo 9,86 27 2,040 2,02+0,68
Média 9,38+0,64° 23,61+1.58° 0,683+0,68? -

Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os valores (p<0,05)
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Figura 2. Evolucdo do pH (médiastdesvios padrdo) ao longo do cultivo de Arthrospira sp.
durante cultivo em diferentes meios, suplementados com bicarbonato de sédio comercial

(NaHCO:3), no experimento 2.

A concentracdo maxima de biomassa (Figura 3) foi obtida no tratamento FB1s (2,04
g LY e a concentragdo minima no tratamento FB1o (0,18 g L™). Em todos os tratamentos as
concentragdes minimas foram observadas no dia 0 de cultivo, e as maximas no 10° dia,
exceto para 0 meio FBs que obteve sua concentragdo maxima (0,747 g L) no 8° dia de
cultivo. N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos até o 8° dia de cultivo, mas
apenas diferencas significativas dos tratamentos Z e FB1s em relagdo aos demais no 10° dia
de experimento (Figura 3). As concentracdes maximas de biomassa para os tratamentos Z,
FBo e FB1o foram, 1,275; 0,517 e 1,012 g L%, respectivamente (Tabela 1).
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Figura 3. Concentragdo de biomassa (g L) de Arthrospira sp. durante cultivo em
diferentes meios, suplementados com bicarbonato de sodio comercial (NaHCOs3), no

Experimento 2.

A produtividade de biomassa (Px) foi maior no tratamento FBs (2,02 g L1d 1) e
menor no tratamento FBo (0,71 g L'*d 1). Nos demais tratamentos Z, FBs e FB1o 0s valores
de Py foram de 1,23,0,71 e 1,14 g L d %, respectivamente (Tabela 1).
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4. DISCUSSAO

Arthrospira sp. é comercialmente cultivada em varios paises, com uma producdo anual
total de 10.000 toneladas, sendo a segunda microalga mais cultivada em larga escala do
mundo (Zhang et al. 2005). O grande entrave da producdo massiva das espécies do género
Arthrospira sdo 0s meios de cultivos. O meio Zarrouk (Zarrouk, 1966) e o meio Schlésser
(Schlgsser et al. 1982) sdo os mais utilizados, porém bastante complexos em sua
formulacdo, se tornando muito onerosos. Segundo Vonshak (1997), os custos com
nutrientes representam de 15 a 20% dos custos totais para producdo de Arthrospira em

larga escala.

Becker & Venkatanaman (1982) e Seshadri & Thomas (1979) foram os pioneiros na
formulacdo de meios de cultivo alternativos, rentaveis e de baixo custo, para producdo de
Arthrospira em larga escala. Estes meios foram baseados em nutrientes obtidos a partir de
residuos rurais, tais como: farinha de ossos, urina ou efluente de digestores de biogas. Wu
et al. (1993) utilizaram &gua do mar enriquecida com NaHCOs3 (5g L) para cultivo de
Arthrospira sp. Ja Raoof et al. (2006) formularam um meio de cultivo, baseado no meio
Zarrouk, com adicdo de superfosfato simples, cloreto de célcio, muriato de potéssio,
obtendo valores de biomassa em peso seco, clorofila e proteina sem diferenca estatistica
entre 0 meio proposto no estudo e 0 meio Zarrouk. Da mesma forma, Madkour et al.
(2012), formularam um meio de cultivo para a producdo de Arthrospira platensis em larga
escala, com a substituicdo de todos os nutrientes presentes no meio Zarrouk por
Fertilizantes e produtos quimicos comerciais, mais baratos e disponiveis localmente. Mais
recentemente, Devanathan & Ramathan (2013) formularam um meio de cultivo com agua
do mar enriquecida com 5g L™ de NaHCOs3, 1,5 g L de NaNOgs, 0,1 g L de K:HPO4,

obtendo resultados similares ao meio Zarrouk.

No presente estudo, o cultivo de Arthrospira sp. no meio apenas com Fertilizantes
levou a um incremento significativo na biomassa, quando comparado com o meio f/2.
Entretanto, deve-se ressaltar que o meio f/2 utilizado neste experimento ndo é o meio de

cultivo ideal para produgdo de Arthrospira sp., porém, é um meio de cultivo de menor
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custo e de facil preparo, quando comparado com o meio Zarrouk, sendo o meio f/2 ja
utilizado na EMA para cultivo de Arthrospira platensis sem apresentar danos no
desenvolvimento do cultivo de A. platensis (Klein, 2010). O crescimento celular de
Arthrospira sp. ao longo do experimento 1 indica que é possivel a substituicdo do meio de
cultivo f/2, composto por reagentes analiticos, como 0 NaNO3z e NaHPO4, por Fertilizantes
agricolas comerciais ((NH4)2SO4 ; CH4N2O e P20s). O uso de fontes de nitrogénio, como o
nitrato, sdo usadas a fim de garantir maiores rendimentos de biomassa, por isso 0s meios
formulados por Zarrouk et al. (1966); Paoletti et al. (1975) e Schldsser et al. (1982),
utilizam fontes de nitrogénio como 0 KNOz e 0 NaNOz no preparo de seus meios de cultivo
(Sassano et al. 2007).

De acordo com Danesi et al. (2002), a substituicdo de uma fonte de nitrogénio
tradicional como o KNOs, ou até mesmo o NaNOg, pela uréia, gera grandes vantagens como
0 menor preco da uréia e ainda, seu uso como fonte de nitrogénio fornece um ganho
energético devido a sua hidrolise espontanea a amonia, em meio alcalino, que entdo é
facilmente assimilada pela Arthrospira. No caso do nitrato, 0s microrganismos precisam
reduzi-lo a nitrito (através da enzima nitrato redutase) e depois a amonia (através da nitrito

redutase), e este processo requer gasto energético (Hatori, 1996).

Ainda considerando os nutrientes, Raoof et al. (2006) afirmam que o fésforo é um dos
principais elementos para o crescimento de algas e que Arthrospira sp. pode utilizar com
sucesso o fosforo na forma de P2Os (pentoxido de fésforo), que esta presente na formulacao
do superfosfato triplo utilizado no experimento.

Espécies do género Arthrospira e Spirulina apresentam maior crescimento quando o pH
varia na faixa de 9,0 a 10,0, (Belkin & Boussiba, 1991), desde que nesta faixa o ion
bicarbonato seja a principal fonte de carbono inorganico dissolvido. Richmond et al. (1982)
e Vonskak et al. (1983) salientam que espécies do género Arthrospira necessitam de grande
quantidade de bicarbonato para manter a condic¢do alcalina do meio de cultura, vital para o
desenvolvimento das células e que também constitui uma barreira para o desenvolvimento
de outros microrganismos. Raoof et al. (2006), observaram que o uso de bicarbonato de

sodio comercial, em comparacdo com o bicarbonato de sodio analitico, ndo afeta a
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composicdo bioguimica das cianobactérias, como teor proteico, quantidade de clorofila, e

biomassa, sendo, portanto uma alternativa de baratear ainda mais os custos de producéo.

No experimento 2, nos tratamentos onde o meio Fertilizante foi suplementado com
bicarbonato de sddio comercial (FBs, FB1o e FB15), 0 pH dos cultivos se manteve ideal para
a espécie, em torno de 9,0; enquanto que no tratamento sem adi¢do de bicarbonato (FBo) 0
pH ficou em torno de 8,0, abaixo do recomendado para as espécies do género Arthrospira.
Além de elevar e manter o pH ideal ao longo dos 10 dias de cultivo, o tratamento com 15 ¢
L de NaHCO; gerou maior biomassa que os demais tratamentos com menor adicdo de
bicarbonato, o que indicaria que a cianobactéria utiliza o bicarbonato como fonte de
carbono para crescimento celular (Lanlan et al. 2015).

No presente estudo, o valor madximo de biomassa de Arthrospira sp. obtida no meio Z
(1,275 g L™t no 10° dia de cultivo) é inferior ao valor relatado por Rafiqul et al. (2005) (2,7
g L™ no 20° dia de cultivo), porém, quanto ao meio FB1s proposto neste estudo, o valor
maximo de biomassa (2,04 g L ;10° dia de cultivo) é similar. Por outro lado, este valor de
biomassa obtido foi quatro vezes superior ao obtido por Raoof et al. (2006), que relataram
uma biomassa de 0,565 mgmL™ em 18 dias de cultivo, e Devonathan & Ramathan (2013),
que obtiveram valores maximos de biomassa de 0,362 mgmL™, no meio Zarrouk, e 0,334
mgmL™ no meio contendo &dgua do mar enriquecida. De outro modo, Andrade & Costa
(2008), quando cultivaram Spirulina platensis em meio Zarrouk diluido (20% v/v)
complementado com 0,50 g L™ de melago liquido obtiveram um valor méaximo de biomassa
de2,83¢gL™

Além da eficiéncia na producdo de biomassa, 0 meio de cultivo proposto neste estudo
mostrou-se economicamente viavel, visto que o custo para se preparar 1000 L do meio
Zarrouk equivalem a U$163,30, enquanto que para elaboracdo de 1000 L do meio
Fertilizante com a adicdo de 15g L™ de bicarbonato de sddio comercial sdo necessarios
U$0,52. Assim, 0 meio FB1s proposto neste estudo é cerca de 300 vezes mais barato que o
meio Zarrouk, sendo entdo, uma alternativa economicamente vidvel para a producdo de

Arthrospira sp. em larga escala.
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O desenvolvimento de meios de cultivo simples e de baixo custo € de extrema
relevancia, uma vez que a producdo de microalgas em larga escala so serd possivel se 0s
custos de producdo forem significativamente reduzidos. Os resultados deste trabalho
mostram que meios de cultivo mais simples e baratos podem gerar niveis de producdo
adequados, além de reduzirem significativamente o preco da producdo de biomassa de

microalgas.
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RESUMO

Em um primeiro experimento avaliou-se o crescimento de Arthrospira sp. por um periodo
de 12 dias em diferentes dilui¢des (100%, 10%, 1%) do efluente proveniente da produgao
de L. vanammei em sistema BFT e no meio Fertilizante (controle), a fim de verificar em
que condigdes seria possivel o melhor aproveitamento dos nutrientes presentes no efluente,
bem como saber a diluig@o ideal para o crescimento da microalga neste efluente. Ao final
do experimento o tratamento EFLU 100% apresentou uma densidade celular
significativamente mais elevada que o controle, que por sua vez foi maior que no
tratamento EFLU 10%. Todos os tratamentos apresentaram aumento na densidade celular
ao longo do experimento, exceto o tratamento EFLU 1%. Este incremento na densidade no
tratamento EFLU 100%, foi de cerca de 15,75 vezes a densidade inicial, enquanto no
tratamento CONTROLE esse incremento foi de 9,72 vezes e no tratamento EFLU 10% de
5,23 vezes. Um segundo experimento, com duracdo de 20 dias, foi realizado com o intuito
de avaliar o crescimento e potencial biorremediador da microalga no efluente proveniente
da producdo de L. vanammei em sistema BFT com (EFLU DEC) e sem tratamento (EFLU)
prévio (remogdo dos solidos suspensos totais por decanta¢do). Nao houve diferenca
estatistica entre os tratamentos, mas observou-se um incremento na densidade celular ao
longo do experimento. Este aumento foi cerca de 25 vezes no tratamento EFLU e cerca de
19 vezes no tratamento EFLU DEC. A biomassa final no tratamento EFLU foi 0,50+0,59 g
Lt e de 0,18+0,14 g L no tratamento EFLU DEC. Ambos os tratamentos removeram
cerca de 90% do fosfato do efluente (EFLU 90,20+5,18 % e EFLU DEC 89,4+5,64%). Os
niveis de nitrogénio amoniacal total foram praticamente zerados na primeira semana de
cultivo. Os valores de nitrito foram menores no tratamento EFLU quando comparado ao
EFLU DEC. Os valores de nitrato permaneceram oscilando ao longo de todo o
experimento. Com base nos resultados obtidos é possivel o cultivo da Arthrospira sp. no
efluente proveniente da produ¢do de L. vanammei, sem a necessidade de tratamento prévio

do efluente.
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ABSTRACT

A first experiment evaluated the growth of Arthrospira sp. for 12 days at different dilutions
(100%, 10%, 1%) of effluent from production of L. vanammei in BFT system and in the
Fertilizer’s medium (CONTROL) in order to determine ideal dilution for the growth of
microalgae in the effluent. At the end of the experiment 100% EFLU treatment showed a
significantly higher cell density than the CONTROL, which in turn was greater than 10%
EFLU treatment. All treatments showed increased cell density throughout the experiment,
except the treatment EFLU 1%. This increase in density in the treatment EFLU 100% was
about 15.75 times the initial density. In the control treatment this increase was 9.72 times
while in treatment EFLU 10% was 5.23 times. A second experiment with 20 days duration,
was conducted in order to evaluate the growth and biorremediador potential of the
microalgae in the effluent from the production of L. vanammei in BFT system with removal
of total suspended solids by decantation (EFLU DEC) and untreated (EFLU). There was no
statistical difference between treatments, but there was an increase in cell density
throughout the experimente in both. This increase was about 25 times in EFLU treatment
and 19 times in EFLU DEC treatment. The final biomass in EFLU treatment was 0.50 +
0.59 g L'! and 0.18 £ 0.14 g L' in EFLU DEC treatment. Both treatments have removed
90% of the effluent phosphate (EFLU 90.20 + 5.18% and 89.4 + 5.64 EFLU DEC%). The
total ammonia nitrogen levels were practically used in the first week of cultivation. The
nitrite values were lower in EFLU treatment when compared to EFLU DEC. Nitrate values
stayed oscillating throughout the experiment. Based on the results obtained, it is possible
the cultivation of Arthrospira sp. in the effluent from production of L. vanammei without

pretreatment of the effluent.
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1. INTRODUCAO

A producdo aquicola mundial continua a crescer, alcangando 90,4 milhdes de
toneladas em 2012 (FAO, 2014). Este crescimento enfrenta, no entanto, algumas limitagdes
devido a pouca disponibilidade de locais adequados para a producdo dos organismos
(Troell et al. 2006), além do langamento de efluentes com grande potencial de poluicdo das

aguas naturais.

A busca pelo aumento da produtividade, e por uma aquicultura ambientalmente
amigavel, tem conduzido ao surgimento de novas tecnologias como o cultivo de
organismos em sistema de bioflocos (Biofloc Technology System - sistema BFT). O sistema
BTF promove a conversdao dos nutrientes (compostos nitrogenados) gerados pelo cultivo
em biomassa microbiana (bioflocos), mediante adicdo de carbono e forte aeragdo. Os
bioflocos formados s3o consumidos pelos camardes produzidos, ndo havendo, assim,
necessidade de renovar agua e, consequentemente, ndo ha geragdo de efluente (Wasielesky

et al. 2006).

Porém, em alguns casos ha a necessidade de renovagdo de 4gua, quando, por
exemplo, ocorre o aumento de nutrientes como o nitrito, que em altas concentragdes €
toxico para as espécies cultivadas (Campos et al. 2012), ou até mesmo quando ha presenca
de microalgas indesejadas no sistema. O fosforo, componente presente nas ragdes
comerciais, ¢ outro nutriente que vai acumulando no sistema BFT e ¢ retirado dele via
renovacdo de agua. Se por um lado em viveiros de cultivo tradicionais o fosforo € retirado
do sistema por trocas de agua, absor¢do pelo fitoplancton presente no sistema, ou fica
absorvido ao sedimento. Por outro, no sistema BFT essas saidas do fosforo ndo estdo
presentes, ja que ndo existe contato com sedimento (por conta da geomembrana) e nem
floracdes de microalgas (meio heterotréfico), fazendo com que esse nutriente acumule no

sistema.

As cianobactérias e clorofita filamentosas sdo um exemplo destas microalgas, que

em elevadas densidades pode ocasionar obstrucao das branquias dos camardes implicando,
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muitas vezes na morte dos organismos cultivados. A renovagdo da agua gera, entdo,
efluentes com altas taxas de nutrientes, como o fosfato e matéria organica, que se lancados
no ambiente sem tratamento prévio podem gerar danos ambientais como a eutrofizagdo dos

corpos d’agua receptores.

A eutrofizacdo de ambientes aquaticos por efluentes de cultivo, a introducdo de
espécies exaticas e a utilizacdo de proteina de origem marinha sdo apontadas como 0s
maiores impactos produzidos pela aquicultura (Avnimelech, 2006). Efluentes agro-
industriais, como 0s provenientes da aquicultura, devido as elevadas concentracdes de
nutrientes podem ser utilizados como meio de cultivo de microalgas. As principais
vantagens de se cultivar microalgas de modo geral em efluentes de producdo animal séo:
sua elevada eficiéncia na remocdo de nutrientes inorganicos dos efluentes com baixos
custos (Tam & Wong, 2000), além de gerar uma biomassa de alto valor economico,
reduzindo significativamente os custos do meio de cultivo, que consiste no segundo maior

componente dos custos de produgédo (Vonshak, 1997).

A cianobactéria Arthrospira sp. apresenta em sua composicdo quimica elevado teor
de proteina (até 70%), juntamente com quantidades elevadas de &cidos graxos, aminoacidos
essenciais, minerais, vitaminas (especialmente B12), pigmentos antioxidantes
(ficobiliproteinas e carotenoides) e polissacaridos (Belay et al. 1993). Com todas essas
caracteristicas, a producdo comercial de Arhrospira ganhou a aten¢do do mundo para uso
em suplementos alimentares humanos, alimentagdo animal e industria farmacéutica. Seus
pigmentos (principalmente a ficocianina) sdo extraidos e usados na industria alimenticia,
como um corante para alimentos e em cosméticos. Além suas propriedades
anticancerigenas, anti-inflamatdrias e antivirais, seu efeito redutor do colesterol, controle da
tensdo pré-menstrual e principalmente, como um poderoso antioxidante (Vonshak &
Richmond, 1998; Spolaore et al. 2006; Estrada et al. 2001; Bermejo et al. 2008).

Dentro desse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o crescimento de

Arthrospira sp. no efluente de producdo de camardes marinhos em sistema de bioflocos,
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bem como avaliar o potencial biorremediador da cianobactéria na remocéo dos compostos

nitrogenados e fosfato deste efluente.
2. MATERIAL & METODOS

2.1. Condig0es de Cultivo

A cepa de Arthrospira sp. utilizada neste estudo foi obtida no Laboratorio de
Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande (LEB-FURG), onde os
cultivos eram mantidos em meio Zarrouk (Zarrouk, 1966). Na Estacdo Marinha de
Aquicultura “Professor Marcos Alberto Marchiori”, Instituto de Oceanografia da
Universidade Federal do Rio Grande (EMA/IO/FURG), o inoculo foi cultivado em meio
com Fertilizantes, composto por Sulfato de aménio (30 g L?), Uréia (15 g LY
Superfosfato triplo de calcio (5 g L) (Yamashita & Magalhdes, 1984). Dessa solugio
estoque utilizam-se 5 mL L™ para a 0 meio de cultivo e com a adi¢do de bicarbonato de
sddio (15 g L), conforme os resultados obtidos no Capitulo | desta dissertacdo. Os cultivos
da cianobactéria foram mantidos em bancada no laboratorio, em salinidade 15, pH em torno
de 9,5, temperatura em torno de 25°C, intensidade luminosa de 1500 lux, fotoperiodo de

24h claro e aeracdo constante.

2.2.Desenho Experimental

2.2.1. Experimento 1

Em um primeiro avaliou-se o crescimento de Arthrospira sp. em diferentes dilui¢des
do efluente decantado proveniente da producdo de L. vanammei em sistema BFT, a fim de
verificar em que condigdes seria possivel o melhor aproveitamento dos nutrientes presentes
no efluente, bem como saber a diluicdo ideal para o crescimento da microalga neste
efluente. Este experimento teve duracdo de 12 dias. Foram utilizados carboys transparentes
com 4,5 L de volume atil. O experimento contou com 4 tratamentos, em triplicata,

distribuidos aleatoriamente, sendo estes:
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1. meio Fertilizante (CONTROLE): O cultivo da microalga Arthrospira sp.
foi realizado em meio Fertilizante de acordo com Yamashita & Magalhaes
(1984);

2. Efluente 100% (EFLU 100%): O cultivo da microalga foi realizado no
efluente decantado (com a remocdo dos sélidos suspensos totais por
decantagdo) proveniente de cultivo de L. vannamei em sistema BFT;

3. Efluente 10% (EFLU 10%): O cultivo da microalga foi realizado no
efluente do sistema BFT decantado, diluido em 90%;

4. Efluente 1% (EFLU 1%): O cultivo da microalga foi realizado no efluente
do sistema BFT decantado, diluido em 99%.

O efluente do cultivo de L. vannamei em sistema BFT foi decantado por cerca de 1
hora, até a completa sedimentacdo dos sélidos (flocos microbianos). Apds isso, somente a
porcdo superficial do efluente foi utilizado como meio de cultivo para a microalga
Arthrospira sp. Para diluigdo do efluente, nos tratamentos EFL10% e EFLU 1%, e para
formulagdo do meio Fertilizante no tratamento FERT, foi utilizada &gua do mar,
previamente filtrada com o auxilio de um filtro cartucho (CUNO® — 5m de poro), tratada
com 0,2 mL L de hipoclorito de sddio a 5% e neutralizada, apds 24 horas, com 75 mg L

de 4cido ascérbico.

Em todos os tratamentos, foi inoculado 450 mL do cultivo de Arthrospira sp. em
4,05 L de agua (agua do mar + Fertilizante ou efluente), a fim de obter uma concentracdo
média de biomassa entre 50 a 100 mg L ap6s a inoculagdo (Pelizer et al. 2003),
totalizando 4,5L de volume em todos os tratamentos. A cada trés dias foram coletadas
amostras (10 mL), fixadas em lugol para posterior contagem celular da cianobactéria, na
camara de Utermohl, em microscopio invertido (Utermohl, 1958). Os cultivos foram
mantidos em fotoperiodo de 24h claro e aeragdo constante. As variaveis abioticas, pH,
temperatura ¢ salinidade, foram mensuradas a cada trés dias por meio de um

multipardmetro portatil modelo YSI 556 (Yellow Springs Instrument, OH, USA).
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2.2.2. Experimento 2

A partir do melhor resultado do Experimento 1, um segundo experimento foi
realizado com o intuito de avaliar o crescimento e o potencial biorremediador da microalga
no efluente proveniente da produgdo de L. vanammei em sistema BFT sem nenhum
tratamento prévio, a fim de verificar a necessidade da eliminacdo dos solidos suspensos
totais do efluente. Este experimento foi realizado, no periodo de 13 de novembro a 03 de
dezembro de 2014, tendo duracdo de 20 dias, foi realizado em uma estufa agricola, na
Estacdo Marinha de Aquicultura (EMA) (Figura 1), onde os cultivos foram mantidos em
tanques com volume total de 1000L, sendo os cultivos realizados em volume de 300L,

divididos em dois tratamentos, em triplicata, distribuidos aleatoriamente:

1) EFLU: Neste tratamento, o cultivo da microalga se deu no efluente do
sistema BFT, sem nenhum tratamento prévio. O bombeamento do efluente
foi feito diretamente dos tanques de producédo de camardes para as caixas de
cultivo da microalga;

2) EFLU DEC: O cultivo da microalga foi realizado no efluente ap6s
decantacdo dos sélidos suspensos. O efluente foi bombeado dos tanques de
producdo de camardes, para outro tanque dentro da estufa, onde foi
decantado por cerca de 1h, entdo foi bombeada a porcdo superficial do

efluente para as caixas de cultivo da microalga.

Os cultivos foram mantidos em temperatura, intensidade luminosa e fotoperiodo
naturais. A cada dois dias, amostras (10 mL) foram coletadas dos cultivos, e fixadas em
lugol para posterior contagem na camara de Utermohl, em microscopio invertido. Para a
quantificacdo dos nutrientes dissolvidos — nitrogénio amoniacal, nitrito, nitrato e fosfato -
amostras de agua (100mL) foram coletadas e armazenadas a cada dois dias, em frascos
plasticos, filtradas com auxilio de bomba a vacuo, em filtros de fibra de vidro (GFA/50
5um) e congeladas para posterior analise. As analises de nitrito (N-NO3), nitrato (N-NO3) ¢
ortofosfato (P-PO4>) seguiram metodologia descrita em Baumgarten et al. (1996). J4 a

analise de nitrogénio amoniacal (N-NH3 + NHy) seguiu o método de Azul de Indofenol da

44



UNESCO (1983). Ao final do experimento foram coletadas amostras de ambos os
tratamentos (100 mL) para quantificacdo da biomassa de Arthrospira sp. através de

medidas de peso seco.

As variaveis abioticas, pH, temperatura e salinidade, foram mensuradas a cada dois
dias através de um multiparametro portatil modelo YSI 556 (Yellow Springs Instrument,
OH, USA).

Figura 1. Sistema experimental de cultivo de Arthrospira sp. no efluente de
producdo de camardes em sistema BFT; a) Viséo geral da estufa onde foram realizados os
cultivos no experimento 2, localizada na Estacdo Marinha de Aquicultura (EMA/FURG) b)

Unidade de cultivo.
2.3.Caracterizacao do efluente

Para a realiza¢do do Experimento I e II foi utilizado efluente de cultivo do camarao
marinho Litopenaeus vannamei, mantidos em sistema BFT. O tanque de cultivo continha
reprodutores de L. vannamei, com peso médio de 30 gramas, cultivados em densidade de
50 camardes m™. Durante este cultivo, os camardes foram alimentados com racao
comercial Guabi® com 38% de proteina, em quantidade correspondente a 1% da biomassa
do tanque. O tanque recebeu aplicacdo de melaco como fontes de carbono foram utilizados
melaco liquido a fim de manter uma relacdo C:N de aproximadamente 18:1 no inicio do
cultivo para manutencao da qualidade da agua dos tanques. Além disso, foi adicionado cal

hidratada, semanalmente, para manutengio da alcalinidade acima de 100 mg L™'. Ao longo
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de todo periodo experimental ndo foi adicionado nenhum produto ao efluente utilizado

como meio de cultivo para as microalgas.

Os resultados das andlises fisico-quimicas das amostras do efluente do cultivo de
camarGes em sistema BFT, utilizado como meio de cultivo para Arthrospira sp. no
experimento 1 apresentados na Tabela 1 e os dados do efluente utilizado no experimento 2,

estdo demostrados na Tabela 3.

Tabela 1 - Parametros fisico-quimicos do efluente utilizado como meio de cultivo para

Arthrospira sp.

Parametros

Temperatura (°C) 24,3
Oxigénio Dissolvido (mg L™) 6,60
pH 8,06

Salinidade 30

Alcalinidade 95

Sélidos Suspensos Totais (mg L) 265
TAN (mg L% 0,01

NO, (mg L?) 0,03
NOsz(mg L) 31,20
PO4s3(mg L) 3,0
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Tabela 3 - Parametros fisico-quimicos do efluente proveniente do cultivo de L. vannamei

em sistema BFT, utilizado como meio de cultivo para Arthrospira sp.

Parametros
Temperatura (°C) 24,5
Oxigénio Dissolvido (mg L™) 6,80
pH 8,06
Salinidade 27,0
Alcalinidade (mg L CaCO3) 95,0
Sélidos Suspensos Totais (mg L) 265
TAN (mg L?) 0,06
NO; (mg L™) 0,02
NOs(mg L?) 28,0
POs(mg L™) 3,00

2.4.Analises estatisticas

Os dados de ambos os experimentos foram analisados por testes paramétricos. Para
verificar a homogeneidade das variancias foi realizado o teste de Levene. A normalidade
dos dados foi testada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Quando um destes pressupostos
ndo foram atendidos foram realizadas as devidas transformacdes matematicas. Os dados do
Experimento 1 e Il foram submetidos a ANOVA dois fatores. Em ambos 0s casos, o teste
de Tukey foi aplicado para detectar diferencas significativas entre as medias dos
tratamentos. Os dados de densidade celular e dos parametros de qualidade da agua (dentro
de cada dia experimental) e biomassa final do experimento 2 foram submetidos ao teste t
para dados ndo pareados. As analises foram conduzidas com nivel de significancia de 95%
(0. =0,05) (Zar, 2010).
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3. RESULTADOS

3.1. Experimento 1

3.1.1. Parametros de qualidade da agua

As médias dos resultados obtidos para intensidade luminosa (lux), temperatura (°C),
salinidade ¢ pH durante o periodo experimental nos diferentes tratamentos estdo
apresentadas na Tabela 2. Nao foram observadas diferengas significativas (p<0,05) para os
parametros de intensidade luminosa, temperatura e salinidade entre os quatro tratamentos.

A temperatura dos cultivos variou de 24,86+0,20 a 25,36+0,30° C no tratamento
CONTROLE, 24,23+0,05 a 25,66+0,15° C no tratamento EFLU 100%, 24,76+0,05 a
25,66+0,23° C no tratamento EFLU 10% e 24,50+0,2 a 25,73+0,15° C no tratamento EFLU
1%. A salinidade minima foi registrada no dia 0 e a maxima no 12° dia de cultivo em todos
os tratamentos, variando de 29,54+0,10 a 31,29+0,24 no tratamento CONTROLE, de
29,61+0,08 a 31,92+0,50 no tratamento EFLU 100%, de 29,54+0,10 a 31,29+0,24 no
tratamento EFLU 10% e de 29,59+0,04 a 31,70+0,12 no tratamento EFLU 1%.

Tabela 2 — Parametros fisicos e quimicos da 4gua (médias = desvio padrdo)
intensidade luminosa (lux), temperatura (°C), salinidade e pH, nos tratamentos
CONTROLE, 100% do efluente, 10% do efluente ¢ 1% do efluente, durante o cultivo de

Arthrospira sp no efluente de producao de L. vannamei em sistema BFT.

Tratamentos Intensidade Temperatura Salinidade pH
luminosa
CONTROLE 1760,0+242,692 24,910,448 30,30+0,772 8,11+0,12°
EFLU 100% 1726,6+200,08? 25,040,512 30,61+1,072 8,63+0,262
EFLU 10% 1776,6+80,8202 25,140,432 30,63+0,802 8,67+0,08?
EFLU 1% 1746,6+100,162 25,1+0,602 30,57+0,862 8,59+0,09?

Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os valores (p<0,05).
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Como se pode observar na Tabela 2, apenas o tratamento CONTROLE apresentou
valores de pH significativamente menores (p<0,05) do que os demais tratamentos. O pH
dos cultivos variou de 7,94+0,02 a 8,22+0,11 no tratamento CONTROLE, de 8,25+0,04 a
8,89+0,03 no tratamento EFLU 100%, de 8,62+0,08 a 8,67+0,13 no tratamento EFLU 10%,
de 8,42+0,01 a 8,68+0,02 no tratamento EFLU 1% (Figura 2).

9.5+
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Figura 2. Evolucdo do pH (médias + desvio padrdo) no cultivo de Arthrospira sp. ao longo
dos 12 dias de cultivo nos tratamentos CONTROLE (meio Fertilizante) e EFLU 100%
(100% do efluente decantado), EFLU 10% (10% do efluente decantado), EFLU 1% (1% do
efluente decantado) no Experimento 1. Letras diferentes indicam diferenca estatistica

significativa entre os valores (p<0,05).

3.1.2. Densidade celular

Na Figura 3 estdo representados os valores de abundancia celular para o
Experimento 1. O nimero de filamentos no tratamento CONTROLE variou de 8,59+0,83 x
10°a 8,3+0,67 x 10° filamentos L*; no tratamento EFLU 100%, a densidade celular variou
de 8,44+1,77 x 10°a 1,33+0,12 x 10’ filamentos L; No tratamento EFLU 10% variou de
8,29+0,93 x 10°a 4,34+0,67 x 10° filamentos L!; enquanto que no tratamento EFLU 1%
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variou de 8,65+0,00006 x 10°a 6,66+0,32 x 10°filamentos L™, valores estes variando do

dia 0 ao ultimo dia de experimento (20° dia).

Diferencas estatisticas significativas foram detectadas entre os tratamentos a partir
do 2° dia de experimento, com o tratamento EFLU 100% apresentando valores médios mais
elevados (2,13+0,11 x 10° filamentos L) quando comparados com os demais tratamentos
ao longo de todos os dias de cultivo, com excecdo do 6° dia, onde os valores de densidade
celular entre os tratamentos EFLU 100% (2,93+0,75 x 10° filamentos L) E EFLU 10%
(3,28+0,57 x 10° filamentos L) ndo apresentaram diferenca estatistica. O tratamento
EFLU 10% apresentou valores estatisticamente iguais ao controle em todos os dias, exceto
no dia 12, quando a densidade foi mais baixa. O tratamento EFLU 1% diferiu
significativamente dos demais tratamentos com efluente a partir do dia 6, sendo diferente

também do controle nos dias 9 e 12.

Todos os tratamentos apresentaram aumento na densidade celular ao longo do
experimento, exceto o tratamento EFLU 1%. O tratamento EFLU 100% apresentou
aumento de densidade ja no terceiro dia de experimento, enquanto os tratamentos EFLU
10% e o controle somente a partir do dia 6. Estes trés tratamentos atingiram as densidades
mais elevadas no dia 12 de cultivo. Este incremento na densidade foi maior no tratamento
EFLU 100%, no qual ocorreu um aumento de aproximadamente 15,75 vezes a densidade
inicial, enquanto no tratamento CONTROLE esse incremento foi de 9,72 vezes e no
tratamento EFLU 10% de 5,23 vezes.
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Figura 3. Densidade celular de Arthrospira sp. ao longo dos 12 dias de cultivo nos
tratamentos CONTROLE (meio Fertilizante) e EFLU 100% (100% do efluente decantado),
EFLU 10% (10% do efluente decantado), EFLU 1% (1% do efluente decantado) no
Experimento 1. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica significativa
entre os valores e letras minudsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os dias de
cultivo (p<0,05).

3.2. Experimento 2

3.2.1. Parametros de qualidade da agua

As médias dos resultados obtidos para temperatura (°C), salinidade e pH durante o
periodo experimental nos diferentes tratamentos estdo apresentadas na tabela 4. Nao foram
observadas diferencgas significativas (p<0,05) para estes parametros entre os tratamentos. A
temperatura dos cultivos variou de 23,73+0,20 (1° dia) a 30,43+0,45 ° C (6° dia) no
tratamento EFLU e de 24,06+0,13 (4° dia) a 30,63+1,00 ° C (6° dia) no tratamento EFLU
DEC. A salinidade minima foi registrada no dia 0 e a méxima no 20° dia em ambos os
tratamentos, variando de 25,64+0,10 a 32,30+0,46 no tratamento EFLU e de 25,56+0,15 a
33,29+1,26 no tratamento EFLU DEC. O pH nos cultivos teve seu valor maximo no 4° dia

de experimento (8,71%0,08 no tratamento EFLU e 8,70+0,05 no tratamento EFLU DEC) e
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seu valor minimo no 18° dia de experimento para os dois tratamentos EFLU (8,50+0,10) e
EFLU DEC (8,56+0,08).

Tabela 5 — Valores médios (médias = desvio padrao) dos parametros fisicos e
quimicos da agua: temperatura (°C), salinidade e pH, nos tratamentos EFLU e EFLU DEC,
durante o cultivo de Arthrospira sp no efluente de producdo de L. vannamei em sistema

BFT.

Tratamentos Temperatura Salinidade pH
EFLU 26,23+2,03? 29,00+2,272 8,60+0,08?
EFLU DEC 26,29+2,23? 29,21+2,722 8,62+0,069°

3.2.2. Densidade Celular

A densidade celular no Experimento 2 apresentou valores iniciais de 1,2+0,18 x 10°
filamentos L™ no tratamento EFLU e 1,2+0,39 x 10° filamentos L™ no tratamento EFLU
DEC, sem diferenca estatistica entre os valores no dia 0 e ao longo de todo periodo
experimental. A densidade celular maxima foi constatada no 20° dia experimental para o
tratamento EFLU (3,1+1,3 x 10°filamentos L1), enquanto que no tratamento EFLU DEC a
densidade celular méaxima foi observada no 16° dia experimental (2,5+1,9 x 10° filamentos
L™1). Como se pode observar na Figura 4, houve um incremento na densidade celular ao
final do cultivo (20° dia) quando comparado com o dia 0, nos dois tratamentos, com um
aumento de cerca de 25 vezes a densidade inicial no tratamento EFLU e cerca de 19 vezes a
densidade inicial no tratamento EFLU DEC. A Figura 5 apresenta os valores da biomassa
em peso seco (g L) no ultimo dia de experimento (20° dia de cultivo). Observa-se que a
biomassa final no tratamento EFLU foi de 0,50+0,59 g L™ e 0,18+0,14 g L™ no tratamento
EFLU DEC, porém sem diferenca estatistica entre os tratamentos.

52



4.5%106- A EFLU

4.0%106- © EFLUDEC

3.5%106+ =+
3.0x106-
2.5%106-

2.0x105

1.5%10°6+

Densidade (filamentos.L '1)

1.0x10°6+

5.0%10°%+

0

Tempo (Dias)

Figura 4. Densidade celular de Arthrospira sp. ao longo dos 20 dias de cultivo nos
tratamentos EFLU (efluente do sistema BFT sem nenhum tratamento prévio) e EFLU DEC
(efluente do sistema BFT decantado) no experimento 2. Valores representados em média +

erro padrao (n=3).
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Figura 5. Biomassa (médias * desvio padrdo) final em peso seco (g L) de Arthrospira sp.
cultivada no efluente de cultivo de L. vannamei no sistema BFT no 20° dia de cultivo nos
tratamentos EFLU e EFLU DEC, no experimento 2.
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3.2.3. Nutrientes

O nitrogénio amoniacal total (TAN) apresentou valores iniciais (dia 0) sem
diferenca estatistica entre os tratamentos (EFLU: 0,57+0,10 e EFLU DEC: 0,54+0,09 mg L
1y, assim como no 4° (EFLU: 0,01+0,01 e EFLU DEC: 0,04+0,07 mg L™), 6° (EFLU:
0,03+0,02 e EFLU DEC: 0,007+0,01 mg L), 8° (EFLU: 0,007+0,01 e EFLU DEC:
0,01+0,01 mg L), 16° (EFLU: 0,08+0,03 ¢ EFLU DEC: 0,17+0,20 mg L) e 18° dia
(EFLU: 0,04+0,02 e EFLU DEC: 0,16+0,20 mg L™). No 2° dia o tratamento EFLU DEC
(0,76+0,27 mg L) apresentou valores significativamente mais elevados que o EFLU
(0,18+0,13 mg L}), o que se repetiu no 10° (EFLU: 0,03+0,03 e EFLU DEC: 1,03+0,02 mg
L) e 12° dia (EFLU: 0,18+0,13 e EFLU DEC: 0,89+0,30 mg L™?). Ja nos dias 14 (EFLU:
1,01+0,05 e EFLU DEC: 0,18+0,11 mg L) e 20 (EFLU: 0,75+0,04 e EFLU DEC:
0,09+0,04 mg L), os valores mais elevados foram observados no tratamento EFLU
(Figura 6).

Também foi detectada diferenca estatistica para os niveis de TAN ao longo dos dias
de experimento, em ambos os tratamentos. No tratamento EFLU houve reducdo nos niveis
de TAN mantendo os valores praticamente zerados até o 10° dia, onde os niveis de TAN
seguiram oscilando ao longo do periodo experimental. O tratamento EFLU DEC também
demonstrou padrao semelhante, apresentando niveis de TAN praticamente zerados até o 8°
dia de cultivo, a partir dai os niveis de nitrogénio amoniacal variaram ao longo dos dias.

Os valores de nitrito (N-NOz) no dia 0 foram significativamente mais elevados no
tratamento EFLU (0,07+0,005 mg L) quando comparado com o tratamento EFLU DEC
(0,02+0,05 mg L™). A partir do 4° e até o 18°, os niveis de nitrito foram significativamente
mais elevados no EFLU DEC. N&o foram detectadas diferengas significativas entre 0s
tratamentos apenas no 2° e 20° dia de experimento, onde os valores de nitrito foram
0,09+0,07 no tratamento EFLU e 0,09+0,03 no tratamento EFLU DEC; e 0,02+0,01 no
tratamento EFLU e 0,08+0,06 mg L™ no tratamento EFLU DEC, respectivamente. Com
relacdo a variacdo ao longo dos dias experimentais, no tratamento EFLU DEC houve
diferenca estatistica apenas entre o dia 0 (0.02+0,005 mg L) e o dia 4 (0.25+0,1 mg L),
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enquanto no tratamento EFLU, o dias 6 (0.003+0,005 mg L) e 8 (0.003+0,005 mg L)
diferiram dos dias 0 (0.08+0,005 mg L) e 2 (0.09+0,08 mg L) (Figura 7).
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Figura 6. Concentragdo de nitrogénio amoniacal total (N-TAN mg L) ao longo do tempo

(dias). Valores representados em média + erro padrdo (n=3). EFLU (efluente do sistema
BFT sem nenhum tratamento prévio) e EFLU DEC (efluente do sistema BFT decantado) no

experimento 2.
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Figura 7. Concentragdo de nitrito (N-NO2 mg L?) ao longo do tempo (dias). Valores
representados em média + erro padrdo (n=3). EFLU (efluente do sistema BFT sem nenhum
tratamento prévio) e EFLU DEC (efluente do sistema BFT decantado) no experimento 2.
Letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos e letras

minusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre o tempo (dias) em cada um dos

tratamentos.

Os valores de Nitrato (N-NOz) ndo apresentaram diferenca estatistica entre 0s
tratamentos nem ao longo do tempo amostral. O tratamento EFLU apresentou valores de
nitrato de 25,41+3,10 mg L no dia 0 e 21,18+9,15 mg L™ no dia 20, enquanto que o
tratamento EFLU DEC apresentou valores de 25,46+5,53 10 mg L™ no dia 0 e 20,82+9,77

10 mg L no vigésimo dia experimental (Figura 8).
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Figura 8. Concentracdo de nitrato (N-NOs mg L) ao longo do tempo (dias). Valores
representados em média + erro padrdo (n=3). EFLU (efluente do sistema BFT sem nenhum

tratamento prévio) e EFLU DEC (efluente do sistema BFT decantado) no Experimento 2.

Com relagdo aos niveis de fosfato (P-PO4>), ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos, ao longo de todo o periodo experimental. Houve uma reducdo dos niveis entre
o dia 0 (EFLU = 2,78+0,60; EFLU DEC = 2,42+0,27 mg L) e o 10° dia (EFLU =
0,32+0,09 ; EFLU DEC = 0,37+0,09 mg L), permanecendo estabilizado até o fim do
experimento. No 20° dia de experimento, os niveis de ortofosfato apresentaram valores de
0,68+0,66 mg L no tratamento EFLU e 0,47+0,48 mg L no tratamento EFLU DEC.
Ambos os tratamentos removeram cerca de 90% do fosfato do efluente (EFLU 90,20+5,18
% e EFLU DEC 89,4+5,64%), com uma taxa de remogéo diaria de 0,12+0,02 mg L*dia*
no tratamento EFLU, e 0,10+0,01 mg L dia™ no tratamento EFLU DEC (Figura 9).
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Figura 9. Concentracdo de ortofosfato (P-POs3), ao longo do tempo (dias). Valores
representados em média + erro padrdo (n=3). EFLU (efluente do sistema BFT sem nenhum
tratamento prévio) e EFLU DEC (efluente do sistema BFT decantado) no experimento 2.
Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os dias de cultivo, para cada um

dos tratamentos.
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4. DISCUSSAO

A biomassa de Artrhospira é uma comoditie (Grove, 2013), representando a
segunda espécie de microalga mais comercializada no mundo, apés Chlorella spp. (Raoof
et al. 2006). O seu potencial econdmico decorre de sua composi¢do, que consiste em até
70% de proteinas, vitaminas, [-caroteno e 4&cidos graxos (Jimenes et al. 2003;

Ravelonandro et al. 2011).

Por apresentarem um excelente perfil nutricional as cianobactérias pertencentes ao
género Arthrospira sdo ideais para serem utilizadas como suplemento alimentar na dieta de
organismos produzidos na aquicultura, pois substituem satisfatoriamente as fontes
artificiais de nutrientes, por combinar diversos constituintes de maneira equilibrada (Belay
et al. 1996; Ambrosi et al. 2008) Segundo Macias-Sancho et al. (2014) a Arthrospira pode
substituir até 75% da farinha de peixe em uma dieta tipica para o camardo L. vannamei,

promovendo ainda uma melhora na resposta imunoldgica desta espécie.

Além disso, estas cianobacterias também s&o utilizadas com eficicia no tratamento
de aguas residuais. Diversos estudos realizados demonstram a utilizacdo de microalgas,
bem como de espécies do género Arthrospira na biorremediacdo de aguas residuais,
manutenc¢do da qualidade da &dgua e producdo de biomassa (Laliberté et al. 1997; Dumas et
al. 1998; Chuntapa et al. 2003; Olguin et al. 2003; Bertolin et al. 2005; Silva et al. 2005;
Kamilya et al. 2006; Queiroz et al. 2007; Chunbarn & Peerapornpisal, 2010; Rose & Dunn,
2013; Halfhide et al. 2014; Magnotti et al. 2015). Tam & Wong (2000) sugerem o uso de
microalgas na remog&o de nutrientes inorganicos de efluentes devido aos baixos custos do

processo e da alta eficiéncia verificada.

O género Arthospira apresenta grande toleréncia a variacdo de fatores ambientais.
(Jiménez et al.2003; Tambieve et al. 2011) Os dados de qualidade da agua nos dois
experimentos seguiram 0s mesmos padrdes, com valores semelhantes de temperatura,
salinidade e pH. A temperatura se manteve abaixo do recomendado para a espécie de
acordo com Ogbonda et al. (2007), que estudando a influéncia da temperatura na producéo
de biomassa de Arthrospira platensis chegaram a conclusdo que a temperatura de 30°C
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rendeu além de uma maior biomassa, uma elevada quantidade de proteina e teor de
aminoacidos quando comparado com valores de temperaturas inferiores. Entretanto,
Vonshak e Tomaselli (2000) tém mostrado que diferentes linhagens de Arthrospira podem

ter diferentes temperaturas 6timas de crescimento, variando entre 24 e 42 °C.

A faixa ideal de salinidade para espécies do género Arthrospira é variada. Vonshak
(1997) relata que para este género a resposta ao estresse causado pela salinidade consiste na
inibicdo do crescimento, o que ndo foi observado no presente estudo. Segundo Warr et al.
(1985) a capacidade de A. platensis para suportar salinidades elevadas parece ser um fator
importante que lhe permite sobreviver e crescer em lagos alcalinos e de outras aguas
semelhantes. O desenvolvimento de Arthrospira sp. em salinidades mais elevadas,
demonstra a importancia deste organismo como biorremediador de efluentes de aguas
salgadas. Além disso, seu cultivo juntamente com outras espécies pode atuar no controle de
qualidade da agua nos sistemas, como relatado pelo estudo de Chuntapa et al. (2003), onde
a cianobactéria Spirulina platensis foi co-cultivada com o camardo tigre (Penaeus

monodon).

Espécies do género Arthrospira necessitam de grande quantidade de bicarbonato,
que além de fonte de carbono, auxilia a manter a condicdo alcalina do meio de cultura, vital
para o cultivo desse género e constitui barreira para o desenvolvimento de outros micro-
organismos (Richmond et al. 1982; Vonskak et al. 1983). No Experimento 1 as médias dos
valores de pH para os tratamentos girou em torno de 8,1 a 8,6 , enquanto que no
experimento 2 em torno de 8,6. Esses valores estdo abaixo dos valores recomendados pela
literatura. Porém, Farigi et al. (2013) demonstraram elevadas taxas de crescimento, em uma
faixa de pH entre 7-8, baixa alcalinidade, luminosidade entre 1500 e 2500 lux e

temperatura entre 25 e 35 °C.

Segundo Pinho et al. (2010) para utilizacdo de efluentes provenientes da producéo
animal no cultivo de Arthrospira sp. geralmente & necessario tratamento prévio por
digestdo anaerobica, alta diluicdo do residuo, temperatura em torno de 30°C e

suplementacdo com bicarbonato de sodio. No presente estudo a suplementacdo por
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bicarbonato de sédio ndo foi realizada, visto que, em cultivos em larga escala a aplicacéo
do bicarbonato de sodio como fonte de carbono se torna invidvel do ponto de vista

econémico para o produtor.

A fertilizagdo orgéanica pela adi¢cdo de melago e a correcdo semanal da alcalinidade
com hidroxido de calcio no sistema BFT sdo fontes de carbono e nutrientes para
Arthrospira sp. Possivelmente a microalga utilizou essa fonte de carbono para crescimento
celular, depois de decomposta pelas bactérias presentes no sistem BFT, visto que no
Experimento 1, a densidade celular no tratamento EFLU 100%, onde o cultivo da
cianobactéria foi realizado somente no efluente do sistema BFT foi maior quando
comparado com o CONTROLE, onde o cultivo da cianobactéria foi realizado no meio

Fertilizante.

Andrade & Costa (2008), estudando o crescimento de A. platensis em meio de
cultivo complementado com melago, observaram que a biomassa no tratamento com adicéo
de 0,50 g L de melago liquido foi maior e alcancou 2,83 g L, quando comparado ao

tratamento controle, utilizando meio Zarrouk, padrao para cultivo desta cianobactéria.

A partir do 9° doa de cultivo, a densidade celular no tratamento EFLU 100% foi
mais elevada que no CONTROLE, apesar do meio Fertilizante conter a fonte de nitrogénio
preferencial pela microalga, a amonia. O tratamento EFLU 100% tem como fonte de
nitrogénio o nitrato, onde a alga gasta energia para reduzi-lo a aménia (Hatori, 1996). Essa
densidade celular mais elevada pode estar relacionada com a diferenca na propor¢do de N:P
entre os meios de cultivo nos diferentes tratamentos. O meio Fertilizante apresenta uma
relacdo de N:P de 5:1, enquanto que o efluente apresenta uma relacdo N:P de 10:1, mais
proximo o ideal para cianobactérias (Kebeb & Algren, 1996). Além disso, a adi¢do de
melago durante a producdo dos camardes faz com que o efluente e assim, a agua utilizada
no tratamento EFLU 100% seja um pouco turva (Figura 10), fazendo com que a luz

disponivel para a microalga seja um pouco reduzida em comparagdo com a agua do mar
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utilizada no tratamento CONTROLE, essa menor luminosidade talvez favoreca o

crescimento da Arthrospira sp. (Ravelonandro et al. 2011).

Figura 10. a) Agua do mar; b) Agua proveniente da producdo de camardes em

sistema BFT, utilizada como meio de cultivo para Arthrospira sp.

O cultivo no tratamento EFLU 10% também apresentou crescimento celular, porém
este foi menor que no tratamento CONTROLE. J& no tratamento EFLU 1% ndo houve
crescimento celular, visto que ndo houve aumento da densidade celular ao longo dos doze
dias de cultivo. Estes resultados estdo ligados a baixa disponibilidade de nutrientes nesses
dois tratamentos, além de reforgar a viabilidade do crescimento de Arthrospira sp. no
efluente puro (100%).

Uma diferenca na coloracdo dos cultivos nos diferentes tratamentos foi observada
no Experimento 1. A coloragdo amarelada foi observada nos cultivos do tratamento EFLU
1% a partir do 6° dia de experimento e no tratamento EFLU 10% a partir do 9° dia de
experimento (Figura 11), onde a concentragdo do efluente e consequente concentragéo dos
nutrientes era menor. Isso indica que uma deficiéncia na assimilagdo de nitrogénio conduz
uma reducdo na clorofila produzida, uma vez que esta molécula apresenta nitrogénio em
sua composicao (Bogorad, 1962). Havendo entdo um déficit de nitrogénio, Arthrospira sp.
pode utilizar o pigmento ficocianina, que lhe confere a coloracdo verde-azulada

caracteristica, como composto de reserva de nitrogénio (Boussiba & Richmond, 1980).
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Figura 11. Variagdo da coloragdo dos cultivos nos diferentes tratamentos CONTROLE
(meio Fertilizante) e EFLU 100% (100% do efluente decantado), EFLU 10% (10% do
efluente decantado), EFLU 1% (1% do efluente decantado) no Experimento 1, no 6° dia
experimental.

Os valores de densidade celular de Arthrospira sp. no experimento 2, ndo diferiram
entre os tratamentos EFLU e EFLU DEC, comprovando assim a viabilidade do crescimento
da cianobactéria no efluente sem nenhum tratamento prévio, reduzindo significativamente
0s custos com meios de cultivo, possibilitando o tratamento do efluentes provenientes da

producéo de camardes marinhos e a obtencéo de um novo produto para comercializacéo.

Ao longo do experimento foi observado que os flocos microbianos presentes no
efluente no tratamento EFLU foram se desintegrando. Essa afirmacdo € corroborada pelo
fato de ndo haver diferenca significativa na densidade celular (filamentos mL™), nem na
biomassa em peso seco (g L) entre o cultivo da cianobactéria no efluente decantado
(EFLU DEC) e no efluente puro (EFLU). Desta forma, a biomassa obtida no final do
experimento equivale apenas a Arthrospira sp, e ndo aos flocos microbianos.
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Figura 12. Biomassa de Arthrospira sp. cultivada no efluente de producédo de L. vannamei

em sistema BFT, sem nenhum tratamento prévio (EFLU) no 20° dia do experimento 2.

Observa-se que a partir do quarto dia de cultivo até o oitavo dia houve absorcdo do
nitrogénio amoniacal total (TAN) quase que por completo, que provavelmente se deu por
parte da cianobactéria, visto que a amdnia é a fonte de nitrogénio usada preferencialmente
pela Arthrospira sp. (Jha et al. 2007; Ferreira, et al. 2010). Esse consumo de amonia até o
oitavo dia culminou com os menores valores de fosfato também no oitavo dia, e o inicio da
estagnacdo do crescimento da cianobactéria (fase estacionaria). Cianobactérias necessitam
de uma razdo N:P de 10:1, para crescimento celular, enquanto que as algas eucariontes
necessitam de uma taxa de N:P de aproximadamente 16:1 (Redfield,1958). E na fase
estacionaria que o crescimento celular atinge um equilibrio, havendo crescimento e morte
celular simultaneamente no cultivo, o que explica a oscilacdo na concentracao de nitrogénio

amoniacal ao longo do periodo experimental.

Quando se compara os valores de TAN no primeiro e Gltimo dia de experimento,
ndo h& remocdo do nitrogénio amoniacal por parte da Arthrospira, porém, ja na primeira
semana de cultivo os valores de TAN foram praticamente zerados. Este fato destaca a
importancia de se levar em consideracdo o tempo colheita da microalga. Se a colheita da
Arthrospira fosse realizada no 8° dia de cultivo, por exemplo, o produtor teria os niveis de

TAN zerados e ainda uma elevada biomassa microalgal, com elevado valor econémico.

A elevada concentragéo inicial de nitrato (28 mg L) no efluente de cultivo parece
ter sido a causa da ndo deteccdo do consumo de nitrato por parte da cianobactéria. Esse
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elevado valor ja era esperado, visto que o nitrato muitas vezes acumula em sistemas que
funcionam sem troca de agua (Kuhn et al. 2010). Essa concentracdo inicial de nitrato foi
superior a concentracdo encontrada em outros trabalhos. Chuntapa et al. (2006) afirmam o
potencial de manutencdo da qualidade da agua no cultivo integrado de A. platensis e P.
monodom, com valores de nitrato ndo excedendo 16 mg L?. Kamilya et. al. (2006)
demostram uma assimilacdo de 50,39% de nitrato do efluente de cultivo de peixes pela A.
platensis e 14,17% pela cianobactéria N. muscorum, com uma concentracao inicial de 1,27
mg L™ de N-NOs. Klein (2010) avaliando o potencial biorremediador de A. platensis em
efluente de cultivo de L. vannamei obteve remogéo de 88,6% com concentragdo inicial de
1,14 mg L de N-NOs. Magnotti et al. (2015) utilizando microalgas para remocio de
nutrientes do efluente de cultivo de L. vannamei em sistema BFT decantado e clorado,
observaram assimilacdo de 87% para Tetraselmis chuii, de 83% para Nannochloropsis
oculata , com uma concentragdo inicial 19,31 mg L de N-NOs Com esses elevados
valores de nutrientes, as unidades experimentais de producdo de Arthrospira neste estudo
poderiam ser maiores, visando assim uma maior absor¢do por parte das microalgas, e
consequentemente uma maior producdo de biomassa, gerando assim um maior retorno
financeiro para o produtor. Ou mesmo o valor do inoculo inicial poderia ter sido mais

elevado, proporcionando uma maior geracéo de biomassa no mesmo tempo experimental.

Valores mais elevados de nitrito foram observados no tratamento EFLU DEC na
maior parte do periodo experimental. Esse fato esta provavelmente associado com a
remocao de grande parte dos flocos microbianos pela decantacdo dos sélidos no tratamento
EFLU DEC, e a consequente remogdo de bactérias nitrificantes do efluente. Entretanto, em

ambos os tratamentos os niveis de nitritos permaneceram sempre baixos.

A nitrificacdo é um processo sequencial de duas etapas (NH4* m NO2" ® NO3Y),
onde a oxidacdo da amonia a nitrito € mediada pelas bactérias do grupo Nitrossomonas e a
oxidadacdo do nitrito a nitrato é realizada pelas bactérias do género Nitrobacter, que estéo
sempre mantendo a qualidade da agua controlada, oxidando a amdnia, e a transformando
em nitrato (da Silva, 2009).
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A concentracdo de fosfato foi inversamente proporcional a densidade celular. No
presente estudo, ambos os tratamentos removeram cerca de 90% do fosfato do efluente
(EFLU 90,2045,18 % e EFLU DEC 89,415,64%), evidenciando assim o potencial
biorremediador de Arthrospira sp. para esse nutriente. Os valores de remocéo do fosfato
neste estudo foi superior aos resultados encontrados por Kamilya et al. (2006), onde a
remocao de fosfato por A. platensis foi de 47,76% , ja a assimilagdo por parte de N.
moscorum foi de 41,79% em efluente de producdo de peixes, com concentracdo inicial de
0,67 mg L. Cheunbarn & Peerapornpisal (2010) observaram uma remogdo de 67% de
fosfato pela A. platensis com concentacéo inicial de 34,26 mg L™, no efluente de produgéo

de suinos.

Nos viveiros de cultivo tradicionais, o fosforo é removido pela troca de &gua no
sistema e, principalmente, pela adsorcao e acumulacdo deste no sedimento. O sistema BFT
é projetado para usar pouca ou nenhuma troca de agua, dificultando a eliminacéo do fésforo
pela renovacdo da agua. Além disso, o fosforo ndo é perdido para atmosfera, ao contrario
do nitrogénio (desnitrificagdo e volatilizacdo de amonia). Portanto, o aumento da
concentracdo de fosforo organico e inorganico € esperado para qualquer sistema de
producdo sem trocas de agua (Silva et al, 2013), corroborando assim, a importancia da

Arthrospira sp. na remogdo do fésforo em excesso.

O acumulo de fosforo no sistema BFT, ndo afeta diretamente o desenvolvimento
dos animais cultivados, mas pode desencadear condi¢cdes favoraveis para a floracdo de
outras cianobactérias, que produzem toxinas, obstruem as branquias dos camardes
(Wasielesky et al. 2006), descaracterizam o gosto dos camardes (“off-flavor”) (Tucker,
2000), além de interferir no desenvolvimento do floco microbiano prejudicando o bom

desenvolvimento da producéo (Silva, 2009).

Os dados do presente estudo demonstraram que € possivel o cultivo da cianobactéria
Arthrospira sp no efluente proveniente da producdo de camardo L. vannamei em sistema
BFT. A partir dos resultados desse trabalho abre-se um leque de possibilidades para

utilizagdo da Arthrospira integrada ao cultivo de camardes marinhos.
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DISCUSSAO GERAL E PERSPECTIVAS

Os efeitos negativos de tal sobrecarga de nutrientes nos sistemas receptores incluem
“blooms’’ de algas, baixas concentragdes de oxigénio dissolvido, morte de organismos
aquaticos, mudancas de pH indesejaveis, e producdo de toxinas por algumas espécies de
microalgas (Christenson & Sims, 2011). Alguns tratamentos quimicos e fisicos conseguem
remover esses nutrientes em excesso, porem, consomem muita energia e produtos

quimicos, tornando-os onerosos (Tchobanog Lous e Burton, 1991).

De acordo com Gupta et al. (2012) atualmente, o tratamento de aguas residuais é
dividido em tratamento priméario, secundario e terciario. O tratamento primario inclui
processos fisicos e quimicos de purificacdo, enquanto o tratamento secundario incluem os
processos biologicos de tratamento de aguas residuais. Também conhecido como
biorremediacgdo, este processo utiliza sistemas biologicos para degradar, ou transformar
varios produtos quimicos toxicos em formas menos nocivas. A biorremediacdo € um
método econdmico e eficiente de descontaminacgédo que tém se tornado cada vez mais usual

para reduzir a polui¢do ambiental.

Novas tecnologias estdo sendo propostas para tornar acessivel o tratamento das
aguas residuais, e o uso de microalgas tem se mostrado bastante eficiente. Sendo
conversores solares eficientes, as microalgas podem produzir grandes quantidades de
metabolitos Uteis, tais como lipidios e acidos graxos, vitaminas, proteinas, polissacaridos,
pigmentos entre outros, durante o crescimento celular. As microalgas ndo sdo apenas Uteis
para gerar metabolitos e sintetizar os biocombustiveis, mas também apresentam grande
capacidade de capturar CO, atmosférico, além de gerar uma biomassa com alto valor
agregado (Mallick, 2002; Singh & Dhar, 2011; Singh & Ahluwalia, 2013).

Apesar de documentos relatarem 0 uso de microalgas e cianobactérias como fonte
alternativa de alimento pelos chineses a cerca de 2000 anos atras, somente nos ultimos 50
anos tem ocorrido a exploracdo comercial de algas. Inicialmente voltada para producéo de
biomassa como fonte de proteinas, compostos bioativos e de produtos farmacéuticos
(Harwood & Guschina, 2009).
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Mesmo com a grande variedade de aplica¢des, a producdo de microalga ainda nao é
economicamente viavel (Barros et al. 2015). Vérias pesquisas tém sido desenvolvidas para
melhorar a economia do processo produtivo (Christenson & Sims, 2011; Dassey &
Theegala, 2013).

Do valor total do custo da producédo de biomassa de algas, aproximadamente 35% é
gasto para produzir o meio de cultivo (Grima et al. 2003). Uma das formas de se reduzir o
custo da producdo de microalga é a elaboragdo de meios de cultivos baratos e de facil
preparacdo. Como proposto nesse estudo, o meio Fertilizante se adequa a essas
caracteristicas, sendo um meio onde sdo usados Fertilizantes agricolas simples, faceis de

encontrar e de baixo custo.

O meio Fertilizante jA é empregado no cultivo massivo de algumas espécies de
microalgas na Estacdo Marinha de Aquicultura (EMA/FURG), como Nannochloropsis
oculata (Roselet et al. 2013), Conticribra weissflogii (Meinerz et al. 2009) bem como
cultivo de Chaetoceros muelleri e Tetraselmis chuii usadas na larvicultura de peneideos na
EMA.

Como foi visto no Capitulo | deste trabalho, o cultivo de Arthrospira sp. em meio
Fertilizante reduz os custos com meio de cultivo em até 300 vezes, quando comparado com
meio de cultivo padrdo para esta espécie, tornando uma alternativa viavel para a
implementacao do cultivo desta cianobactéria em qualquer empreendimento de aquicultura.
Porém, algumas questdes ainda precisam ser consideradas com o desenvolvimento dos
métodos de cultivo massivo de microalgas. Por exemplo, se houver uma grande producéo
de microalgas, o consumo de Fertilizantes para preparacdo do meio de cultivo entrard em
“choque’ com uso destes elementos para producdo de alimentos pela agricultura, além do
uso de agua doce (Diana et al. 2013). O cultivo de espécies marinhas vem sanar a questdo
do uso de agua doce, porém ainda temos o problema da possivel concorréncia com a

agricultura pelo usos de Fertilizantes.

Os efluentes industriais, agricolas ou domésticos, sdo excelentes meios de cultivo

para algas, pois apresentam em sua composicdo elementos essenciais para o crescimento da
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microalga, dentre eles, fosforo e nitrogénio. O uso de efluentes acabaria com a possivel
competicdo por Fertilizantes agricolas, e ainda contribuiria para a sustentabilidade
ambiental, evitando assim o lancamento de nutrientes em corpos de agua naturais,
contribuindo para reducdo de possiveis impactos ambientais como eutrofizacéo, hipdxia e

surgimento de espécies toxicas.

Savage (2011) afirma em seu estudo que milhares de dolares estdo sendo investidos
no desenvolvimento de tecnologias para o cultivo de microalgas. Toda essa atencao voltada
para as algas € uma prova inequivoca de seu potencial. Esses organismos podem ser
cultivados em tanques artificiais, sobre a terra inadequada para a agricultura, diminuindo a
competicdo por espago. As algas reproduzem-se rapidamente, aumentando em nimero ao
longo de um corpo de 4gua em poucas horas. Além disso, seu crescimento poderia sanar
problemas como a reducdo da grande concentracdo de nutrientes nas aguas residuais
(efluentes) e ainda a utilizacdo do dioxido de carbono gerado pela atividade humana e que

causa o “efeito estufa”.

Finalmente, deve-se investir em pesquisas que busquem novas técnicas para
colheita das microalgas, pois essa etapa de producdo representa 20-30% nos custos da
producdo de biomassa (Christenson & Sims, 2011). A Arthrospira apresenta uma grande
vantagem em relacdo as demais microalgas: pode ser colhida por simples filtracdo,

tornando seu cultivo ainda mais facilitado.

Do ponto de vista ambiental, verificou-se que Arthrospira pode ser utilizada no
tratamento do efluente oriundo do sistema BFT sem nenhum tratamento prévio. Esse
resultado é de extrema relevancia, visto que a intensificacdo dos sistemas de producéo,
como é o caso do sistema BFT, gera residuos e consequente solidos, que devem ser
mantidos numa concentragdo de 500 mg L (Samocha et al. 2007) para um bom
funcionamento do sistema como um todo. O uso de clarificadores como proposto por
Gaona et al. (2011) é eficaz para manutencdo dos solidos suspensos nessa concentragdo
adequada. Porém, essa préatica gera residuos que se ndo forem tratados geram impactos

ambientais. Estudos futuros devem ser realizados com o intuito de avaliar o uso dos flocos
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microbianos em excesso removidos do sistema BFT como ‘Fertilizantes’ para formulagao
de meio de cultivo alternativos para Arthrospira sp., bem como avaliar a qualidade e

composicao da biomassa produzida.

Do ponto de vista do produtor, as lagoas de decantacdo ou bacias de sedimentacéo,
que vém sendo utilizadas nas fazendas aquicolas com proposito de melhorar a qualidade da
agua residual, poderiam ser utilizadas como area de produgdo massiva de Arthrospira sp.,
possibilitando o tratamento dos efluentes e geracdo de biomassa com elevado valor
econémico, que pode aumentar a lucratividade da atividade, e tornando essa pratica mais

atrativa para o produtor.
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ANEXOS

Tabela 1 - Composicéo do Meio de Cultivo Zarrouk (Zarrouk 1966) para Arthrospira sp.

Solucdo de Trabalho Quantidades
1. KNOs3 15,0 gem 200 mL
2. NaCl 33,0 gem 200 mL
3. MgSO4 . 7TH20 1,50 g em 200 mL
4. KyHPOq4 1,50 g em 200 mL
5. CaCl2. 2H,0 0,58 g em 200 mL
6. Na,EDTA 6,40 g em 100 mL
7. FeS04.7H20 0,50 g em 100 mL
8. HsBO3 1,142 g em 100 mL
9. Solucdo mista *
Solugdo mista Quantidades
Co(NOs3)2 . 6H20 0,049 g
MnCl; . 4H.0 0,144 ¢
ZnS04 . 7TH0 0,882 ¢g
CuSQO;4 . 5H,0 0,0157 g
MoO3 0,071 g
Agua destilada 100mL

Para preparacdo de 1 litro de meio de cultura (agua destilada)

A - Dissolver em 600 ml de 4gua destilada 15,0 g de NaHCOs e 2,0 g de Na;COg;

B - Acrescentar 10,0 ml das solucdes 1, 2, 3, 4 e 5;

C - Acrescentar 1,0 ml das solucdes 6, 7, 8 e 9;

D - Completar o volume a 1.000 ml.
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Tabela 2 - Composi¢do do meio f/2 modificado de Guillard (1975).

Nutrientes Quantidades

Para formulacéo da solucéo padréao

NaNOs 150g L !

Na2HPO4 9gL?

Para formulagdo de 1L do meio de cultivo utiliza-se 1 mg L™ desta solucio padréo

Tabela 3 — Composicdo de nutrientes para formulacdo do meio Fertilizante proposto por

Yamashita e Magalh&es (1984).

Nutrientes Quantidades

Para formulacéo de 1L de meio de cultivo

Sulfato de am6nio comercial 150 mg Lt
Uréia 75mgL?
Superfosfato triplo de célcio 25mg L?
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