UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE ENERGIAS ALTERNATIVAS E RENOVAVEIS

PATRICIA GIULIANNA PETRAGLIA SASSI

USO DE MICROALGAS COM POTENCIAL PARA
PRODUCAO DE BIODIESEL E MITIGACAO DE
IMPACTOS AMBIENTAIS

JOAOQ PESSOA - PB
2016

( S@N)
)
\ &%



PATRICIA GIULIANNA PETRAGLIA SASSI

USO DE MICROALGAS COM POTENCIAL PARA PRODUCAO DE
BIODIESEL E MITIGACAO DE IMPACTOS AMBIENTAIS

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduagdo em Energias Renovaveis da
Universidade Federal da Paraiba, do Centro
de Energias Alternativas e Renovaveis da
Universidade Federal da Paraiba, em
cumprimento aos requisitos para obtencdo
do titulo de Mestre em Energias Renovaveis.

Orientador: Prof. Dr. Raphael Abrahdo
Coorientador: Prof. Dr. Roberto Sassi

JOAO PESSOA - PB
2016



S252u  Sassi, Patricia Giulianna Petraglia.

Uso de microalgas com potencial para producédo de
biodiesel e mitigacdo de impactos ambientais / Patricia
Giulianna Petraglia Sassi.- Jodo Pessoa, 2016.

137f. 1l

Orientador: Raphael Abrahdo
Coorientador: Roberto Sassi

Dissertacdo (Mestrado) - UFPB/CEAR

1. Energias renovaveis. 2. Microalgas. 3. Acidos graxos.
4. Citometria de fluxo. 5. Fisiologia celular. 6. Meio alternativo.

UFPB/BC CDU: 620.91(043)




PATRICIA GIULIANNA PETRAGLIA SASSI

USO DE MICROALGAS COM POTENCIAL PARA PRODUCAO DE
BIODIESEL E MITIGACAO DE IMPACTOS AMBIENTAIS

Dissertacdo apresentada em 29 de abril de 2016

Prof. Dr. Raphael Abrahdao — DEER /CEAR/UFPB
Orientador

Prof. Dr. Roberto Sassi - DSE/CCEN/UFPB
Coorientador

Profa. Dra. llda Antonieta Salata Toscano - DQ/CCEN/UFPB
Examinador externo

Prof. Dr. Ulrich VVasconcelos da Rocha Gomes - DB/CBiotec/UFPB
Examinador externo

Profa. Dra. Patricia Mirella da Silva Scardua - DBM/CCEN/UFPB
Examinador suplente externo

Profa. Dra. Silvia Layara Floriani Andersen - DEER/CEAR/UFPB
Examinador suplente interno

JOAO PESSOA - PB
2016



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus, por sempre me guiar € mostrar caminhos de
luz através do amor ao proximo;

Agradeco a minha amada familia que sempre estiveram presentes na minha
educacdo, me ensinando valores preciosos como agir sempre com ética e respeito, a ter
dignidade e humildade, a conviver com as diferengas e amar todas as formas de vida
possivel. O ser humano que hoje sou € por causa de vocés. Obrigada por todas as
palavras de incentivos, cuidados, apoio e preocupacdo com minha vida, inclusive a
profissional. A realizacdo dessa dissertacdo, eu devo a vocés. Amo vocés! (Roberto,
Rosa, André, Renato, Elisa, Katharina, Lena, Cristiane, Giuliano).

Aos meus melhores amigos (Vinicius, Cyntya, Derek, EI6i, Rachel, Andréa,
Jessica, Mago, Gabi, Pedro, Tito, Laerte, Tulio, Amanda, Renata, Priscilinha) obrigada
pelos varios momentos sempre alegres que me proporcionaram, pelo apoio que
ofereceram para o andamento desta dissertacdo, por sempre acreditar em mim e por
compreender 0s meus momentos de auséncia e estresses (ahaha). Amo vocés também,
afinal quem tem amigos tem tudo ou nunca esta so!

Agradeco ao pessoal do laboratério, Aline, Patricia, Evandro, Roberta, Alerson,
Gabriel, Karine, Vilma, Vania, por sempre me apoiarem e sempre criar um ambiente de
trabalho cheio de harmonia. Mas os principais agradecimentos sdo para Clediana,
Jordilene, Vivi e Nyelson, muito obrigada por toda ajuda, por dedicarem preciosas horas
dos seus tempos para me auxiliar nesta pesquisa, podem ter certeza que o fruto dessa
dissertacdo eu também devo a vocés.

Aos colegas que ganhei durante o mestrado, principalmente Kalyne, com quem
pude criar um verdadeiro vinculo de amizade;

Obrigada a todos os professores do programa de pds-graduacdo em energias
renovaveis por todos os conhecimentos oferecidos durante o mestrado e, em especial, as
professoras Silvia Andersen e Flavia Medeiros, por estarem sempre dispostas a ajudar e
por serem seres extremamente iluminados que além de transmitirem valiosos
conhecimentos sobre a ciéncia, me ensinaram a ser um ser humano melhor;

Meus sinceros agradecimentos ao meu orientador Prof. Dr. Raphael, por ter me
aceitado a orientacdo, por todos conhecimentos cientificos transmitidos durante o

mestrado, incentivo a pesquisa, por ter depositado confianca e por ter sido



extremamente paciente e ter compreendido todos os impasses ocorridos para a
finalizagdo deste trabalho;

A professora Mirella da Silva, Helene Hegaret e Philippe Soudant por todo
conhecimento cientifico sobre uma area da biologia que eu nunca cogitei a possibilidade
de trabalhar e gracas a vocés, passei a amar essa linda area que é a biologia e fisiologia
celular. Muito obrigada por todos os ensinamentos;

Agradeco a professora llda e ao professor Ulrich por terem aceito o convite de
participacdo da banca examinadora;

Ao Ministério da Ciéncia Tecnologia e Inovagdo (MCTI), Financiadora de
Estudos e Projetos (Finep) (Processo: 2557/09) e ao Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pelo apoio financeiro para a
realizacdo desta pesquisa, e a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel

Superior (CAPES) pela concessao da bolsa durante os 2 anos de mestrado.



RESUMO

As microalgas tém sido foco de grande interesse para a producéo de biocombustiveis
devido a sua enorme capacidade de produzir biomassa, e pelo fato de muitas espécies
produzirem &cidos graxos em quantidades muitas vezes superiores a varias oleaginosas.
Muitas microalgas também atuam como eficientes biorremediadores de residuos
domeésticos e agroindustriais, de maneira que sistemas integrados de cultivo de
microalgas promissoras para a producdo de biocombustiveis acoplados ao tratamento de
efluentes podem apresentar varios beneficios incluindo reducdo de custos no tratamento
de &guas residuais e producdo de biomassa microalgal, barateando os cultivos,
promovendo remocgdo de nutrientes e minimizando impactos ambientais. Esta pesquisa
visou avaliar a efetividade de microalgas regionais atuarem na biorremediacdo de trés
tipos de efluentes: agua de lavagem de biodiesel, efluente de carcinicultura e agua de
drenagem agricola, utilizando espécies potencialmente promissoras a producdo de
biodiesel que podem crescer nesses efluentes como meio de cultura. Foram utilizadas 12
espécies de microalgas isoladas de varios ambientes aquaticos do Nordeste do Brasil
sendo 11 dulcicolas e uma marinha. A selecdo das espécies foi feita considerando-se
aquelas que produzem substanciais quantidades de acidos graxos, com algumas
inclusive superiores a soja. Os experimentos foram realizados em camara de cultura
climatizada (25 + 1 °C, fotoperiodo de 12h) em bal6es de 6L de capacidade com aeracéo
continua. O crescimento das espécies nas condi¢des testadas foi acompanhado por
contagens celular e medidas da fluorescéncia in vivo e as respostas fisiologicas por
citometria de fluxo. Nos efluentes foram determinados os teores de NO3, NO2, PO4, pH,
DQO, turbidez, condutividade elétrica e solidos totais usando procedimentos analiticos
e/ou sonda multiparametros. Em agua de lavagem de biodiesel foram testadas 11
espécies, das quais apenas duas apresentaram bom crescimento. Destas, Monoraphidium
contortum foi selecionada para os testes de biorremediacdo por apresentar maior
capacidade de crescimento e ser a segunda espécie com maior teor de acidos graxos.
Constatou-se que esta espécie reduz as concentracdes de NOs, POs, € DQO nas
porcentagens de 25,8%, 7,2% e 31,2%, respectivamente. Em agua de carcinicultura o
género Amphora sp. mostrou crescimento consideravel, porém inferior ao controle com
producdo de lipideos superior. A remocao de POs4, NO3 e NO- por esta espécie nesse
efluente foi de 73,357%, 72,572% e 66,667%, respectivamente. Em agua de drenagem
agricola foram testadas 11 espécies das quais M. contortum foi selecionada para o
ensaio de biorremediacédo e sua producdo de biomassa e o rendimento final em ndmero
de células nesta condicdo experimental foram inferiores ao controle. Neste efluente essa
espécie removeu aproximadamente 73% de NOs e 100% de POa4. As comparagOes das
respostas fisiolégicas demonstraram concentragdes celulares, florescéncia da clorofila e
atividade da esterase mais elevadas no controle e maior producdo de lipideos no
efluente. Os dados mostram ser possivel a utilizagdo desses efluentes no cultivo de
microalgas importantes a produgdo de biodiesel com redugdes efetivas dos nutrientes
presentes na agua residual e que, dependendo da espécie, os efluentes podem oferecer
condicBes favordveis a uma maior producdo de lipideos. Contudo, os cultivos de
microalgas nesses efluentes podem ter duplo interesse: minimizar impactos ambientais e
produzir biomassa microalgal que pode ser usada para produgédo de biodiesel ou outros
coprodutos de interesse a biotecnologia, reduzindo assim os custos de producdo em
cultivos em massa.

Palavras-chave: acidos graxos, citometria de fluxo, fisiologia celular, meio alternativo.



ABSTRACT

Microalgae have been the focus of great interest for the biofuels production due to its
enormous capacity to produce biomass, and because many species produce fatty acids in
amounts many times the various oleaginous plants. Many microalgae also act as
efficient bioremediators domestic and industrial residues, so integrated cultivation of
promising microalgae for biofuels coupled to wastewater treatment systems can provide
several benefits including cost reductions in effluents treatment and biomass microalgal
production, cheapening the culture, promoting nutrient removal and minimizing
environmental impacts. This research aimed to evaluate the effectiveness of regional
microalgae act in the bioremediation of three types of effluents: biodiesel washing
water, shrimp wastewater and agricultural drainage water using potentially promising
species for the production of biodiesel that can grow in these effluents as a culture
medium . Were used 12 isolated species of microalgae various aquatic environments in
northeastern Brazil with 11 freshwater and 1 marine. The selection of species was made
considering those which produce substantial amounts of fatty acids, with some even
superior to soy. The experiments were performed in chambre culture (25 + 1 ° C,
photoperiod of 12h) in balloons 6L capacity with continuous aeration. The growth of the
species under the conditions tested was accompanied by cell counts and measurement of
fluorescence in vivo and the physiological responses by flow cytometry. In the effluent
were determined NOs, NO2, PO4, pH, COD, turbidity, electrical conductivity and total
solids using analytical procedures and/or multiparameter probe. In biodiesel washing
water 11 species were tested, only two of which showed good growth. Of these,
Monoraphidium contortum was selected for the bioremediation tests due to its higher
capacity for growth and be the second species with a higher content of fatty acids. It
was found that the species reduces the concentration of NOs, PO4, and COD in
percentages of 25.8%, 7.2% and 31.2%, respectively. In shrimp farming water the genus
Amphora sp. it showed considerable growth, but lower than the control, but with higher
production lipids. Removal PO4, NOs and NO: in this species in this effluent was
73.357%, 72.572% and 66.667%, respectively. In agricultural drainage water were
tested of which 11 species. Monoraphidium contortum was selected for the
bioremediation test and biomass production and yield of the final number of cells in this
experimental condition were lower than the control. In this kind effluent removed
approximately 73% and 100% for respectively NOz and POs. Comparisons of
physiological responses showed cell concentrations, florescence chlorophyll and
activity of higher esterase in control and increased production of lipids in the drainage
water The data show it is possible to use these effluents in the cultivation of microalgae
important for biodiesel production with effective reduction of nutrients present in
wastewater and that, depending on the species, the effluent may offer favorable
conditions for increased production of lipids. However, microalgal cultures in these
effluents can be double interest: to minimize environmental impact and producing
microalgal biomass that can be used to produce biodiesel, or other byproducts of interest
to the biotechnology, thereby reducing production costs in mass culture.

Keywords: fatty acids, flow cytometer, cell physiology, alternative medium.
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1 INTRODUCAO GERAL

A preocupacdo com as questdes ambientais tem se mostrado cada vez mais evidente
devido a demasiada utilizacdo de recursos naturais em diversos processos produtivos,
resultando em elevados niveis de impactos ambientais (BARCELLOS, OLIVEIRA;
CARVALHO, 2009). Nos dias de hoje, ha uma crescente demanda por produtos e servigos,
aumentando drasticamente a atividade industrial, elevando, dessa forma, a geracéo de residuos,
e a utilizacdo de recursos naturais 0s quais estdo se tornando cada vez mais escassos e
potencialmente degradados (SCHMITZ; DAL MAGRO; COLLA, 2012).

A partir desta problematica, busca-se atrelar medidas préaticas de protecdo ambiental ao
desenvolvimento econdmico, desenvolvendo técnicas e alternativas efetivas para minimizar o
efeito dos impactos ambientais. Uma das alternativas consiste em utilizar processos bioldgicos
que possuem possibilidades de aplicagdes ambientais e comerciais, a exemplo da utilizacdo de
microalgas em estudos de tratamento de efluentes (MEZZOMO et al., 2010), sequestro de
carbono (WANG et al., 2008), biorremediacéo e controle de poluicdo (SIVA KIRAN et al.,
2012), producdo de energia (VARFOLOMEEV; WASSERMAN, 2011), e industrias
alimenticia (VANTHOOR-KOOPMANS et al., 2013) e farmacéutica (AHMED et al., 2014).

A importancia das microalgas para a biotecnologia destaca-se entre os modernos
processos microbiolégicos com frentes de pesquisa desenvolvidos nas ultimas décadas
(NAGARAJAN; MARUTHANAYAGAM; SUNDARARAMAN, 2012). A utilizagdo das
microalgas na producao de energia tem sido cada vez mais investigada, podendo-se admitir que
a energia do futuro que possa atender grande parte das atividades humanas devera ser
dependente do cultivo e processamento das microalgas (GONG; JIANG, 2011; MENG et al.,
2009; MONTERO; ARISTIZABA; REINA, 2011; TEIXEIRA; MORALES, 2007).

As microalgas sao versateis com relacdo a producao de tipos de biocombustiveis, como
o0 biodiesel, o bioetanol, biogas, bioquerosene e Bio-hidrogénio e ultimamente a maioria das
pesquisas tém sido orientadas ao desenvolvimento de métodos de cultivo e engenharia de
sistemas de cultivo, engenharia genética e metabdlica, a fim de aumentar a producdo lipidica,
medidas eficientes de colheita de biomassa, tecnologias de conversdao de biocombustiveis,
avaliacdo de custo-eficacia, avaliacdo do ciclo de vida e implicagdes politicas (GHOSH et al.,
2016; GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2016; SAWAENGSAK et al., 2014; TERCERO;
DOMENICALI; BERTUCCO, 2014; ZHU, 2015).
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O cultivo de microalgas consiste num sistema bioldgico muito eficiente no
armazenamento de energia solar que se da através da producdo de compostos orgénicos pela
fotossintese, sendo que a maioria das espécies apresenta crescimento rapido, possibilitando a
producdo de grandes volumes de biomassa e necessitando de &reas muito menores se
comparadas ao cultivo de plantas terrestres (MAITY et al., 2014). Além disso, esses
microrganismos tém grande capacidade de absor¢cdo do CO: visto que 90% do peso da
microalga é proveniente do consumo de COz nos cultivos fotoautotroficos, logo, a produgdo em
larga escala de microalgas reduziria as concentracdes de carbono na atmosfera. Segundo Brown
e Zeiler (1993), estima-se que cada tonelada de biomassa algal produzida em determinado
tempo consome cerca de 2 toneladas de CO: pela fotossintese, valor este que é de 10 a 20 vezes
maior do que o absorvido pelas plantas oleaginosas. Muitas microalgas produzem substanciais
quantidades de proteinas, lipideos e carboidratos e a biomassa dos cultivos pode ser utilizada
como alimento humano ou animal (ZHU, 2015). Outras microalgas sao prolificas produtoras
de &cidos graxos, sendo de extrema importancia para a producdo de biodiesel (RAWAT et al.,
2013). Adicionalmente, as microalgas produzem diversos compostos de interesse
farmacoldgico ou quimico, intermediarios do setor petroquimico, bioplasticos, e compostos
bioativos diversos (CHU et al., 2010; DERNER, 2006; FRANCO et al., 2013), de maneira que
0 interesse pelo aproveitamento desses organismos em processos produtivos cresce a cada dia.

O cenério dos biocombustiveis tem recebido cada vez mais atencdo, ndo somente por
ser uma fonte de energia renovavel, mas também porque os biocombustiveis sdo biodegradaveis
e produzem menores quantidades de substancias poluentes, a exemplo do CO, (CHISTI, 2007;
COOK; BEYEA, 2000; PEREIRA et al., 2012). No Brasil, 0os biocombustiveis sdo derivados
principalmente da agricultura e as plantagdes extensas de espécies vegetais no processo
produtivo provocam a fragmentacdo de ecossistemas reduzindo os habitats naturais de muitas
espécies, exaurem a biodiversidade, provocam perda da fertilidade do solo e outros fatores
adversos ao meio ambiente. Além disso, 0 agronegdcio baseado na producdo de
biocombustiveis também €é sindbnimo de uso abusivo de agrotoxicos e fertilizantes quimicos,
que trazem riscos adicionais a integridade dos ecossistemas e a saude publica.

Os biocombustiveis derivados de microalgas tém um retorno energético muito mais
elevado do que outros biocombustiveis e atendem simultaneamente tanto aos quesitos
ambientais como aos de demanda (GROOM et al., 2008). No entanto, essa produgéo apresenta
elevado custo, sendo 4 a 10 vezes maior do que os combustiveis derivados de petroleo e do
biocombustivel proveniente de oleaginosas (CHISTI, 2007), principalmente pelos meios de

cultura empregados para produzir biomassa que necessitam de diversos produtos quimicos,
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alguns de preco muito alto. A fim de reduzir os custos de produgdo, tem sido sugerida a
integracédo do cultivo de microalgas com o tratamento de efluentes para a remocé&o de compostos
inorganicos que em altas concentracdes no ambiente podem causar alteracdes na dindmica de
determinados ecossistemas. Ainda assim, alguns desses tratamentos necessitam da adicao de
suplementos nutricionais nos cultivos (CHO et al., 2013). Os efluentes precisam passar por um
tratamento seguro antes de serem descartados no ambiente que usualmente inclui um tratamento
primario, realizado por processos fisico-quimicos, secundario, geralmente por meio de reac6es
bioquimicas, além de um tratamento terciario que pode incluir o uso de compostos quimicos
(OSUNDEKO; PITTMAN, 2014).

Assim, o cultivo de microalgas em aguas residuais tem-se mostrado bastante promissor
devido a alta eficiéncia de remocao de nutrientes desses organismos, além da produtividade de
biomassa usualmente elevada (ZHU et al., 2013). A capacidade de transformar materiais
poluentes em biomassa de elevado valor econdmico ou energético torna as microalgas
importantes agentes mitigadores de impactos ambientais, devido a enorme capacidade que elas
tém de retirar nutrientes do meio e absorver gas-carbénico.

A dissertacdo encontra-se subdividida em seis capitulos, os trés primeiros com uma
introducédo geral, objetivos e referencial tedrico e os trés ultimos apresentando, em cada um
deles, artigos que foram desenvolvidos neste trabalho, a serem submetidos para revistas
cientificas.

O primeiro artigo, refere-se a capacidade de biorremediacdo de agua de lavagem de
biodiesel com microalgas que possam ter interesse a producdo de biodiesel. Neste contexto foi
testada a capacidade de crescimento de 11 linhagens de microalgas, das quais 3 apresentam
acidos graxos superiores a soja, selecionando-se uma das espécies que apresenta os melhores
desempenhos nesse tipo de efluente a fim de avaliar seu crescimento e sua capacidade de
biorremediacdo desse efluente, em termos de remocao de nitrato e fosfato.

O segundo artigo, teve o propdésito de avaliar a capacidade de biorremediacdo de
efluente de carcinicultura com a microalga Amphora sp. que apresenta quantidades de acidos
graxos superiores a soja. Avaliou-se sua capacidade de crescimento e sua capacidade de
biorremediacgéo nesse efluente, em termos de remocéo de nitrato, nitrito e fosfato e foi avaliado
a producao de lipideos através da citometria de fluxo.

No terceiro artigo avaliou-se a capacidade de biorremediacdo de agua de drenagem
agricola com microalgas que podem ter interesse a producdo de compostos lipidicos testando-
se a capacidade de crescimento de 11 cepas regionais de microalgas, das quais 3 apresentam

quantidades de &cidos graxos superiores a soja e selecionando-se uma das espécies que
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apresenta os melhores desempenhos dentre as que foram testadas, para avaliar sua capacidade
de crescimento nesse tipo de efluente e sua capacidade de biorremediacdo, em termos de

remocao de nitrato e fosfato e producéo de lipideos atraves da citometria de fluxo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a efetividade de utilizagdo de microalgas regionais na bioremediacdo de
diferentes tipos de efluentes liquidos oriundos de atividades humanas, com o propdsito de
mitigar os impactos ambientais dessas atividades, e produzir biomassa algal de espécies
potencialmente promissoras a producdo de biodiesel usando esses efluentes como meio de

cultura alternativo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a efetividade do uso de microalgas na biorremediacdo de agua de lavagem de
biodiesel visando o aproveitamento desses residuos como meio alternativo para a producéo
de biomassa de espécies potencialmente importantes a producéo de biodiesel;

b) avaliar a efetividade do uso de microalgas na biorremediacdo de efluente de carcinicultura
visando o aproveitamento desses residuos como meio alternativo para a producdo de
biomassa de espécies potencialmente importantes a producdo de biodiesel;

c) avaliar a efetividade do uso de microalgas na biorremediacao de agua de drenagem agricola
visando o aproveitamento desses residuos como meio alternativo para a producdo de

biomassa de espécies potencialmente importantes a producédo de biodiesel.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CULTIVO DE MICROALGAS

Os cultivos intensivos de microalgas representam hoje um dos mais modernos processos
da biotecnologia. A partir desses cultivos é possivel obter-se alimento e varios produtos de
interesse nutricional, farmacologico e industrial, a custos muito inferiores do que aqueles
empregados pela agricultura tradicional, e numa velocidade de producdo muito mais rapida
(CHISTI, 2007).

Historicamente o primeiro registro acerca do cultivo de microalgas deve-se ao aleméo
Ferdinand Cohn em 1850, que manteve viva, em seu laboratorio, uma cloroficea flagelada de
agua doce, pertencente ao género Haematococcus. No entanto, 0s primeiros estudos
experimentais abordando aspectos do cultivo de microalgas devem-se a Famintzin em 1871, e
o primeiro cultivo monoespecifico de Chlorella vulgaris (cloroficea) foi obtido por Beijerinck
em 1890 (MARTINS, 2014). Os primeiros estudos fisiolégicos empregando culturas de
microalgas foram realizados por Warburg por volta de 1900. Mas foi somente por volta de 1950
que os cultivos em massa desses organismos comegaram a receber mais atencdo. O livro
classico de Burlew (1953) procurou sumarizar o conhecimento a respeito na época e a partir de
entdo o interesse nos cultivos de microalgas tem aumentado continuadamente.

Nos ultimos 45 anos muitos estudos basicos com microalgas em culturas foram
desenvolvidos. Esses estudos tém enfocado diversos aspectos, como efeitos das condicdes
féticas sobre os cultivos (FAWLEY, 1984; GRIFFTHS, 1973; MAREC, 2015; QURAISHI;
SPENCER, 1971; SAVIDGE, 1986); temperatura (EVENS; NIEDZ; KIRKPATRICK, 2008;
FAN; VONSHAK; BOUSSIBA, 1994; MORRIS; CLOVER, 1974, RAIMBAULT, 1984;
1986), salinidade (BLINN, 1984; BRAND, 1984, MOHAN; DEVI, 2014; SHIMURA;
SHIBUYA; ICHIMURA 1979; SCHOBERT, 1980), absorcdo de compostos nitrogenados
(CAPORGNO et al., 2016, CHI et al., 2016; CRESSWELL,; SYRETT, 1979; RAIMBAULT,
1984), genética molecular (GOSH et al.,, 2016; SHAH; SYRETT, 1982), aminoacidos
(FLYNN; SYRETT, 1985, 1986a,b; RAMOS-SUAREZ et al., 2014; ZHANG; ZHANG;
SHAOHUA, 2014), aquicultura (BEM-AMOTZ et al., 1987; GENG et al., 2016; OKAUCHI,;
HIRANO, 1986; SCOTT; BAYNES, 1978; SIMON, 1978; TAELMAN et al., 2013; WALNE,
1970; WALSH et al., 1987), composicdo quimica, objetivando-se a alimentacdo de animais em
cativeiro (BROWN, 1991; BROWN et al., 1997, 1998; CAERS et al., 1999; KWAN et al.,
2015; LOPES-MUNOZ; ABALDE; HERERRO, 1992; O’CONNOR; NELL; DIEMAR, 1992;
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SOUTHGATE et al., 1998; WHYTE, 1987), constituicdo quimica das microalgas em diferentes
condigdes de cultivos (OJEDA; AFONSO, 1986; ANTIA, 1977; FABREGAS et al., 1984,
1985, 1987; FIDALGO et al., 1998; GOLDMAN, 1980; LOURENCO et al., 1997; MARKOU;
NERANTZIS, 2013; NELSON et al., 1992; SUKENIK; YAMAGUCHI; LIVNE, 1993;
SAUODIS-HELIS et al., 1999; VALENZUELA-ESPINOZA; MILLAN; NUNEZ, 2002) e
outros estudos ecoldgicos diversos envolvendo relagdes interespecificas como competicéo
(GOLDMAN; RYTHER; DENNET, 1982; RIJSTENBIL,1988), alelopatia (MA et al., 2015;
SHARP; UNDERHIL; HUGHERS, 1979; ZAK; MUSIEWICZ, KOSAKOWSKA, 2012) e
recentemente estudos sobre analises de ciclo de vida (AJAYEEBI; GNANSOUNOU; RAMAN,
2013; GNANSOUNOU; RAMAN, 2016).

A literatura que trata dos estudos sobre cultivos de microalgas é muito vasta,
demonstrando que o tema vem de longo tempo recebendo a aten¢do de pesquisadores no mundo
todo. Outras abordagens que tém sido conduzidas com esses organismos incluem estudos sobre
fotossintese, bioensaios de toxicidade e de enriquecimento, visando determinar compostos
nutricionais limitantes, tolerancia de espécies a dessecacao e escuridao de células vegetativas e
esporos de resisténcia, excrecdo e absorcdo de compostos (ABU-GOSH et al., 2015, CHl et al.,
2016; CLEVELAND; PERRY, 1987; HARGRAVES; FRENCH, 1975; LOMBARDI, 1990;
MARKAGER; VICENT; TANG, 1999; MARKOU; NERANTZIS, 2013; NAKANISHI,
MONSI, 1965; QUARMBY, TURPIN; HARRISON, 1982; RAIMBAULT, 1984).

No Brasil, a maior parte das pesquisas sobre este tema entre as décadas de 1970-2000
tinha-se restringido a estudos laboratoriais em condices controladas, principalmente sobre
aspectos metodoldgicos (VIEIRA, 1975, 1977), ecoldgicos e ecofisioldgicos (YONESHIGUE
BRAGA, 1971; TEIXEIRA; VIEIRA, 1975; VIEIRA, 1976; VIEIRA, 1980; AIDAR-
ARAGAO, 1980; AIDAR-ARAGAOQ; TEIXEIRA; VIEIRA, 1980, GAETA, 1985; TEIXEIRA
et al.,, 1986, SIGAUD, 1990), meios alternativos (CASTRO, 1979; GONZALEZ-
RODRIGUEZ: MAESTRINI, 1983; LOURENCO et al., 1997; MELO; SASSI; ARAUJO,
1993; OLIVEIRA; KOENING, 1984, TRIANI; SEIXAS-FILHO; COSTA 1984; TRIANI;
SEIXAS-FILHO; RODRIGUES, 1986) e analises bioquimicas (TALAMONI: SILVA,
CACERES, 1988; KOENING; MAIA; CAMPOS-TAKAKI, 1990, LOURENCO et al., 1997).
Hoje o foco das pesquisas sobre microalgas no Brasil, gira em torno da investigacédo de espécies
potenciais para bioenergia, biorefinaria de coprodutos, alternativas econémicas para a producao
de biocombustiveis, biorremediacdo com relacdo ao tratamento de aguas residuais, lipidios,

reducdo dos custos nos cultivos, produgdo e obtencdo de biomassa, engenharia genética
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(CABANELAS et al.,, 2013; COSTA; MORAIS, 2011; KLIGERMAN; BOUWER, 2015;
NASCIMENTO et al., 2013; SILVA et al., 2014; SPERANZA; INGRAM; LEEKE, 2015).

No processo de isolamento e manutengdo dos cultivos monoespecificos de microalgas
facilmente ocorre contaminacdo do material por outros seres microscopicos, sejam
fotossintéticos ou ndo. Para isso, algumas pesquisas sdo desenvolvidas com o intuito de
descobrir novas alternativas para a obtencdo de uma linhagem unialgal e axénica, incluindo o
uso de antibidticos (TANG et al., 2010), porém a utilizacdo dessa substancia pode causar danos
celulares a microalga e interferir na absorcdo de certos nutrientes como a vitamina B12, por
iSO muitas vezes ndo ha sucesso na obtencdo de uma cultura axénica (LEVY et al., 20009,
AMARAL etal., 2013).

Desde que varias espécies podem conter mais de 50% de proteina (BECKER, 1995) o
aproveitamento mais promissor das microalgas, ainda, € a producdo de alimento. Porém as
microalgas também tém importancia ambiental muito grande, uma vez que podem ser utilizadas
no controle da qualidade da agua, particularmente na remocéo de compostos toxicos, incluindo
amonia (NHz ou NHa) e nitrito (NO2), em diversos tipos de efluentes (VILCHEZ et al., 1997;
CHUNTAPA; POWTONGSOOK, 2003, KANG; WEN, 2015) e na remocdo de compostos
nutricionais como nitrato (CAPORGNO et al., 2015) e fosfato (LANANAN et al., 2014) em
estacOes de tratamento de dgua. Nesses casos a biomassa algacea aumenta consideravelmente
levando a deplegdo de oxigénio, sendo necesséria sua remogéo frequente (VILCHEZ; VEGA,
1994; KAYA et al., 1995).

A utilizacdo das microalgas na producdo de energia também tem sido cada vez mais
investigada. Em condic@es de cultivo as microalgas sdo muito susceptiveis as variagdes fisicas
e quimicas da luz, salinidade, temperatura e nutrientes (BOOMIATHAN, 2005; SEMYALO,
2009; CHOKSHI et al., 2015, ZIENKIEWICS et al., 2016), sendo o crescimento influenciado
por esses fatores. Desde que 0s requerimentos para o0 sucesso dos cultivos das microalgas
variam de espécie para espécie (VAN BAALEN, 1967) pode ser necessario fazer algumas
modificagdes no meio e nas condi¢Ges de cultivo (ALLEN; STAINER, 1968; ALLEN;
ARNON, 1955; MARKOU; NERANTZIS, 2013; RIPPKA et al., 1979) e realizar estudos da
fisiologia e metabolismo celular em culturas puras para o sucesso em aplicagdes tecnoldgicas
em cultivos em massa (ZIENKIEWICS et al., 2016).

3.2 0 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DAS MICROALGAS
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O interesse pelas microalgas tem crescido profusamente nas ultimas décadas, a notar
pelo volume de publicagcbes sobre esses organismos e pela quantidade de informacoes
divulgadas na internet, quer seja em termos de documentacdo cientifica e educacional,
divulgacGes de eventos cientificos, usos econémicos, perigos a satde publica e ambiental, e
aplicacdes industriais.

No Google, em abril de 2016, sdo listadas 361.000 péginas sobre o termo “microalgae”
que cobrem uma grande diversidade de assuntos, colocando a disposi¢do dos usuarios da rede
mundial de computadores 0 que existe de mais atual a respeito. Dentre os assuntos de buscas
mais relacionados destacam-se biotecnologia, fotobiorreatores, biodiesel, 6leos de microalgas,
bioetanol e fazendas de microalgas. InUmeras outras paginas relacionadas sdo também
referidas, evidenciando que este assunto penetra em diversas areas de interesse. O tema
“microalgae farms” fornece aproximadamente 171.000 citagcbes pelo Google; o termo
“microalgae biodiesel” nos da aproximadamente 357.000 resultados, o termo “microalgae
taxonomy” nos dd aproximadamente 235.000 resultados e o temo “microalgae energy” nos da
523.000 resultados. Até mesmo em temas bastante exdticos, como “microalgae and planetary
colonization”, encontraremos cerca de 2.240.000 resultados de busca e “microalgae and spatial
sciences” 12.100.000 resultados de busca. Uma rapida busca do termo “microlgae Brazil”
forneceu 196.000 resultados de busca, indicando que o interesse no assunto tem crescido
profusamente inclusive no Brasil. O interesse aplicado desses microrganismos relaciona
assuntos dos mais variados possiveis, que incluem desde a producéo de hidrogénio, engenharia
ambiental, fotobiologia, bioenergética molecular, bioinformatica, pesquisas pés genémicas,
engenharia genética, dentre tantas outras frentes de ponta.

Por trés desse interesse estdo as multiplas possibilidades do uso biotecnolégico das
microalgas. S6 a industria de alimentos e producdo de farmacos mostram um potencial de
crescimento inesgotavel. Alimentos, cosméticos e corantes extraidos das microalgas deverdo
contribuir com grande parcela das necessidades nas sociedades futuras e as pesquisas sobre
producéo de energia a partir de microalgas apontam para possibilidades ainda mais relevantes.

Todas essas possibilidades tém alavancado pesquisas basicas e aplicadas e estimulado
investimentos sobre o tema no mundo todo. No Brasil, a maioria dos trabalhos publicados com
microalgas no periodo de 1980 a 2012 é de natureza taxondmica, muito embora vérias regides
do pais ainda permanecam muito pouco conhecidas a este respeito. A necessidade de mais
estudos taxondmicos e sobre outras abordagens torna-se assim imperativo num pais de
dimens@es continentais como o Brasil e detentor do mérito de ser um dos principais hot spots

da biodiversidade do planeta. Nesta conjuntura, trabalhos sobre bioprospec¢do de microalgas
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sdo essenciais para a exploracdo de novas espécies dentre as existentes na natureza, por
permitirem isolar, purificar e posteriormente estabelecer um conjunto de possiveis aplicacdes
biotecnologicas.

Alguns grupos, como as cianobactérias marinhas, por exemplo, produzem uma grande
diversidade de compostos importantes tanto para a industria farmacéutica como a industria
alimenticia. Elas podem produzir metabolitos secundarios bioativos (CARMICHAEL, 2001,
CODD, 1997; GERWICK et al., 2001; TAN, 2007), que tém elevada importancia
biotecnologica, pois podem ser importantes fontes de agentes farmacéuticos como vitaminas
(TAN; GOH, 2009) e substancias antimitéticas e antimicrobianas, a exemplo da apratoxina A
(LUESCH et al., 2001), azol (TAORI et al., 2008) e hantupeptina A (TRIPATHI et al., 2009),
gue sdo reconhecidas como drogas antitumorais. Muitas espécies de cianobactérias podem fixar
nitrogénio e assim desempenham um importante papel no balanco global de nitrogénio nos
oceanos (CARPENTER; ROMANS, 1991), além do que diversas espécies sdo relevantes para
a agricultura (VAISHAMPAYAN et al., 2001), enquanto que muitas outras tem sido uma
grande promessa para propositos de biorremediacdo (GONCALVES et al.,, 2016,
MALINUEVO et al., 2016, PRIYA et al., 2014).

Ressalta-se a importancia da cianobactéria Spirulina, uma das algas mais antigas da
Terra com cerca de 3,0 bilhdes de anos (YANG et al., 1997), e uma das mais cultivadas no
mundo para varios propositos, incluindo alimentacdo humana e producdo de inimeros
compostos bioativos. Sua biomassa seca € um valioso suplemento alimentar (BELAY et al.,
1993; CIFELLI, 1983), com baixas concentracGes de acidos nucléicos e aminoacidos, similares
as recomendacdes da FAO (CIFERI; TIBONI, 1985; RICHMOND, 1988), sendo a Spirulina é
rica em proteinas (60-70% em peso), vitaminas (especialmente B12 e pré-vitamina A (B-
caroteno), e minerais como o ferro (BELAY, 2002; FAO, 2008). Além disso, a Spirulina
contém acidos graxos poli-insaturados (AGPI) importantes para a saude, sendo uma fonte
importante de acido y-linolénico (GLA) e pigmentos antioxidantes como os carotenoides,
porém nao sdo adequados para a producéo de biodiesel (BELAY et al., 1996; BELAY, 2002).

Na area de energias, algumas espécies de microalgas se destacam por produzirem
elevadas concentraces de 6leo que podem chegar até 75% em peso em relacdo a biomassa
seca, a exemplo da cloroficea Botryococcus braunii (MATA et al., 2009). A soja, uma das
plantas oleaginosas muito utilizada na producdo de energia, contém cerca de 18% de 6leo no
grdo. Algumas espécies de microalgas que produzem quantidades de 6leo préximo ou superior
a soja, incluem Scenedesmus obliquus (12-14%), Euglena gracilis (14-20%), Scenedesmus

dimorphus (16-40%), Prymnesium parvum (22-38%), Chlamydomonas rheinhardii (21%),
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Chlorella vulgaris (14-22%), Spirogyra sp. (11-21%), e Dunaliella tertiolecta (64-71%)
(TEIXEIRA; MORALES, 2007).

A producdo de biomassa a partir de microalgas pode atingir cerca de 15-25
toneladas/ha/ano e a estimativa para a producéo de lipidios € em torno 4,5-7,5 toneladas/ha/ano.
Em comparacdo com as oleaginosas geralmente utilizadas nesse processo, claramente vé-se um
potencial na producdo de biodiesel a partir de microalgas, uma vez que a soja produz 0,4
tonelada/ha/ano, a palma 3,62 toneladas/ha/ano, e o pinhdao manso 4,14 toneladas/ha/ano
(CHISTI, 2007; LAM; LEE, 2011, 2012). Usualmente os cultivos em massa de microalgas
podem ser efetuados em tanques abertos (raceways) ou em sistemas fechados e controlados
(fotobiorreatores) de diferentes concepcbes, sendo que estes Ultimos apresentam maiores
produtividades e estdo isentos de possiveis contaminagdes.

Chisti (2008), entretanto, ressalta que o contetdo de 6leo nas microalgas pode exceder
80% da biomassa seca, contrastando com muitas plantas oleaginosas utilizadas para produzir
biodiesel que contém uma quantidade de 6leo muito reduzida quando comparada as microalgas,
sendo, portanto, a producdo atual de biodiesel desses vegetais insuficiente para atender a
demanda. Chisti (2007) afirma que a producdo de dleo de palma é de apenas 5.950 L.ha* e que
somente os Estados Unidos necessitam de aproximadamente 0,53 bilhdes de m® de biodiesel
anualmente, considerando a taxa de consumo de 2007 se todo o sistema de transporte
dependente do petréleo fosse substituido pelo biodiesel. Isso significa que seria necessaria uma
area de 111 milhdes de hectares de plantacdes de palma, 0 que equivaleria aproximadamente a
61% de toda a area plantada dos USA para producdo de alimentos, forragens e outras culturas,
evidenciando um cenario irreal. Somente no ano de 2010, o consumo de diesel nos USA atingiu
a cifra de 220 bilhdes de m3 e para suprir esta demanda apenas com biodiesel a partir de dleo
de soja, seriam necessarios 367 milhdes de hectares, 0 que se mostra irreal visto que apenas 178
milhGes de hectares estavam disponiveis (LEITE; ABDELAZIZ; HALLENBECK, 2013,
KARGBO, 2010).

O uso de biodiesel a partir de microalgas poderia mudar esse cenario, especialmente na
zona tropical, onde seria possivel produzir 1.535 kg.m d* de biomassa de microalgas, a qual
forneceria um conteddo médio de O6leo de 30% da biomassa seca (CHISTI, 2007). As
microalgas emergem, portanto, como uma importante fonte de biodiesel de terceira geragéo,
podendo ser cultivadas em altas taxas usando meios alternativos, incluindo efluentes
domésticos, ndo competindo, portanto, com terras disponiveis para a agricultura (ROBERTS et
al., 2013).
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Por serem organismos fotossintetizantes, esses dados evidenciam que as microalgas tém
uma habilidade de fixar CO, da atmosfera muito maior do que as plantas terrestres, e muitas
espécies produzem mais que 50% de sua biomassa em lipidios, a maior parte na forma de
triacilglicerideos (CHISTI, 2007; HU et al., 2008; PIENKOS; DARZINS, 2009). Além disso,
o contelido energético das microalgas ¢ de aproximadamente 35.800 kJ.kg™, representando este
valor cerca de 80% do contetdo energético do petroleo (CHISTI, 2013).

Entretanto, inimeros gargalos ainda precisam ser superados para tornar a producao de
biodiesel a partir das microalgas uma atividade economicamente viavel. E as pesquisas atuais
avancam neste sentido. Um ponto chave é que o conteddo de lipidios varia tanto
quantitativamente como qualitativamente, dependendo das condic¢des de cultivo (CHISTI,
2007). Em condic¢es de cultivo com deprivacédo de nutrientes (especialmente nitrogénio), pode-
se aumentar a sintese de lipidios, mas usualmente isso implica em reducédo da produtividade em
biomassa (PIENKOS; DARZINS, 2009).

Outro fator, restritivo, diz respeito a fase de coleta da biomassa que apresenta um
elevado custo devido a questdes operacionais. A fase de colheita das microalgas é responsavel
por uma parte significativa do consumo de energia, que pode ser responsavel por 20-30% do
custo total de producdo (REDDY et al., 2014). Os gastos com energia sdo elevados,
especialmente se processos de centrifugacdo forem utilizados, mas isso pode ser minimizado
se a colheita se der por decantagdo associada ou ndo com a floculacdo. Entretanto, o uso de
floculantes quimicos como sulfato de aluminio ndo é recomendado, devido a enorme
capacidade oxidativa dos metais, que interferem na estabilidade do biodiesel produzido. Outro
aspecto relaciona-se a eficiéncia limitada do sistema de producao visto que, segundo Pienkos e
Darzins (2009), uma producdo de microalgas de cerca de 1 g.L™ de biomassa necessitaria de
1.000 L de agua para produzir 1 kg de biomassa, e se esta biomassa tiver cerca de 50% de
triacilglicerideos, aproximadamente 1.800 L de cultura seriam necessarios para produzir 1 litro
de 6leo de microalga. Com relacdo aos custos da producao do 6leo, segundo o célculo realizado
pela Argonne National Laboratory’s GREET model em 2007, o preco do 6leo seria de US$
8,52/galdo de triacilglicerideos e de US$ 18,10/gal&o triacilglicerideos, utilizando o cultivo em
raceways e fotobioreator (cultivo fechado), respectivamente, e quando convertidos em
biodiesel os valores sobem para a US$ 9,84 e US$ 20,53/galdo de biodiesel (DAVIS; ADEN;
PIENKQOS, 2011).

A producéo do biodiesel de microalgas, da fase da colheita a extragédo, € um importante
fator limitante para o equilibrio entre a economia e a sustentabilidade global (CHIARAMONTI

et al., 2016). Atualmente as pesquisas com relacdo ao 6leo produzido por microalgas estdo
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centradas principalmente nos métodos de extracdo e converséo do 6leo em biodiesel (DONG et
al., 2016; SUN et al., 2011). Como as microalgas acumulam os lipidios intracelularmente, os
procedimentos de extracdo do Oleo sdo complexos e requerem técnicas que sejam
economicamente viaveis. Ainda ha discussao sobre a retirada do 6leo em relacdo aos métodos
de extracdo Umida e seca, no entanto, as rotas de extracdo mais usuais Sdo as secas,
principalmente para poder aproveitar a biomassa para a obtencdo de coprodutos e, assim,
agregar valor ao produto final, porém a extracdo umida gasta menos energia e € considerada
mais sustentavel (CHIARAMONTI et al., 2016). Os processos de extracdo Umida incluem o
uso de micro-ondas, ultrassons, alta pressdo, alteracbes subitas de pressdo, abordagens
bioldgicas (por exemplo, 0 uso de enzimas para a ruptura celular e estresses osmoticos, ou
processamento termoquimico (por exemplo, a hidro liquefacdo térmica). Os processos
termoquimicos também estdo inclusos na extracdo seca, como a pirdlise e a transesterificacdo
(CHIARAMONTI et al., 2016; REDDY et al., 2014).

Para o barateamento dos sistemas de cultivo procura-se uma combinacdo de diversos
fatores para incrementar a producdo de biomassa de microalgas potencialmente importantes a
producdo de biodiesel, como por exemplo a utilizacdo de meios alternativos e de baixo custo,
usualmente elaborados a partir de residuos de atividades humanas pode se tornar muito
promissor, especialmente porque os cultivos poderiam minimizar os gastos com as formulagdes
dos meios de cultura sintéticos baseados em produtos quimicos, melhorando ao mesmo tempo
a qualidade ambiental reduzindo a carga de poluicdo dos efluentes gerados por essas atividades
e seus impactos decorrentes. Nesse contexto seria uma grande vantagem na utilizacdo de
microalgas para a producdo de biocombustiveis e inimeras pesquisas tém sido feitas ou
recomendadas utilizando diferentes tipos de efluentes de atividades industriais, como dejetos
suinos (BAI et al., 2012; DELABARY, 2012; GAN et al., 2014; ZHU et al., 2013), vinhaca
(RAMIREZ et al., 2014), esgoto humano (KLIGERMANN et al., 2015; SHARMA; KAHN,
2013;) e manipueira (BORGHETI, 2009), dentre outros. Microalgas podem ser facilmente
cultivadas em locais com solo de baixa fertilidade, que néo séo susceptiveis a praticas agricolas,
assim como em aguas salgadas e salobras.

Ao longo dos altimos anos, a produgdo de biocombustiveis a partir de microalgas tem
despertado interesse consideravel e, atualmente, um ndmero crescente de empresas esta
investindo no desenvolvimento de biocombustiveis de algas e estdo centrando esforcos para a
comercializacdo. A maioria das empresas € da América do Norte, com os Estados Unidas
liderando o ranking com a Algenol, Aurora Algae Inc., Chevron, Diversified Energy, Green

Fuel Technologies, Iventure, Live Fuels, Origin Qil, Sapphire Energy, Solix, e o Canada, com
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a Pond Biofuels; América do sul, Oil Fox (Argentina); Asia, com DENSO Corporation,
Euglena, IHI Corporation, Isuzu Motors (Japdo), BRteam (Iran); Oceania, Algae
Tec.(Australia); Africa, ALG Western Oil (Africa do sul) e Europa, Algae Link (Holanda),
AlgaFuel (Portugal), BP, (Inglaterra), ENI (Italia), Greon (Bulgéaria), Neste oil (Finlandia),
Total (Franca) e Varicon Acqua Solution (Reino Unido) (SABER; NAKHSHINIEV;
YOSHIKAWA, 2016).

Apesar de haver diversos gargalos na producdo de biocombustiveis a partir de
microalgas, € notorio que no futuro havera um sucesso comercial das microalgas e, certamente,
devera estar baseado no desenvolvimento de linhagens que apresentem réapida producdo de
biomassa e elevado contetdo lipidico, além de minimo crescimento de cepas contaminantes ou
de outros organismos como predadores e patdgenos que podem influenciar no rendimento dos

cultivos.

3.3 BIORREMEDIACAO DE EFLUENTES E MICROALGAS

O termo biorremediacéo é aplicado a todos 0s processos que promovem a degradacao
bioldgica de poluentes mediante 0 uso de organismos vivos ou de compostos derivados de
organismaos vivos como as enzimas, € cujo proposito é aremocao ou a reducao de contaminantes
do ambiente, sejam eles de natureza fisica, quimica ou bioldgica, destacando-se, neste caso,
principalmente moléculas organicas recalcitrantes oriundas do metabolismo bioldgico ou
xenobidticas, a exemplo de corantes, farmacos, plasticos e polimeros, que podem ter efeitos
nocivos ao ambiente e/ou de potencial mutagénico. O emprego da biorremediacéo, nestes casos,
lanca mdo de organismos que tem a capacidade de degradar os compostos xenobidticos,
minimizando, assim, 0s riscos que eles representam ao ambiente e as comunidades bioldgicas
que nele existem (GAYLARD et al., 2005).

Comparado com outras técnicas de tratamentos convencionais de efluentes. a
biorremediacdo tem custo muito inferior (KUIPER et al., 2004) e mostra-se extremamente
eficiente em muitos propositos. Entretanto, frente a enorme diversidade de contaminantes
qguimicos que entram no ambiente através dos inimeros processos antropicos, nem sempre a
degradacéo bioldgica mostra-se eficaz devido a complexidade das reacdes envolvidas entre 0s
microrganismos e 0s poluentes e a escassez de dados para muitos desses compostos
(WACKETT; HERSHBERGER, 2001). Reconhece-se, assim, que a biorremedia¢do é um
campo fértil de investigagdo em muitas &reas, como engenharia metabodlica, protedmica,

geneética reversa, transcriptdmica, metaboldomica e modelagem metabdlica em escala genémica.
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No caso de contaminagdo de ambientes aquaticos, as técnicas de biorremediacdo podem
incluir diversos processos a depender do tipo de contaminante que entra no sistema, sendo estas
técnicas extremamente importantes em funcdo das necessidades crescentes de agua e do
concomitante incremento dos perigos que a agua contaminada traz para a satde publica. Grande
parte das reservas hidricas do globo que se destinam ao consumo humano é susceptivel a
contaminagfes com inUmeras substancias quimicas tdxicas, incluindo compostos organicos
sintéticos, a exemplo de hidrocarbonetos aromaticos, solventes clorados e pesticidas, alem da
contaminagcdo com compostos inorganicos como nitrato, arsénico, selénio, chumbo, cadmio,
cromo, mercurio e outros metais, além de radionucleotideos. O caso é tdo sério, que até mesmo
os lencdis de agua subterrdnea estdo sendo contaminados, colocando em risco a saude da
populacdo que faz uso dessas dguas (ALVAREZ; WILMAN, 2006).

Na lista dos produtos mais perigosos encontram-se ainda 0s medicamentos humanos e
de uso veterinario, como analgésicos, betabloqueadores, agentes redutores de lipidios e
hormonios sintéticos, os diversos tipos de pesticidas como lindano, DDT, antrazina, diuron,
glifosato, simazina e amitrol, e alguns quimicos sintéticos como o nonilfenol, bisfenol A e os
fitalatos, que sdo poluentes emergentes que afetam a reproducdo humana e animal por
funcionarem como disruptores endocrinos. Nesta lista incluem-se ainda diversos compostos
mutagénicos e carcinogénicos, como benzeno e tricloroetileno (ALVARES; WILMAN, 2006).

Os custos necessarios para minimizar os efeitos da contaminagéo sdo exageradamente
altos e tendem a aumentar a cada ano. S6 nos Estados Unidos, estima-se que para limpar mais
gue 300.000 areas contaminadas seriam necessarios mais de 500 bilhdes de ddlares, enquanto
que na Europa os custos de remediacéo de locais contaminados com residuos perigosos deverao
exceder 1,5 trilhGes de dolares no futuro proximo (ALVARES; WILMAN, 2006).

Diversas técnicas tém sido aplicadas na biorremediacao, a exemplo do bioaumento, que
consiste na adi¢do de organismos capazes de degradar hidrocarbonetos presentes e que utilizam
bactérias autdctones e exdgenas; no bioestimulo, héa adicdo de nutrientes ou fontes de nitrogénio
e fosforo para ativar o metabolismo dos microrganismos presentes, sendo que esta técnica pode
ser utilizada conjuntamente com a anterior; na bioventilacdo injeta-se oxigénio no solo,
promovendo o arraste do contaminante para fora; na fitorremediagéo utiliza-se plantas que
absorvem o contaminante, mantendo o composto na estrutura da planta para depois degrada-Io;
a fitofiltracdo, em que as raizes de plantas aquaticas absorvem os contaminantes transportando-
0s por sua estrutura e por meio das folhas os volatilizam, mantendo assim os aquiferos limpos;

e a atenuacao natural, em que a &gua se recupera por si mesmo com o tempo (LOZANO, 2005).
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A descontaminagdo de ambientes afetados por metais pesados tem sido testada com
varios organismos, como Saccharomyces cerevisiae (BELEZA, 2006), e a biorremediacao de
alguns pesticidas tem sido testada com oligoquetas (TABCHE et al., 2001). A remocéo de
corantes de industria téxtil tem sido testada com sucessos com a cianobactéria Phormidium sp.
imobilizada com suporte a base de alginato de célcio evidenciando-se uma capacidade de
remocao do corante entre 50 a 88% em todas as concentracdes testadas (DONMEZ et al., 2008).
Hodaifa et al. (2008) investigaram o uso de efluente industrial, especificamente a agua de
enxague proveniente da centrifugacdo do Oleo de oliva, para a producdo de biomassa de
Scenedesmus obliquus. Constataram que a maior sintese proteica durante a fase exponencial de
crescimento foi de 3,7 mg L™ para 50% de agua de enxague. A biomassa de lipidios, segundo
os autores, foi dependente da porcentagem de agua residual utilizada como meio nutritivo,
alcancando os maiores teores de &cidos graxos monoinsaturados, poli-insaturados e acidos
graxos essenciais em 100% de agua de enxadgue como meio de cultivo.

Os estudos direcionados ao combate da contaminacdo ambiental por hidrocarbonetos
sdo numerosos em decorréncia do grande numero de acidentes de petroleo ocorridos em
diversas partes do planeta e da necessidade de minimizar as consequéncias dos danos
ambientais desses episddios. A eficacia de biorremediacdo nesses casos foi testada com
diversos microrganismos, incluindo Pseudomonas sp., Mycobacterium sp., Acinetobacter sp.,
Arthrobacter sp., Bacillus sp., além de alguns fungos e estreptomicetos que atuam na
decomposicdo de hidrocarbonetos aromaticos (WILLIAMS, 1975). Dados da literatura também
indicam que outras bactérias e alguns fungos estdo envolvidos em processos degradativos de
derivados do petréleo. Poucas espécies de algas podem degradar o petréleo cru, destacando-se
amicroalga Prothotheca zopfi (WALKER et al., 1975), uma alga aclorofilada que tem afinidade
filogenética com a cloroficea Chlorella, sendo que o género compreende quatro espécies
conhecidas: P. zofti, P. moriformis, P. wickerhamii e P. stagnora (PORE, 1985), e as microalgas
Scenedesmus obliquus e Chlorella vulgaris, ambas cloroficeas que também tem sido estudadas
quanto sua capacidade de degradar petroleo (EL-SHEEKK; HAMOUDA; NIZAM, 2013).
Além disso, estudos sobre a degradagdo do dleo cru utilizaram consércios de microalga-
bactéria, principalmente entre a cloroficea Scenedesmus obliquus e as bactérias Sphingomonas
sp., Pseudomonas sp., Pandoraea pnomenusa e Burkholderia cepacia (TANG et al., 2010).
Bacillus alcalophilus tem sido testada quanto sua capacidade de remover naftaleno, usando este
composto como Unica fonte de carbono e energia (MOREIRA et al., 2004).

Um grande problema que vem afetando em particular os ecossistemas aquaticos diz

respeito a entrada de nutrientes nesses ambientes através de efluentes domésticos, industriais e
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agricolas. O excesso de nutrientes em corpos hidricos leva a eutrofizacdo, alterando as redes
tréficas, favorecendo a proliferagdo de bactérias e outros organismos plancténicos muitas vezes
com espécies indesejaveis, e promovendo uma elevada demanda de oxigénio. A perda de
qualidade da agua inviabiliza outros usos nobres da agua, a exemplo do consumo humano e
dessedentacdo de animais, com graves prejuizos também a pesca e a biodiversidade local.

Diversas técnicas de descontaminacdo de ambientes aquaticos tém sido adotadas e
algumas delas sdo utilizadas rotineiramente, a exemplo do que € praticado em estacdes de
tratamento de agua e esgoto. Remocao de nutrientes de dguas subterraneas ou de mananciais
eutrofizados por meio de tratamentos quimicos ou fisicos como troca ibnica, 0smose reversa,
eletrodialise e desnitrificacdo catalitica, usualmente acompanhados por nitrificacdo e
desnitrificacdo microbiana sdo processos caros e dificeis (KAPOOR; VIRARAGHAVAN,
1997), pois necessitam de grandes subsidios energéticos (eletricidade, fontes de carbono
organico, etc.) e aditivos quimicos.

Aguas residuais em geral podem conter concentragio de 10-100 mg.L* de N ou P,
elementos principais envolvidos na eutrofizacdo, além de metais pesados e outras toxinas (DE-
BASHAN; BASHAN, 2010), e um método eficiente no tratamento desses efluentes € utiliza-lo
como fonte nutricional de baixo custo no cultivo de diversos microrganismos, incluindo
microalgas (CHEN; ZHAO; QlI, 2015).

A utilizacdo de microalgas nesse processo mostra-se vantajosa, Visto que esses
organismos utilizam compostos inorganicos simples para o seu crescimento como nitrato e
fosfato e utiliza diretamente a luz solar para converter compostos de baixa energia em
compostos altamente energéticos e formar proteinas e outros compostos. Além disso, esses
organismos apresentam taxas de crescimento muito rapidas quando comparadas as plantas
terrestres, de modo que se mostram muito mais eficientes em processos de biorremediacédo
desses compostos em curtos periodos de tempo (HU et al., 1996, 1998).

As microalgas tém alto potencial para remover nutrientes de aguas residuais e de
acumular biomassa que pode ser usada para a producédo de biocombustiveis (SAMORI et al.,
2013) e diversos estudos utilizando o cultivo de algas sdo realizados em areas como tratamento
de &guas residuais de processos industriais, detoxificacdo bioldgica e remocdo de metais
pesados. Segundo Hoffman (1998) elas tém sido mais eficazes na remocdo de N, P e metais
pesados em comparacdo com tratamentos quimicos, sendo portando muito eficientes em
processos de biorremediagéo.

Além disso, as microalgas também tém sido utilizadas como bioindicadores para

deteccdo de nutrientes e substancias toxicas e compostos organicos toxicos diversos como
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detergentes, efluentes industriais, e herbicidas e pesticidas (BRUNO, 2001; DINIS et al., 2004;
GROBBELAAR, 2004; LOBO; CALLEGARO; BENDER, 2002; LOBO et al.,, 2004,
RICHMOND, 2004). Muitas das espécies estudadas incluem as cloroficeas Chlorella spp.,
Scenedesmus dimorphus, Dunaliella salina, Haematococcus pluvialis e algumas cianobactérias
como Spirulina spp., Arthrosira spp. (BOROWITZKA, 1999). No final do século XX o0s
géneros Chlorella e Scenedesmus foram utilizados com éxito em estudos voltados a remocao
de nutrientes (TWIST; EDWARD; COD, 1998). Algumas cianobactérias tém sido utilizadas na
biorremediagédo de dguas contaminadas com arsénio (SOUZA, 2007; FERREIRA, 2013) e na
remocdo de nutrientes de dejetos suinos (DELABARY, 2012), bem como no tratamento de
esgoto (SINGH; THAKUR, 2015).

A lista de estudos a este respeito é crescente a cada dia e considerando o interesse
crescente da utilizacdo de microalgas para producdo de bioenergia e extracdo de diversos
produtos de interesse comercial, tais como pigmentos, proteinas e lipidios, a utilizacdo desses
organismos em programas de biorremediacdo pode se tornar muito promissora. A
bioprospeccdo de espécies de interesses biotecnoldgicos que possam ser cultivadas em larga
escala em meios alternativos constituidos a base de diferentes tipos de efluentes mostra-se como
uma importante alternativa no tocante a producdo de biomassa de microalgas, quer seja para a
producdo de energia ou de coprodutos de importancia comercial obtidos a partir desses residuos.
Além de propiciarem melhoria de qualidade ambiental minimizando os impactos de emissdes
nocivas, o cultivo de microalgas nesses tipos de meio pode ter um grande reflexo na economia,
devendo assim ocupar um papel de destaque cada vez maior no futuro, tanto para geracao de
energia como de outros produtos que agreguem valor a biomassa microalgacea produzida

NEeSSes Processos.



32

CAPITULO 4

ARTIGO: EFETIVIDADE DO USO DE MICROALGAS NA BIORREMEDIACAO DE
AGUA DE LAVAGEM DE BIODIESEL
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EFETIVIDADE DO USO DE MICROALGAS NA BIORREMEDIACAO DE AGUA
DE LAVAGEM DE BIODIESEL

RESUMO

O biodiesel pode ser obtido a partir de 6leos de plantas oleaginosas como a soja, a palma,
mamona e dendé, ou a partir de microrganismos, como as microalgas. Sua producéo é baseada
na transesterificacdo e este procedimento gera a agua de lavagem, que contem residuos de
sabdes, acidos graxos, metanol ou etanol e outros contaminantes. A agua de lavagem de
biodiesel € um efluente industrial tdxico que deve ser previamente tratado antes do descarte. A
utilizacdo deste efluente como fonte nutricional de baixo custo para o cultivo de microalgas
pode ser uma forma de tratamento suplementar eficiente e rentavel. Neste trabalho, 11 espécies
de microalgas que apresentam uso potencial para a producgéo de biodiesel foram testadas neste
tipo de efluente avaliando-se sua capacidade de crescimento, producdo de biomassa e
rendimento final de ndimero de células. Apenas as espécies Monoraphidium contortum,
Ankistrodesmus sp, Chlorococcum sp, e uma cloroficea ndo identificada mostraram
desenvolvimento positivo neste tipo de efluente. Monoraphidium. contortum apresentou maior
capacidade de crescimento e é segunda espécie que apresenta maior teor de acidos graxos. Na
segunda etapa do experimento, a microalga foi cultivada novamente em agua de lavagem de
biodiesel na diluicdo de 75% e em meio WC (controle), em triplicatas, em baldes de 6 L de
capacidade. Todos os cultivos foram realizados nas mesmas condi¢des de luz, temperatura e
aeracdo. Analises de nitrato, fosfato e DQO foram efetuadas apds 21 dias de cultivo desta
espécie em agua de lavagem de biodiesel na concentracdo de 75% demonstraram capacidade
efetiva de remocdo desses compostos nas porcentagens de 25,8%, 7,2% e 31,2%,
respectivamente.

Palavras-chave: Tratamento de efluentes, Cultivos fotoautotréficos, Remocao de nutrientes,

Acidos graxos.
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ABSTRACT

Biodiesel can be obtained from oleaginous plant oils such as soybean, palm, castor oil,
or from microorganisms, such as microalgae. Its production is based on the transesterification
and this generates the wash water containing waste, like soaps, fatty acids, ethanol and methanol
or other contaminants. Biodiesel wash water is a toxic industrial effluent that must first be
treated before disposal. The use of this effluent as a nutritional source of low cost for the
microalgae cultivation can be efficient and cost effective further treatment. In this paper, 11
species of microalgae that have potential use for biodiesel production were tested in this type
of efluente evaluating its capacity for growth, biomass production and final yield of cell
number. Only species Monoraphidium contortum, Ankistrodemsus sp., Chlorococcum sp. and
chloroficea unidentified showed positive development in this type of effluent. Monoraphidium
contortum showed greater growth capacity and is second species with the highest content of
fatty acids. In the second stage of the experiment, the microalgae was cultured again in biodiesel
wash water at a dilution of 75% and médium WC (control) in triplicate in 6L flasks capacity.
All cultures were performed in the same light conditions, temperature and aeration. Analysis of
N, P and COD were taken after 21 days of culture of this kind biodiesel wash water at a
concentration of 75% showed effective capacity of removing these compounds in percentages
of 25.8%, 7.2% and 31.2 %, respectively.

Keywords: Effluents treatment, Photoautotrophic cultivation, Nutrient removal, Fatty acids.
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4.1 INTRODUCAO

O aumento da demanda energética ocasionada pelo incremento dos transportes e das
atividades industriais promoveu diversos impactos ambientais, levando a sociedade atual a
procura por outras fontes de energia baseadas em processos de producdo sustentaveis. A busca
por energias alternativas e renovaveis surge neste contexto, sendo o biodiesel um dos exemplos
que tem se mostrado muito promissor tanto em termos de producdo como de aceitabilidade. Sua
utilizacdo ja esta consolidada em muitos paises e 0 seu consumo cresce anualmente no Brasil.
O biodiesel, a exemplo de outros biocombustiveis é derivado de biomassa que € considerada a
quarta maior fonte de energia depois do petréleo, do carvao mineral e do gas natural (GUPTA,
VERMA, 2015).

No Brasil, o biodiesel surgiu como uma consequéncia de diversos choques do petroleo,
resultando a criagdo do Programa Nacional do Alcool (Proélcool), em 1975, cujo objetivo foi
estimular a substituicdo da gasolina pelo alcool. O segundo choque do petrdleo, ocorrido em
1980, estimulou a pesquisa para a adequacao dos motores dos automaveis a utiliza¢éo do etanol,
e com a queda dos precos do petréleo, na década de 1990, os precos da gasolina se equipararam
a do alcool, passando o etanol a representar de 20% a 25% no percentual da gasolina. Em 2005
surge o Programa Nacional do Biodiesel como alternativa a eventuais crises do petréleo,
aumentando, em consequéncia as pesquisas relacionadas a sua producdao (ANP, 2015) e em
2006 foi promulgada a resolucdo ANP 15/2006 que normatiza a mistura 6leo diesel/biodiesel
(LOBO; FERREIRA, 2009).

Em 2007 o Brasil produziu 404.329 m? de biodiesel puro (B100) e em 2008 tornou-se
obrigatoria a utilizacdo do B2 (diesel com adi¢do de 2% do biodiesel), crescendo este percentual
para 5% até 2013, conforme determina a Lei 11097/05 (LOBO; FERREIRA, 2009; ANEEL,
2015). A entrada em vigéncia em 2014 da utilizacdo do B7 (7% do biodiesel no diesel)
demonstrava que o Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel cada vez mais se
consolidava.

A implantacdo do Programa de Aceleracdo do Crescimento (PAC), em 2007, pelo
Governo Federal, com mais de 17 bilhdes de reais de investimentos em obras de usina de etanol
e biodiesel (ANEEL, 2015) fez com que o Brasil chegasse a produzir 2,9 bilhGes de litros em
2013 (ANP, 2015). Os dados colocam o pais como um dos maiores produtores e consumidores
de biodiesel do mundo e mostram que agdes politicas que estimulam a producéo e a mistura,

oferecendo incentivos fiscais e politicas de compra séo essenciais para o sucesso da producao
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e uso desse tipo de energia. Segundo Morales et al. (2015) a¢des como essas tém sido cada vez
mais implementadas também em paises da Europa, Asia e no Estados Unidos.

O biodiesel pode ser obtido a partir de 6leos de plantas oleaginosas como a soja, a palma,
mamona e o dendé, ou a partir de microrganismos, como as microalgas. Com relacéo ao diesel
convencional, o biodiesel produz menos material particulado, é praticamente livre de enxofre,
mas € facilmente biodegraddvel, o que representa um problema na sua estocagem
(GOLDEMBERG; LUCON, 2011).

Sua producdo € baseada na transesterificacdo de gorduras vegetais ou animais e nessa
reacdo utiliza-se um triglicerideo juntamente com um alcool de cadeia curta (metanol ou etanol)
que reagem na presenca de um catalisador, formando glicerina e uma mistura de alquil ésteres
0 biodiesel propriamente dito (ATADASHI et al., 2012). Esses catalisadores podem ficar
incorporados aos produtos da reacdo, aumentando o custo do biodiesel pela necessidade de um
processo de purificacdo. Nesta etapa de purificacdo do biodiesel também s&o retirados residuos
de glicerina, sabBes e acidos graxos, resquicios de metanol e catalisadores, através de uma
lavagem do produto com dgua (GRANGEIRO, 2009; GRANJEIRO et al., 2014; ATADASHI
et al., 2012). Este procedimento produz um residuo liquido, denominado &gua de lavagem, que
contem residuos de sables, &cidos graxos, metanol ou etanol e outros contaminantes
(NOUREDDINI, 2001), sendo essa agua residual de dificil degradacdo natural, uma vez que
sua composicao torna desfavoravel o crescimento de microrganismos (FERRERO et al., 2010).

A purificacdo do biodiesel com agua é a mais utilizada por atender padrées de qualidade
deste biocombustivel (FERRERO et al., 2010). Para cada litro de biodiesel sdo necessarios no
minimo 3 litros de agua de lavagem (BRITO et al., 2012), ou 20 litros de &gua residual para
cada 100 litros de biodiesel produzidos, segundo Suehara et al. (2005). Somente em 2011 a
producdo mundial de agua de lavagem de biodiesel foi da ordem de 28 milhdes de m3
(VELJKOVIC et al., 2012), e em 2015 somente o Brasil produziu 3,6 bilhGes de litros de
biodiesel, gerando, em consequéncia, mais de 10 bilhdes de litros de agua residual (ANP, 2015).

A agua de lavagem é considerada um efluente industrial por conter substancias quimicas
poluentes que podem causar diversas alteragcbes nos ecossistemas (SANDUN et al., 2007,
KUMJADPAI et al., 2011; EL-KASSAS; MOHAMED, 2014), sendo, portanto, um grande
problema para o ambiente e para as industrias (DAUD et al., 2015). Desse modo, urge a
necessidade de se desenvolver tecnologias ambientalmente efetivas de uso/descarte do residuo,
uma vez que as aguas de descarte resultantes da producdo do biodiesel mostram-se
quimicamente inadequadas para serem lancadas nos corpos hidricos (BRITO et al., 2012).

Tratamentos que possam reduzir substancialmente a concentracdo dos contaminantes presentes
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neste tipo de efluente tornam-se necessarios a fim de minimizar o potencial de contaminagdo
dessas aguas residuais.

Em geral, aguas residuais podem conter concentragdo de 10-100 mg.L™* de N ou P,
metais pesados e outras toxinas (DE - BASHAN; BASHAN, 2010) e um método eficiente no
tratamento desses efluentes é utiliza-los como fonte nutricional de baixo custo no cultivo de
diversos microrganismos, incluindo microalgas (CHEN; ZHAO; QI, 2015). As microalgas tém
alto potencial para remover nutrientes de aguas residuais e de acumular biomassa para a
producdo de biocombustiveis (SAMORI et al., 2013) e segundo Hoffman (1998) elas tém sido
mais eficazes na remocdo de N, P, metais pesados e compostos organicos toxicos em
comparacao com tratamentos quimicos. A desvantagem do uso desses microrganismos nesse
processo é que muitos deles tém seu crescimento inibido pela presenca de compostos tdxicos
do efluente, e a principal vantagem com relacdo aos métodos convencionais é a economia de
custos tornando-se assim uma forma mais atraente a ser adotada principalmente pelos paises
em desenvolvimento (PITTIMAN et al., 2011). Neste trabalho avaliou-se a efetividade do uso
de microalgas potencialmente promissoras a producao de biodiesel na biorremediacdo de agua

de lavagem de biodiesel, previamente tratada, em experimentos laboratoriais controlados.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 COLETA, PROCESSAMENTO E ANALISE DAS CARACTERISTICAS FISICAS E
QUIMICAS DA AGUA DE LAVAGEM DO BIODIESEL

Agua de lavagem previamente tratada foi cedida ao Centro de Energias Alternativas e
Renovaveis da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) por uma usina produtora de biodiesel
localizada no municipio de Quixada, Estado do Ceara. O material foi deixado em decantacdo e
0 sobrenadante foi retirado, atraves de sifonagem reversa, filtrado em papel-filtro qualitativo e
posteriormente esterilizado em autoclave. As caracteristicas fisico-quimicas (Nitrato, Fosfato,
pH, DQO, turbidez, condutividade elétrica e sélidos totais) da agua de lavagem foram
determinadas em laboratério usando sonda multipardmetros e com base nos procedimentos de
andlise do Standard Methods (APHA, 1998).

4.2.2 ANALISES DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS EM MICROALGAS PRE-
SELECIONADAS

Um total de 11 espécies de microalgas dulcicolas isoladas de varios mananciais
regionais (Tabela 4.1) foi selecionado do banco de cultivo de microalgas do Laboratorio de
Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB), das quais 10 delas vém
sendo mantidas em meio WC (GUILLARD; LORENZEN, 1972) e um em meio Zarrouk
(ZARROUK, 1966). Essas espécies foram cultivadas em seus respectivos meios de cultura, em
baldes de vidro de 6 litros de capacidade, numa camara de cultivo a 25 + 1 °C, com sistema de
iluminacdo e fotoperiodo de 12 horas, com aera¢do continua por injecdo continua de ar a pressao
ambiente (2,0 mL.min?) usando um minicompressor de membrana Resun AOC2. O
desenvolvimento dos cultivos foi acompanhado por meio de contagens celulares em camaras
de Fuchs Rozenthal em microscépio binocular Leica, e através de medidas da fluorescéncia in
vivo usando um fluorémetro Turner Design 10005R, para a determinagdo das curvas de
crescimento. Os experimentos foram interrompidos no inicio da fase estacionaria e a biomassa
produzida foi concentrada em centrifuga refrigerada (-18 °C), congelada em ultrafreezer (-30
°C) e, posteriormente liofilizada. A biomassa obtida foi pesada em balanca analitica. O perfil e
os teores de ésteres de acidos graxos (Fatty Acids Methil Ester - FAME’s) foram determinados
por cromatografia gasosa (Cromatdgrafo a Gas Agilent 7890, equipado com detector FID e

injetor split/splitless), apos transesterificacdo direta da biomassa microalgal, e seus valores
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foram comparados com o teor da soja, como referéncia, conforme procedimento de Antoniosi

(1995), adaptado para microescala, e Menezes et al. (2013).

Tabela 4.1. Espécies de microalgas selecionadas para a determinacgdo do teor de acidos graxos.

Linhagens Espécie/Género Procedéncia
D121WC Pediastrum tetras Frei Martinho — PB
D173WC Monoraphidium contortum Lagoa Tapada — PB
D174WC Cosmarium sp. Acude Itapororoca — PB
D77WC Cloroficea ndo identificada Jodo Pessoa — PB
D128WC Lagerheimia longiseta Balneério Pitimbu — PB
D124WC Ankistrodesmus sp. Acude Frei Martinho — PB
D125WC Scenedesmus quadricauda Balneério Pitimbu — PB
D109z Synechococcus nidulans Nascente do rio Grau, Conde — PB
D137WC Pediastrum tetras Acude Séo Anastacio — CE
D139WC Synechocistys sp. Lago do Hotel Village — PE
D136Z Chlorococcum sp. Prainha, Frei Martinho — PB

4.2.3 CULTIVOS DE MICROALGAS EM AGUA DE LAVAGEM DE BIODIESEL
PREVIAMENTE TRATADA

Visando determinar quais das microalgas referidas na Tabela 4.1 apresentariam
melhores respostas quando cultivadas em agua de lavagem de biodiesel, as 11 espécies
selecionadas foram inoculadas no efluente na concentracdo de 75%, em balGes de 1 litro de
capacidade e em triplicatas. O critério do percentual de diluicdo foi estabelecido a partir dos
dados divulgados previamente por Sassi et al. (2014).

A microalga que apresentou maior crescimento nesta condicéao foi cultivada novamente
em agua de lavagem de biodiesel na diluicdo de 75% e em meio WC (controle), em triplicatas,
em balGes de 6 L de capacidade. Todos os cultivos foram realizados nas mesmas condicdes de
luz, temperatura e aeracdo. O desenvolvimento dos cultivos foi acompanhado também por meio
de contagens celulares em camaras de Fuchs Rozenthal e por medidas da fluorescéncia in vivo.
Os experimentos foram interrompidos na fase estacionaria. A biomassa produzida ao final dos
experimentos (g.L™) foi determinada por diferenca de peso mediante a filtragdo da amostra em
filtro de fibra de vidro Whatman GF/C previamente pesado e secado em estufa a 60 °C. A

densidade celular maxima foi determinada mediante contagens em camara de Fuchs-Rozenthal,
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sendo os cultivos interrompidos quando o frasco controle estava na fase estacionaria. Todas as
curvas obtidas nos experimentos foram ajustadas com o programa Microsoft Excel pela

aproximacdo a curva logistica, conforme Pindich e Rubenfeld (1981) e segundo Derner (2006).

4.2.4 ESTATISTICA

Os dados foram tratados utilizando o programa Statistica 7.0. A normalidade dos dados
foi testada aplicando o teste de Shapiro-Wilk e as variacdes dos parametros analisados foram
confirmados com o teste de homocedastidade (Teste Levene). As médias do nimero de células
e rendimento de biomassa das cepas que apresentaram melhores crescimento foram comparadas
pelo teste one-way ANOVA (post-hoc Tukey-HSD). Para todas as analises foi considerado p <

0,05 como nivel de significancia.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 CARACTERISTICAS DA AGUA DE LAVAGEM DO BIODIESEL

A &gua de lavagem do biodiesel usada nos experimentos mostrou pH préximo ao neutro,
baixa turbidez e baixo valor de soélidos totais, elevada DQO e valores de fosforo muito
superiores aos de nitrogénio (Tabela 4.2). Segundo Veljkovic et al. (2014) o pH deste tipo de
efluente pode variar de 3,3 a 11,2 e os solidos totais dissolvidos entre 0,3-8,9, porém o teor de
fésforo e nitrogénio pode ser baixo ou nulo (DAUD et al., 2014). Esses valores diferem da
quantidade de fésforo encontrada na agua de lavagem utilizada neste trabalho. Essa diferenca
se deve ao sistema adotado para producdo de biodiesel que influencia diretamente nas
caracteristicas do efluente. Ainda, segundo Daud et al. (2014) em alguns paises da Asia ha
normas de qualidade ambiental para o descarte dos efluentes industriais, como por exemplo o
pH deve estar entre 6 € 9, 0 que corrobora com o pH encontrado na 4gua de lavagem utilizada,
por outro lado os valores de DQO n&o devem exceder o limite entre 80 < 400 mg Oz Lo que

contrasta com os dados dessa pesquisa cujo valor foi de 3051,5 mg O, L.

Tabela 4.2. Caracteristicas fisicas e quimicas da dgua de lavagem da usina de biodiesel.

Parametros Valores

Condutividade elétrica 6,07 mS cm*
Sélidos totais dissolvidos 382¢gL?
Turbidez 3,36 NTU

pH 7,29
Fosfato 80,21 mg L
Nitrato 4,49 mg L1
Demanda quimica de oxigénio (DQO) 3051,5mg O, L

4.3.2 TOTAIS DE ESTERES METILICOS DE ACIDOS GRAXOS DAS MICROALGAS
ESTUDADAS

As 11 espécies selecionadas para os cultivos em agua de lavagem de biodiesel
apresentaram teores de éacidos graxos variando de 91,7 mg g (D136Z) a 584,9 mg g’
(D121WC) (Figura 4.1). Como se observa, as espécies D174WC e D173WC apresentaram

valores de acidos graxos superiores a soja, e a espécie D77WC mostrou valor préximo a soja.
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Menezes et al. (2013) também encontraram microalgas dulcicolas que possuem teores de
ésteres de acidos graxos superiores a soja.
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Figura 4.1. Teores de ésteres nas 11 espécies de microalgas selecionadas comparados com a soja.

4.3.3 CRESCIMENTO DAS MICROALGAS SELECIONADAS EM AGUA DE LAVAGEM
DE BIODIESEL

As analises de fluorescéncia das 11 microalgas evidenciaram que quatro espécies
(D173WC, D77WC, D136Z, D124WC) apresentaram melhor desempenho nos cultivos em
agua de lavagem de biodiesel (Figura 4.2). Com relacdo ao numero de células os resultados
mostram que houve diferenca significativa entre essas 4 espécies (F = 1122,010; p = 0), porém
com relagdo a biomassa ndo houve diferenca significativa (F = 0,361; p = 0,782807) (Figura
4.3). Também foi possivel observar que a espécie D124WC apresentou maior valor de nimero
de células e a espécie D77WC demonstrou maior quantidade de biomassa (g/L). Apesar dos
dados de nimero de células e rendimento de biomassa néo terem sido os mais favoraveis para
a espécie D173WC em relacéo as outras trés linhagens que apresentaram melhor desempenho,
e também mostrou melhor crescimento (Figura 4.2) e o segundo maior valor com rela¢do ao

total de ésteres metilicos de acidos graxos (Figura 4.1).
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Figura 4.2. Curvas de crescimento das espécies testadas no cultivo com agua de lavagem de biodiesel
previamente tratada.
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Figura 4.3. Rendimento celular (n°células.mL™.10%) e rendimento em biomassa (g L) das 11 espécies
de microalgas cultivadas em agua de lavagem de biodiesel.

Esses achados evidenciam que outras espécies de microalgas potencialmente produtoras

de biodiesel também podem crescer em agua de lavagem de biodiesel. Os dados evidenciaram,

ainda, que a espécie mais produtora de &cidos graxos (D121WC) foi completamente inibida em

agua de lavagem de biodiesel, sendo assim inviavel o seu cultivo neste tipo de substrato.

Similarmente, outras espécies também mostraram forte inibicdo (D125WC, D137WC,
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D174W), fato possivelmente associado a presenca de compostos toxicos no efluente (Figura
4.2). Os dados disponiveis até 0 momento acerca do crescimento de microalgas em agua de
lavagem do biodiesel sdo raros, muito embora Lamers (2010) também tenha encontrado bom
desempenho com 7 espécies de microalgas cultivadas em agua de lavagem de biodiesel, dentre
16 espécies testadas. Por outro lado, tentativas de cultivos heterotroficos de algumas microalgas
tém sido investigadas em substratos contendo grandes concentragdes de glicerina e outros

compostos, substancias comuns também na agua de lavagem de biodiesel (MIAO; WU, 2006).

4.3.4 CULTIVO DE Monoraphidium contortum (D173WC) EM AGUA DE LAVAGEM DO
BIODIESEL

A espécie Monoraphidium contortum (D173WC) foi selecionada neste experimento
pelo seu rapido crescimento nesse tipo de substrato e por ser a segunda espécie mais produtora
de &cidos graxos (Figura 4.1 e Figura 4.2). O perfil de acidos graxos desta espécie mostra
predominancia de acidos palmitico (20,9%), 7,10,13 hexadecatriendico (14%), oléico (16,2%),
linoleico (10%) e linolénico (23,2%) (Tabela 4.3). Esses dados corroboram com os achados de

Bogen et al. (2013), Lang et al. (2011) e Yu et al. (2012) que encontraram perfil similar.

Tabela 4.3. Perfil de &cidos graxos em biomassa seca de Monoraphidium contortum.

Acido Graxos Notacdo Taquigréfica Teor (%)
Hendecandico C11:.0 0,2
Laurico C12:0 0,3
Tridecilico C13:0 0,3
Miristico C14:0 0,9
Pentadecilico C15:0 0,2
10-Pentadecaendico C15:1c10 0,4
Palmitico C16:0 20,9
Palmitoléico C16:1¢c9 0,8
7,10-Hexadecadiendico C16:2 ¢7,10 15
Margarico C17:0 2,0
6,9,12 Hexadecatriendico C16:3¢6,9,12 0,7
7,10,13 Hexadecatriendico C16:3¢7,10,13 14,0
Estearico C18:0 0,3
Oléico C18:1c9 16,2
Vacénico C18:1cl1 11
Linoléico C18:2 ¢c9,12 10,5
Gama-Linolénico C18:3¢6,9,12 0,7
Linolénico C18:3¢9,12,15 23,2
Estearid6nico C18:4 ¢6,9,12,15 52
Araquidico C20:0 0,1

Eicosapentaendico

C20:5 c5,8,11,14,17

0,5
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O cultivo desta espécie na concentracdo de 75% de &gua de lavagem de biodiesel
evidenciou uma necessidade mais longa de aclimatacdo ao meio, visto que no meio controle a
fase estacionaria foi obtida em cerca de 10 dias quando o cultivo em &gua de lavagem mostrava
que a espécie ainda estava na fase de crescimento exponencial (Figura 4.4). No 21° dia o
experimento foi interrompido, porém nos bal8es que continham agua de lavagem de biodiesel
a microalga ainda mostrava forte crescimento. Atadashi et al. (2012) consideram que a 4gua de
lavagem do biodiesel contém compostos toxicos que podem inibir o crescimento de
microrganismos, o que nao foi constatado para esta espécie. A presenca de N e P neste caso

proporcionou uma condicdo favoravel para o desenvolvimento desta microalga nesse tipo de

substrato.
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Figura 4.4. Crescimento da D173WC em meio controle e em 4gua de lavagem de biodiesel com
concentracdo de 75%.

Geralmente os tratamentos biolégicos de dgua de lavagem do biodiesel consistem no
uso de fungos e bactérias (LAMERS, 2010) e pouco se sabe sobre 0 uso de microalgas nesse
processo, em consorcio ou ndo com outros microrganismos. Alguns autores relatam melhoria
de outros tipos de residuos industriais empregando espécies de microalgas (DIANURSANTI et
al., 2014; FRANCISCO et al., 2015; KOTHARI et al., 2013; LIM et al., 2010; WU et al., 2012).
Contudo, Chavan et al. (2008) tiveram sucesso no tratamento de um efluente petroquimico com
alta carga organica aplicando um biofilme com associacéo entre uma espécie de cianobactéria
e uma bactéria, sugerindo esses dados que consorcios de microalgas com outros
microrganismos podem ser muito eficientes na biorremediacdo de agua de lavagem de

biodiesel. Desde que sabdes e metanol presentes na agua de lavagem do biodiesel interferem
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negativamente no crescimento de microalgas é possivel cultivar com sucesso tais organismos
em glicerol derivado de biodiesel, ap6s a retirada de sabdes e metanol deste residuo (CHI et al.,
2007; PYLE et al., 2009).

4.3.5 REMOCAO DE NUTRIENTES E DQO DA AGUA DE LAVAGEM DE BIODIESEL

POR Monoraphidium contortum

Os calculos das porcentagens em remocéo de nitrato, fosfato e DQO (demanda quimica
de oxigénio) no meio controle e na &gua de lavagem do biodiesel na diluicdo de 75%
evidenciam que em condi¢des controladas de cultivo hd remocéo quase total de nitrato e fosfato
no meio controle e que na agua de lavagem de biodiesel os percentuais de reducdo foram mais
expressivos apenas para nitrato e DQO (Tabela 4.4). Elevados percentuais de remocdo de N e
P também foram encontradas por Chinnasamy et al. (2010) em Chlamydomonas, Chlorella e
Scendesmus sp e por Lim et al. (2010) em Chlorella vulgaris em cultivos realizados com
efluentes téxteis diluidos. Ressalta-se, no entanto, que na agua de lavagem de biodiesel a
espécie Monoraphidium contortum ainda se encontrava na fase de crescimento exponencial
quando o experimento foi interrompido, evidenciando que esta microalga mostra um potencial

efetivo de remover nitrato, fosfato e DQO neste tipo de efluente.

Tabela 4.4. Porcentagem de remocdo de nitrato, fosfato e DQO pela microalga Monoraphidium
contortum em duas condigdes de cultivo.

o <
Condigdes de cultivo Yo Remogdo

Nitrato Fosfato DQO
Meio Controle (WC) 80,5 98,8 100
Agua de lavagem de biodiesel a 75% de dilui¢&o 25,8 7,2 31,2

Chen et al. (2008) afirmam que residuos industriais, como 0s provenientes de inddstria
alimenticia, téxtil, industria de papel e celulose e de refinarias petroquimicas sdo ideais para a
digestdo anaerobica, pois eles contém altos niveis de materiais facilmente biodegradaveis,
tornando assim os nutrientes disponiveis ao crescimento de microalgas. Entretanto, a dgua
residual proveniente da producédo de biodiesel é rica em &cidos graxos de cadeia longa que tém
sido relatados como sendo inibidores do processo de degradacdo bioldgica (LOPEZ et al.,
2009), sendo desfavoravel ao crescimento de microrganismos (KOLESAROVA et al., 2011;
SRIRANGSAN et al., 2009).
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Os resultados do presente trabalho evidenciaram, no entanto, que mesmo com a
presenca de compostos de dificil biodegradacéo algumas espécies de microalgas podem crescer
bem em agua de lavagem de biodiesel previamente tratada, mostrando-se nesses casos como
potenciais agentes mitigadores desse tipo de efluente. A linhagem D173WC apresentou este
potencial na biorremediacdo da agua de lavagem de biodiesel e como ela produz mais &cidos
graxos do que a soja sua utilizagdo no tratamento deste tipo de efluente pode ser relevante.
Alteracbes nas suas respostas fisiologicas através de variagbes da temperatura e da
luminosidade dos cultivos, ou mediante a introducdo na agua de lavagem de complementos
nutricionais que aproxime este substrato ao meio controle poderiam incrementar mais ainda a
producdo de biomassa desta espécie neste efluente, o que seria de grande interesse as usinas
que geram este tipo de efluente.

Um pré-tratamento da dgua de lavagem de biodiesel por eletrocoagulacdo (CERISOLA,
2006; EMAMJOMEH; SIVAKUMAR, 2009; FOUAD et al, 2009; PANIZZA,
SRIRANGSAN et al., 2009) seguido por um tratamento biolégico pode melhorar o processo da
biodegradacdo por microrganismos (incluindo microalgas), podendo, assim, chegar a uma
eficiéncia de 100% do tratamento (LOPEZ et al., 2009). A utilizacdo de microrganismos
capazes de crescer em agua de lavagem de biodiesel tais como fungos tem se mostrado muito
eficiente na remocdao de carbono organico total (FUKUDA; HABE; ITO, 2013), evidenciando
que a micorremediacdo pode ser uma etapa importante por melhorar ainda mais as condicoes
de cultivo de microalgas nesse tipo de substrato.

Desde que um dos principais gargalos do uso de microalgas para a producéo de biodiesel
derivado de 6leos de microalgas é o elevado custo de producdo (GRIMA et al., 2003), a busca
por meios alternativos que diminuam os custos de producdo de biomassa de espécies com
elevada produtividade de 6leos podera aumentar a possibilidade de producdo de biodiesel a
partir de Oleos de microalgas (CHISTI, 2007). Desse modo, a incorporacdo de técnicas de
cultivos consorciados de bactérias/fungos e microalgas pode favorecer duplamente a cadeia
produtiva do biodiesel, aumentando a eficacia da biorremediagcdo da agua de lavagem,
minimizando impactos ambientais, e incrementando a producdo de biomassa, que poderia ser

destinada a producéo de mais biodiesel.
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4.4 CONCLUSOES

O cultivo de microalgas em aguas residuais tem sido muito estudado, porém poucos
trabalhos relatam o uso de microalgas como tratamento bioldgico para dgua de lavagem de
biodiesel. A dgua de lavagem utilizada nesta pesquisa apresentou valores baixos de turbidez e
solidos totais dissolvidos e pH préximo ao neutro; no entanto, o valor encontrado para o fosfato
foi elevado (80,21 mg L) com relagdo ao teor de nitrato (4,49 mg L). Foram testadas 11 espécies
de microalgas nesse efluente, porém as linhagens que apresentaram melhor crescimento foram
D173WC (M. contortum), D136Z (Chlorococcum sp.), D124WC (Ankistrodesmus sp.) e
D77WC (Cloroficea ndo identificada). A espécie D173WC (M. contortum) apresentou o
segundo teor de acidos graxos (267,9 mg g1) dentre as 11 espécies testadas com perfil de acidos
graxos mostrando predominancia dos acidos palmitico (20,9%), 7,10,13 hexadecatriendico
(14%), oléico (16,2%), linoleico (10%) e linolénico (23,2%). Em funcéo dessas caracteristicas
e por ter demonstrado um elevado crescimento em &gua lavagem de biodiesel foi selecionada
para avaliar sua capacidade de mitigacdo deste efluente. O cultivo da espécie em agua de
lavagem de biodiesel mostrou que ela cresce mais lentamente no meio controle, atingindo a
fase estacionaria em 10 dias enquanto em &gua de lavagem ainda mostrava crescimento
exponencial. Constatou-se que M. contortum foi capaz de remover 25,8% de nitrato, 7,2% de
fosfato e 31,2% de DQO, evidenciando que é possivel o cultivo de microalgas potencialmente
promissoras para a producdo de biodiesel nesse tipo de substrato, tornando esses cultivos
duplamente importantes: na minimizacdo de impactos ambientais em usinas produtoras de
biodiesel e na producdo de biomassa de microalgas que poderia ser incorporada a cadeia
produtiva do biodiesel.
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APROVEITAMENTO DE EFLUENTES DE CARCINICULTURA PARA A
PRODUCAO DE BIOMASSA DE MICROALGAS COM POTENCIAL USO EM
BIOTECNOLOGIA

RESUMO

A atividade de carcinicultura € uma das principais causas da eutrofizacgdo em ambientes
costeiros devido a alta carga de material organico e nutrientes na agua dos viveiros de cultivo.
Diminuir a emissao desses efluentes durante a despesca ou adequé-los a niveis de seguranca
ambiental torna-se uma pratica ndo somente necessaria, mas urgente. Processos de
biorremediacao usando cultivos integrados de organismos como macroalgas, animais
filtradores e peixes tém sido sugeridos, mas poucos estudos tém sido efetuados com microalgas.
Neste trabalho avalisou-se o potencial de crescimento da diatomécea marinha Amphora sp em
agua de viveiros de carcinicultura da aldeia indigena de Tramataia, litoral norte do estado da
Paraiba, Brasil. Os ensaios foram realizados com o efluente coletado em dezembro de 2014 no
momento de pds-despesca, utilizando-se balGes de 6L. em condig¢des controladas de cultivo. Os
experimentos foram realizados em triplicata, usando o meio Conway como controle e agua de
carcinicultura na concentracdo de 100%. Analises fisico-quimicas da agua de carcinicultura
mostraram elevadas concentragdes de NO2, NO3z e PO4, pH em torno de 8, salinidade de 34,8
psu, elevada turbidez e alta concentracéo de solidos totais. Nas condicGes testadas, Amphora
sp. mostrou um crescimento consideravel no efluente de carcinicultura, porem inferior ao
registrado no meio controle, embora em &gua de carcinicultura tenha sido mais rapido do que
no meio controle. Constatou-se uma remocéo de 72,4%, 72,3% e 46,4%, respectivamente para
PO4, NOs e NO2 apds 20 dias de cultivo, denotando, assim, um elevado potencial mitigador
nesse tipo de efluente pela microalga estudada. As comparacdes das respostas fisiologicas
efetuadas por citometria de fluxo demonstraram concentracGes celulares mais elevadas de
Amphora sp. no meio controle, mas proporcionalmente uma maior producdo de lipideos em
agua de carcinicultura. Neste efluente, a Amphora sp. também apresentou maior complexidade
celular, indicando possivelmente maior acumulo de moléculas de armazenamento, refor¢ando
a maior producdo de lipideos nessa condicdo testada. Tais achados sdo surpreendentes, pois ao
tempo em que esta espécie reduz as cargas de N e P do efluente testado sintetiza mais lipideos
que poderiam ser utilizados para a producdo de biodiesel, reduzindo os custos de sua producéo
em meio sintético.

Palavras-chave: Amphora sp., Citometria de fluxo, Lipideos, Biorremediacéo.
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ABSTRACT

Shrimp farming activity is a major cause of eutrophication in coastal environments due to the
high load of organic matter and nutrients in the water of the culture ponds. Reduce the emission
of these effluents for is harvesting or to ajust them to environmental safety standards becomes
a practice not only necessary but urgent. Bioremediation processes using integrated cultures
such as macroalgae, filter feeders and fish have been suggested, but few studies have been
conducted with microalgae. In this work was evaluated the potential growth of marine diatom
Amphora sp, in shrimp farm effluent of indigenous village of Tramataia, north coast of the state
of Paraiba, Brazil. Assays were performed with the effluent collected in December 2014 at the
time of post-fish removal, using balloons (6L) under controlled growing conditions. The
experiments were performed in triplicate using the Conway medium as control and shrimp farm
effluent at a concentration of 100%. The physical-chemical analysis of shrimp farm effluent
showed high concentrations of NO2, NOs and PO4, pH around 8, salinity 34.8 psu, high turbidity
and high concentration of total solids. Under the conditions tested, Amphora sp. showed
considerable growth in the effluent of shrimp, however lower than in the control medium,
although in shrimp farm effluent has been faster than in the control medium. a removal of
73,357%, 72,572% and 66,667% were found respectively to PO4, NO3 and NO; after 20 days
of cultivation, showing thus a high bioremediation capacity of this type of wastewater by
microalgae studied. Comparisons of physiological responses effected by flow cytometry
showed higher cell concentrations Amphora sp. in the medium conway, but proportionally
higher production of lipids in shrimp farm effluent. In this effluent, the microalgae Amphora
sp. also showed higher cell complexity, possibly indicating greater accumulation of storage
molecules, reinforcing the increased production of lipids tested in this condition. These findings
are surprising because the time that this species reduces the loads of nitrogen and phosphorus
from the effluent tested synthesizes more lipids that could be used for biodiesel production,
reducing costs of production in synthetic medium.

Keywords: Amphora sp., Flow cytometry, Lipids, Bioremediation.
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5.1 INTRODUCAO

A producao mundial de camardes cultivados é da ordem de 4 milhGes de toneladas/ano,
a China produz 42% do total, representando 1,7 milhGes toneladas/ano e é seguido por |,
Tailandia, Vietnam, Indonésia, india e Bangladesh. Na América Latina, os principais paises
produtores sdo o Equador, México e Brasil, seguidos de Colémbia, Honduras e Nicaragua, que
juntos produzem cerca de 530 mil toneladas/ano (VALDERRAMA; ANDERSON, 2011), ou
seja, 13,25% da producdo mundial (JORRY, 2014). No ranking mundial o Brasil ocupa o sexto
lugar, sendo a maior parte de sua produgdo (94%) exportada para a Franga, o Japao e a Espanha
(MPA, 2011).

Os cultivos de camardo tém sido implantados tradicionalmente em areas estuarinas,
devido as facilidades naturais de captacao de agua para os viveiros, descarga de efluentes, baixo
preco da terra e condi¢cbes ambientais propicias ao cultivo. Entretanto, o desmatamento de
mangue, um dos danos causados pela atividade, tem gerado um sério problema ambiental em
muitos locais, ndo somente por seus efeitos sobre a biodiversidade ocasionados pela perda de
habitat, mas também pelos eventos subsequentes a producao pesqueira, isto €, salinizacdo de
solos, além de inimeros conflitos socioambientais em varias partes do mundo. A esses efeitos
somam-se ainda a disseminacao de doencas entre os camardes cultivados, reducdo da fertilidade
do solo dos viveiros, contaminacdo das aguas e dos sedimentos, salinizacdo de aquiferos,
introducdo de espécies exdticas, deslocamento e migracdo de comunidades tradicionais, e
deterioracdo da qualidade de vida e da seguranca alimentar de comunidades tradicionais (EJS,
2003; NOBREGA et al., 2013).

No Brasil, o camaréo é cultivado em diversos estados costeiros, muito embora a maior
parte da producdo esteja concentrada nas regides Norte e Nordeste. O Nordeste é a regido que
mais se destaca, e é responsavel por 94% do total da producdo nacional, especialmente 0s
estados do Rio Grande do Norte e da Bahia, além do Cear4, da Paraiba, de Pernambuco e do
Piaui, onde a atividade se apresenta em expansdo (ABCC, 2004). Essa disparidade em relacéo
aos outros estados da federacdo estd associada, entre outros fatores, a extensa faixa litoranea
nordestina e as condic¢des climatoldgicas, hidrologicas e topograficas dessa regido, que séo
ideais para o cultivo do camardo (CASTRO; PAGANI, 2004). Segundo Ribeiro et al. (2014),
pode-se afirmar que o potencial do Brasil € superior ao da China, 0 maior produtor e exportador
de camardo do mundo.

A principal espécie cultivada em nosso pais Penaeus vannamei, (Boone, 1931),

originario do Pacifico oriental, da regido que vai do estado de Sonora, México, até o Norte do
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Peru. Esta espécie adaptou-se muito bem a diferentes condic¢Ges de cultivo nas regides tropicais,
sendo produzido em ambiente marinho, estuarino e lacustre, especialmente em &guas alcalinas
ou com algum percentual de sal, como acontece em muitas localidades da regido semiarida
brasileira.

O 4pice da producdo do Brasil ocorreu em 2003, com produtividade média de 6
ton/ha/ano, mas entre 2003 e 2011 houve uma reducéo significativa na producgéo nacional, que
diminuindo de 75.904 toneladas em 2004 para 69.571 toneladas em 2011, com uma queda na
produtividade de 4.510 kg/ha/ano para 3.505 kg/ha/ano, resultando em uma queda nas
exportacbes (RODRIGUES; BORBA, 2013). Desse modo, a maior parte da producdo atual
(93%) passou a ser absorvida pelo mercado interno (ROCHA, 2010). Tal retracdo ocorreu
devido a infeccBes pelo virus Mionecrose infecciosa (IMNV) que se espalhou muito
rapidamente entre os produtores da regido Nordeste (NATORI et al., 2011).

No Brasil, a prética da carcinicultura é regulamentada pela resolugdo 312/2002 do
CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente), um dos principais instrumentos que regem
procedimentos para implantacdo e manutencdo legal dessa atividade (BRASIL, 2002). Outros
instrumentos legais também precisam ser observados, a exemplo do Decreto-Lei n® 24.348/34,
que regula a satde do animal e a eliminagdo de espécimes infectados, e o Decreto-Lei n° 986/69,
que trata da seguranca alimentar (RIBEIRO et al., 2014). Estes autores chamam a atencéo de
que o novo Cadigo Florestal brasileiro (Lei n® 12.651, de 25 de maio de 2012) alterou diversas
restricdes de uso de algumas Areas de Protecdo Permanente (APPs), como apicuns, salgados,
margens de rios e lagos, que agora podem ser utilizadas em atividades de carcinicultura, sendo
este um dos pontos mais controversos da lei.

Na regido Nordeste, algumas areas de mangue tém sido completamente convertidas em
viveiros de camardo. Na Paraiba, a principal area produtiva esta implantada em terras indigenas
da tribo dos Potiguaras no litoral norte do estado, onde existem 128 viveiros instalados segundo
0 plano de manejo do ICMbio (2014) em desacordo com a legislagdo ambiental vigente
(BRASIL, 2005; SILVESTRE et al., 2011).

Além da degradacdo do manguezal, o despejo de efluentes da carcinicultura no
momento de pds despesca tem alta concentracdo de material organico em suspensdo e nutrientes
(TANCREDO et al., 2012), bem como diversas substancias quimicas como antibioticos e
agentes antimicrobianos, hormdnios de crescimento e nutrientes (ANH et al., 2010;
FIGUEIREDO et al., 2006), além de metais tragos e mercurio, que provocam efeitos deletérios
sobre os ecossistemas e podem chegar ao homem. Alguns desses produtos estédo associados a

disfungbes enddcrinas em humanos (PRIMAVERA, 2006). A presenca de nutrientes em
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excesso na agua de descarte usualmente provoca eutrofizagdo e pode ocasionar o surgimento
de floragcbes de algas toxicas (RIBEIRO et al.,, 2014; THOMAS et al.,, 2010), com
desdobramentos imprevisiveis ao ambiente e a satde publica.

A minimizacgéo de impactos ambientais da atividade de carcinicultura € um importante
ponto que tem sido considerado nos sistemas produtivos desde a década de 90. Diminuir o
descarte desses efluentes ou adequé-los a niveis de seguranca ambiental adequados tem sido
um importante propdsito perseguido por diversos pesquisadores, incluindo o uso de macroalgas
e de animais filtradores, como as ostras, na biorremediacdo e tratamento de efluentes
(GUIMARAES, 2008). Esses organismos podem remover tanto nutrientes como particulas em
suspensdo na dgua, melhorando assim a qualidade do efluente. Macroalgas sd@o muito eficientes
na remocdo de nutrientes (JONES; DENNISON; PRESTON, 2001), podem reduzir a carga de
amonia em até 67% em cultivos integrados com peixe e abalone (NEORI; SHPIGEL; BEN-
EZRA, 2000), mas tem-se verificado que macroalgas se desenvolvem melhor quando
integradas ao cultivo de peixes. Como elas absorvem nitrogénio e fosforo, sua contribuicéo a
biorremediacdo torna-se eficaz, além de propiciar diversificacdo econdmica da producédo
(MOURA; SOUZA-JUNIOR; FARIAS, 2008).

Uma alternativa para minimizar os impactos do lancamento de efluentes da
carcinicultura em corpos hidricos seria a utilizacao de bacias de sedimentacao ou decantacdo e
sistema de recirculagdo de agua, como proposto pela resolugdo 312/2002 do CONAMA
(BRASIL, 2002). Esta resolucdo propde que esses sistemas devem ser construidos nas fazendas
de camardo, porém, a grande maioria dos viveiros implantados na regido Nordeste ndo possuli
bacia de sedimentacdo e ndo adota algum sistema de reuso de agua (LEITAO et al., 2011;
TANCREDO et al., 2012). Em fazendas implantadas na regido semiérida existe um componente
adicional que é o conflito por agua entre criadores de camardo, comunidades urbanas e
irrigantes, visto que a carcinicultura representa a segunda maior atividade demandante por dgua.
Segundo Sandu et al. (2002), o tratamento dos efluentes e o reuso da adgua na carcinicultura
poderia reduzir as descargas finais em até 90%, resultando numa enorme economia de agua.
Assim, sistemas que integram o tratamento de efluentes e o reuso da agua tém ganhado adeptos
no mundo todo (LIN et al., 2003).

A biorremediacao usando microalgas tem sido sugerida, mas ao que parece ndo tem sido
muito estimulada especialmente porque o crescimento excessivo de microalgas promove
variagOes didrias nos niveis de oxigénio dissolvido, pH e aménia, de sorte que 0 aumento
excessivo da biomassa microalgal pode se tornar um problema gquando ndo ha um manejo

adequado (BURFORD et al., 2003). O uso de sistemas heterotréficos com inoculagdo de
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bactérias através de probidticos tem sido sugerido ndo somente com o fim de melhorar a
qualidade da &gua, mas também visando aumentar a produtividade em fazendas de camaréao
(WASIELESKY et al., 2006), uma vez que 0s componentes organicos servem como fonte de
energia ¢ podem estar disponiveis tanto na coluna d’agua quanto no fundo do viveiro. Mas
reconhece-se que estes sistemas produzem maior quantidade de biomassa bacteriana em
comparagao aos cultivos autotréficos aumentando, em consequéncia, a quantidade de material
em suspensao e dioxido de carbono na agua, devido ao baixo consumo da alcalinidade como
fonte de carbono, e a ndo producéo de nitrito e nitrato (GUIMARAES, 2008).

Ressalta-se, entretanto, que ndo se tem olhado por outro prisma a questdo da utilizagéo
das microalgas na biorremediacdo desses efluentes. Microalgas estdo no topo das pesquisas
biotecnologicas em funcdo de suas qualidades em produzir elevadas quantidades de biomassa
em curto tempo e pelo fato de muitas espécies produzirem inimeros produtos de interesse a
producdo de energia e bioprodutos para industrias de alimentos, quimica fina e farmacos em
geral. Logo, ndo restam dlvidas que neste contexto elas surgem como uma das alternativas
potencialmente, biotecnologicamente e economicamente importantes na biorremediacdo de
efluentes como os da carcinicultura. Diante deste contexto, este trabalho foi planejado, visando
analisar a efetividade da utilizacdo de microalgas na mitigacdo de impactos ambientais da
carcinicultura, mediante o desenvolvimento de ensaios laboratoriais de cultivo de microalgas

em efluentes dessa atividade.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 COLETA E PROCESSAMENTO DO EFLUENTE DE CARCINICULTURA

A pesquisa foi desenvolvida utilizando agua de fundo de um viveiro de camarédo da
aldeia indigena de Tramataia, litoral norte do estado da Paraiba, situado a margem do estuério
do rio Mamanguape, coletada no dia 17 de dezembro de 2014, na fase de poOs-despesca, em
tambor de plastico de 60 L. O material foi transportado ao Laboratério de Ambientes Recifais
e Biotecnologia com Microalgas da Universidade Federal da Paraiba (LARBIM/UFPB), onde
a agua foi clareada por filtracdes sucessivas em filtro qualitativo e depois em filtro Whatmann
GF/C, sendo em seguida autoclavada. Foram feitas medidas de salinidade (refratdmetro
portatil), pH (pH-metro de bancada), turbidez (sonda Hanna), condutividade elétrica
(condutivimetro de bancada) e anélises de nitrato, nitrito e fosfato (GRASHOFF, 1976).

5.2.2 POTENCIAL DE CRESCIMENTO DA DIATOMACEA MARINHA Amphora sp. EM
AGUA DE CARCINICULTURA E EFETIVIDADE DE REMOCAO DE NUTRIENTES

Este experimento foi desenvolvido em triplicatas, cultivando-se a espécie Amphora sp
em meio Conway (controle) e em agua de carcinicultura na concentracdo de 100% em frascos
de 6 L de capacidade mantidos a 25 + 1 °C, iluminagdo de 150 umol.fétons.m.s, fotoperiodo
de 12 horas e aeracdo constante a pressao ambiente através de um minicompressor de membrana
Resun AOC2 (2,0 mL.min%). Esta espécie foi selecionada por apresentar valores de acidos
graxos superiores a soja (CALIXTO et al., 2016).

Os indculos iniciais variaram de 5000 a 10000 células.mL™ e o acompanhamento dos
cultivos foi feito por contagem celular em camara de Fuchs-Rozenthal e medidas de peso seco
(gravimetria) e foram interrompidos na fase estacionaria. A biomassa obtida (rendimento final
em biomassa) foi concentrada em centrifuga refrigerada a 18 °C, congelada a -30 °C e
liofilizada, sendo em seguida pesada em balanca analitica. Simultaneamente foram
determinados os valores de nitrato, nitrito e fosfato, segundo Grasshoff (1976) e realizadas
medidas de pH e condutividade elétrica no frasco contendo agua de carcinicultura, calculando-
se em seguida a quantidade de nutrientes removidos (expressa em valores percentuais) nesse
efluente.

As curvas de crescimento foram tracadas para as duas condigdes experimentais,

comparando-se a velocidade de crescimento (k), o rendimento maximo em biomassa e 0
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rendimento em numero de celulas. A partir dos dados da curva de crescimento foram calculados
o rendimento maximo em niimero de células, a produtividade diéria de biomassa (g.L ™ .dia™) e
a velocidade de crescimento (k) que se refere ao numero de divisdes celulares da espécie por

unidade de tempo (dia), conforme proposto por Stein (1973).

5.2.3 MEDIDAS DE FISIOLOGIA CELULAR E METABOLISMO LIPIDICO DE Amphora
sp. NO FRASCO CONTROLE E EM AGUA DE CARCINICULTURA

As medicOes fisiologicas foram realizadas utilizando um citdbmetro de fluxo
FASCcalibur (BD Biosciences, San Jose, CA USA). Os detectores utilizados nas analises de
citometria de fluxo foram o FL1 (verde — 530nm), FL3 (vermelho — 670 nm), FSC (tamanho
celular) e SSC (complexidade celular), e os parametros foram verificados com o Flowing
Software versdo 2.5. A fluorescéncia verde (FL1) foi utilizada para detectar o contetdo lipidico
e a fluorescéncia vermelha (FL3) para discriminar a clorofila das células, detectando, assim, a
microalga. As células foram marcadas com BODIPY 493/503 (Difluoro {2- [1- (3,5-dimethyl-
2H-pyrrol-2-ylidene-N) ethyl] -3,5-dimethyl-1 H-pyrrolato-N}boron-Molecular probes,
Invitrogen) com concentracao estoque (10 mM); concentracdo da solucdo de trabalho (10 mM);
concentracdo final (10 uM), para a deteccdo do contetdo lipidico intracelular e a incubacdo do
marcador foi de 30 min, no maximo (LELONG; HEGARET; SOUDANT, 2011).

5.2.4 ESTATISTICA

Os resultados foram analisados utilizando o programa Statgraphics centurion 17.1.03.
A normalidade dos dados foi testada e as variagdes dos parametros analisados foram
confirmados com o teste de homocedasticidade (Teste Levene). Os parametros lipideos,
concentragéo celular, FL3, FSC e SSC foram comparados pelo teste two-way ANOVA para
observar a diferenca entre o tempo (dias de cultivo) e as condi¢6es de cultivo. Um segundo teste
estatistico foi realizado (one-way ANOVA) para verificar as diferencas entre os tratamentos
em cada tempo. Para todas as analises foi considerado p < 0,05 como nivel de significancia. Os

dados foram apresentados como meédia * erro padréo.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 CARACTERISTICAS FISICAS E QUIMICAS DO EFLUENTE DE
CARCINICULTURA

A &gua de carcinicultura apresentou valores de pH de 7,78, salinidade de 34,8 psu,
elevada turbidez, alta concentracdo de sélidos em suspensdo e valores de nitrato superiores aos
de fosfato (Tabela 5.1). Os valores de turbidez e so6lidos totais sdo compativeis com os valores
registrados por Figueiredo et al. (2006), mas os valores de nitrato e fosfato séo superiores.

Tabela 5.1. Parametros fisico-quimicos analisados na agua de carcinicultura.

Parametros Valores
Temperatura 31,0
Salinidade 34,8 psu
Condutividade elétrica 34,8 mS cm?
pH 7,78
Sélidos em suspensao 134,2
Tubidez 288 NTU
Nitrato 1,81 mg.L?
Nitrito 0,003 mg.L™?
Fosfato 0,29 mg.L?

5.3.2 CAPACIDADE DE REMOCAO DE NUTRIENTES E PARAMETROS DE
CRESCIMENTO DE Amphora sp. EM MEIO CONWAY

A determinacdo de nitrato, nitrito e fosfato efetuadas no experimento com agua de
carcinicultura evidenciaram que apds 20 dias de cultivo restavam ainda 26,643% de fosfato,
27,428% de nitrato e 33,333% de nitrito. Esses valores indicam, respectivamente, que houve
uma remogéo de 73,357%, 72,572% e 66,667% para PO4, NO3 e NO, denotando, assim, um
potencial de agente mitigador nesse tipo de efluente pela microalga estudada (Tabela 5.2). A
menor taxa de reducéo de nitrito indica que esta forma de nitrogénio € menos assimilada do que
nitrato, e 0s acrescimos nas concentragdes desse composto entre o 5° dia e 0 15° dia indica a
acao de processos desnitrificantes atuando durante o cultivo, provavelmente resultantes da acédo
de bactérias (PANIAGUA-MICHEL; GARCIA, 2003), pois o cultivo ndo era axénico.



63

Tabela 5.2. Valores brutos e porcentagem de remocdo de fosfato, nitrato e nitrito do efluente de
carcinicultura ao longo dos dias de cultivo.

Dias de PO4 % NOs % NO2 %

cultivo (mg.L™h) remanescente  (mg.L™?) remanescente  (mg.L!)  remanescente
1 0,289 1,812 0,003
5 0,265 91,695 1,512 83,444 0,005 166,667
7 0,131 45,328 0,994 54,856 0,006 200,000
8 0,069 23,875 0,798 44,039 0,007 233.333
11 0,085 29,402 0.580 32,009 0,007 233,333
13 0,099 34,256 0,550 30,353 0,005 166,667
15 0,099 34,256 0,511 28,201 0,004 133,333
18 0,131 45,328 0,503 27,759 0,003 100,000
20 0,077 26,643 0.497 27,428 0,001 33,333

A efetividade de remocao de nutrientes por microalgas também ja foi demonstrada com
outros tipos de efluentes, incluindo efluentes téxteis (CHINNASAMY et al., 2010; LIM; CHU;
PHANG, 2010). Além disso, alguns estudos foram realizados com tratamento bioldgico
conjugado, usando consércio de microrganismos (bactérias e microalgas) na aquicultura, a fim
de incrementar a efetividade do processo de biorremediacdo desse tipo de efluente
(PANIAGUA-MICHEL; GARCIA, 2003; TOl et al., 2014; VAN DEN HENDE et al., 2014).

Amphora sp apresentou grande eficacia na reducéo de fosfato, nitrato e nitrito da dgua
de carcinicultura e como ela produz mais &cidos graxos do que a soja, sua utilizagcdo no
tratamento deste tipo de efluente pode resultar em duplo interesse: minimizagdo de impacto
ambiental através de uma biorremediacdo mais efetiva e producdo de substanciais quantidades
de biomassa que poderia ser destinada a producdo de energia. Alteracdes nas respostas
fisiolOgicas através de variagcdes da temperatura e da luminosidade dos cultivos, ou mediante a
introducdo na dgua de carcinicultura de nutrientes que aproximem os valores deste substrato ao
meio controle, poderiam incrementar mais ainda a producdo de biomassa desta espécie neste
tipo de efluente, o que seria de grande interesse tecnologico.

Os impactos da carcinicultura devido a emissdo de N e P em &guas estuarinas é
consideravel, com valores surpreendentemente elevados de até 290 kg.hatl.ano? como
demonstrado por Jackson et al. (2003) e Burford et al. (2003) para a Austrélia, e de até 112
kg.hat.ano como demonstrado por Paez-Osuna et al. (1999; 2003) no México. Remetidos ao
Brasil, esses dados sugerem que grandes quantidades de N e P estdo entrando nos estuarios do
Nordeste brasileiro a taxas crescentes, visto que as fazendas de camardo nessa regido
aumentaram, somente na Gltima década, cerca de 20% por ano, devido as 6timas condi¢des do

clima regional (LACERDA et al., 2004). Entretanto, as diferencas regionais nas dimensodes das
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bacias hidrograficas indicam que as concentragdes de N e P que sdo perdidas para os estuarios
por ano podem variar desde quantidades pequenas (da ordem de 9 tonN.ano™ e 0,7 tonP.ano™)
na bacia do Ceara-Mirim, que possui somente 30 ha de viveiros, até 485 tonN.ano™ e 35
tonP.ano™! na bacia do rio Acu, Rio Grande do Norte, que possui uma éarea total de 1.679 ha de
viveiros (LACERDA, 2006). No geral, entretanto, as cargas de nitrogénio e fosforo oriundas
da carcinicultura na regido nordeste do Brasil sdo consideradas pequenas, exceto para 0S
estuarios do rio Jaguaribe (estado do Ceara) e Agu (Rio Grande do Norte), que possuem as
maiores areas ocupadas com viveiros, respectivamente de 1.260 ha e 1.680 ha (LACERDA,
2006). Mesmo assim é necessaria muita atencdo com essas emissdes, pois esses nutrientes sao
rapidamente mobilizados no ambiente aquético, gerando possibilidades reais de promoverem
eutrofizacéo.

Os ensaios evidenciaram um crescimento consideravel de Amphora sp. na agua de
carcinicultura, mas foi menor que 50% do rendimento maximo obtido no meio controle (Figura
5.1). Entretanto, o crescimento em agua de carcinicultura foi mais rapido do que no meio
completo, visto que o rendimento maximo de células nesse efluente foi alcancado, em média,
entre os dias 15 e 16 apds o inicio, enquanto que no meio completo foi no 18%19° dia. O valor
do k calculado entre o terceiro e o oitavo dia para o controle foi de 0,23 divisdes celulares.dia’
! enquanto que para efluente de carcinicultura foi de 0,53 divisdes celulares.dia™.
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Figura 5.1. Curvas de crescimento da espécie Amphora sp. em meio padrdo (Conway) e em agua de
carcinicultura a 100% em 21 dias de cultivo.
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5.3.3 FISIOLOGIA CELULAR DE Amphora sp. DURANTE O CULTIVO EM AGUA DE
CARCINICULTURA

As comparagOes das respostas fisioldgicas relacionadas ao metabolismo lipidico de
Amphora sp. (Figura 5.2) evidenciaram que ha diferenca significativa (ANOVA Two-way; F =
24,34; p = 0,0000) na sintese de lipideo com relacdo ao tempo de cultivo no efluente de
carcinicultura e no meio de cultura controle. Comparando os tratamentos com relacédo ao tempo
houve diferenca significativa apenas no 14° dia de cultivo (ANOVA One-way F = 20,42; p =
0,0040), demonstrando que o cultivo na dgua de carcinicultura apresentou valores na sintese de
lipideos mais elevados do que no cultivo controle. Este achado € extremamente relevante, visto
gue pode criar uma expectativa real de que o impacto ambiental das descargas dos efluentes
gerados pelas fazendas de camardo pode agregar valor a cadeia produtiva do camardo pela
producdo de biomassa de microalgas que poderia ser disponibilizada a producdo de biodiesel.
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Figura 5.2. Comparacédo da curva de lipideos da diatomacea Amphora sp cultivada em meio controle
(Conway) e agua de camardo a 100% em 21 dias de cultivo (* indica diferenca significativa
(p < 0,05) entre os tratamentos no tempo indicado). AC 100% = Agua de camar&o a 100%;
UA = Unidade arbitraria.

No tocante as concentracOes celulares, os valores foram sempre superiores no meio
controle (Figura 5.3), o teste estatistico evidenciou diferenca significativos (teste F = 6,63; p =
0,0003) entre o controle e a &gua de carcinicultura. Comparando os tratamentos com relagdo ao
tempo nao houve diferenca significativa apenas no 7° (F = 3,36; p = 0,1166) e 12° (F = 4,49; p
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= 0,0669) dia de cultivo.
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Figura 5.3. Curvas da concentracdo celular da diatomacea Amphora sp cultivada em meio controle
(Conway) e agua de camardo a 100% em 21 dias de cultivo (* indica diferenca significativa (p < 0,05)
entre os tratamentos no tempo indicado). AC 100% = Agua de camardo a 100%.

As andlises das duas varidveis acima evidenciam que uma menor quantidade de células
de Amphora sp cultivada no efluente de carcinicultura (Figura 5.3) produz comparativamente
mais quantidades de lipideos do que altas densidades celulares cultivadas no meio controle
(Figura 5.2). Este achado é surpreendente, pois ao tempo em que esta espécie reduz as
concentracOes de nitrato e fosfato deste tipo de efluente, sintetiza mais lipideos que poderiam
ser utilizados para a producéo de biodiesel, por exemplo, do que as quantidades produzidas em
meio sintético. Além disso, a quantidade de nitrato e fosfato no efluente de carcinicultura é
consideravelmente menor em comparacdo com 0 meio controle e segundo Chu et al. (2014) e
Liang et al. (2012), a deficiéncia de nitrogénio e fésforo no meio, afeta severamente a sintese
de proteinas resultando em um fluxo metabolico no sentido de biossintese lipidica, e com isso
pode haver maior acumulagéo de lipideos (COURCHESNE et al., 2009).

Por outro lado, as andlises de fluorescéncia da clorofila (Figura 5.4) evidenciaram
valores mais elevados no meio controle, muito embora os valores registrados no efluente de
carcinicultura foram expressivos, com tendéncia a aumentarem a partir do 14° dia de cultivo.
Ho et al. (2014) descrevem em sua pesquisa que as quantidades de nitrogénio também
interferem diretamente nas taxas fotossintéticas. A andlise de variancia efetuada para este
parametro demonstrou que os valores de FL3 diferem estatisticamente ao nivel de confianca de

5% (F = 5,83; p = 0,0005), com os valores do meio controle mais elevados.
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Figura 5.4. Curvas da fluorescéncia da clorofila (FL3) da microalga Amphora sp cultivada em meio
controle (Conway) e agua de camardo a 100% em 21 dias de cultivos. (* indica diferenca
significativa (p < 0,05) entre os tratamentos no tempo indicado). AC = Agua de camarfo da
100%; UA = Unidade arbitréaria.

As anélises estatisticas do tamanho celular (FSC) medido por citometria de fluxo
(Figura 5.5) evidenciaram que ha diferenca significativa no tamanho celular da Amphora sp. ao
longo da curva de crescimento (ANOVA Two-way; F = 6,28; p = 0,0003) entre as duas
condicdes testadas. Comparando os tratamentos com relacdo ao tempo houve diferenca
significativa apenas no 12° dia de cultivo (ANOVA One-way; F = 7,72; p = 0,0321). Essa
reducdo do tamanho celular no cultivo com agua de camardo pode estar associado a 0smose
celular que tem relacdo direta com a quantidade de solutos presentes no meio, mas nenhum
dado na literatura sobre respostas fisiologicas da variacdo do tamanho celular para experimentos
semelhantes foi encontrado.

A anélise de variancia da complexidade celular (SSC) (Figura 5.6) evidenciaram valores
muito mais elevados para esse parametro no efluente de carcinicultura em todos os dias da curva
de crescimento, sugerindo que a complexidade celular é aumentada intracelularmente nas
células da Amphora sp. tornando este pardmetro um marcador potencial para o estado
fisioldgico de uma celula. Muitas vezes a complexidade pode ser identificada pela acumulacgéo
de moléculas de armazenamento, tais como amido, lipidos neutros e -caroteno, o que resulta
em uma estrutura celular interna mais complexa, como observado por Fachet et al. (2016) em
ensaios realizados com Dunaliela salina. Como a complexidade celular esta relacionada com a
presenca de células lipidicas, como visto acima, o0 ensaio com agua de camaréo evidenciou uma
maior producdo de lipideos, indicando que as células cultivadas em efluente de carcinicultura

apresentaram estrutura interna mais complexa do que em meio padrdo. As observagoes
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evidenciaram que ha um efeito estatisticamente significativo sobre a complexidade celular ao
nivel de confianca de 95% (F = 6,02; p = 0,0004). Comparando-se os tratamentos com relac&o
ao tempo evidenciou-se diferenca significativa no 5°, 12°, 14° e 21° dia de cultivo (F = 19,26;
p = 0,0046; F = 7,29; p = 0,0356; F = 132,30; p = 0,0000 e F = 12,54; p = 0,0122,

respectivamente).
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Figura 5.5. Comparacdo do tamanho celular (FSC) da diatomacea Amphora sp cultivada em meio
controle (Conway) e agua de camardo a 100% em 21 dias de cultivos. (* indica diferenca
significativa (p < 0,05) entre os tratamentos no tempo indicado). AC = Agua de camardo a

100%; UA = Unidade arbitraria.
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Figura 5.6. Complexidade celular (SSC) da diatomacea Amphora sp entre o cultivo no meio controle
(Conway) e na agua de camardo a 100% em 21 dias. (* indica diferenca significativa (p <
0,05) entre os tratamentos nos tempos indicados). AC = Agua de camardo a 100%; UA =

Unidade arbitréria.
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5.4 CONCLUSOES

Este estudo demonstra a efetividade da remocéo de nutritentes presente no efluente de
carcinicultura através da utilizacdo da microalga Amphora sp. O uso de microalgas no
tratamento de efluentes oriundo de atividades antropicas tem recebido bastante atencdo, mas
atualmente hé poucos trabalhos que relatam o uso de microalgas na biorremediacao de efluentes
de carcinicultura. Nosso estudo demonstrou que Amphora sp apresenta um bom potencial de
crescimento, removendo em torno de 70% as concentrac6es de nitrato, nitrito e fosfato do meio
em 21 dias e ambém demonstrou nas condicBes experimentais testadas, que a microalga
apresenta elevado potencial de sintese de lipideos, denotando esses dados uma possibilidade
real de dar a este tipo de tratamento uma aplicagdo comercial, gerando biomassa rica em
lipideos que pode ser utilizada para outras finalidades, inclusive producéo de energia.
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POTENCIAL DE CRESCIMENTO DE Monoraphidim contortum E CAPACIDADE DE
REMOCAO DE NUTRIENTES EM AGUA DE DRENAGEM AGRICOLA

RESUMO

Atualmente, as praticas agricolas tém causado diversos impactos, como reducdo da
produtividade nas areas de cultivo e gerando problemas, consequentes de processos dindmicos
e difusos que podem se espargir por areas muito distantes dos locais de cultivo, a exemplo da
sedimentacdo de reservatorios, alteracdes nas bacias hidrogréficas e emissdes de dioxido de
carbono, além do uso de pesticidas e fertilizantes. Os fertilizantes quimicos, sdo geralmente
utilizados em grandes quantidades e causam sérios problemas ambientais quando entram nos
ambientes terrestres e aquaticos. As quantidades excedentes de nutrientes utilizados nas praticas
agricolas sdo carreadas para os sistemas aquaticos por drenagem terrestre, provocando a
eutrofizacdo. Neste trabalho, procurou-se utilizar agua de drenagem agricola (ADA) como meio
alternativo para o cultivo de microalgas. Os ensaios foram realizados com efluente coletado em
dezembro de 2015 na Mata do Garapu, municipio do Conde (PB). Primeiramente, 11 espécies
de microalgas foram testadas neste tipo de efluente avaliando-se sua capacidade de crescimento.
Duas delas Synechocistis sp e Monoraphidium contortum apresentaram melhor
desenvolvimento neste tipo de efluente. Na segunda etapa dos ensaios, a Monoraphidium
contortum foi selecionada por apresentar o segundo maior teor de &cidos graxos. Os
experimentos foram realizados em triplicata, usando o meio WC como controle e ADA na
concentracdo de 100%. Analises fisico-quimicas da ADA mostraram concentracdes de NO>
(1,62 mg/L) e POs4 (18,21mg/L) e pH em torno de 7,2. Nas condigOes testadas, a
Monoraphidium contortum mostrou um crescimento consideravel no efluente, porém inferior
ao registrado no meio controle. A microalga foi capaz de remover aproximadamente 73% de
nitrato e 100% do fosfato, ap6s 11 dias de cultivo. As comparacdes das respostas fisiologicas
efetuadas por citometria de fluxo demonstraram concentragdes celulares, florescéncia da
clorofila e atividade da esterase mais elevadas no meio controle, mas proporcionalmente uma
maior producdo de lipideos no efluente ADA.

Palavras-chave: Meio alternativo, Biorremediacéo, Citometria de fluxo, M. contortum.
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ABSTRACT

Actually, agricultural practices have caused many impacts such as reduced productivity in the
growing and causing problems, resulting dynamic and diffuse processes that can distributed in
areas far away from local cultivation, like the sedimentation of reservoirs, changes in
watersheds and carbon dioxide emissions, and the use of pesticides and fertilizers. Chemical
fertilizers are generally used in large quantities and cause serious environmental problems when
they enter the terrestrial and aquatic environments. Nutrient excess amounts used in agricultural
practices are carried to aquatic systems by land drainage, causing eutrophication. In this work,
was used agricultural drainage water (ADA) as an alternative medium for the cultivation of
microalgae. The tests were performed with effluent collected in December 2015 in the Forest
of Garapu, Conde (PB). First, 11 species of microalgae were tested in this type of effluent
evaluating its capacity for growth. The Synechocistis sp and Monoraphidium contortum showed
better development in this kind of effluent. In the second stage of the tests, the Monoraphidium
contortum was selected to present the second highest content of fatty acids. The experiments
were performed in triplicate using the WC medium as control and ADA in 100% concentration.
Physicochemical analysis showed in ADA, NOs concentrations (1.62 mg/L) and POg4
(18,21mg/L) and pH around 7.2. Under the conditions tested, the Monoraphidium contortum
showed considerable growth in the effluent, but lower than in the control medium. Comparisons
of physiological responses effected by flow cytometry showed cell concentrations, chlorophyll
flowering and higher esterase activity in the control medium but proportionally increased
production of lipids in the effluent.

Keywords: Alternative meédium, Bioremediation, Flow cytometer, M. contortum.
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6.1 INTRODUCAO

O atual modelo de producéo agricola tem provocado sérias disrupturas no meio natural,
diminuindo a produtividade das éreas cultivadas e gerando problemas que podem se distribuir
por &reas muito distantes dos locais de cultivo, consequentes de processos dinamicos e difusos,
a exemplo da sedimentacdo de reservatorios, alteracdes nas bacias hidrogréaficas e emissdes de
diéxido de carbono (SHELDRICK et al., 2002). Além da mecanizacdo, que provoca
compactacao dos solos, as praticas agricolas atualmente em uso sdo largamente dependentes de
pesticidas e fertilizantes, cada vez mais necessarios para produzir quantidades crescentes de
alimento.

A éarea total de terras araveis e com culturas permanentes ultrapassa 1,5 bilhdes de ha,
representando este valor 12% da area terrestre do mundo (FAO, 2013). Desse total, 62%
localizam-se nas regides tropicais e subtropicais (MEA, 2005). A agricultura de sequeiro
responde por 80% das areas mundiais cultivadas e produz 60% dos alimentos do mundo,
enquanto a agricultura irrigada produz 40% dos alimentos do mundo em apenas 18% de area
plantada (BONFILS; LOBEL, 2007; KHAN; HANJRA, 2009; ROCKSTROM et al., 2007).

A agricultura irrigada expandiu cerca de 480% nos Ultimos seculos, devendo crescer
mais 20% até 2030. Praticas de irrigagcdo ocorrem em 174 dos 225 paises, e a area global irrigada
é de 2.571.753 km? (FAO, 2003). Seu impacto sobre os recursos hidricos é consideravel, visto
que cerca de 70% da retirada de agua global e 85% do uso consuntivo da dgua destinam-se para
airrigacio (DOLL; SIEBERT, 1999).

Quase 3/4 das areas irrigadas encontram-se nos paises em desenvolvimento, suportando
60% da producdo de arroz e 40% de trigo do mundo. Certamente a agricultura irrigada trouxe
enormes beneficios para bilhGes de pessoas pobres (NARAYANAMOORTHY; HANJRA,
2006). Através dela foi possivel incrementar a producdo e a produtividade e obter ganhos
significativos com seguranga alimentar e desenvolvimento rural. Também foi possivel oferecer
mais produtos para os pobres das zonas rurais e urbanas a menores pregos, oferecer melhor
nutri¢do e satde a populacédo, e melhorar condic¢Ges de educacéo e de acesso a infraestrutura no
meio rural, possibilitando melhorias nas condi¢des de emprego e renda (HUSSAIN; HANJRA,
2003; 2004).

Entretanto, todo esse esfor¢co tem deteriorado as capacidades dos ecossistemas de
fornecer bens e servigos vitais, e j& estd afetando o potencial de producdo de importantes

alimentos e a tendéncia aos impactos negativos sobre a seguranca alimentar € evidente,
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particulamente nos paises em desenvolvimento (FAO, 2011).

Entretanto, este cenario ndo se relaciona apenas com o uso de agua. Ele é fortemente
dependente de subsidios quimicos e os pesticidas ndo sdo os Unicos vildes (MATAMOROS;
RODRIGUEZ, 2016; TURRAL; BURKE, 2010). Os fertilizantes quimicos, cada vez mais
necessarios e em maiores quantidades, causam sérios problemas quando entram nos ambientes
terrestres e aquaticos (CARPENTER et al. 1998, SHELDRICK et al., 2002).

As quantidades excedentes de nutrientes utilizados nas praticas agricolas sao carreadas
para os sistemas aquaticos por drenagem terrestre (HARMEL et al., 2008) e lixiviacao
(ISIDORO et al., 2006; OENEMA et al., 2005; RANDALL et al., 2008), contaminando as
aguas superficiais e subterraneas, e podendo chegar aos estuarios e ecossistemas marinhos
costeiros.

A eutrofizacdo consequente restringe o uso da agua para a pesca, recreacdo e industria,
devido ao aumento do crescimento de algas indesejaveis e plantas aquéticas, e falta de oxigénio
decorrente da morte e decomposicdo desses organismos (SHARPLEY et al., 2006). Muitos
reservatorios superficiais de dgua para abastecimento publico tém apresentado floragdes
periddicas de algas toxicas (especialmente cianobactérias), que resultam na morte de peixes e
trazem sérias consequéncias a salde humana. Nessas condi¢fes também ha alteracdes
organolépticas e formacdo de agentes carcinogénicos durante o processo de cloragdo da agua
(KOTAK etal., 1993, LIU et al., 2011; TILLNER et al., 2013).

O excesso de nitrogénio e fésforo que chegar aos estuarios e ecossistemas marinhos
promove a degradacdo de habitats e perdas da biodiversidade (HOWARTH, 2008), mudancas
nas cadeias troficas e alteracdes nos ciclos biologicos, bem como na produtividade pesqueira.
Além disso, N e P aumentam a morbidade e a mortalidade da fauna aquatica, provocando
extincao de espécies (CORRELL, 1998; TILMAN et al., 2001).

A regido costeira do Nordeste do Brasil caracteriza-se por apresentar solos
predominantemente arenosos, quartzosos, distréficos, do tipo quartzarénico, associados com
latossolos e podzdlicos amarelos e vermelhos, com pequenos trechos de solos aluvionais
eutroficos ao longo de vales de rios (SILVA, 1996). Esses solos usualmente sédo acidos e pobres,
havendo necessidade constante de adubagdo a fim de garantir a produtividade agricola. A
escassez de cobertura vegetal na area, consequente a degradacdo da mata atlantica costeira na
maior parte do territdrio, associada a praticas agricolas inadequadas, com queimadas sucessivas
e mecanizagéo, acabam por piorar a situacéo, resultando em perda de fertilidade e perda de solo
aravel.

As praticas agricolas da regido costeira do Nordeste baseiam-se, principalmente, na
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plantacdo de hortifratis para atender os mercados locais, usualmente desenvolvidas por
pequenos produtores rurais, somadas as extensivas plantacfes de cana-de-agucar destinadas a
producdo de acucar e alcool. As correcdes do solo sdo feitas usualmente com distintas
formulacGes de N, P e K, dependendo do tipo de cultivar, bem como é frequente a utilizacéo de
esterco de galinha como suplemento mineral e organico, sendo o uso de irrigagdo muito comum
na regido. Tal pratica ocasiona um crescente aumento na perda de nutrientes, principalmente
quando se utilizam processos que resultam em elevado escoamento superficial, ou durante o
periodo chuvoso.

A falta de assisténcia técnica adequada aos agricultores, e a pratica de efetuar plantios
em vertentes, faz com que parte desses insumos seja carreada atingindo os mananciais, onde
sdo incorporados no circuito bioldgico ou séo carregados pelos rios atingindo o mar. O processo
de nutrificacdo costeira nessa regido € bastante expressivo, atingindo areas de reproducéo de
espécies e de hotspots de biodiversidade, como os estuarios e os recifes costeiros. Areas urbanas
situadas proximas a costa intensificam este processo através do lancamento de esgotos
domésticos e industriais (COSTA et al., 2008).

Minimizar este efeito torna-se assim uma decisdo importante. Dado que esta mudanca
tende ser gradual, o atual sistema de producédo agricola para formas mais sustentaveis como a
agricultura organica, por exemplo, o0 uso de microalgas como agente mitigador pode ser uma
forma efetiva para a melhoria da qualidade ambiental e a manutencéo de importantes servicos
ecossistémicos.

Microalgas crescem profusamente em meios inorganicos, de maneira que 0
desenvolvimento de cultivos em agua de drenagem agricola podera remover substanciais
quantidades de nitrogénio e fésforo da agua. Neste trabalho, procurou-se testar esta hipotese,
utilizando-se agua de drenagem agricola oriunda de locais onde é praticada tradicionalmente
agricultura de horfifrutis para o comércio local, no litoral sul do estado da Paraiba, como meio

alternativo para o cultivo de microalgas.
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6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 COLETA DE AGUA DE DRENAGEM AGRICOLA, PROCEDIMENTO DE
CLAREAMENTO E ANALISES QUIMICAS

A 4gua de drenagem agricola foi coletada na localidade de Mata de Garapu, municipio
do Conde, litoral sul do estado da Paraiba, em local onde séo cultivados produtos como inhame,
macaxeira, milho, feijdo, batata-doce, mamé&o, maracuja, banana e abacaxi. Nessa localidade
foram coletados 60 litros de 4gua de drenagem agricola no més de dezembro de 2015, época
das primeiras chuvas.

As amostras foram levadas ao laboratdrio e foram clareadas sequencialmente, usando
inicialmente macerado de sementes de Moringa oleifera na proporcéo de 1 g.L™, seguido de
filtracdo em papel filtro qualitativo e filtracdo a vacuo em filtro de fibra de vidro Whatmann,
GF/C e esterilizado com autoclave. O material assim tratado foi utilizado nos ensaios
laboratoriais com culturas de microalgas. O pH da agua foi determinado com pH-metro de
bancada e os teores de nitrato e fosfato segundo o Standard Methods (APHA, 1998).

6.2.2 SELECAO DE ESPECIES DE MICROALGAS E AVALIACAO DE CRESCIMENTO
EM AGUA DE DRENAGEM AGRICOLA

Um total de 11 espécies de microalgas dulcicolas isoladas de varios mananciais
regionais (Tabela 6.1) foi selecionado do banco de cultivo de microalgas do Laboratério de
Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB), dentre as quais duas
apresentam valores de &cidos graxos superiores a soja (D121WC e D173WC), e uma
(D174WC) apresenta valores proximos a soja, apresentando, portanto, potencialidade para
producdo de biodiesel. Dentre elas nove vém sendo mantidas em meio WC (GUILLARD;
LORENZEN, 1972) e duas em meio Zarrouk (ZARROUK, 1966). Essas especies foram
inoculadas em &gua de drenagem agricola na concentragdo de 100%, em baldes de 250 mL, em
triplicatas, visando determinar quais apresentam melhores respostas de crescimento nesse
efluente. O desenvolvimento dos cultivos foi acompanhado por medidas da fluorescéncia in
vivo, sendo interrompidos no inicio fase estacionaria. Todas as curvas obtidas nos experimentos
foram ajustadas com o programa estatistico CurveExpert (versao 1.3) pela aproximacéo a curva

logistica, conforme Pindich; Rubenfeld (1981) e segundo Derner (2006).
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Tabela 6.1. Espécies de microalgas utilizadas nas analises de acidos graxos e cujo crescimento foi
testado em &gua de drenagem agricola na concentracdo de 100%.

Cepa Espécie Procedéncia Teor de acido graxo
(mgg™)
D121WC Pediastrum tetras Frei Martinho — PB 584,9
D173WC Monoraphidium contortum Lagoa Tapada — PB 267,9
D174WC Cosmarium sp. Acude Itapororoca — PB 2159
D77WC Cloroficea ndo identificada Jodo Pessoa — PB 181,9
D128WC Lagerheimia longiseta Balneario Pitimbu — PB 145,5
D124WC Ankistrodesmus sp Acude Frei Martinho — PB 142,4
D125WC Scenedesmus quadricauda Balneario Pitimbu — PB 130,3
D109z Synechococcus nidulans Nascente Grau — PB 117,4
D137WC Pediastrum tetras Acude Sdo Anastéacio — CE 117,4
D139WC Synechocistys sp. Lago Hotel Village — PE 106,3
D136Z Chlorococcum sp. Frei Martinho — PB 91,7

6.2.3 CULTIVO DE Monoraphidium contortum EM AGUA DE DRENAGEM AGRICOLAE
REMOCAO DE NUTRIENTES

A microalga Monoraphidium contortum foi selecionada como organismo teste por
produzir um total de acidos graxos superior a soja e por crescer muito bem em agua de drenagem
agricola. Os cultivos desta espécie foram desenvolvidos em triplicata em meio WC (controle)
e em agua de drenagem agricola na concentracdo de 100%, em baldes de 6L de capacidade, em
camara de cultivo a 25°C, sistema de iluminacdo fornecida por lampadas fluorescentes tipo luz-
do-dia (150 umol.fétons) e fotoperiodo ajustado para 12 horas.

O desenvolvimento dos cultivos foi acompanhado por meio de contagens celulares em
camaras de Fuchs Rozenthal e por medidas da fluorescéncia in vivo. Os experimentos foram
interrompidos na fase estacionaria. A biomassa produzida ao final dos experimentos (mg.L™)
foi concentrada em centrifuga refrigerada a 18°C, congelada em ultrafreezer (-30°C), liofilizada
e pesada em balanca analitica. As curvas de crescimento obtidas foram ajustadas conforme

descrito no item 6.2.2.

6.2.4 ASPECTOS FISIOLOGICOS E METABOLISMO LIPIDICO DE Monoraphidium
contortum CULTIVADA EM AGUA DE DRENAGEM AGRICOLA NA CONCENTRACAO
DE 100%

Para medidas de fisiologia celular e metabolismo lipidico de M. contortum a agua de

drenagem agricola passou pelos processos de clareamento descrito em 6.2.1 s e também foi
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filtrada em sistema estéril, em membrana Millipore® de 0,22 pum. As medices fisioldgicas
foram realizadas utilizando o citbmetro de fluxo FASCcalibur (BD Biosciences, San Jose,
USA). As analises foram feitas em trés periodos de acordo com a curva de crescimento (final
da fase lag, fase log e estacionaria). Os detectores utilizados nas analises de citometria de fluxo
foram o FL1 (verde — 530nm), FL3 (vermelho — 670 nm), FSC (tamanho celular) e SSC
(complexidade celular), e os parametros foram verificados com o Flowing Software verséo 2.5.
A fluorescéncia verde (FL1) foi utilizada para detectar o contetdo lipidico da célula bem como
atividade da esterase e viabilidade celular, e a fluorescéncia vermelha (FL3) para discriminar a
clorofila das células, detectando, assim, a microalga.

As células foram marcadas com BODIPY 493/503 (Difluoro{2-[1-(3,5-dimethyl-2H-
pyrrol-2-ylidene-N)ethyl]-3,5-dimethyl-1H-pyrrolato-N}boronMolecular Probes, Invitrogen),
com concentracdo estoque de 10 mM, concentracdo da solucdo de trabalho de 10 mM e
concentracdo final de 10 uM para a deteccéo dos lipideos neutros, com SybrGreen | (Invitrogen)
com concentracao estoque de 10-2 do original que é 10.000x com concentracgdo final de 10-4,
para verificar a contaminacdo por bactérias e.com FDA (diacetato de fluoresceina) (Sigma
F1303) com concentracdo estoque de 5 mg/ml ou 12 mM, concentracdo da solucédo de trabalho
e concentracgdo final de 3 UM para a observacgéo da atividade da esterase e viabilidade celular.
As células viaveis foram determinadas pelo FCM como a percentagem de células coradas por
diacetato de fluoresceina (FDA, i.e. esterase de células ativas em relacdo a células totais). Para
0 marcador FDA o periodo maximo de incubacdo foi de 10min no escuro e para os demais
marcadores a incubacdo foi de 30min (LELONG; HEGARET; SOUDANT, 2011).

6.2.4 ESTATISTICA

Os resultados foram analisados utilizando o programa Statgraphics centurion 17.1.03.
A normalidade dos dados foi testada e as variagfes dos parametros analisados foram
confirmadas com o teste de homocedasticidade (Teste Levene). Os parametros (lipidios,
concentracdo celular, FL3 (clorofila), atividade esterase, concentragédo de bactérias e percentual
de células vivas) foram comparados pelo teste two-way ANOVA (post-hoc LSD Fisher) para
verificar a diferenca entre o tempo (final da fase lag, fase log e estacionaria) e as condicGes de
cultivo (em meio Conway e em agua de drenagem agricola). Um segundo teste estatistico foi
realizado (one-way ANOVA) para verificar as diferencas entre os tratamentos em cada tempo

para os parametros atividade esterase, FL3 e concentracdo celular. Para todas as analises foi
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considerado p < 0,05 como nivel de significancia. Os dados foram apresentados como média £
erro padrao.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 AGUA DE DRENAGEM AGRICOLA

A é&gua de drenagem agricola estudada nesta pesquisa apresentou pH 7,2 e concentracao
de nitrato e fosfato de 18,21 mg L e 1,62 mg L}, respectivamente (Tabela 6.2). Este achado
indica um elevado arrasto de P para os rios que drenam a area estudada, favorecendo assim a
eutrofizacdo. A carga de P controla a atividade bioldgica em ambientes dulcicolas, sendo este
elemento o principal fator limitante ao crescimento do fitoplancton nesses ambientes. Tezuka
(1994) considera que a maior parte do P presente na agua de drenagem agricola ocorre na forma
de particulas, de maneira que uma grande quantidade desse elemento é presente em aguas turvas

agricolas, como a que foi usada nesta pesquisa

Tabela 6. 2. Valor de pH e concentracdo de Fosfato e Nitrato em agua de drenagem agricola bruta.

Parametros Valores
pH 7,2
Fosfato 18,21mg L
Nitrato 1,62mgL?

Noriega e Araujo (2009), demonstraram que nas bacias hidrograficas da regido Nordeste
as cargas drenadas de N chegam 39.130 t.ano'1 e as de P chegam a 8.914 t.ano™, com maximos
valores encontrados nas bacias dos rios Capibaribe e Goiana no Estado de Pernambuco, sendo
0s esgotos domésticos a principal fonte de nutrientes para as areas costeiras, com valores que
chegam a 51% de N e 45% de P entre todas as fontes antropogénicas e naturais combinadas. As
plantacOes de cana de agUcar representam a segunda maior fonte de emissdo, com 11.762 e
3.440 tano® de N e P, respectivamente, sendo que as entradas antopogénicas correspondem
aproximadamente a 96% das emissOes totais. Esses dados podem apresentar variacdes em
funcdo das diferentes entradas de N e P nos ambientes aquaticos, visto que, nesta pesquisa, as
concentracgdes de fosfato foram substancialmente maiores do que as concentragdes de nitrato.

Os resultados também se contrapdem com dados de outras regides, como no Lago Biwa,
Japdo, onde foi demonstrado que quantidades diarias de N e P fornecida ao lago séo da ordem
de 19,5 e 1,11 t/dia, respectivamente, segundo o Governo da Provincia de Shiga, sendo que as
fontes desses elementos sdo as plantagdes de arroz existentes na regido, consideradas as
principais causas da eutrofizacdo desse lago (KUNIMATSU; SUDO, 1997; OHKUBO;
AZUMA, 2005).
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Ressalta-se, entretanto, que as quantidades exatas de nutrientes carreadas para oS
mananciais a partir das atividades agricolas sao quase impossiveis de serem avaliadas devido a
complexa rede de interacGes que ocorre no solo seja decorrente de processos quimicos,
retencdes bioldgicas ou infiltragbes em camadas subsuperficiais do solo relacionadas a
permeabilidade (SCHRODER et al., 2004).

Além disso, formas inorgénicas de P ndo sdo absorvidas pelas plantas e sdo geralmente
perdidas no escoamento. Nitratos, embora normalmente presentes no escoamento, Sao
tipicamente perdidos por lixiviacao, a partir da zona de enraizamento, e em seguida transferidos
para a agua subterranea ou descarregadas em uma massa de agua de superficie (FENTON;
HUALLACHAIN, 2012).

6.3.2 ENSAIOS DE CRESCIMENTO DAS 11 ESPECIES DE MICROALGAS EM AGUA
DE DRENAGEM AGRICOLA

Das 11 espécies cultivadas em agua de drenagem agricola duas delas: Synechocistis sp
(D139WC) e Monoraphidium contortum (D173WC) foram as que apresentaram os melhores
desempenhos (Figura 6.1). A primeira mostrou maior crescimento, porém o teor de acidos
graxos desta espécie, embora também seja superior a soja, € menor do que 0 observado em
Monoraphidium contortum. Outras espécies (D77WC, D128WC e D136Z) também
apresentaram resposta de crescimento na condicdo testada, mas os valores maximos de
fluorescéncia registrados para elas foram bem inferiores aos observados em Synechocistis sp e
em Monoraphidium contortum.

Esses resultados evidenciam que outras espécies de microalgas potencialmente
produtoras de biodiesel também podem ser cultivadas em &gua de drenagem agricola
demonstrando a necessidade de novos estudos de bioprospeccdo como este. Os dados
evidenciaram, ainda, que as espécies D109Z (Synechococcus nidulans) e D137WC (Pediastrum
tetras) foram completamente inibidas em agua de drenagem agricola, sendo assim inviavel o

seu cultivo neste tipo de substrato.
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Figura 6.1. Curvas de crescimento de 11 espécies de microalgas testadas em agua de drenagem agricola.

Diversos estudos tem demonstrado crescimento de microalgas em outros tipos de
efluentes agroindustriais e da agropecuaria, tais como dejetos suinos (BAI et al., 2012;
DELABARY, 2012; GAN et al., 2014; ZHU et al., 2013), esterco de galinha (FENTON;
HUALLACHAIN, 2016; LIANG; MO; ZHOU, 2013; MARKOU; ICONOMOU,;
MUYLAERT, 2016; MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011), laticinios (LIANG; MULBRY et
al., 2008; LEVINE; COSTANZA-ROBINSON; SPATAFORA, 2011; LU et al.,, 2015;
MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011; WANG et al., 2010), vinhaca (RAMIRES et al., 2014;
SANTOS et al., 2016), e manipueira (BORGHETI, 2009), entretanto nenhum trabalho foi
encontrado com relacdo a mitigacdo de N e P da agua de drenagem agricola usando microalgas.
No entanto, nesse tipo de efluente ja foram realizados estudos sobre a remogéo de pesticidas
por microalgas (MATAMOROS; RODRIGUES, 2016), sendo que varias tecnologias de
fitorremediacdo tem sido sugerida para remover esses compostos nesse efluente, incluindo
zonas Umidas ou tanques & base de microalgas (VYMAZAL; BREZINOVA, 2015), o que
resultaria num efluente tratado com alta eficiéncia (CRAGGS; SUTHERLAND; CAMPBELL,
2012). As mesmas tecnologias poderiam ser aplicadas no caso da remogéo de nutrientes visando
minimizar efeitos danosos da eutrofizagcdo e ao mesmo tempo produzindo biomassa destinada

a diversas aplicacdes biotecnoldgicas, inclusive produgdo de biodiesel e biofertilizante.
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6.3.3 CRESCIMENTO DE Monoraphidium contortum EM AGUA DE DRENAGEM
AGRICOLA E CAPACIDADE DE REMOCAO DE NUTRIENTES

O cultivo desta espécie em agua de drenagem agricola na concentracdo de 100%
evidenciou maior crescimento no meio controle o qual apresentou um rendimento final muito

superior, tanto em nimero de células como em unidades de fluorescéncia (Figura 6.2).
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Figura 6.2. Curva de crescimento da microalga Monoraphidium contortum em duas condi¢fes (meio
controle e agua de drenagem agricola) e rendimento maximo da espécie para cada
tratamento. C= controle; ADA= 4gua de drenagem agricola.

O experimento teve a duracao de 12 dias e nesse tempo a microalga foi capaz de remover
aproximadamente 73% de nitrato apds 11 dias de cultivo (TABELA 6.3) e 100% do fosfato no
terceiro dia de cultivo (Tabela 6.4) denotando assim uma elevada capacidade de biorremediacéo
do efluente testado por esta espécie de microalga. A escassez de fosfato a partir do 3° dia de
cultivo limitou a produtividade de M. contortum em &gua de drenagem agricola.
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Tabela 6.3. Percentual de remocéo do nitrato (NOs) no meio padrdo (controle) e na agua de drenagem
agricola (ADA) ao longo do cultivo da microalga Monoraphidium contortum.

Dias Controle (mg L™?) %Remogao ADA (mg L?) %Remocao
0 21 0 1,22 0
3 16 23,8 1,14 6,31
5 4,00 80,9 0,89 27,25
7 4,26 79,73 1,08 11,14
9 2,83 86,54 0,86 29,59
11 2,18 89,62 0,33 72,98

Tabela 6.4. Percentual de remocéo do fosfato (PO.) no meio padrdo (controle) e na agua de drenagem
agricola (ADA) ao longo do cultivo da microalga Monoraphidium contortum.

Dias Controle (mg L?) %Remo¢&o ADA (mg L?) %Remo¢&o
0 21,00 0 18,21 0
3 12,00 42,86 ND 100
5 10,05 52,13 ND 100
7 7,18 65,82 ND 100
9 7,21 65,65 ND 100
11 7,18 65,82 ND 100

Os dados disponiveis até 0 momento acerca do crescimento de microalgas em agua de
drenagem agricola sdo muito raros, mas para outros tipos de efluentes a efetividade de remocéo
de nutrientes por microalgas ja foi demonstrada (HERNANDEZ et al., 2016; MATAMOROS
et al., 2015; PANDRINI et al., 2016; WANG et al., 2016). Alguns estudos tém sido sugeridos
a fim de incrementar a efetividade do processo de biorremediacdo como o tratamento biol6gico
conjugado, que utiliza o consércio de microrganismos (bactérias e microalgas) (MUNOZ;
GUIEYSSE, 2006; PANIAGUA-MICHEL; GARCIA, 2003; TOI et al., 2014; VAN DEN
HENDE et al., 2014).

Em geral, as necessidades de nutrientes das microalgas sdo baixas, apesar de que
concentracdes de fosforo inferiores a 0,062 mgP L !, podem limitar fortemente o crescimento
celular (SEI, 2009), assim como as disponibilidades de nitrato devem estar acima de 0,028 mg
N T para assegurar crescimento (RASMUSSEN, 2007), apesar de que tais limites sejam
especificos para cada espécie (LUDWIG et al., 2008). A remoc¢éo de nutrientes, observada
neste, estudo sugere que residuos agricolas podem ser substitutos adequados de fertilizantes

inorganicos para a producdo comercial de microalgas ou insercdo da biomassa produzida em
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atividades agricolas, seja como racdo, adubo ou biofertilizante (FAO, 2009). Tratando-se de
uma espécie potencialmente importante para a producdo de biodiesel, como no caso de
Monoraphidium contortum, a biomassa produzida poderia ainda ser utilizada para a produgéo
de biodiesel ou co-geracdo de energia. Diversas espécies de Monoraphidium armazenam altas
quantidades de acidos graxos em suas celulas (BOGEN et al., 2013; LANG et al., 2011,
MENEZES et al., 2013), sendo assim potencialmente importantes para essa finalidade.

6.3.4 METABOLISMO LIPIDICO E FISIOLOGIA CELULAR

As comparagOes das respostas fisioldgicas relacionadas ao metabolismo lipidico de
Monoraphidium contortum (Figura 6.3) evidenciaram que houve diferenca significativa
(ANOVA Two-way) ao longo do tempo (fases do cultivo), para o controle e para a 4gua de
drenagem agricola (F = 26,57; p = 0,0000). Comparando os tratamentos com relagdo as fases
constatou-se que apenas na fase log a diferenca foi significativa (F= 71, 66; p = 0,0000). Este
achado € relevante, pois pode criar uma expectativa real de que o impacto ambiental das
descargas dos efluentes agricolas pode ser minimizado, e a biomassa de espécies produtoras de
lipidios pode ser aplicada para destinacdes nobres, tais como producédo de biodiesel. Imagens
da microalga marcada com bodipy podem ser visualizadas na Figura 6.4.
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Figura 6.3. Sintese de células lipidicas da microalga Monoraphidium contortum marcadas com marcador
flurorescente Bodipy nas duas condigdes, controle (meio WC) e 100%.ADA (agua de
drenagem agricola) testadas e nas diferentes fases de cultivo. As letras mostram diferenca entre
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0s tempos em cada condigdo e o asterisco mostra diferenca entre as condigdes no tempo
indicado (UA= Unidade arbitréria).

C

Figura 6.4. Fotografias de Monoraphidium contortum marcados com Bodipy para visualizacdo de
células lipidicas da microalga no microscépio de fluorescéncia em contraste de fase (a) e
campo escuro (b, ¢) com aumento de 1000x.

O teste estatistico demonstrou que ndo ha diferenca entre os tratamentos com relacdo a
concentracdo de bactérias marcadas com SybrGreen (F = 0,93; p = 0,3429), entretanto houve
diferenca nas fases de cultivo (F = 5,66; p = 0,0086), sendo a fase lag significativamente
diferente das demais fases (Figura 6.5). A presenca de bactérias nas duas condigfes testadas
resulta do fato de que os cultivos ndo eram axénicos. Imagens das bactérias presentes nos
cultivos podem ser visualizadas na Figura 6.6.

Park et al. (2008) relatam que culturas de microalgas tém mantido uma relacéo
simbidtica com bactérias, sendo que tal interacdo incrementa a efetividade na remocgédo de
compostos organicos e inorgénicos presentes em efluentes e promove a reducdo da demanda

bioldgica de oxigénio (DBO), conforme relatado por Oswald et al. (1953). Ressalta-se, ainda,
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que a presenca de bactérias usualmente esta associada a presenca de carbono organico
dissolvido produzido pelas microalgas (KORMAS et al., 2005; NECHAMA; RUSHANSKY;
LEGRAND, 1996) bem como a presenca desses elementos na propria agua de drenagem
agricola. Diversos autores tém demonstrado a eficicia na biorremediacdo de efluentes
agroindustriais, atribuida a essa relagdo simbiotica entre microrganismos (DE GODOS et al.,
2010; GREEN et al., 2003; GUTZEIT et al., 2005; PEREZ-GARCIA et al., 2010; SUKIAS et
al., 2003; TAMER et al., 2006).

Subashchandrabose et al. (2011) sugerem que processos de biodegradacdo envolvendo
0 consorcio de cianobactérias/microalgas e bactérias poderdo ser sistemas autossustentaveis
muito eficazes, mais baratos e tecnicamente superiores, destacando ainda que consorcios de
microalgas-bactéria podem produzir metabolitos e subprodutos de grande valor comercial,
juntamente com a mitigacdo do CO..
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Figura 6.5. Concentragdo bacteriana nas duas condigdes de cultivo, controle (meio WC) e 100%.ADA
(4gua de drenagem agricola) da microalga Monoraphidium contortum. As letras mostram
diferenca entre os tempos em cada tratamento e o asterisco mostra diferenca entre 0s
tratamentos no tempo indicado.
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Figura 6.6. Fotografia em microscopio de fluorescéncia de células bacterianas marcadas com Sybrgreen
(em verde) e de células de Monoraphidium contortum evidenciadas na coloracdo vermelha
devido a autofluorescéncia da clorofila, em aumento de 1000x.

Por outro lado, as analises da autofluorescéncia da clorofila (FL3) evidenciaram valores

sempre mais elevados no meio controle (Figura 6.7), muito embora os valores registrados em
agua de drenagem agricola foram expressivos, sendo constante nas 3 fases de cultivo. Ho et al.
(2014) consideram que as quantidades de nitrogénio interferam diretamente nas taxas
fotossintéticas e uma vez que a quantidade de nitrogénio nesse tipo de efluente foi baixa em
relacdo ao cultivo controle, influenciando diretamente na producdo do pigmento fotossintético.

O tratamento estatistico para clorofila demonstrou que os valores de FL3 diferem
estatisticamente no tempo (F = 20,49; p = 0,0000) e entre as condi¢des de cultivo (F = 109,30;
p = 0,0000). Comparando os tratamentos com relagdo ao tempo houve diferenca significativa
nas trés fases: lag (F = 35,54; p = 0,0000), log (F = 207,78; p = 0,0000), estacionaria (F = 50,49;
p = 0,0000) e apenas o controle na fase lag mostrou diferenca significativa dos outros tempos

de cultivo (Figura 6.7).
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Figura 6.7. Fluorescéncia da clorofila da Monoraphidium contortum nas trés fases de cultivo em meio
WC (Controle) e em agua de drenagem agricola (ADA). As letras mostram diferenca entre
0s tempos em cada tratamento e o asterisco mostra diferenca entre os tratamentos no tempo
indicado. (UA= Unidade arbitraria).

O tratamento estatistico para a atividade da esterase (FDA, Figura 6.8) evidenciou que
houve diferenca estatistica entre o tempo (F = 9,17, p = 0,0013) e entre os tratamentos (F =
24,55; p = 0,0001) sendo que teste de ANOVA One-Way demonstrou diferenga entre 0s
tratamentos na fase lag (F = 8,41; p = 0,0113), log (F = 30,50; p = 0,0006) e estacionaria (F =
39,68; p =0,0001), evidenciando esses dados que o efluente estudado ndo propicia desempenho
celular satisfatério, pois foi observada uma diminuicéo na atividade de esterase durante as fases
de cultivo no efluente testado depois de corar as células com diacetato de fluoresceina (FDA).
A acdo da esterase € a maneira mais comum de medir a resposta fisioldgica da enzima celular.
As células saudaveis hidrolisam o FDA no interior da célula por esterases, para produzir
fluoresceina fluorescente, que é hidrofilo e fica retido no interior de células vidveis por um
determinado tempo. A diminuicdo da fluorescéncia de fluoresceina indica a atividade da enzima
deficiente ou perda de integridade da membrana celular e a reducéo da acdo da enzima esterase
é expressa como uma diminuicdo no numero de células que é representada percentualmente
(Figura 6.8) (STAUBER; FRANKLIN; ADAMS, 2002). As atividades enzimaticas sdo uma
caracteristica basica de células vitais e assim fornecem informac6es sobre seu estado fisiologico
e algumas dessas atividades como esterase, respiratorias ou fosfatase, podem ser detectadas por
citometria de fluxo (HYKA et al., 2013). As atividades de enzimas intracelulares séo

proporcionais a intensidade da fluorescéncia do marcador celular e dependem muito da
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concentracdo do marcador, bem como da espécie de microalga estudada, por isso, se faz
necessario a padronizacdo do processo.
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Figura 6.8. Atividade esterase evidenciada na citometria de fluxo através da marcacdo com FDA em
Monoraphidium contortum nas trés fases de cultivo em meio WC (Controle) e em agua de
drenagem agricola. As letras mostram diferenca entre os tempos em cada tratamento e o
asterisco mostra diferenca entre os tratamentos no tempo indicado. (UA= Unidade
arbitraria).

Hyka et al. (2013) aplicou o FDA como um indicador da vitalidade das células em
cultura de Chlorella vulgaris sob condicGes heterotréficas (meio alternativo) contendo mais de
85% de células vitais. Entretanto, no nosso estudo a maior atividade de esterase foi observada
no cultivo controle (Figura 6.8), mas com relacdo ao percentual de células vivas (Figura 6.9), o
teste estatistico ndo demonstrou diferenca significativa entre as condicdes testadas (F = 0,43; p
= 0,5184), muito embora houve diferenca significativa entre os tempos de cultivo (F = 7,20; p
=0,0039).
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Figura 6.9. Comparacdo do percentual de células vivas que foram marcadas com FDA na microalga
Monoraphidium contortum nas duas condigdes de cultivo testadas, controle (meio WC) e
100% ADA (agua de drenagem agricola). As letras distintas mostram diferenca entre os
tempos em cada tratamento.

O tratamento estatistico para a densidade celular (Figura 6.10) evidenciou que ha
diferenca estatistica entre o tempo e entre os tratamentos (F = 4,83, p = 0,0152), sendo que o
teste ANOVA One-way demonstrou diferenca entre os tratamentos na fase lag (F =5,13; p =
0,0361), log (F= 20,86; p= 0,0010) e estacionaria (F = 23,77; p = 0,0006). As analises das duas
variaveis acima (tempo e tratamento) evidenciam que uma menor quantidade de células de
Monoraphidium contortum cultivada no efluente de drenagem agricola (Figura 6.10) produz
comparativamente mais quantidades de lipideos nas fases log e estacionaria do que altas

densidades celulares cultivadas no meio controle.
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Figura 6.10. Densidade celular determinada por citometria de fluxo de Monoraphidium contortum nas
trés fases de cultivo em meio WC (Controle) e em &gua de drenagem agricola (ADA). As
letras mostram diferenca entre os tempos em cada tratamento e o asterisco mostra diferenca
entre os tratamentos no tempo indicado.

Nota-se que ao tempo em que Monoraphidium contortum reduz as cargas de nitrato e
fosfato deste tipo de efluente, sintetiza mais lipideos que poderiam ser utilizados para a
producdo de biodiesel, por exemplo, do que as quantidades produzidas em meio sintético. Além
disso, a quantidade de nitrato e fosfato no efluente de agua de drenagem agricola é
consideravelmente menor em comparagdo com o meio controle (WC), sendo que a deficiéncia
desses elementos no meio afeta severamente a sintese de proteinas, resultando em um fluxo
metabolico no sentido de biossintese lipidica podendo haver com isso maior acumulacéo de
lipidios nas células de microalgas (COURCHESNE et al., 2009). tornando-se um método
vantajoso para a utilizacdo de microalgas cultivadas em residuos industriais para a producéo de

biodiesel.



97

6.4 CONCLUSOES

A agua de drenagem agricola apresenta assim grande potencial de perigo, podendo
promover eutrofizacdo em corpos hidricos. O cultivo de microalgas em aguas residuais tem
sido muito estudado, porém poucos trabalhos relatam o uso de microalgas na bioremediacédo de
agua de drenagem agricola. Nosso estudo demonstrou que Monoraphidium contortum é eficaz
na remocdo de Nitrato e Fosfato do meio, removendo cerca de 72% e 100%, respectivamente.
Também demonstrou que quando cultivada em agua de drenagem agricola, esta microalga
apresenta potencial acimulo de lipideos, sendo possivel aplicar comercialmente este tipo de
tratamento, gerando biomassa rica em lipideos que pode ser utilizada para outras finalidades,
inclusive producdo de energia. Com relacdo a clorofila, atividade da esterase e densidade
celular, o cultivo controle obteve um melhor desempenho, porém a respeito da porcentagem de
células vivas e a concentracdo de bactérias os valores foram similares para ambos 0s

tratamentos.
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7 CONSIDERACOES GERAIS

Atualmente, muito se tem discutido sobre questdes ambientais relacionadas aos
impactos produzidos pelas diversas atividades antropicas, principalmente aqueles oriundos da
producdo industrial. Inimeros sistemas produtivos tém provocado degradagdo de recursos
naturais e os efeitos desses processos estdo ficando cada vez mais evidentes, tornando-se
premente a necessidade de minimizar tais acdes. As energias renovaveis surgem como uma das
medidas a serem adotadas, principalmente por serem oriundas de fontes sustentaveis, e por
representarem uma importante base para o desenvolvimento social e econdmico. Por outro lado,
0 cendrio das energias renovaveis ainda apresenta um custo elevado, sendo este um dos
principais gargalos para o uso dessas energias. O desenvolvimento de projetos de energias
renovaveis devera ainda continuar por muito tempo, uma vez que muitas empresas e autoridades
publicas estdo cada vez mais envolvidas nesse interesse.

Uma das alternativas energéticas que vem sendo bastante pesquisada, comentada e
incentivada por 6rgdos publicos, sdo os biocombustiveis, muitas vezes originados de plantas
como a cana-de-acucar, beterraba e milho para a producéo do alcool, e oleaginosas, tais como
soja, mamoma, pinhdo, palma e atualmente microrganismos fotossintetizantes como as
microalgas. Em comparagdo com combustiveis fosseis, os biocombustiveis tém inimeras
vantagens, tais como renovagdo mais rapida e reducao de emissdes de gases de efeito de estufa,
minimizando assim a degradacdo ambiental provocada por aqueles.

As principais preocupacdes relacionadas a utilizacdo dos biocombustiveis derivados de
plantas oleaginosas incluiram a seguranca alimentar, escassez de terra para cultivo e
necessidade de irrigacdo. Uma alternativa € utilizacdo de microalgas para a producdo de
biocombustiveis. As microalgas sdo capazes de gerar bioenergia utilizando areas muito
menores para cultivo do que as utilizadas na agricultura tradicional. Entretanto, a producéo de
biodiesel a partir de microalgas ainda apresenta custos elevados devido a problemas
operacionais e técnicos, que vao desde as praticas de cultivo até a extracdo e producdo de
biocombustivel. Devido ao custo de producdo elevado, o biocombustivel de microalgas nédo é
capaz de competir diretamente com os combustiveis a base de petréleo até 0 momento, razao
pela qual se busca aprimorar metodologias que visam a reducdo dos custos. Uma das opgoes
consiste em utilizar 4guas residuais oriundas das atividades antropicas como meio alternativo
de cultivo para a producdo de biomassa microalgal em larga escala, visto que muitas espécies

de microalgas séo eficientes biorremediadores desses efluentes.
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Neste estudo foram testados trés tipos de residuos de atividades agroindustriais como
substrato para o cultivo de microalgas potencialmente importantes a producdo de biodiesel:
agua de lavagem de biodiesel, efluente de carcinicultura e 4gua de drenagem agricola. Foram
testadas 11 espécies regionais de microalgas dulcicolas: Pediastrum tetras, Monoraphidium
contortum, Cosmarium sp., Lagerheimia longiseta, Ankistrodesmus sp., Scenedesmus
quadricauda, Synechococcus nidulans, Pediastrum tetras, Synechocistys sp., Chlorococcum
sp., e uma cloroficea ndo identificada e uma espécie marinha: Amphora sp. Tais espécies
pertencem ao banco de cultivo de microalgas do Laboratorio de Ambientes Recifais e
Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB) onde sdo mantidas em meios sintéticos, e
foram selecionadas pelo fato de produzem substanciais quantidades de &cidos graxos, com
algumas espécies inclusive muito superiores a soja.

Das 11 espécies testadas em agua de lavagem de biodiesel apenas duas apresentaram
bom crescimento. Destas, optou-se por avaliar a efetividade de biorremediacao deste efluente a
espécie Monoraphidium contortum, pelo fato dela apresentar maior capacidade de crescimento
e por ser a segunda espécie com maior teor de acidos graxos dentre as testadas. O experimento
demonstrou que esta espécie tem grande capacidade de reduzir as concentra¢fes de NOs, POa,
e a DQO em percentuais que chegam a 25,8%, 7,2% e 31,2%, respectivamente.

A espécie marinha Amphora sp. testada em &gua de carcinicultura apresentou excelente
crescimento neste efluente com grande capacidade de sintese de lipidios, embora o rendimento
maximo em biomassa e quantidade de células tenha sido inferior ao controle. Sua capacidade
de remover PO4, NO3 e NO2 nesse efluente foi de 73,357%, 72,572% e 66,667, respectivamente.

Das 11 espécies testadas em agua de drenagem agricola duas delas: Synechocistis sp e
Monoraphidium contortum foram as que apresentaram os melhores desempenhos. A primeira
apresentou maior crescimento, porém o teor de &cidos graxos desta espécie, embora superior a
soja, € menor do que o observado em Monoraphidium contortum razdo pela qual esta espécie
foi selecionada para testar sua capacidade de biorremediacdo desse efluente. Nessa condicéo, a
producéo de biomassa e o rendimento final em numero de células foram inferiores ao controle,
mas mesmo assim Monoraphidium contortum removeu aproximadamente 73% de NOz e 100%
de PO4 ap0s 11 dias de cultivo. As respostas fisioldgicas por citometria de fluxo evidenciaram
maior producdo de lipideos no efluente, porem as concentracdes celulares, florescéncia da
clorofila e atividade da esterase foram mais elevadas no controle.

Pode-se concluir, partir do estudo, que as microalgas selecionadas, de fato, podem atuar
como eficientes biorremediadores dos efluentes testados, e, a0 mesmo tempo, podem produzir

quantidades de biomassa e/ou lipidios em quantidades expressivas. Desse modo, a pesquisa
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abre novos horizontes de investigacdo visto que um duplo interesse pode ser identificado com
os resultados obtidos, como a reducdo das concentracGes de nutrientes presentes nesses
efluentes para niveis mais apropriados ao seu descarte, minimizando assim impactos
ambientais, e a producdo de biomassa microalgal que pode ser usada para producdo de biodiesel
ou outros coprodutos de interesse & biotecnologia, reduzindo assim os custos de produgdo em
cultivos em massa.

Ao mesmo tempo a pesquisa também aponta para a necessidade de novos estudos sobre
as respostas fisiologicas decorrentes de alteracdes nas formulacdes dos meios alternativos
utilizados e das condicOes de cultivo, como formas de incrementar a sintese de produtos de
interesse como os lipideos e incremento na producdo de biomassa em sistemas de cultivo em

larga escala.
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