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BIOPROSPECCAO DE MICROALGAS PARA APLICACAO
BIOTECNOLOGICA

RESUMO

As microalgas tém sido consideradas potenciais fontes de aplicagdes biotecnoldgicas,
devido a sua biodiversidade, além de apresentarem em sua biomassa elevada
concentracdo de carboidratos, lipideos, proteinas e biomoléculas, como antioxidantes.
Elas podem ser utilizadas na area da nutricio humana e animal, indUstria farmacéutica,
tratamento de aguas residuais, producdo de energia, entre outras. Neste estudo, 0s
objetivos foram bioprospectar, selecionar, caracterizar e avaliar o desempenho de
microalgas de tanques de piscicultura para aplicacdo biotecnolégica. Posteriormente, foi
realizado o cultivo damicroalga Chlorella sorokiniana e caracterizadas as propriedades
nutricionais da mesma em meio de cultivo N:P:K (20:05:20) enriquecido com vinhaca de
cana-de-acucar. Também foi realizada a avaliacdo de eficiéncia de floculacdo da
biomassa algal por meio de polimeros organicos e sintéticos (polimeros) para recuperagao
da biomassa de C. sorokiniana. Em um ultimo momento, comparou-se a producao de
metabolitos secundarios por C. sorokiniana cultivadaem meio comercial (Sueoka) e com
aqueles cultivados em meio preparado com vinhacga de cana (0,1%) suplementado com
N:P:K (20-5-20 gL-1). As microalgas cloréfitas (Chlorophyta), entre elas a microalga
Chlorella sp. apresentaram maior constancia na densidade celular durante o periodo de
28 dias de cultivo. A biomassa de C. sorokiniana apresentou elevada concentragéo de
proteina (58%), seguido por carboidratos (16,14%) e lipideos (14.97%). Ja na composi¢cdo
elementar, 0 macronutriente que apresentou elevada quantidade foi o ferro (Fe), com
valor de 882,6 mg k'l. No teste de recuperacdo da biomassa algal, o polimero que
apresentou maior eficiéncia de floculacdo foi a semente de Moringa oleifera com 100%
de recuperacdo. Os demais polimeros apresentaram 97,17% de recuperagdo para
Praestol™, 9528% para Tanfloc MT, 80,38% para quitosana. Niveis médios de
compostos fendlicos e conteudo de flavonoides foram encontrados na biomassa da C.
sorokiniana cultivada no meio NPK e vinhaga (15,28 + 0,32 mg GAE.g1e 72,30 + 5,28
mg QE.g%, respectivamente) em comparacdo com o meio comercial (6,02 + 0,13 mg
GAE.g'e 13,12 + 1,33 mg QE.g’1, respectivamente). Assim, podemos inferir que a C.
sorokiniana apresenta alta densidade e fécil isolamento quando presente em ambientes
com ampla diversidade algal e pode ser utilizada nas mais diversas &reas biotecnoldgicas,
visto as suas propriedades nutricionais e facil disponibilidade e baixo custo de obtencao
e manutencao.

Palavras-Chave: Chlorella sorokiniana; Isolamento; Recuperacdo de biomassa;
Atividade antioxidante.
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MICROALGAE BIOPROSPECTING FOR BIOTECHNOLOGICAL
APPLICATION

ABSTRACT
Microalgae have been considered potential sources of biotechnological applications, due
to their biodiversity, in addition to having a high concentration of carbohydrates, lipids,
proteins and biomolecules in their biomass, such as antioxidants. They can be used in the
areas of human and animal nutrition, pharmaceutical industry, water treatment, energy
production, among others. In this study, the main objective was to bioprospect, select,
characterize and evaluate the performance of microalgae from fish ponds for
biotechnological application. Subsequently, the microalgae Chlorella sorokiniana was
cultivated and its nutritional properties were characterized in a N:P:K (20:05:20) culture
medium enriched with sugarcane vinasse. The efficiency of algal biomass flocculation
was also performed using organic and synthetic polymers (polymers) to recover the
biomass of the microalgae C. sorokiniana. Finally, the biomass yield and production of
secondary metabolites by C. sorokiniana cultivated in commercial medium (Sueoka) and
those cultivated in medium prepared with sugarcane vinasse (0.1%) supplemented with
N:P:K were evaluated (20-5-20 gL-1). Chlorophyte microalgae (Chlorophyta), including
the microalgae Chlorella sp. showed greater constancy in cell density during the 28-day
period of culture. The biomass of the microalgae C. sorokiniana showed high protein
concentration (58%), followed by carbohydrates (16.14%) and lipids (14.97%). In the
elemental composition, the macronutrient that presented a high amount was iron (Fe),
with a value of 882.6 mg k1. In the algal biomass recovery test, the polymer with the
highest flocculation efficiency was the Moringa oleifera seed with 100% recovery. The
other polymers showed 97.17% recovery for PraestolTM, 95.28% for Tanfloc MT,
80.38% for chitosan. Mean levels of phenolic compounds and flavonoid content were
found in the biomass of the microalgae C. sorokiniana cultivated in NPK medium and
vinasse (15.28 + 0.32 mg GAE.g* and 72.30 + 5.28 mg QE.qg}, respectively) compared
to the commercial medium (6.02 + 0.13 mg GAE.g! and 13.12 + 1.33 mg QE.g7,
respectively). Thus, we can infer that the microalgae C. sorokiniana can be used in the
most diverse biotechnological areas, given its nutritional properties, easy availability and

low cost of obtaining and maintaining.

Keywords: Chlorella sorokiniana; Isolation; Biomass recovery; Antioxidant activity.
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CAPITULO1. INTRODUCAO GERAL

As microalgas sdo organismos microscOpicos e unicelulares, com pouca ou
nenhuma diferenciacdo celular, capacidade de formacdo de colonias e a presenca de
pigmentos, que sdo responsaveis pelas diferentes coloragcdes entre os diferentes taxons,
além das microalgas apresentarem a caracteristica de serem fotoautotroficas (OHSE et
al., 2008).

As microalgas apresentam baixo custo de producdo, consomem grandes
quantidades de nutrientes disponiveis nas aguas residuais, liberam oxigénio no meio em
que estdo presentes por meio da fotossintese (presenca de luz), realizam a manutengéo da
agua (recuperacdo de nutrientes e remocao de patdgenos) e adequacao dos parametros
fisico-quimicos e favorecem a reutilizacdo da agua de cultivo no processo produtivo
(CARVALHO et al., 2012). As diferentes aplicacGes da biomassa das microalgas podem

ser visualizadas na Figura 1.1.

BIOMASSA DE
MICROALGAS
1
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Figura 1.1. Esquematizacédo das diversas aplicagdes dabiomassa algal e produtos gerados
a partir da biorefinaria (conversao de biomassa em bionergia e outros bens de consumo).
Fonte: Adaptado de Chandraet al. (2019).

A biomassa das microalgas pode ser utilizada em diversas aplicagdes
biotecnoldgicas, na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética, através da
bioprospeccdo de dleos essenciais, pigmentos, antioxidantes, entre outras (DERNER et
al., 2006; SHIELDS et al., 2008). Esta biomassa também pode ser utilizada para
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alimentacdo na aquicultura, em processos de biorremediacdo de efluentes, atividade de
cultivo hidropdnico e outras aplicages (SHIELDS et al., 2008).

As microalgas sdo consideraveis recursos ainda pouco explorados, que sdo ricas
em compostos bioativos e, sdo adequadas para a producdo de produtos industriais e
especialidades quimicas, como produtos bioativos, alimentos funcionais e outros
produtos. Algumas microalgas podem ser utilizadas para a producéo de biocombustiveis
a partir de residuos industriais (SPOLAORE, et al., 2006).

A utilizacdo de microalgas em processos de biorremediacdo, por exemplo,
apresenta um grande potencial, por meio da remoc¢do de nutrientes de corpos hidricos,
producdo de biomassa, contribuindo para a diminuicdo de patégenos, purificacdo das
aguas residuais, fixacdo de carbono (CO2), agregacao de valor a biomassa e a atividade
econémica (ANSILAGO et al., 2016), producéo de biodiesel e outras aplicacdes (MATA
et al., 2010).

Neste aspecto, para 0 uso racional da biomassa algal nos diversos campos ja
mencionados, pesquisas sao necessarias para entender os beneficios, acdes e mecanismos
microalgais. O desenvolvimento de processos eficazes de cultivo em larga escala, que
obtém uma alta densidade celular € a chave para a comercializacdo de produtos
microalgais, que pode auxiliar na reducdo de impacto ambiental dasatividades produtivas
de alimentos de outras matérias-primas (PULZ; GROSS, 2004; BARCELLOS et al.,
2012).

Mesmo as microalgas apresentando alto potencial em ensaios biotecnolgicos,
esta tecnologia ainda € limitada e pouco aplicada (ANSILAGO etal., 2016; CARVALHO
et al., 2012). Para que esta tecnologia seja ampliada, é necessario estudar aspectos de
monitoramento, avaliacdo de parametros cinéticos de crescimento e rendimento em
biomassa, capacidadede crescimento em agua residual e identificar aspectos de qualidade
algal, qualidade da agua tratada por meio de microalgas e principalmente a questdo
economico-financeira.

No caso da &gua residual de producdo de pescado é necessario que sejam
realizados estudos de bioprospeccdo das microalgas presentes neste ambiente,
identificacdo e selecdo de microalgas que possuem maior resiliéncia, produtividade e
rendimento para sua utilizacdo na biorremediacdo das aguas residuais.

A avaliacdo do desempenho algal, sua potencialidade de producéo de biomassa e

qualidade bromatoldgica, pode se tornar viavel na questdo econémica na piscicultura e
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outras atividades, utilizando esta como insumo para producdo de racGes, incluindo
qualidade no produto, visto alto teor proteico, presenca de aminoécidos e metabolitos
secundarios, que podem substituir a utilizacdo de outras farinhas, valorizando a atividade
econdmica da piscicultura.

Desta forma, este estudo foi dividido em 6 capitulos, sendo:

O capitulo 1, caracterizado por uma introducdo geral, que aborda a diversidade
das microalgas, meios comerciais e alternativos, propriedades nutricionais e aplicacdes
biotecnoldgicas, oferecendo o suporte necessario para 0s demais capitulos deste estudo.

O capitulo 2 intitulado: “Bioprospeccdo de microalgas coletadas em tanques de
piscicultura”, aborda algumas técnicas de bioprospeccdo e avaliacdo de sucessao
ecoldgica de microalgas dulciculas presentes em tanques de piscicultura e que possuem
potencial biotecnoldgico.

O capitulo 3, intitulado em “Cultivo e caracterizagdo da microalga Chlorella
sorokiniana e suas propriedades nutricionais”, apresenta o cultivo de microalgas visando
a exploracdo destas como fonte de nutrientes para a aplicagdo em subprodutos ou
processos biotecnologicos.

O capitulo 4, intitulado em “Avaliacdo de polimeros orgéanicos e sintéticos para
recuperacdo de biomassa algal”, traz uma avaliacdo de tecnologias para a recuperacao da
biomassa algal, comparando diferentes agentes floculantes e estabelecendo a melhor
concentracdo do polimero utilizado.

O capitulo 5 intitulado “Avaliacdo da produgdo de metabdlitos secundérios por
Chlorella sorokiniana usando meio alternativo com vinhaga” visou a aplicagdo
biotecnoldgica da biomassa da microalga para producdo de metabolitos secundérios,
comparando um meio comercial e um meio alternativo de baixo custo.

O capitulo 6, caracterizado pelas consideragdes finais deste estudo, abordando os

principais resultados obtidos em todos capitulos.
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OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi bioprospectar microalgas de tanques de

piscicultura para aplicacdo biotecnoldgica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Identificar e isolar microalgas coletadas em tanques de piscicultura com

potencial para aplicagdes biotecnoldgicas;

b) Cultivar e avaliar as caracteristicas nutricionais da microalga Chlorella
sorokiniana;
C) Avaliar a floculagdo da microalga Chlorella sorokiniana utilizando

diferentes tecnologias;
d) Avaliar a producdo de metabolitos secundarios pela microalga Chlorella

sorokiniana em meios de cultivo diferentes.
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CAPITULO 2. BIOPROSPECCAO DE MICROALGAS COLETADASEM
TANQUES DE PISCICULTURA

Resumo:

As microalgas representam um grupo nao taxonémico de grande diversidade biologica e
elevado potencial para aplicacdo biotecnoldgica, seja pela producéo de bioativos ou pela
sua plasticidade em ambientes inospitos. O estudo das microalgas dulcicolas é
importante, pois representa uma fonte de conhecimento para o desenvolvimento de
tecnologias inovadoras no campo da biotecnologia ambiental. O objetivo deste estudo
foi isolar e identificar microalgas presentes em tanques de piscicultura, avaliando
técnicas de isolamento, analisando a composicao taxondmica deste ambiente e realizando
sucessao taxondmica das microalgas com maior potencial biotecnoldgico. A &gua para
isolamento das microalgas foi coletada com garrafa do tipo Van Dorn em um sistema
semi-intensivo de tanques lonados de criacao de tilapia do nilo (Oreochromis niloticus),
variedade GIFT, localizados no municipio de Gloria de Dourados, MS. As amostras de
agua foram incubadas por 28 dias em laboratorio, com aeracdo constante e temperatura
ambiente (22 + 2,0°C) para o desenvolvimento da densidade algal, analise da composicao
taxondmica e sucessao ecoldgica. Apds este periodo, foram utilizidas trés técnicas para o
isolamento microalgal: diluicdo seriada, inoculagdo em placa de Petri e selecdo por
envelhecimento. Foram identificadas 15 espécies de microalgas pertencentes as classes
Cyanobacteria, Dinophycean e Chlorophyceae. Apos 28 dias de cultivo, observou-se que
as espécies Lacunastrum gracillimum, Scenedesmus quadricauda e Chlorella sp.
mantiveram constancia na densidade celular durante o periodo sucessional. Estas
pertencem a classe Chlorophyta, s&éo comumente empregadas em estudos e atividades
com potencial biotecnolégico. As demais microalgas ndo apresentaram densidade celular
significativa pelo teste de tukey. O método de inoculacdo em placas de petri se mostrou
mais eficiente, com cinco espécies de microalgas isoladas, sendo estas: Scenedesmus
acuminatus, S. quadricauda, Chlorella sp., Monoraphidium contortum e Scenedesmus
bernandii. A metodologia de diluicdo seriada obteve resultado positivo apenas para o
isolamento de Chlorella sp. e a técnica de envelhecimento obteve o isolamento das
microgas Chlorella sp. e S. quadricauda. Porém, se torna necessario a combinacdo destas
técnicas pra para que haja um maior aproveitamento do tempo e diminui¢do de custos
para isolamento algal.

Palavras-chave: Isolamento, sucessdo ecologica, flora algal, piscicultura.
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BIOPROSPECTING OF MICROALGAE COLLECTED IN FISHFARMS
Abstract:

Microalgae represent a non-taxonomic group of great biological diversity and high
potential for biotechnological application, whether due to the production of bioactive
substances or their plasticity in inhospitable environments. The study of freshwater algae
is important, as it represents a source of knowledge for the development of innovative
technologies in the field of environmental biotechnology. The objective of this study was
to isolate and identify microalgae present in fish farms, evaluating isolation techniques,
analyzing the taxonomic composition of this environment and performing taxonomic
succession of microalgae with greater biotechnological potential. The water for the
isolation of the microalgae was collected with a Van Dorn-type bottle in a semi-intensive
system of long ponds for breeding nile tilapia (Oreochromis niloticus), variety GIFT,
located in the municipality of Gldria de Dourados, MS. The water samples were incubated
for 28 days in the laboratory, with constant aeration and room temperature for the
development of algal density, analysis of taxonomic composition and ecological
succession. Afterthis period, the following techniques for microalgal isolation were used:
serial dilution, inoculation in Petri dish and selection by aging. Fifteen microalgae species
belonging to the classes Cyanobacteria, Dinophycean and Chlorophyceae were identified.
After 28 days of cultivation, it was observed that the species Lacunastrum gracillimum,
Scenedesmus quadricauda and Chlorella sp. maintained constant cell density during the
succession period. These belong to the Chlorophyta class and are commonly used in
studies and activities with biotechnological potential. The other microalgae did not show
significant cell density by the tukey test. The method of inoculation in petri dishes proved
to be more efficient, since it isolated five species of microalgae in isolated colonies,
namely: Scenedesmus acuminatus, S. quadricauda, Chlorella sp., Monoraphidium
contortum and Scenedesmus bernandii. The serial dilution methodology obtained a
positive result only for the isolation of Chlorella sp. and the aging technique obtained the
isolation of the Chlorella sp. and S. quadricauda. However, it is necessary to combine
these techniques to have a greater use of time and a reduction in costs for algal insulation.

Keywords: Isolation, ecological succession, algal flora, fish farming.
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1. INTRODUCAO

O cultivo demicroalgas coletadas em sistemas ndo axénicos tem como fase inicial
e crucial a identificacdo de grupo ou grupos taxonémicos potenciais e 0 seu isolamento
para obtencdo de um cultivo puro. O isolamento destes microrganismos pode representar
um desafio para muitos estudos, exigindo a combinacdo de diversas técnicas para o
sucesso do isolamento de uma ou mais células algais (ANDERSEN; KAWACHI, 2015).

O isolamento de microalgas em ambientes continentais dulcicolas possui vasta
riqueza biologica e taxondmica. Sua ocorréncia depende muito da sua capacidade
adaptativa em cada ambiente (WATANABE, 2005). Tais caracteristicas intrinsecas as
tornam também potencialmente aptas para utilizacdo em diferentesatividades produtivas,
como biorremediacdo de xenobidticos, bioprospeccdo de bioativos, extracdo lipidica para
producéo de biodiesel, suplementacdo alimentar, entre outras (SIRAKOV et al., 2015).

Para um isolamento bem sucedido é importante identificar as exigéncias ideais da
espécie gue se visa isolar, tais como: temperatura, exigéncia nutricional, pH, salinidade,
demanda de oxigénio e CO.. Tais caracteristicas podem ser obtidas da literatura ou em
experimentacdo controlada em laborat6rio. Tais conhecimentos tornam-se relevantes para
o cultivo in vitro desses microorganismos pois simulam as condicdes adaptativas 6timas
de cada grupo taxonémico (THOMPSON, 2006).

Diversas técnicas sao utilizadas no isolamento microalgal, como por exemplo a
separacao de células por suc¢do em microcapilares, diluicdo seriada do meio liquido,
semeadura em agar, separacdo fisica por centrifugacédo, e a sua eficiéncia vai depender
das caracteristicas de cada microalga (ANDERSEN; KAWACHI, 2015). As microalgas
produzem diversas substancias bioquimicas de elevado valor agregado (bioativos), que
podem ser utilizadas como matéria prima para combustiveis, alimentos, tratamento de
residuos, entre outros (MATA et al., 2010; ANSILAGO et al., 2016; RIZWAN et al.,
2018).

Segundo Rizwan et al. (2018) existem varios processos até a obtencdo da
biomassa, tais como o isolamento, identificacdo, cultivo, recuperacdo da biomassa e
extracdo do produto de interesse. O cultivo é uma das etapas fundamentais da producéo
de microalgas e quando se utilizam amostras selvagens, € comum a presenca de
zooplancton e outros microrganismos que podem contaminar o meio e reduzir a producéo

das células por predacdo, ou competicdo por recursos. Assim, é necessaria a adogao de
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filtragem da agua com o auxilio de redes de fitoplancton ou filtros que diminuam a
ocorréncia de outros microrganismos e/ou a utilizagdo de antimicrobianos seletivos
(GRETHER-BECK, 2008). Mesmo as microalgas apresentando alto potencial em ensaios
biotecnoldgicos, esta tecnologia ainda € limitada e pouco aplicada de modo que
tecnologias de isolamento, producdo e separacdo da biomassa destes microrganismos
ainda sdo pouco difundidas na literatura (ANSILAGO et al., 2016; CARVALHO et al.,
2012).

Neste aspecto, para que a tecnologia com microalgas seja ampliada é necessario
estudar métodosdeisolamento, identificacdo taxonémica, monitorar parametros do meio,
avaliar a cinética de crescimento, rendimento e colheita da biomassa algal, bem como a
capacidade de crescimento em ambientes residuais e contaminados O desenvolvimento
de processos eficazes de cultivo em larga escala com alta densidade celular é uma das
chaves, além da recuperacdo dabiomassa, para producao e a comercializagdo de produtos
secundarios, para 0 uso em processos de reducdo de impacto ambiental, utilizacdo na
aquicultura e em outras aplicacBes ecoldgicas (PULZ; GROSS, 2004; BARCELLOS et
al., 2012).

No caso da producdo aquicola, é necessario que sejam realizados estudos de
bioprospeccdo das microalgas presentes nos diferentes ambientes aquicolas, selecdo de
microalgas que possuem maior resiliéncia, maior rendimento de biomassa, plasticidade a
variacOes fisicas e quimicas. Este estudo pode trazer reduc¢des nos custos de producao da
piscicultura, incluindo a utilizagdo da biomassa para valorizacdo da atividade econdmica,
como na producdo de racdo, que é considerado um dos principais custos na atividade
aquicola (BOROWITZKA, 1997; MENDES et al., 2012; MONTALVAO et al., 2016).

As microalgas apresentam uma grande diversidade génica, fisiologica,
morfoldgica, além de possuirem diversas formas de reproducgdo, habitarem diferentes
ambientes, podendo ainda compartilhar o0 mesmo ancestral de plantas terrestres, como é
0 caso das microalgas pertencentes ao reino Plantae, porém ha ainda as pertencentes ao
dominio Procariota (BICUDO; MENEZES, 2017; BRODIE et al., 2017).

No caso do Mato Grosso do Sul, a produgdo aquicola vem crescendo e adquirindo
investimentos, visto principalmente como um meio de geracdo de rendaem propriedades
rurais e esta atividade é desenvolvida em sua maior parte em areas que nao possuem
capacidade produtiva de outros alimentos, além de contar com condi¢fes climaticas e

disponibilidade de recursos hidricos. Desta forma, o objetivo deste estudo foi foi isolar e
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identificar microalgas presentes em tanques de piscicultura, analisando a composicéao
taxondmica deste ambiente, realizando a sucess@o taxondmica das microalgas com maior
potencial biotecnologico para aplicacdo agroindustrial e avaliando técnicas de

isolamento.

2. METODOLOGIA
2.1. Coleta e Identificacdo das Microalgas

A agua para isolamento das microalgas foi coletadacom garrafa do tipo Van Dorn
(3 L) em tanques de piscicultura do tipo lonado, sistema semi-intensivo de criacdo de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) variedade GIFT, localizados no municipio de
Gloria de Dourados, MS. As coletas foram realizadas na parte inferior, superior e meio
do tanque, que possui 540,00 m? de area, 1,65m de profundiade e densidade de 7,4 kg
peixe/m3. A coleta foi realizada no més de Julho, no inverno, onde foi mensurada uma
temperatura média de 20 °C ao decorrer do més, segundo CEMTEC (Centro de
Monitoramento do Tempo e do Clima do MS).

As microalgas foram identificadas de acordo com chaves taxonOmicas
disponiveis: Bicudo e Menezes (2005), Ramos et al. (2015), Souza e Melo (2011) e
Sant’anna et al. (2006). Para identificacdo e contagem foram preparadas amostras em

camara de Neubauer (hemocitémetro) e microscopio optico.

2.2.Avaliacdo da Sucessdo Ecologica das Microalgas

A é4gua da producdo da piscicultura foi incubada em laboratério para o
desenvolvimento da densidade algal. Os cultivos foram mantidos em 3 frascos
erlenmeyers de 1000 mL, com sistema de cultivo estatico ndo axénico, aeracdo constante,
temperatura ambiente (22 + 2,0°C) e fotoperiodo controlado (12 h luz/12 h escuro) 2500
LUX. Os ensaios ocorreram durante 28 dias, com triplicatas retiradas a cada sete dias e
contadas em camara de Neubauer para obtencdo da densidade algal (SIPAUBA-
TAVARES; ROCHA, 2003).

A sucessdo ecoldgica dos taxons de microalgas foi estudada quantitativamente
considerando as mudangas na abundéncia de microalgas ao longo do processo de

colonizacdo. Esta analise foi aplicada para as 6 (seis) espécies mais abundantes
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encontradas, compreendendo uma representacao grafica da abundancia relativa para cada
dia de amostragem, calculada pela formula apresentada por Brower e Zar (1984): RNj =
Nj/ZN, onde “RNj” ¢ a abundancia relativa de uma espécie em um periodo sucessional
“y” (dia de amostragem), “Nj” ¢ a abundancia da espécie no periodo 5 e “XN” é a soma

daabundéancia da espécie em todos os dias de amostragem.

2.3. Isolamento das Microalgas

Os métodos utilizados para realizar o isolamento de microalgas e 0 seu emprego
depende das condicBes do laboratério e da espécie que se quer isolar (ANDERSEN,
2005). Os métodos utilizados para o isolamento de microalgas foram os seguintes
(OLIVEIRA, 2018):

1. O método de diluicdo seriada, realizado por meio de diluigdes sucessivas, com
0 objetivo de terminar com uma Unica célula ou pelo menos células da mesma espécie
num tubo;

2. Semeadura em placa de &gar, visto a capacidade de formagdo de colbnias e
maior facilidade em coletar cada coldnia separadamente;

3. O método de selecdo por envelhecimento, através da inducdo da
competitividade por meio do adensamento de microalgas por tempo prolongado

(aproximadamente seis meses).

2.4.Manutencao das Microalgas

As microalgas isoladas foram cultivadas em meio liquido sintético NPK
(CARVALHO etal., 2012) e meio solido. Para a preparacdo do meio de cultivo liquido
foi utilizado um meio sintético utilizando 1% de solucdo estoque de NPK. A solucédo
estoque de NPK foi preparada com a adicéo de 70 g de adubo quimico N:P:K (20-5-20 g
L1) em 1000 mL de &gua destilada, autoclavados a 121°C durante 20 minutos
(SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 2003). Para a preparacdo do meio de cultivo sélido foi
adicionado 1% da solucdo estoque e 10 g de agar bacteriologico em 1000 mL de agua
destilada, autoclavados a 121°C durante 20 minutos e posteriormente adicionado em
placas de Petri. Por fim foi realizado o plagueamento por semeadura das amostras
contendo microalgas. As placas foram mantidas em B.O.D. com sistema de cultivo

estatico ndo axénico, aeracdo constante, com temperatura e fotoperiodo controlados (22
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+2,0°C e 12 hluz / 12 h escuro) 2.500 LUX durante 28 dias. A cada quinze dias foi

realizado a repicagem das placas.
2.5. Analise de Dados

Para andlise de dados foi aplicado o teste de Levene de homogeneidade e
normalidade. Apos este, foi aplicada a analise de variancia (ANOVA) one-way, a fim de
verificar diferenga significativa por tratamento (5% de probabilidade) de densidade
relativa e tempo de cultivo e densidade algal, seguido do teste de Tukey, no programa de
estatistica GENES versdo DOS (Visual Basic 5.0).

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1.Coleta e Identificacao de Microalgas

Durante o periodo de 28 dias de inoculacdo daagua de producao de piscicultura foram
identificadas 15 espécies de microalgas. O desdobramento da composicdo taxonémica e
dadensidade algal média dos 28 dias de cultivo podem ser observados na Tabela 2.1. A
cianobactéria Aphanocapsa annulata apresentou maior densidade no sistema de

piscicultura, seguida pelas cloroficeas Chlorella sp. e Lacunastrum gracillimum.

Tabela 2.1. Desdobramento da composicado taxondmica da densidade (numero de células

x 10° mL-1) de microalgas autéctones de piscicultura cultivadas em laboratoério.

Taxon Densidade
Eukaryota
Plantae
Viridiplantae
Chlorophyta
Chlorophytina
Chlorophyceae
Sphaeropleales

Selenastraceae

Ankistrodesmus

Ankistrodesmus falcatus (Corda) Ralfs 1848 0,36 +0,09E
Kirchneriella
Kirchneriella lunaris (Kirchner) Mobius 1894 0,11+0,07F

Monoraphidium
Monoraphidium contortum (Thuret) Komarkova-Legnerova1969 0,47 +0,15E
Hydrodictyaceae
Lacunastrum
Lacunastrum gracillimum (West & G.S.West) H.McManus2011 4,47 +1,99 B¢
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Pediastrum
Pediastrum duplex var. gracillimum West & G.S.West 1895 3,64+1,40°P

Scenedesmaceae
Scenedesmus
Scenedesmus bernardii G.M.Smith 1916 0,36 +0,12F

Scenedesmus pectinatus Meyen 1829 0,25+0,15¢

Scenedesmus guadricauda (Turpin) Brébisson 1835 0,75 +0,09 PE

Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat 1902 2,04 £0,31 CbE

Trebouxiophyceae
Chlorellales
Chlorellaceae
Chlorella Beyerinck [Beijerinck], 1890, nom. cons. 7,06+1,728

Streptophyta

Charophyta

Zygnematophyceae
Zygnematophycidae
Desmidiales

Closteriaceae
Closterium
Closterium gracile Brébisson ex Ralfs 1848 0,11+0,07E

Chromista
Harosa (supergroup SAR)
Halvaria
Miozoa
Myzozoa
Dinozoa
Dinoflagellata
Dinophyceae
Gonyaulacales

Ceratiaceae

Ceratium F.Schrank, 1793 0,03+0,04EF

Prokaryota
Eubacteria
Negibacteria
Cyanobacteria
Cyanophyceae
Synechococcophycidae
Synechococcales
Merismopediaceae

Aphanocapsa
Aphanocapsa annulata G.B.McGregor 2007 10,75+2,814
Merismopedia
Merismopedia punctata Meyen, nom. illeg. 1839 1,31+0,74PE

Oscillatoriophycidae
Oscillatoriales
Coleofasciculaceae
Geitlerinema
Geitlerinema amphibium (C.Agardh ex Gomont) Anagnostidis 1,67 £0,73 °PE
1989

Legenda: Médias seguidas por mesma letra na coluna, ndo diferiram estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. F: 29.4817; DMS: 2.96981; P: <0,05
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https://www.algaebase.org/search/?genus=Scenedesmus

As cianobactérias sdo organismos que possuem uma excelente capacidade adaptativa,
devido as suas caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas, podendo colonizar diferentes
ambientes, sobrevivendo até mesmo em solos e interior de rochas, porém sdo mais
comuns em ambientes aquaticos (CALIJURI et al., 2006). O género cianoficea
Aphanocapsa, pertencente a familia Merismopediaceae, ocorre de forma colonial,
microscopico ou macroscéopica, com seu envelope mucilaginoso incolor e homogéneo e
se divide por fissdo binaria (BICUDO; MENEZES, et al., 2017).

O género Lacunastrum, pertencente a familia Hydrodictyaceae, € constituida
geralmente por quatro, oito ou até mesmo dezesseis células, que possuem lobos com
processos alongados, além e formarem col6nias planas. J& as microalgas do género
Chlorella séo caracterizadas por possuirem células esféricas, habitando principalmente o
plancton de &guas paradas (BICUDO; MENEZES, et al., 2017). As Chlorella possuem
alta concentracdo de carotenoides, antioxidantes, vitaminas, proteinas, acidos graxos,
sendo amplamente aplicadas na producdo de biocombustiveis ou como suplemento
alimentar (MORAIS JUNIOR et al., 2020).

As microfotografias e espécies das microalgas identificadas no sistema podem ser
visualizadas na Figura 2.1. Para a identificacdo destes organismos foram observadas
caracteristicas citomorfologicas, estruturais e morfométricas, sendo analisados: o
tamanho, formato e agregacao das células, presenca de mucilagem, além da utilizacdo de

nanquim para evidenciacao da bainha de mucilagem (CALIJURI et al., 2006).
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Figura 2.1. Microalgas provenientes de tanques de pisciculturaidentificadas durante 28 dias
de producdo em laboratério. Magnificacdo da microscopia 6ptica: 40 Xx. Legenda: a)
Ankistrodesmus falcatus (Corda) Ralfs 1848; b) Aphanocapsa annulata G.B.McGregor
2007; c) Ceratium F.Schrank, 1793; d) Chlorella Beyerinck [Beijerinck], 1890, nom.cons.;
e) Closterium gracile Brébisson ex Ralfs 1848; ; f) Kirchneriella lunaris (Kirchner) Mbius
1894; g) Lacunastrum gracillimum (West&G.S.West) H.McManus 2011; h) Monoraphidium
contortum (Thuret) Komarkova-Legnerova 1969; i) Merismopedia punctata Meyen, nom.
illeg. 1839; ) Geitlerinema amphibium (C.Agardh ex Gomont) Anagnostidis 1989; I)
Pediastrum duplex var. gracillimum West & G.S.West 1895; m) Scenedesmus bernardii
G.M.Smith 1916; n) Scenedesmus pectinatus Meyen 1829; 0) Scenedesmus quadricauda
(Turpin) Brébisson 1835; p) Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat 1902;

A evolugdo filogenética e sistematica das microalgas identificadas neste estudo
podem ser visualizadas nas Figuras 2.2 e 2.3, onde foram separadas nos dominios

Eukaryota e Procariota.
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Figura 2.2. Visao geral da evolucdo filogenética sistematica das microalgas encontradas nos tanques de pisciculturado Dominio Eukaryota. Legenda: 1) Dominio;
2) Reino; 3) Sub-reino; 4) Infrareino; 5) Filo; 6) Classe; 7) Ordem; 8) Familia; 9) Género; 10) Espécie.
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Figura 2.3. Viséo geral daevolucéo filogenética sistematica das microalgas encontradas
nos tanques de piscicultura do Dominio Procariota. Legenda: 1) Dominio; 2) Reino; 3)
Sub-reino; 4) Infrareino; 5) Filo; 6) Classe; 7) Ordem; 8) Familia; 9) Género; 10) Espécie.

3.2.Avaliacdo da Sucessdo Ecologica das Microalgas

As microalgas do filo Chlorophytina vém sendo amplamente empregadas em
ensaios de tratamento de aguas residuais e demais estudos de cunho (bio)tecnoldgico
(LEONG etal., 2018; SAAVEDRA et al., 2018; PENG et al., 2017). Por isso, buscou-se
avaliar a sucessao deste grupo, com as microalgas de maior abundancia durante o periodo
de cultivo (Figura 2.4). A cianoficea A. annulata apresentou a maior densidade durante o
periodo de cultivo, seguido pelo género Chlorella e pela microalga L. gracillimum (10,75;
7,06; 4,47 x10°mL"! respectivamente).
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Figura 2.4. Densidade relativa das microalgas de piscicultura no tempo sucessional de
28 dias e linha de tendéncia. Legenda: Andlise de variancia (p< 0,05) seguida pelo teste
Tukey em comparacdo entre as microalgas (letras mailsculas) e em comparagdo entre 0s
dias de cultivo (letras minusculas), onde letras iguais indicam médias estatisticamente
iguais e letras diferentes apresentam médias estatisticamente diferentes entre si. "S: ndo

significativo.

Na analise de sucessdo ecoldgica foi possivel observar que as microalgas
oscilaram na densidade relativa ao longo dos 28 dias de cultivo. No entanto, um padrao
observado e que foi comum para todas as microalgas foi um decréscimo no 14° diae uma
recuperacdo no 21° dia de cultivo, visto provavelmente a um ajuste ao meio de cultivo
(dgua da piscicultura) neste periodo. Esse ajusto pode ter ocorrido visto 0s nutrientes
provenientes da agua da piscicultura terem se exaurido e disponibilizacdo de nutrientes
pela lise celular do fito presente.

Segundo Macedo e Sipauba-Tavares (2010) reportaram que as microalgas
cloroficeas possuem abundancia em sistemas de criacdo de peixes, enquanto as
cianoficeas possuem maior dominancia, visto que estes sistemas possuem tendencia a
eutrofizacdo. Algumas espécies de microalgas, como a M. contortum, apresentaram um
desempenho intrinseco, hora com sua densidade reduzida e hora com recuperacdo da
densidade. Outras, como o género Chlorella sp. mantiveram-se constantes ao longo do

periodo de 28 dias. Esse padrdo segue a premissa da sucessdo ecoldgica segundo
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Townsend et al. (2010), onde as microalgas dominantes em densidade e com ocorréncia
durante todo periodo sucessional seriam mais indicadas para producdo em larga escala,
pois se adaptam com mais facilidade aos meios de cultivos naturais ou artificiais, além
de serem mais resistentes as variacdes do meio e a presenca de outras especies de
microalgas por competicdo. I1sso se observa nos resultados encontrados, visto que as
microalgas Chlorella sp. e M. contortum, que apresentaram dominéancia em densidade no
inicio do cultivo e se mantiveram, apesar da fase de ajuste no 14° dia. Desta forma, as
microalgas clor6fitas possuem maior vantagem econémica na producdo de biomassa, que

pode ser aplicada de inmeras maneiras, como ja ilustrado anteriormente.
3.3. Isolamento das Microalgas

Por meio datécnica de diluicdo seriada foi possivel isolar a microalga Chlorella sp.,
que também foi isolada por Cornélio (2012) por meio datecnica dedilui¢do seriada, onde
este observou uma maior abundancia deste microrganismo no seu cultivo algal. Esta
técnica também auxilia em metodologias de contagem celular, desde que seja feito o
controle das dilui¢Oes, possibilitando a quantificacdo de amostras com alta concentragéo
destes microrganismos (HALLEGRAEFF, 1995).

A técnica de isolamento em meio solido &gar consiste em inocular uma aliquota da
amostra contendo microlagas em placa de Petri contendo o meio de cultivo sintético com
adicdo de agar. Nesta metodologia ha formacao de coldnias monoalgais que facilitam o
isolamento. Porém, a contaminacgéo por fungos e bactérias pode atrapalhar o crescimento
das microalgas além de formar colénias (CORNELIO, 2012). Além disso, esta técnica
necessita de equipamentos e meios de cultivo com elevado custo, como incubadora do
tipo B.O.D., meio agar e em alguns casos antimicrobianos. A B.O.D. é muito importante
no processo, pois diminui o grau de contaminacdo das amostras e as mantém em
temperatura controlada.

Por meio desta técnica, foi possivel isolar as espécies Chlorella sp., S. acuminatus,
S. quadricauda, S. bernardii e M. Contortum. Contudo, a taxa de contaminagdo por
fungos foi elevada, necessitando do descarte dealgumas placas. E provavel que os fungos
estivessem em laténcia na agua e se desenvolveram quando a aliquota contaminada foi
inoculada em &gar e na presenca de nutrientes e temperatura controlada, houve o
favorecimento do crescimento de fungos. Uma das formas mais comuns para se livrar de

contaminacgdes fungicas e também bacterianas € o uso de antimicrobianos, como o
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antifungico anfotericina b e antibidticos como a estreptomicina (GRETHER-BECK,
2008). Porém os atibidticos acabam aumentando o custo de producdo, além de ndo
permitir que seja visualizado qual espécie de microalga possui maior competitividade e
resisténcia em meios ndo axénicos.

A técnica de envelhecimento tem como principal fator a inducdo da selecéo e
competitividade entre espécies de microalgas durante um prolongado periodo de tempo.
Inicialmente observa-se um aumento na densidade algal, devido a variada diversidade de
microrganismos presentes na amostra. Apds o periodo estipulado pode-se observar que
determinados grupos e espécies se sobrepBe sobre as demais que estavam presentes
inicialmente. A desvantagem desta técnica consite no elevado periodo de tempo que é
exigido para conseguir um resultado satisfatorio. Também houve contaminacdo de
algumas amostra por protozoarios. Também pode-se observar a formacdo de biofilmes
nas paredes dos recipientes utilizados nesta técnica (OLIVEIRA, 2018).

Através desta metodologia, foi possivel observar a predominancia do género
Chlorella sp. e da espécie S. quadricauda ao final do periodo de envelhecimento, se
mostrando microalgas extremamente competitivas com maior resisténcia a fatores fisicos
e quimicos e com elevada competitividade quando comparada as demais espécies
(CAZZANIGA etal., 2014).

4. CONSIDERACOESFINAIS

Foi possivel identificar 15 espécies de microalgas durante o processo de cultivo
dos microrganismos presentes na piscicultura, dentre elas, representantes dos géneros
Cyanobacteria e Dinophycean e ao filo Chlorophytina. Para a analise de sucessdo
ecoldgica, o filo Chlorophytina foi considerado o grupo com alto potencial de aplicacao
biotecnoldgica, com destaque as microalgas L. gracillimum, S. quadricauda e Chlorella
sp. que mantiveram uma constancia na densidade celular. Ambas espécies foram as mais
resistentes as alteracdes de meios e presenca as demais linhagens, sendo indicadas na
producdo de biomassa em larga escala para melhor aproveitamento. A técnica de
isolamento de microalgas, por meio do metodo de inoculagcdo em placas de petri foi mais
eficiente, isolando as espécies S. acuminatus, S. quadricauda, Chlorella sp., M.
contortum e S. bernandii. Atécnica deenvelhecimento apresentou resultados satisfatérios
no isolamento de duas microalgas, a S. quadricauda e a Chlorella sp., contudo o tempo

demandado foi maior para o isolamento. Seria prudente associar ambas as ténicas para
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uma maior reducdo do tempo e dos custos dos processos empreendidos, assegurando

técnicas mais econdmicas.
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CAPITULO3. CULTIVOE CARACTERIZACAO DA MICROALGA Chlorella
sorokiniana E SUAS PROPRIEDADES NUTRICIONAIS

Resumo:

Devido as diversas aplicabilidades da biomassa de microalgas, as mesmas vem sendo
objeto de estudo em diferentes areas de pesquisa. Uma das vantagens relacionadas as
microalgas é a elevada producéo de bioativos que podem ser utilizados na suplementacao
humana e animal. O objetivo deste estudo foi realizar o cultivo da microalga Chlorella.
sorokiniana e caracterizar as propriedades nutricionais da mesma em meio de cultivo
N:P:K (20:05:20) enriquecido com vinhaga de cana-de-agucar. A microalga foi cultivada
no laboratério em garrafas de polietileno tereftalato com capacidade de5 L-1,temperatura
ambiente (22 = 2,0°C), iluminagdo controlada (2.500 LUX), sistemas de aeragdo
constante ndo axénico. A biomassa da microalga foi centrifugada, seca em estufa e
analisada a composicdo proximal e dos micro e macronutrientes. A biomassa da
microalga C. sorokiniana apresentou elevada concentracdo de proteina,
aproximadamente 58%, seguido por carboidratos (16,14%) e lipideos (14.97%). Ja na
composicdo elementar, 0 macronutriente que apresentou maior quantidade foi o ferro
(Fe), com valor de 882,6 mg k1. Estes resultados mostram que esta microalga pode ser
utilizada como uma base para suplementacdo nutricional humana e animal,
principalmente em dietas ricas em proteinas.

Palavras-chave: Chlorophyta; Biomassa algal; Composicdo proximal; Micro e
macronutrientes.
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CULTIVATION AND CHARACTERIZATION OF MICROALGA Chlorella
sorokiniana AND ITS NUTRITIONAL PROPERTIES

Abstract:

Due to the diverse applicability of microalgae biomass, they have been the object of study
in different research areas. One of the advantages related to microalgae is the high
production capacity of bioactives that can be used in human and animal supplementation.
The aim of this study was to cultivate the microalgae Chlorella sorokiniana and
characterize its nutritional properties in N:P:K (20:05:20) culture medium enriched with
sugar cane vinasse. The microalgae was grown in the laboratory in terephthalate
polyethylene bottles with a capacity of 5 L1, room temperature (22 + 2,0°C), controlled
lighting (2.500 LUX), non-axenic constant aeration systems. The biomass of the
microalgae was centrifuged, dried in an oven and the proximate composition of micro
and macronutrients was analyzed. The biomass of C. sorokiniana microalgae showed a
high concentration of protein, approximately 58%, followed by carbohydrates (16.14%)
and lipids (14.97%). Inthe elemental composition, the macronutrient that showed amount
was iron (Fe), with a value of 882.6 mg k1. These results show that this microalgae can
be used as a basis for human and animal nutritional supplementation, especially in high
protein diets.

Keywords: Chlorophyta; Algal biomass; Centesimal composition; Micro and
macronutrients.
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1. INTRODUCAO

As microalgas vém sendo cultivadas em diferentes paises, sendo aplicadas nos
mais variados ramos da indUstria devido as suas diversas propriedades biotecnoldgicas
(DERNER et al. 2006). A sua biomassa pode ser utilizada na producdo de alimentos
naturais e funcionais, como aditivo alimentar, na alimentagcdo humana, na aquicultura, no
condicionamento de solos, na indUstria de cosmeéticos, na industria farmacéutica, na
producdo de biocombustiveis e no tratamento de aguas residuais (RIZWAN et al. 2018).

Vérios estudos estdo relatando o potencial uso das microalgas em diversas
aplicacdes biotecnoldgicas (ANSILAGO etal. 2016; CARVALHO etal. 2012). Porém,
na producdo de microalgas em escala de laboratorio, h4& um controle das variaveis
referentes ao cultivo, como luminosidade, pH, temperatura e controle de contaminacao
por outros microrganismos e favorecem uma maior velocidade de crescimento e produgéo
de biomassa das microalgas.

Os cultivos de microalgas também podem ocorrer em tanques rasos a céu aberto,
sob condicBes naturais, com baixo ou nenhum controle das variaveis de cultivo, com
agitadores mecénicos. Alguns cultivos também podemser realizados em fotobiorreatores,
que sao sistemas fechados, com controle de varidveis e sdo realizados em reatores de
plastico, policarbonato ou vidro, aumentando assim o rendimento do cultivo e da
producdo de biomassa algal (DERNER et al. 2006).

Dentre as microalgas de destaque, o género Chlorella é reconhecido por englobar
microalgas verdes, amplamente utilizadas para a suplementacdo e nutricdo humana e
animal (SATHASIVAM et al., 2019). A espécie Chlorella sorokiniana é uma microalga
de tamanho pequeno (4,5 pum), que apresenta alta taxa de duplicacdo e consequente
producdo de biomassa, possui vantagem competitiva frente outras espécies, além de
conseguir se reproduzir em sistemas de producdo mixotréficos (LIZZUL et al., 2014).

Estes microrganismos podem ser cultivados com métodos simples e baixo
controle de varidveis ambientais e, mesmo assim, apresentar alta produtividade, se
comparada a uma planta oleaginosa; elas apresentam crescimento exponencial mesmo
que cultivadas em areas ndo agriculturaveis, empregando aguas residuais para sua
nutricdo celular (WU et al., 2012). Dentre um dos residuos que podem ser utilizados na

biodigest&o para obtencao de biomassa microalgal esta a vinhaga, residuo da producéo de
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etanol de cana-de-agucar, que apresenta um potencial impacto poluente ao meio ambiente
(FERREIRA etal., 2018; SANTANA etal., 2017; RAMIREZ et al., 2014).

Visto que as microalgas possuem uma alta plasticidade e uma variabilidade
metabdlica bem desenvolvida, elas conseguem se adaptar a diferentes condicdes e
diferentes meios de cultivo, podendo assim ser classificadas em diferentes grupos de
acordo com a forma que elas obtém carbono e energia, entre elas: fotoautotrofico,
heterotréfico e mixotrofico (FRANCO et al., 2013).

Uma caracteristica de grande importancia em relagdo a C. sorokiniana € o
potencial de geracdo de biomassa (MORITA et al., 2000). Em um estudo realizado por
Matsukawa et al. (2000), foi possivel observar uma biomassa de C. sorokiniana
constituida de: 68,5 % de proteina, 11,9% de carboidratos e 10% de lipideos. Ainda de
acordo com Matsukawa et al. (2000) a microalga C. sorokiniana apresentou teores
elevados dos antioxidantes de luteina e B-caroteno, 4300 e 600 ug g1, respectivamente.

A partir do desenvolvimento de novas tecnologias para o reaproveitamento da
biomassa de microalgas, tem havido avangos nos processos de purificagcdo, obtengéo de
extratos e\ou produtos biotecnoldgicos, cosméticos, farmacéuticos e industriais como
biodiesel, pigmentos, proteinas, lipideos, carboidratos, vitaminas, antioxidantes, acidos
graxos poli-insaturados, carotenoides, ficobilinas, polissacarideos, vitaminas, esterois e
diferentes compostos bioativos naturais que sdo produtos funcionais de alto valor
alimenticio e funcional (BRENNAN; OWENDE, 2009) e, até na producéo de racdo para
alimentagcdo de peixes e outros animais domésticos. Considerando este aspecto a, o
presente estudo avaliou a cinética de crescimento e a composi¢cdo da microalga C.
sorokiniana cultivada em meio com fertilizante agricola NPK enriquecido com vinhaca

de cana-de-agucar.

2. METODOLOGIA

2.1. Cultivo da Microalga Chlorella Sorokiniana

Foram utilizadas cepas da microalga C. sorokiniana (Trebouxiophyceae)
adquirida da Fundacdo André Tosello (Ref.211-32; CTT 7727; IBVF 211-32, University
of Seville, Spain), cultivada in vitro no laboratério do Centro de Pesquisa em
Biodiversidade (CPBio) na Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS). A

microalga foi cultivada em garrafas de polietileno tereftalato (PET) com capacidade de 5
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litros, e suplementada com fertilizante quimico NPK (SIPAUBA-TAVARES; ROCHA,
2003; CARVALHO etal., 2012) e vinhaca, mantida em sistema de cultivo estatico ndo
axénico, com aeracdo constante, temperatura ambiente (22 + 2,0°C) e fotoperiodo
controlado (12 h luz/12 h escuro — 2.500 LUX) durante 13 dias.

A solucéo estoque NPK foi preparada com 0,70 g.L-! de adubo quimico N:P:K
(20-5-20) para cada 1000 mL (ANSILAGO et al.,, 2016; SIPAUBA-TAVARES;
ROCHA, 2003). Para suplementacdo foram adicionados 1% de vinhaca de cana-de-
acucar concentrada e 1% da solugdo estoque de NPK, ambas sobre a aliquota total de
2000 mL. O NPK consiste em 20% de nitrogénio (N), 5% de pentédxido de fosforo (P 20s)
e 20% de 6xido de potassio (K20). O pH inicial do meio de cultura foi ajustado em 8,0.
Na preparacdo da solucdo inicial utilizou-se uma proporcao entre 80% e 20% (v/v) do
meio de cultivo e o in6culo de microalga, respectivamente.

Foram monitorados também a cada dois dias os valores de pH. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos comparadas
pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade de erro, por meio do programa
estatistico GENES.

O crescimento das microalgas foi monitorado a cada dois dias por
espectrofotometria utilizando o espectrofotémetro UV-VIS Bel Photonics para aferir a
densidade Optica por meio da absorbancia (686 nm). Para a regressdo da densidade ética
para densidade celular (nGmero células x 10° mL-1), foi utilizada a Equacdo 1 (NUNES
et al., 2020):

DC = (15,602xNDO) + 5,1905
(Equacéo 1)
Onde: 15,602: constante de regressao;
NDO: variavel independente (densidade Optica);

5,1905: coeficiente de regressao.

2.2.Analise Proximal

Inicialmente, foi realizada a coleta da biomassa algal por decantacéao térmica (7,0
+ 1,5 °C) direto nos galdes de cultivo. Posteriormente, a biomassa decantada passou por
centrifugacdo a 3500 rpm (840 g) por 10 minutos. O pellet obtido na centrifugacao foi

submetido a secagem na estufaa 70 °C até peso constante.
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A anélise de fibra bruta foi realizada seguindo a metodologia da portaria 108 do
Ministério da Agricultura (BRASIL,1991). A anélise de proteina, umidade e cinzas foi
realizada seguindo metodologia do Instituto Adolfo Lutz — método 036/1V (2005). A
andlise de carboidratos foi realizada por diferenca entre 100 (percentual total) e o
somatorio dos percentuais encontrados para umidade, cinzas, proteinas, fibras e lipideos.
A determinacdo de lipideos foi realizada pelo método a frio, segundo Bligh e Dyer (1959).

2.3.Analise de Micronutrientes e Macronutrientes

As analises demicro e macronutrientes foram realizados por absorcéo atdmica por
meio da biomassa seca da microalga C. sorokiniana e de vinhaca (AOAC, 1995). Para
andlise de Micro e Macronutrientes foi adotada a seguinte metodologia: foi pesado
aproximadamente 100 mg L -1 daamostra (em duplicatas), colocadas no tubo digestor de
micro-ondas e adicionado 5 mL L - de &cido nitrico (HNO3)e3 mL L ! de peréxido de
hidrogénio (H202). A mistura foi mantida em repouso por um periodo de 15 minutos para
reacdo da amostra/mistura &cida. Apos esse periodo, os tubos foram tapadose conduzidos
ao digestor de micro-ondas para digestdo completa da amostra conforme parametros
descritos na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Curva programada para digestdo das amostras.

Temp P Ramp Time Power Temp
(°C) (min) (min) (w) (°C)

1 170 35 5 5 60

2 190 35 2 10 80

3 210 35 2 15 90

4 50 35 0 0 0

5 50 35 0 0 0

Apos a digestdo completa da amostra, a mistura acida foi transferida para baldo
volumetrico e completado o volume para 25 mL. As leituras foram feitas em ICP-OES
usando curva padrao multielementar. Todas as andlises foram realizadas em triplicata. Os
resultados foram apresentados com valor + desvio padréo. Todas as solugdes usadas nas

digestdes foram de padrdo analitico (PA).
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO
3.1.Cultivo da Microalga Chlorella sorokiniana

Na Figura 3.1 pode-se observar a microscopia 6pticadamicroalga C. sorokiniana.

Figura 3.1. Microscopia Optica da microalga Chlorella sorokiniana no aumento de 40 x.

A microalga C. sorokiniana apresentou uma curva de crescimento ascendente
discreta ao longo dos 13 dias de cultivo (Figura 3.2). Nos dias 11 e 13 de cultivo foi
observado valores significativamente mais elevados que os demais. Por outro lado, o pH
do meio de cultivo apresentou uma tendéncia oposta, com valores proximos a 9,0 nos

primeiros dias de cultivos e acidificacdo proximo a 6,0 no ultimo dia.
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Figura 3.2. Perfil de crescimento damicroalga Chlorella sorokiniana e variacdo do pH.
Legenda: Foi realizada para a densidade celular a Analise de variancia (p< 0,05) seguida
pelo teste Tukey em comparacdo nas colunas (dias) onde letras iguais indicam médias
estatisticamente iguais e letras diferentes apresentam médias estatisticamente diferentes

entre si.

Uma caracteristica das microalgas é a plasticidade, podendo se adaptar em
diferentesambientes ou ajustando algumas condicdes para o seu melhor desenvolvimento
(JUNTILA et al. 2015; CARVALHO et al. 2012). O meio de cultivo é constituido de
diversos elementos, dentre eles o Nitrogénio presente tanto no NPK quanto na vinhaga,
que tem a caracteristica de acidificar o meio, possibilitando uma vantagem a microalga,
visto que a acidificacdo do meio pode ser utilizada como método de controle de possiveis
competidores. Assim, pode-se deduzir que a microalga C. sorokiniana foi capaz de se

adaptar as caracteristicas do meio em seu proprio beneficio.
3.2. Anélise Proximal

A biomassa da microalga C. sorokiniana apresentou aproximadamente 58% de

proteina, seguido por 16,14% de carboidratos e 14.97% de lipideos (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Composicao proximal (%) damicroalga Chlorella sorokiniana em

comparagdo com microalgas avaliadas em outros estudos. *n/i: ndo informado.

Composicao (% w/w, biomassa seca)

S ©

© = ] 5} fery

= < 2 3 A= 2 S 3 :

Microalgas -?, & - S ) _-‘-f Q E ‘G

2 O o 2 0 £ o3 a2

= o - e ) =0

O L
Chlorella 16,14 5,13 0,73 1498 57,88 5,14 NPK e Este
sorokiniana +0,08 +0,09 0,07 +0,83 0,99 0,11 | vinhaga estudo
Chlorella
sorokiniana,
Chlorella Costanzo
minutissima, 17 134 i 6 34,6 5.2 BG 11 etal. 2016
Scenedesmus
bijuga
Spirulina . Costanzo
platensis 16 8,0 ) 58 49,2 6.6 ni etal. 2016
Chlorella i ) i - Diprat
sorokiniana 6.8 61 4.8 i etal. 2020
Nannochloropsis 12.4 8.9 ) 19,05 364 3.1 n/i* Tangetal.
sp. 2016

Uma série de estudos mostram que as diferencas apresentadas na composi¢cdo
proximal das biomassas algais estdo associadas aos diversos meios de cultivo que sdo
utilizados, que vdo desde formulacBes quimicas proprias para cada microalga até
fertilizantes quimicos utilizados na agricultura, como o NPK, residuos agroindustriais,
como a vinhaca e efluentes da suinocultura, algo que foi verificado no presente estudo.

As microalgas tendem a produzir dois grandes grupos de metabolitos, sendo o
primeiro grupo conhecido como metabolitos primarios ou macromoléculas, que incluem
os lipideos, proteinas e glicidios. O segundo grupo é caracterizado pelos compostos
quimicos, ou também conhecido como metabolitos secundarios, e podem ser produzidos
durante o crescimento celular ou em situacdes de estresse (SIMOES et al., 2004). Nossos
resultados, os niveis proteicos obtidos foram elevados, o que justicaria futuras
investigacdes do uso dessa linhagem como potencial fonte de suprimento alimentar.

Microalgas do género Chlorella ja vem sendo investigadas pelas suas

propriedades nutricionais, desde 1940, visto que a sua biomassa se apresenta como uma
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fonte de proteinas, lipideos, carboidratos, compostos vitaminicos entre outros. Assim, o
género Chlorella é classificado como GRAS (Generally Recognized as Safe) pelo FDA
(Food and Drug Administration) que é uma agéncia federal do Departamento de Salde e
Servigos Humanos dos Estados Unidos, o que significa que esta pode ser utilizada como
alimento sem prejuizos a saude humana (COSTA et al., 2006; ANDRADE; COSTA,
2008).

3.3.Analise de Micronutrientes e Macronutrientes

A composicdo de micro e macronutrientes da Vinhaga pode ser visualizada na
Tabela 3.3.

Tabela 3.3. Composicdo de micro e macronutrientes quimicos presentes na vinhaca.

Vinhaga
Elemento (mg /kg)
Cromo (Cr) 20,53+ 1,20
Fésforo (P) 13+1,00
Célcio (Ca) 14,75 + 0,050
Magnésio (Mg) 2,52 £ 0,80
Potassio (K) 8,88+ 0,20
Ferro (Fe) 9.360 + 2,80
Manganés (Mn) 141,7 £ 2,10
Cobalto (Co) 8,744 £1,00
Cobre (Cu) 49,96 + 2,20
Sédio (Na) 2,4+0,10
Zinco (Zn) 57,17+ 0,20
Nitrogénio (N) 20+ 0,20

Como pode ser visualizado na Tabela 3.4, a composicdo elementar da biomassa
de C. sorokiniana é majoritariamente composta por Ferro, o que pode ser amplamente
aproveitado em formulagbes para suplementacdo alimentar. O ferro também possui
elevada importancia para a célula algal, visto que sua deficiéncia na célula pode limitar a
atividade fotossintética, ocorrendo um declinio na presenca de clorofila, inibindo assim o

cultivo das microalgas (WANG et al., 2020). A recomendagdo didria de zinco na

52



alimentacdo humana esta entre 8 e 11 mg/dia o que também ressalta a quantidade

encontrada nesse estudo.

Tabela 3.4. Composigdo de micro e macronutrientes quimicos presentes na microalga

Chlorella sorokiniana.

Micro e macronutrientes (mg kg1)
Cromo (Cr) 17,82 + 17,82
Faésforo (P) 28,9+ 0,90
Célcio (Ca) 5,68 + 0,80
Magnésio (Mg) 7,06 £ 0,30
Potassio (K) 18,72 + 0,40
Ferro (Fe) 882,6 = 1,50
Manganés (Mn) 34,01+1,40
Cobalto (Co) 3,022 £1,10
Cobre (Cu) 6,157 £ 0,20
Sédio (Na) 10,48 £ 0,40
Zinco (Zn) 44,52 + 0,80

As microalgas precisam de alguns nutrientes para seu desenvolvimento, sendo
constituidas majoritariamente com os seguintes macronutriente: C, N, O, H, P, Ca, Mg, S
e K. Ja na questdo dos micronutrientes, geralmente requerem Fe, Mn, Cu, Mo e Co
(GUILLARD, 1975).

Bertoldi et al. (2008) realizaram o cultivo da microalga Chlorella vulgaris em
solucdo hidropénica residual e ao analisarem a composicdo elementar encontraram
valores de 320 mg 100 g de ferro e 23,6 mg 100 g-! de zinco, valores superiores aos
encontrados neste trabalho. Esta diferenca pode estar relacionada ao elevado potencial
das células de microalgas em adsorver e absorver nutrientes do meio, visto que a solucéo
nutricional para cultivo hidropdnico contém uma riqueza de nutrientes, entre eles 1,95
mg L-1de Fe, 0,11 mg Lt de Zn. Convém ressaltar as concentracdes de ferro em relagéo
as principais fontes convencionais, como as carnes vermelhas e as visceras, sendo o

figado o mais importante, com valores entre 8 a 10mg 100gt (MARTINEZ et al., 1999)
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Com isso, as composi¢Ges do meio de cultivo sdo muito importantes para definir
a composicdo de bioativos para fins especificos na bioprospec¢do das microalgas. Os
elementos tracos sdo essenciais no funcionamento do metabolismo algal. A falta ou
quantidades excessivas destes podem alterar a producdo da biomassa algal, bem como
alterar a producdo de determinados bioativos. Cultivos que apresentem restricdo na
quantidade de fésforo e nitrogénio podem acarretar em um estresse celular, diminuindo o
conteddo proteico e acumulando lipideos no contetdo celular (STEPHENSON et al.,
2010). O aumento do percentual lipidico da microalga a coloca como potencial candidata

para extracdo de 6leos essenciais e producéo de biodiesel.

4. CONSIDERACOESFINAIS

O cultivo da microalga C. sorokiniana nas condicGes de cultivo apresentadas
utilizando um fertilizante agricola (NPK) e um residuo agroindustrial (Vinhaca) torna-se
uma alternativa sustentavel e viavel para a producdo de biomassa rica em propriedades
nutricionais, com alto teor proteico e de ferro.

A busca por meios alternativos e que aproveitem residuos industriais, reduz gastos
na producédo de biomassa algal, visto que geralmente meios quimicos para producao séo
caros e algumas vezes de dificil acesso. Assim, além de otimizarem a presenca de alguns
componentes bioativos da célula algal, os meios alternativos podem ser utilizados para
potencializar a producdo de biomassa. Desta forma, a biomassa algal pode ser utilizada
em diversas aplicacfes biotecnoldgicas, como na suplementacao na alimentacdo humana

e animal.
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CAPITULO 4. AVALIACAODE POLIMEROS ORGANICOS E SINTETICOS
PARA RECUPERACAO DE BIOMASSA ALGAL

Resumo:

A biomassa de microalgas vem ganhando destaque por sua gama de aplicabilidade
biotecnoldgica. Porém, a recuperacdo dasua biomassa no meio liquido ainda € um desafio
tecnolégico e econébmico. Assim, o presente estudo buscou avaliar a eficiéncia de
floculantes organicos e sintéticos (polimeros) para recuperacdo da biomassa damicroalga
Chlorella sorokiniana. Adotou-se os métodos do ponto de carga zero (pHpcz) e Jar Test
para avaliar a floculacdo de cada polimero adotado no estudo. O ensaio do pHpcz foi
realizado por meio da metodologia dos onze pontos modificadaem triplicata e mantidas
em mesa agitadora do tipo shaker (100 rpm) por 24 horas a temperatura constante (25°C).
Para avaliar a eficiéncia de floculagcdo foram adicionadas diferentes concentrages dos
polimeros no cultivo de microalgas, seguido da metodologia de Jar Test. As amostras
foram filtradas e a partir do sobrenadante foi medida a eficiéncia de floculagdo por
absorbancia (OD685nm). O valor do pHpcz damicroalga C. sorokiniana foi de 5,33. O
polimero que apresentou maior proximidade com o pHpcz da microalga foi 5,23 para
Moringa oleifera. Para os demais foi observado 8,62 para Cereus jamacaru, 6,45 para
carboximetilcelulose (CMC), 8,72 para Praestol, 4,97 para Stryphnodendron adstringens,
8,62 para quitosana e 4,05 para 0 TMT. O polimero com maior eficiéncia de floculacdo
também foi M. oleifera com 100% de recuperacdo. Os demais polimeros apresentaram
97,17% de recuperagdo para Praestol™, 95,28% para Tanfloc MT, 80,38% para
quitosana, 13,92% para S. adstringens, 4,42% para biomassa seca e 2,53% para extrato
de C. jamacaru, e 0% para CMC. Assim foi possivel inferir que estes métodos sdo
complementares e que a semente de M. oleifera, floculante natural, com potencial de uso
na alimentacdo humana e animal, se mostrou o polimero mais indicado para ser utilizada
como floculante para recuperacdo da biomassa algal da C. sorokiniana.

Palavras-chave: Recuperacdo de biomassa; Microalgas; Quimica de superficie.
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EVALUATION OF ORGANIC AND SYNTHETIC POLYMERS FOR ALGAL
BIOMASS RECOVERY

Abstract:

The microalgae biomass has been gaining prominence due to its range of biotechnological
applicability. However, the recovery of its biomass in the liquid medium is still a
technological and economic challenge. Thus, the present study sought to evaluate the
efficiency of organic and synthetic flocculants (polymers) for recovering the biomass of
the microalgae Chlorella sorokiniana. The zero load point (pHrcz) and Jar Test methods
were used to evaluate the flocculation of each polymer adopted in the study. The pHpcz
test was performed using the eleven-point methodology modified in triplicate and
maintained on a shaker-type shaking table (100 rpm) for 24 hours at constant temperature
(25°C). To evaluate the flocculation efficiency, different concentrations of polymers were
added inthe microalgae culture, followed by the Jar Test methodology. The samples were
filtered and from the supernatant the flocculation efficiency by absorbance (OD685nm)
was measured. The pHpcz value of microalgae C. sorokiniana was 5.33. The polymer that
showed greater proximity to the pHpcz of the microalgae was 5.23 for Moringa oleifera.
For the others, 8.62 was observed for Cereus jamacaru, 6.45 for carboxymethylcellulose
(CMC), 8.72 for Praestol, 4.97 for Stryphnodendron adstringens, 8.62 for chitosan and
4.05 for TMT. The polymer with the highest flocculation efficiency was also Moringa
oleifera with 100% recovery. The other polymers showed 97.17% recovery for
Praestol™, 95.28% for Tanfloc MT, 80.38% for chitosan, 13.92% for S. adstringens,
4.42% for dry biomass and 2.53% for extract of Cereus jamacaru, and 0% for CMC.
Thus, it was possible to infer that these methods are complementary and that the seed of
M. oleifera, a natural flocculant, with potential for use in human and animal nutrition,
proved to be the most suitable polymer to be used as a flocculant for the recovery of algal
biomass from Chlorella sorokiniana.

Keywords: Biomass Recovery; Microalgae; Surface chemistry.
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1. INTRODUCAO

A producdo de microalgas possui uma caracteristica marcante, pois estes
microrganismos apresentam producdo de biomassa de 2 a 10 vezes mais rapida que
qualquer sistema de cultivo terrestre, conferindo a estes microrganismos maior taxa de
reposicdo (SAYRE, 2013). Porém, uma das dificuldades encontradas na producdo das
microalgas é a recuperacdo da biomassa, visto que as mesmas apresentam tamanho
microscopico, baixa capacidade de sedimentacdo, além da maioria ndo possuir
caracteristica de agrupacdo celular (RAWAT et al., 2013). Dessa forma, 0s processos
comumente empregados para separar a biomassa do meio liquido podem se tornar
onerosos ou inadequados para os fins que se destinam.

Alguns métodos j& sdo empregados para realizar a recuperacdo da biomassa algal,
como separacdo fisica por centrifugacdo, sedimentacdo por gravidade, eletrofloculacao,
floculagdo quimica, entre outras (RAWAT et al., 2013; KIM et al. 2015; LI et al., 2020).
A centrifugacdo é um método fisico que por meio de uma forga centrifuga permite a
separacao de particulas com base na diferenca de densidade entre elas, o qual apresenta
alta eficiéncia e viabilidade técnica, apesar de apresentar alto custo de operacdo (LI et al.,
2020; NAJJAR; ABU-SHAMLEH, 2020). A sedimentacdo por gravidade ocorre por
meio dadiferenca de densidade entre 0 meio e as células algais, sendo de facil operacéo,
porém ha um longo tempo de operacdo (LI et al., 2020) onde a taxa de sedimentacgdo é
dada pela Lei de Stokes, sendo considerado o diametro e a velocidade da particula,
densidade do meio e da particula e viscosidade do meio. Este método é aplicado para
microalgas com alta densidade celular, porém o tempo gasto pode torna-lo pouco
eficiente, sendo necessario a adicdo de floculantes para acelerar o processo
(KWIETNIEWSKA et al., 2012). A eletrofloculacdo se da& por meio de eletrodos
carregados positivamente que s@o inseridos no meio liquido neutralizando as cargas
negativas das microalgas e assim possibilitando a formagdo de agregados (ROY;
MOHANTY, 2019).

Dentre os métodos de recuperacdo dabiomassa algal, a floculagdo ainda é um dos
métodos mais utilizados, visto o baixo custo econémico e energético, viabilidade da
técnica e alta eficiéncia. Porém a contaminacdo residual dos elementos quimicos
utilizados na floculacdo pode comprometer a qualidade da biomassa (GERCHMAN et
al., 2017). O processo de floculacdo é marcado pela acdo de um floculante, que provoca

agregacdo de particulas em flocos (BALTAR, 2010). Este é um processo fisico-quimico
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utilizado para unir coloides e particulas dissolvidas em flocos maiores, sendo
posteriormente sedimentada pela gravidade (LICSKO, 1997; KAWAMURA, 1996;
NUNES, 2004). Os polimeros inorganicos, quimicos e sintéticos vem sendo amplamente
estudados visto a sua eficiéncia em facilitar o processo de floculagdo (CHRISTENSON;
SIMS, 2011), porém, os mesmos acabam sendo residuais ao meio e a biomassa algal, o
que pode inviabilizar posterior comercializacdo do material floculado para determinados
fins (HANSEL; RIEFLER E STUART, 2014; LEE et al., 2009).

Os floculantes naturais apresentam caracteristicas vantajosas quando comparados
aos floculantes sintéticos no processo de recuperacdo da biomassa algal. Dentre as
vantagens destaca-se o fato de serem atdxicos, apresentando baixa sensibilidade a
diferentes pH do meio e a necessidade de uma dosagem inferior quando comparado com
floculantes inorganicos (GRIMA et al., 2003; UMMALYMA, 2017). Sendo assim, a
utilizacdo de polimeros organicos se torna uma alternativa eficiente no processo de
separacao da biomassa algal, em especial os provenientes de diferentes espécies vegetais
que sdo facilmente encontrados e com prego geralmente mais acessiveis (UMMALY MA,
2017).

Apesar dos estudos disponiveis na literatura com o emprego de diferentes agentes
floculantes, a escolha do método adequado de avaliagdo é muito importante. Alguns
métodos sdo complementares ao estudo da floculagdo, como o potencial zeta, que
determina o potencial no plano de deslizamento/cisalhnamento de uma particula coloidal
se movendo sob o campo elétrico (BHATTACHARJEE, 2016). Quanto maior o potencial
zeta, maior a probabilidade de se ter um meio estavel, onde as particulas carregadas se
repelem, diminuindo a eficiéncia do processo de floculagdo (BULATOVIC,2007). Outro
método utilizado é o ponto isoelétrico (PIE), que corresponde ao valor de pH onde o
potencial zeta se apresenta nulo, assim quando o pH do meio estd proximo ao PIE, ha
maior possibilidade de aglomeracdo, favorecendoa floculacéo. Este valor pode ser obtido
utilizando valor do pH onde ocorre maior precipitacdo do meio, segundo Mastreoni e
Gern (2008).

De modo complementar, o0 método do ponto de carga zero poderd auxiliar na
avaliacdo da recuperacdo de biomassa da microalga, uma vez que investiga as cargas
superficiais dos floculantes (GIACOMNI et al. 2017). Este pardmetro é um importante
requisito para a floculacdo/precipitacdo da biomassa algal produzidaa partir do controle

da carga superficial damicroalga e do floculante utilizado por ajuste do pH do meio para
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sua floculagdo e precipitacdo. Assim, para realizacdo dos ensaios de floculacdo de
microalgas, se faz necessario um estudo prévio de quimica de superficie dos materiais
que possuem potencial de floculacdo/coagulacdo, considerando que sejam de baixo custo
e tecnologia simples a partir dos seus pontos de carga zero — pczs (pHpcz) (FREITAS et
al., 2015).

O principal problema a ser respondido no presente estudo é pode-se substituir os
floculantes quimicos sintéticos por floculantes naturais na recuperacdo da biomassa da
microalga C. sorokiniana, devido sua menor toxicidade e baixo custo. Diante do exposto,
0 presente estudo buscou avaliar a eficiéncia de floculacdo da biomassa da microalga
Chlorella sorokiniana por meio da adicao de diferentes tipos de floculantes, organicos e
sintéticos, e a combinacdo destes. Para tal, o estudo partiu da seguinte hipotese: os
polimeros orgéanicos apresentam eficiéncia superior ou igual aos sais metalicos
comerciais comumente utilizados na recuperacdo de biomassa da microalga. As
propriedades de alguns biopolimeros naturais, como da espécie vegetal Moringa oleifera,
que possui propriedades coagulantes, devido a existéncia de uma proteina catidnica de
alto peso molecular que desestrutura as particulas contidas na agua e coagula os coloides,
podem ser a resposta para a recuperagdo da biomassa algal com baixo risco ambiental e

residual para o produto final.

2. METODOLOGIA

A presente pesquisa trata de um tratamento experimental do tipo exploratério onde o
delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualisado composto por 11
ensaios de floculacdo da biomassa da microalga, cada um com quatro tratamentos
realizados em triplicatas. O método utilizado foi o Jar Test sendo testados 05 floculantes
quimicos naturais e 03 floculantes quimicos sintéticos. Também foi adotado o método do
ponto de carga zero para determinar o valor de pH em que a adsorcdo de ions
determinantes de potencial (H+ e OH-) é igual, comparando o meio de cultivo da
microalga com os floculantes. Os floculantes foram selecionados por meio de uma
pesquisa bibliografica de dados disponiveis na literatura sobre recuperacdo de biomassa

algal e tratamento de agua residual.
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2.1.Cultivo e Manutencao da Microalga

O ensaio para avaliacdo da eficiéncia de floculacdo dabiomassa da microalga foi
realizado com a espécie C. sorokiniana (cedida pela Fundacdo André Tosello). A
microalga C. sorokiniana foi cultivada durante 40 dias em agua destilada enriquecida
com 1% de solucdo estoque de N:P:K (20-5-20 g/L-!) (SIPAUBA-TAVARES;
ROCHA,2003; CARVALHO et al., 2012; ANSILAGO et al., 2016) e vinhaca. O cultivo
foi realizado em garrafas de polietileno tereftalato com capacidade de 5 litros. O cultivo
ocorreu em laboratorio, com sistema de cultivo estatico ndo axénico, aeracdo constante,
temperatura ambiente (22 + 2,0°C) e fotoperiodo (12 h luz/12 h escuro — 2.500 LUX),

conforme Figura 4.1.
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Figura 4.1. Cultivo (@) e manutengdo (b) em laboratorio da microalga Chlorella
sorokiniana.

2.3. Determinagéo do Ponto de Carga Zero (pHpcz)

Para analise de eficiéncia de separacdo da biomassa algal realizou-se a
determinacdo do ponto de carga zero. O pHypc; foi determinado utilizando a metodologia
dos 11 (onze) pontos modificados para pHs extremos (REGALBUTO; ROBLES, 2004).
Foram preparadas solucdes de Cloreto de sédio (NaCl) 0,1 mol L1 em 12 condicGes de
pH diferentes (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12) previamente ajustados com acido
cloridrico (HCL) ou hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 mol L-i. Apo6s isso, foram
adicionados 20 mL L desta solugdo em tubos do tipo Falcon, e posteriormente
adicionados 20 mg L do material floculante e da biomassa algal (290,75 x 10° cels, mL-

1) e levados em mesa agitadora\incubadora de piso (shaker), a temperatura constante de
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25 °C e agitacdo de 100 rpm, por 24 horas e foram realizados em triplicata (FREITAS et
al., 2015).

Apos esta etapa foi realizada a medida do pH final das amostras. Para obtencao
do ponto de carga zero (pHpcz) foi realizado média aritmética dos valores de pH final,
correspondendo assim ao intervalo onde o pH se mantém constante, pHpcz. Para cada
material floculante utilizado foi construido um grafico com pH inicial versus pH final. As
amostras de precipitantes testados foram: quitosana grau técnico, carboximetilcelulose
(CMC), polimero Tanfloc MT (tanino oriundo da acéssia negra cedido pela TANAC),
polimero Poliacrilamida Praestol Solenis (Cedido pela Solenis), extrato de
Stryphnodendron adstringens (barbatimdo), extrato de Cereus jamacaru (cacto;
mandacaru), semente de Moringa oleifera. Também foi realizado o teste para a biomassa

damicroalga Chlorella sorokiniana.

2.4.Desempenho de Floculagéo

Nos experimentos para avaliar o desempenho da floculagdo para recuperacéo da
biomassa algal foi utilizada a metodologia de Jar Test (RASHID et al., 2013). Os
experimentos foram conduzidos em frascos erlemeyers de 250 mL de volume Gtil, com
100 mL de meio algal (290,75 x 10° cels, mL-) e submetidos a 10 segundos de Rotacéo
de Mistura Rapida (RMR) a 200 rpm, seguido de 10 minutos de Rotacdo de Mistura Lenta
(RML) a50 rpm, e um periodo de 15 minutos de descanso para a sedimentacéao dos flocos
de biomassa algal presente na amostra. Apds 0s 15 minutos de descanso houve separagédo
dos flocos que decantam e o sobrenadante. A amostra foi filtrada e a partir do
sobrenadante foi realizado o monitoramento da absorbancia OD685nm (NUNES et al.,
2021). A eficiéncia da floculagdo foi calculada conforme Equagdo 1 (PAPAZI et al.,
2010):

EF%=<1— )xlOO

onde:
(Equacéo 1)
A= amostra final filtrada;
B= branco (floculante + 4gua destilada);

C= 4gua destilada.
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Os tratamentos e as concentracOes utilizados neste experimento podem ser
visualizados na Tabela 4.1. Também foi adotado o tratamento controle, sem adicéo de

floculantes, apenas com meio algal submetido ao Jar Test.

Tabela 4.1. Tratamentos utilizados nos ensaios de desempenho de floculagdo da
biomassa da microalga Chlorella sorokiniana. O tratamento controle foi realizado sem

adicdo de nenhum polimero.

. Tratamento .
Polimero T1 T2 T3 T4 Unidade Ref.
N Nobrega; Amorim
- -1 ,
1 Carboximetilcelulose 0,5 1,0 15 2,0 gL (2015)
_ Cereus jamacaru 1
2 (extrato) 2,5 5 7,5 10 mL L1 Zaraetal. (2012)

3. Cereus jamacaru
(seco triturado)

0,5 1,0 15 2,0 gL1 Zaraetal. (2012)

4-  Cloreto férrico (FeCls) 0,5 0,75 1 1,25 gLt Papaziet al. (2010)

0,5 0,75 1,0 1,25 gLt Papaziet al. (2010)

Cloreto férrico (FeCls) +

5- S Nobrega; Amori
Carboximetilcelulose 0,5 1,0 1,5 2,0 gLt (Z%lrg)ga morm

g. Cloreto férrico (FeCls) + 0,5 0,75 1,0 1,25 gL? Papaziet al. (2010)

"~ Quitosana 25 5 7.5 10 mL L-1 Rashidetal. (2013)

Moringa oleifera (semente ) .

7 descascada, seca e triturada) 0,5 1,0 15 2,0 gL ' Muniz et al. (2015)

—— ™

8- Egi'eanﬁ?'am'da Praestol 025 05 0,75 1 mL L' Liangetal. (2009)
Quitosana

9-  (diluida em &cido acéticoa 2,5 5 7,5 10 mL L1 Rashidetal. (2013)
1%)
Stryphnodend dstri

10- (e;){[?a{loci enaronacsiringens 2 3 4 mL L1 Paesetal. (2013)

11- Tanino TanflocMT 0,5 0,75 1,0 1,25 gL1? Roselet et al. (2016)

2.5. Analise dos Dados

A analise devariancia (ANOVA) one-way foi aplicada a fim de verificar diferenca
significativa por tratamento (5% de probabilidade), seguido do teste de Tukey, para
avaliar a eficiéncia de floculacéo e pH, sendo avaliado a diferenca entre polimeros e
entre tratamentos, no programa de estatistica GENES versdo DOS (Visual Basic 5.0).
Os valores percentuais deeficiéncia defloculacao foram transformadosem Arco Seno

Raiz para realizagdo da ANOVA.
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3. RESULTADOS

3.1. Determinagéo do Ponto de Carga Zero (pHpcz)

Foram testados diversos polimeros floculantes, sintéticos e naturais, com eficécias
conhecidas na literatura. Os polimeros floculantes que apresentaram valores de pHpe
préximos ao do cultivo de C. sorokiniana foi a semente de M. oleifera, extrato de S.
adstringens, polimero Tanfloc e a quitosana técnica, respectivamente. No entanto, os dois
primeiros polimeros sdo considerados naturais e apresentaram tecnicamente os melhores
resultados de pH,, para a floculagdo da biomassa da microalga (Figura 3).

Também foi observado que os quatro agentes floculantes com melhores resultados
também apresentaram um platd na curva proximo do pH final 5, geralmente nas faixas
que vai do pH inicial 4 a 10, podendo sugerir que ha anulacdo das cargas positivas e

negativas nestes intervalos (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Curva de determinacéo e valor (xdesvio padrao) do ponto de carga zero para
os diferentes floculantes testados. A) Biomassa de Chlorella sorokiniana; B)
Carboximetilcelulose; C) Extrato de Cereus Jamacaru; D) Extrato de Stryphnodendron
adstringens; E) Polimero poliacrilamida Solenis; F) Polimero Tanfloc MT; G) Quitosana

Técnica; H) Semente de Moringa oleifera.
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3.2. Desempenho de Floculacéo da Biomassa Algal

A representacdo visual do meio de cultivo da microalga C. sorokiniana apés a

adicdo dosfloculantes indica que M. oleifera (semente) e Praestol™ apresentaram melhor

desempenho na recuperacdo dabiomassa. Os floculantes Tanfloc MT e a combinacgéo de

ferro com carboximetilcelulose (FeCls+ CMC) também apresentaram um bom

desempenho na recuperacdo da biomassa, porém deixaram residuo no meio (Figura 4.3).

POLIMEROS

Carboximetilcelulose

Cereus jamacaru
(extrato)

Cereus jamacaru
(seco triturado)

Cloreto Férrico
(FeCl3)

Cloreto Férrico
(FeCls) +
Carboximetilcelulose

Cloreto Férrico
(FeCls) +
Quitosana

Moringa oleifera
(semente descascada,
seca e triturada)

Poliacrilamida
Praestol™ Solenis

Quitosana
(diluida em acido
acéticoa 1%)

Stryphnodendron
adstringens
(extrato)

Tanino TanflocMT

@)

o

z

—

Py

©)

[y

m
III —E
|

T1

—
N

—
w

—
SN

i

]
":

Jl)

Figura 4.3. Aspecto visual do meio de cultivo frente aos diferentes polimeros (controle

+ tratamentos 1, 2, 3 e 4, daesquerda para a direita respectivamente).



Quando avaliada a eficiéncia de floculacdo dos polimeros testadosem fungéo da
concentracgdo utilizada (linhas), conforme demonstrado na Tabela 4.2, observa-se que 0s
polimeros Cereus jamacaru (seco triturado), Moringa oleifera (semente), Praestol e
Stryphnodendron adstringens (extrato) apresentaram desempenho significativo de
floculacdo no tratamento com o dobro da concentracdo original (T2). O polimero
quitosana apresentou um aumento significativo apenas a partir do tratamento T3. J& 0
polimero comercial Tanfloc apresentou valores elevados no tratamento com menor
concentracdo (T1), com quedas significativas para as maiores concentragcfes (T2, T3 e
T4). A combinacdo de cloreto férrico e carboximetilcelulose ndo diferiu estatisticamente
entre os tratamentos, porém apresentou valores elevados de eficiéncia de floculacdo desde
as concentracfes mais baixas. Os demais polimeros ndo diferenciaram significativamente
entre os tratamentos e apresentaram baixa eficiéncia de floculagdo (Tabela 4.2).

Na comparacdo entre as colunas observa-se que M. oleifera apresentou valores
significativamente mais elevados de eficiéncia de floculagdo parar os demais polimeros
a partir das maiores concentracoes (T3 e T4), demonstrando ser o0 agente floculante mais
eficiente para a recuperacdo da biomassa da microalga em relacdo aos demais. Em suma,
a semente de M. oleifera, Praestol™, Tanfloc MT e quitosana técnica apresentaram um
maximo de eficiéncia de floculacdo de 100%; 97,17%; 95,28% e 80,38%,

respectivamente.
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Tabela 4.2. Eficiéncia de floculagcdo (%) da biomassa algal no meio em suspensdo com

floculantes orgénicos, sintéticos e combinagdes (média + erro padrdo) nos quatro

tratamentos.
POLIMEROS T1 T2 T3 T4 p F
ns ns G ns G ns Cl
Carboximetilcelulose 2’8’252[) 20 20 2’3,646 i 1 0,75
Cereus jamacaru 2,53 nsCb QnsG 0,72 nsFG Qnsb
(extrato) +1.46 +0 +0,41 +0 0,12 2,66
Cereus jamacaru 0,18°P 4,42 3Fc 3,89 2EF 4,31 38BCD
(seco triturado) +0,18 +0,10 +0,03 +0.10 <0,05 55,29
Cloreto férrico 21,1978  20,38"PE 17,35nP 14,45nsBD 100 061
(FeCls) +4,78 +3,56 +0,99 2,47 ’
Cloreto férrico ns A ns BC ns BC ns A
IS e s we st g g
Carboximetilcelulose —= - - -
Cloreto férrico
11,18 BC 4 9] bFe 10,85 ®DPE 11 4628
(FeCls) + ' ; ' ' <0,05 4,160
Quitosana +2,84 +2,80 +0,11 +0,64
Moringaoleifera cCD bC aA aA
(semente descascada, -?-268 0 §8§4611 }_000 220'9516 <0.05 81,93
seca e triturada) - - - -
Poliacrilamida 17,63¢8 97,17 2A 95,7338 89,77 bA
Praestol™ Solenis +0,84 +0,18 +0,38 +127 <0,05 1190,62
Quitosana bB bD ac aA
e L. 15,21 30,67 80,38 80,29
d I d d 1 1 3 1
;C'éﬁi'cc?;[”og"' ° 1162  £1,12 +7,97 +2,16 <0,05 47,82
Stryphnodendron 5 5300 g ggeEr 12 2gaDE 13 9P enC
adstringens ' ! ' ' <0,05 13,14
(extrato) +0,23 +2,01 +2,30 +6,45
. 91,9854 95,28 2AB 79 88 ¢c 79,34 ¢A
Tanino TanflocMT 10,56 £0,05 +1.22 +0.19 <0,05 188,18
p <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 - -
F 94,92 151,32 264,33 74,15 - -

Legenda: Andlise de variancia (p< 0,05) seguida pelo teste Tukey em comparacdo nas

linhas entre o mesmo polimero (letras mindsculas) e em comparacdo nas colunas entre 0s

diferentes polimeros

(letras  maidsculas),

onde letras

iguais

indicam médias

estatisticamente iguais e letras diferentes apresentam médias estatisticamente diferentes

entre si. ": ndo significativo.
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Na Tabela 4.3 pode ser observado os valores de pH do controle e de cadapolimero
avaliado; com excecdo do extrato de S. adstringens, todos os demais polimeros alteraram
significativamente o pH em relacdo ao controle. Como era esperado o controle ndo
apresentou diferenca significativa na coluna, enquanto todos os tratamentos diferiram

estatisticamente para algum polimero, que apresentaram variacfes do pH entre 1.84 e
8.20.
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Tabela 4.3. Valor do potencial hidrogeniénico (pH) de cada tratamento ap0s processo de
floculago + erro padrdo com floculantes organicos, sintéticos e combinagdes. Controle:

Tratamento sem adicdo de polimeros floculantes.

POLIMEROS CONTROLE T1 T2 T3 T4 p F
- 6,467 4150F 42996 440%F 45500
Carboximetilcelulose +0.08 +001 +0.03 +£0.02 £0.01 <0,05 325,97
Cereus jamacaru 6,46 aNs 4,63°E 4,91 PE 5,040P 5,09°¢
(extrato) +0,02 +0,01 +0,02 +0,01 +0.01 <0,05 194,91
Cereus jamacaru 6,462NS 4,32¢F 4,64°F 4,77°F 4,830¢CP
(seco triturado) +0,06 +0,03 +0,01 +0,01 +0,0 <0,05 249,99
Cloreto férrico 6,802Ns 2,83¢b6 2,58 beH 2,54 bcG 2,48 ¢k
(FeCls) +0,05 £0,12 £0,08 £0,02 0,03  <0.05 74346
(CF';’;“)’ ferico 6,462 NS 2,43bH 2 3bel 222%H 21955 L ong
Carngimetilcelulose +0,06 +0,08 +0,06 0,01 +0,04 ’ ,
Cloreto férrico
6,46 NS 2,23 0H 2,04 be? 1,92 ¢’ 1,84 ¢F
Oetomma £0,02 £002  +006 012 003 <005 146844
Moringa oleifera
6,642Ns 6,35°8 6,108 5,92¢cdB 5,718
e ey £0,09 £0,04  +0,05 +£0,05 +003 005 4446
Poliacrilamida 6,80¢Ns 8,202~ 8,01bA 7,82¢A 7,609A
Praestol™ Solenis  +0,09 £004 %001 £0,01 +001 005 33836
Quitosana aNs bH b1l cl cF
I L 5,91 2,32 2,18 2,08 2,02

;dc'é‘t‘i'fjae%c'do +0,09 £001  +0,01 +£0,01 £0,01  <0.05 152550
Stryp_hnodendron 5 91ns NS 5 69nsC 5 75nsC 5 71nsC 5 75nsB
oty 0,03 £001  £0,02 £001  +oo1 48 302

. 6,802Ns 5,440D 5,260 4,82¢F 5,13¢b¢
Tanino TanflocMT +0.04 +0.03 +0.05 £0,01 +0.25 <0,05 76,77
p 0,71 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 - -
F 3,5338 1915,46 2981,76 10570,22 608,19 - -

Legenda: Foi realizada a Anélise de variancia (p< 0,05) seguida pelo teste Tukey em
comparacdo nas linhas entre diferentes tratamentos (letras minusculas) e em comparagéo
nas colunas entre os diferentes polimeros (letras mailsculas), seguida pelo teste Tukey

em comparacdo nas linhas, onde letras iguais indicam médias estatisticamente iguais e
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letras diferentes apresentam médias estatisticamente diferentes entre si. "S: ndo

significativo.

4. DISCUSSAO

O meio de cultivo com a microalga (controle) apresentou carga eletrostatica nula
no pH 5,53, sugerindo que os polimeros mais adequados para floculagdo seria a semente
triturada de M. oleifera, seguido em menor representatividade por extrato de S.
adstringens, polimero comercial Tanfloc e a quitosana técnica. Foi observado para estes
polimeros 0 momento em que as cargas positivas e negativas das superficies foram iguais
aos da microalga a partir dos grupos quimicos superficiais (GIACOMNI et al. 2017;
KOSMULSKI; MACSKA, 2019). Também foi observada uma similaridade no efeito
tampao destes polimeros com a amostra de microalga, explicado pelo platd apresentado
nas curvas de titulacdo. Os graficos obtidos apresentam as curvas dos valores do pH final
em comparacao com o pH inicial (1, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12) dasolucdo de NaCl
0,1 mol L1 em adicéo dos polimeros floculantes estudados, onde obtém-se os valores do
pHpez (REGALBUTO; ROBLES, 2004; GUILARDUCI et al., 2016).

No pHpcz ndo ha cargas liquidas superficiais para repulsdo eletrostatica e as
espécies podem interagir, flocular e precipitar. Pode-se também prever tipos de grupos
superficiais ou a ionizacdo desses grupos funcionais presentes e como estes grupos
podem(rdo) interagir com solidos ou espécies em suspensdo a partir daanalise de pH do
meio (PERILLI etal., 2014). Quando os polimeros entdo em contato com meio algal em
pH menor que o pHpcztendem a apresentar maior potencial de floculagdo, visto que
ocorreria maior adsor¢do devido a formacdo de ligagdes ibnicas e se o pH do meio for
maior que 0 pHpcz do polimero, ha tendéncia de menor adsor¢do (GIACOMNI et al.
2017).

Quando os polimeros foram adicionados ao meio de cultivo da microalga
observou-se que as sementes trituradas de M. oleifera apresentaram maior eficiéncia de
floculacdo, conforme preconizado pelo teste do o pHpcz. As formulagdes comerciais
Praestol™ e Tanfloc MT e a quitosana técnica também apresentaram elevada eficiéncia
de floculacdo da biomassa microalgal. As microalgas possuem em sua superficie quimica
cargas negativas e para que a floculagdo ocorra de forma eficiente faz-se necessario a
anulacdo destas cargas (VANDAMME et al., 2013). Os polimeros floculantes que o pH

final tenderam a uma faixa semelhante ao pHpc; dabiomassa da microalga C. sorokiniana

74



obtiveram valores positivos para a recuperacdo algal, como o tanino Tanfloc MT, a
semente da M. oleifera e a quitosana. O polimero poliacrilamida Praestol possui derivados
catibnicos, o que resultada na formacdo de pontes de hidrogénio ou ligacGes idnicas,
quando entram em contato com uma solucgdo coloidal, onde se adsorvem a estes coloides
e propiciam a formacao de flocos (NASCIMENTO et al. 2017). Visto estas propriedades
catibnicas da poliacrilamida, entende-se o porqué mesmo com 0 pHpc; distante do
apresentado pela biomassa da microalga C. sorokiniana, este polimero obteve resultados
elevados para o processo de floculagdo. Porém, pela caracteristica toxica e carcinogénica,
a poliacrilamida n&o é uma opcao viavel na recuperacio dabiomassa algal (GALESA et
al., 2008).

Yunos et al. (2017) obtiveram 98% de eficiéncia de floculacdo de Chlorella sp.
utilizando 30 mg L de quitosana diluida a HCI 1%. A semente da Moringa oleifera
também vem sendo empregada como (bio)floculante, atingindo uma taxa de floculagdo
de até 95% com o género Chlorella sp. (HAMID et al., 2014). Roselet et al. (2016)
obtiveram eficiéncia de floculacdo de até 98% utilizando 10 mg L do polimero Tanfloc
para a microalga Nannochloropsis oculata. Diversos estudos utilizam sais metalicos nos
processos de floculagdo, como € o caso do cloreto férrico, que apresentou resultados
satisfatorio para Scherer (2016) obtendo 95% de recuperacéo dabiomassa algal utilizando
150 mg L do composto quimico para a espécie de microalga Scenedesmus sp.

Os taninos sdo amplamente utilizados em sistemas de tratamento de aguas
residuais, visto que este atua em sistema de particulas coloidais, explicando os resultados
positivos para o tanino Tanfloc MT utilizado neste estudo. Porém, o extrato de S.
adstringens ndo apresentou resultado satisfatorio para a floculagdo, mesmo com o pHpe
préximo ao da biomassa da microalga C. sorokiniana e apresentando alta concentragédo
de taninos, em torno de 30% de sua composi¢cdo (MORI et al. 2003). Isto provavelmente
decorre que os taninos naturalmente ndo apresentam estrutura catibnica, que favorece
processos de formacdo de flocos (JUSTINA et al., 2018).

A respeito do tanino proveniente da empresa Tanac € submetido aum processo de
reacdo de cationizacdo, onde um nitrogénio quaternario € adicionado aos polifendis
presentes neste polimero, se tornando um centro catidnico passivel de neutralizacdo de
cargas elétricas superficies (BELTRAN-HEREDIA etal., 2011; JUSTINA et al., 2018),
promovendo a formacao de flocos e eficiéncia na recuperacdo da biomassa algal. Desta

forma, o tanino Tanfloc MT provavelmente promoveu a neutralizacdo das cargas
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superficiais da microalga C. sorokiniana, o que formou pontes eletrostaticas entre as
células algais possibilitando a formacéao dos flocos.

Em relacdo as andlises estatisticas para o pH, a resposta ao fato da quitosana ter
diminuido o pH damicroalga com relagdo ao controle, se da porque na metodologia de
preparo da quitosana foi utilizado o acido acético 1% para a diluicdo da mesma (RASHID
et al., 2013). Visto que compostos contendo &cido naturalmente tem um pH abaixo de 7,
logo, quando em contato com a microalga diminuiu o pH desta. Alguns estudos mostram
maior capacidade de coagulacdo/floculacdo quando o pH do meio se encontra entre 7 e 8
(MATOS etal., 2007), revelando assim a necessidade de correcdo do pH nestes ensaios.
Novos estudos devem ser realizados com relacdo a essa variancia de pH dentro das
microalgas, para assim ter um melhor controle de pH das microalgas e melhor eficiéncia
em futuras pesquisas. Apesar da eficiéncia de floculagdo demonstrada por alguns
polimeros para a microalga C. sorokiniana, alguns estudos ainda sdo necessarios, como

a influéncia do pH e dadensidade celular nos diferentes tratamentos avaliados.

5. CONSIDERACOESFINAIS

A partir deste estudo, conclui-se que por meio do pHpcz pode ocorrer uma
potencializacdo na recuperacdo da biomassa algal por meio de processos de floculagéo.
Como os valores do pHecz encontrados para a semente de M. oleifera e o Tanfloc MT sdo
proximos ao pHpcz da microalga C. sorokiniana, ndo ha necessidade do ajuste do pH da
solucdo no processo de floculacdo para estes polimeros. Ja quanto a floculantes como a
quitosana deve ser feito o ajuste de pH para que tenha eficacia na funcao de floculante.
Deste modo, estes resultados podem contribuir significativamente na otimizacdo do
processo de recuperacdo de biomassa algal.

Com relacdo a floculagdo, foi constatado um percentual de 100% de eficiéncia de
floculacdo com a M. oleifera, mostrando ser um polimero com potencial floculante para
recuperacdo da biomassa da microalga C. sorokiniana. Os outros polimeros que
obtiveram sucesso de floculacdo foram o polimero Praestol, Tanfloc MT e a quitosana.
Porém, a semente de M. oleifera, além de ser um polimero completamente organico, ndo
necessitou do ajuste de pH, sendo ideal para recuperacdo da biomassa da microalga C.

sorokiniana.
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CAPITULOS. AVALIACAO DA PRODUCAO DE METABOLITOS
SECUNDARIOS POR Chilorella sorokiniana CULTIVADA EM MEIO
ALTERNATIVOCOM VINHA(;Al

Resumo:

A producao de microalgas € cara e requer grandes volumes de agua e energia. O uso da
vinhaca da cana-de-actcar como meio alternativo, tem ganhado destaque para o cultivo
de microalgas. Neste estudo, comparamos o rendimento de biomassa e a producéo de
metabolitos secundarios por Chlorella sorokiniana cultivada em meio comercial
(Sueoka) e com aqueles cultivados em meio preparado com vinhaca de cana (0,1%)
suplementado com N:P:K (20-5-20 gL-!). As microalgas atingiram o ponto maximo de
crescimento 14 dias mais rapido no meio alternativo. Niveis médios de compostos
fendlicos e contetdo de flavonoides foram encontrados no meio de vinhaga (15,28 + 0,32
mg GAE.g!e 72,30 + 5,28 mg QE.g', respectivamente) em comparacdo com 0 meio
comercial (6,02 + 0,13 mg GAE.gte 13,12 + 1,33 mg QE.g!, respectivamente). A
atividade antioxidante maxima (AOA) de C. sorokiniana cultivada em meio de vinhaca
foi de 88,05% com concentracdo de extrato de 1500 pg.mL-! e ICso de 357,7 + 27,35
ug.mL-1. Diferentesfatores, como estresse devidoa demandaquimica de oxigénio (DQO)
e ions adicionados da vinhaga, podem ter induzido variagdes na sintese de metabolitos
secundarios. Mais investigacdes sdo necessarias para explorar alternativas naturais e de
baixo custo para aumentar a producéo de flavonoides para a bioprospecgéo de microalgas.

Palavras-chave: Atividade antioxidante; Suplementos dietéticos; DPPH; Cultivo de
microalgas.

1 Este capitulo foipublicado na revista: Research, Society and Development, v. 10, n. 5, p.
€49710515237,2021.DOI: 10.33448/rsd-v10i5.15237. Qualis Capes: A3.
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ENHANCING SECONDARY METABOLITEPRODUCTION BY Chlorella
sorokiniana USING AN ALTERNATIVEMEDIUM WITH VINASSE

Abstract:

Microalgae production is expensive and requires high volumes of water and energy. The
use of sugar cane vinasse as an alternative medium, has gained attention for microalgae
cultivation. In this study, we compared the biomass yield and secondary metabolite
production by Chlorella sorokiniana grown in acommercial medium (Sueoka) and versus
those grown in a medium prepared with cane vinasse (0.1%) supplemented with N:P:K
(20-5-20 g.L"1). Microalgae reached the maximum growth point 14 days faster in the
alternative medium. Increased average phenolic compound levels and flavonoid content
were found in the vinasse medium (15.28 + 0.32 mg GAE.g-*and 72.30 + 5.28 mg QE.
g1, respectively) compared to that of the commercial medium (6.02 + 0.13 mg GAE .g*!
and 13.12 + 1.33 mg QE g, respectively). The maximum antioxidant activity (AOA) of
C. sorokiniana grown in vinasse medium was 88.05% with an extract concentration of
1500 pg.mL"1, and an ICso of 357.7 + 27.35 pg.mL1. Different factors, such as stress due
to chemical oxygen demand (COD), and vinasse-added ions, may have induced variances
in secondary metabolite synthesis. Further investigations are needed to explore natural
and low cost alternatives to increasing flavonoid yield for the bioprospection of
microalgae.

Keywords: Antioxidant activity; Dietary supplements; DPPH; Microalgal cultivation.
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1. INTRODUCAO

As microalgas sdo organismos microscOpicos e unicelulares, com pouca ou
nenhuma diferenciacao celular e capacidade de formacédo de colénia (OHSE et al., 2008).
As microalgas verdes (Chloropyta) vém sendo exploradas comercialmente visto suas
propriedades e potencial uso na suplementacdo e alimentacdo humana e animal, na
producédo de biocombustiveis, além de poderem ser utilizadas na producdo de cosméticos,
farmacos, entre outros, além daproducéo de metabdlitos secundéarios, como antioxidantes
(SKJANESetal., 2012, ZHANG et al., 2013).

A biomassa de microalga possui um amplo potencial biotecnolégico, sendo
aplicado em estudos na area nutricional, nutracéutica e farmacéutica (OLASEHINDE et
al., 2019). Além disso, as microalgas possuem um rapido crescimento, elevada obtencdo
de biomassa e capacidade de producdo de metabdlitos secundarios, o que pode ser
favorecido dependendo do meio de cultivo deste microrganismo (PLAZA et al., 2009).
Os compostos bioativos produzidos pelas microalgas sdo provenientes de seu
metabolismo secundério, e podem variar de acordo com o0 meio em que é cultivada,
apresentando uma diversa gama de atividades biologicas, como atividade
anticancerigena, antioxidante e atividade antimicrobiana (KATHARIOS et al., 2005,
PARISIetal., 2009, CHU, 2012). Estes compostos podem ser utilizados de forma isolada
quando extraidos por determinados solventes e métodos de extracao, dependendo de suas
afinidades quimicas (MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007).

Os compostos fenolicos, por exemplo, séo encontrados em extratos de microalgas
de diferentes grupos taxondmicos (SCHOLZ; LIEBEZEIT, 2012). Sdo importantes no
metabolismo das plantas e vem se tornando também para a satde dos humanos devido as
suas caracteristicas particularmente relacionadas as suas propriedades antioxidantes
(VENDRAMINI, 2004, CHA et al., 2010) e farmacologicas, como atividades antivirais e
antimicrobianas (ABD EL-BAKY etal., 2008).

As microalgas s@o conhecidas por serem uma importante fonte de carotenoides,
carboidratos, vitaminas, acidos graxos insaturados e outras substancias bioativas
(BOROWITZKA, 2013). Varias espécies de Chlorella foram estudadas por suas
propriedades  anticancer;  Chlorella  sorokiniana  estd entre as  mais
estudadas/investigadas/pesquisadas, por suas conhecidas propriedades farmacologicas.

Um estudo recente investigou a resposta imunolégica aprimorada as células de cancer de
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pulméo e encontrou uma reducdo significativa nos tumores subcutaneos apés a ingestao
dessas microalgas (LIN et al., 2017). Outro estudo publicou resultados importantes onde
a membrana de C. sorokiniana foi usada para inibir o crescimento de carcinoma de célon
em camundongos (ISHIGURO et al., 2020). Propriedades antioxidantes de C.
sorokiniana também séo consideradas neuroprotetoras e sdo conhecidas por melhorar a
memoria de curto prazo (MORGESE et al., 2016), inibir a atividade da colinesterase e
modular a desagregagdo das fibrilas f-amiloides, que sdo os mediadores da doenca de
Alzheimer (OLASEHINDE et al., 2019).

C. sorokiniana também foi testada para biorremediacdo de compostos
xenobidticos e tratamentos de aguas residuais (SHEN et al., 2018; SUTHERLAND;
RALPH, 2019; CHEN et al., 2020). Além disso, ha varios relatos sobre suas vantagens
na producao de biocombustivel (LI et al. 2013; CHOl et al., 2019; MENEGAZZO et al.,
2020). Asdiversas aplicagdes destaespécie também podem ser atribuidas a sua facilidade
de cultivo, exibindo alta produtividade e alto indice de duplicacdo. Por Gltimo, mas ndo
menos importante, C. sorokiniana pode ser cultivada em areas ndo agricolas utilizando
como meio de cultivo aguas residuais. Assim, as microalgas possuem diversas vantagens
guando comparada a sementes oleaginosas (WU et al., 2012).

O cultivo da microalga verde Chlorella, pode ocorrer de forma fotoautotréfica,
heterotrofica e mixotrofica (ZHANG et al., 2013). No cultivo fotoautotréfico as
microalgas obtém energia a partir da energia luminosa e a carbono a partir do CO2
presente no ar, ocorrendo assim a fotossintese, e obtendo algumas biomoléculas, como
polissacarideos, proteinas e lipideos (HUANG et al., 2010). Quando as microalgas
utilizam compostos organicos tanto como fonte de energia e carbono, denomina-se
cultivo heterotréfico, podendo também utilizar a energia luminosa como fonte d e energia,
tornando-se um cultivo heterotréfico. No cultivo mixotrofico as microalgas podem
alternar sua fonte de energia, utilizando a energia luminosa, compostos organicos e
compostos inorganicos, e como fonte de carbono podem utilizar compostos organicos ou
CO2(JIANG et al., 2013).

Apesar depoder ser cultivada em diversos sistemas, o cultivo de microalgas ainda
é caro, com alta demandade &gua e energia. Assim, cultiva-la utilizando um residuo como
complemento ao meio de cultura pode ser uma alternativa para reducdo dos impactos

ambientais causados pelos residuos (PIRES et al., 2013).
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Neste estudo, foram investigados os beneficios do cultivo da microalga C.
sorokiniana em meio enriquecido com nitrogénio, fésforo, potassio (NPK) e vinhaca em
comparacdo com aqueles cultivados em meio comercial (Sueoka). Também foi verificada
a presenca de compostos fendlicos e flavonoides no extrato aquoso da microalga, além

de avaliar sua potencial atividade antioxidante.

2. METODOLOGIA

2.1.Cultivo da Microalga

O experimento foi conduzido no laboratério CPBio da Universidade Estadual da
Grande Dourados. A cepa da microalga C. sorokiniana (Trebouxiophyceae) foi cedida
pela Fundacéo André Tosello (CTT 7727; IBVF 211-32, University of Seville, Spain).

A cepa foi cultivada em garrafas de polietileno tereftalato de 5 L-1 durante 56 dias
sobre condicdo de cultivo estatico e ndo axénico, com aeracdo constante, temperatura
(25°C) e fotoperiodo controlado (2.500 LUX) por meio de lampadas fluorescentes (12 h
luz / 12 h escuro). Condutividade, pH e densidade celular foram mensuradas durante o
periodo de cultivo.

Foram testados dois meios de cultivo para comparar a resposta da microalga C.
sorokiniana, sendo o primeiro uma férmula comercial, conhecida como SUEOKA

(SUEOKA, 1960), onde sua formulacdo quimica pode ser visualizada na Tabela 1.
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Tabela 5.1. Composicdo do Meio de Cultivo Sueoka. a) Composicdo dos
macronutrientes. b) Composicdo dos Elementos Tracos em 200x em 500 mL de agua.
*em 250 mL de agua.

a) Macronutrientes

KH2PO4 8,3 mM
K2HPO4 5,3 mM
MgSO4-7H20 0,25 mM
CaCl22H20 0,133 mM
Elementos Tragos 1x
NH4CI 9,35 mM

b) Elementos Tragos 200 x

EDTA-Na2H,0 * 12,7 ¢
H3BO3 2,28 g
ZnS047H20 4,409
MnClz-4H20 1,02 ¢
FeSO47H,0 1,00 g
CoCl2:6H20 0,32 g
CuSO45H°0 0,329
(NH4)6M0024:4H20 0,229

O segundo meio foi preparado com 0,07 g do fertilizante quimico N:P:K (20-5-20
g/L), diluido em 2000mL de agua destilada (SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 2003) e
vinhaca (0,1 %) (SANTOS et al., 2014).

As biomassas provenientes de cada cultivo foram coletadas inicialmente por
decantacdo térmica (7,0 £ 1,5°C) direto nas garrafas. Posteriormente, a biomassa
decantada passou por centrifugacdo a 3500 rpm por 10 minutos. O pellet obtido na
centrifugacdo foi submetido a liofilizacdo em aparelho da marca Christ, sob pressdo de
0,16mbar.

2.2.Extragdo dos Compostos Fendlicos e Flavonoides

A biomassa foi diluida em &gua (1:20 v:v) e foram aquecidos até as solucdes
atingirem a fase de fervura. As solugdes foram entdo homogeneizadas com o auxilio de
um misturador magnético por 1 hora. As solugdes foram centrifugadas a 3500 rpm por 10

min e os sobrenadantes coletados e liofilizados a 0,16 mbar.

2.3. Determinacédo do Conteudo de Compostos Fenolicos e Flavonoides Totais

88



O conteudo fendlico total em cada extrato foi determinado usando o reagente
Folin-Ciocalteu (MEDA et al. 2005). O &cido géalico (2-100 pL) foi a solucdo padrao
utilizada para a curva de calibracdo. Os valores de absorbancia das solugbes foram
medidosa 760 nm, e os niveis fendlicos nos extratos (100 pg mL1) foram determinados
em triplicata por interpolagédo de leituras de absorbancia por interpolagéo de leituras de
absorbancia via regressdo linear. Os dados foram expressos em miligramas (mg) de acido
galico por grama de extrato seco (mg GAE g-! de extrato).

A guantidadetotal de flavonoidesde cada extrato foi determinada por interpolacédo
daabsorcdo dasamostras extraidas (100 um mL-1) usando uma curva analitica adaptada
de um estudo anterior (LIBERIO et al. 2011). O reagente utilizado foi uma solucao de
tricloreto de aluminio (AICl3) a 2% em metanol.

A quercetina foi escolhida como o padrao (2 - 100 L) para produzir a curva de
calibragdo. O contetdototal de flavonoides foi determinado em triplicatas. A absorbancia
foi medidaa 415 nm contra um branco de metanol (espectrofotémetro). Os dados foram
expressos em mg equivalente de quercetina por grama de extrato seco (mg QE g-1 de

extrato).

2.4.Ensaio de DPPH

A atividade antioxidante dosextratos foi estimada in vitro usando a capacidade de
capturade radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrasil) (% SRL). O extrato aquoso foi
diluido em duas concentracdes diferentes (50 a 2500 um mL-1), utilizando etanol. Além
disso, aliquotas de DPPH foram adicionadas as amostras em cubetas de vidro. A absorcao
foi medida em espectrofotdmetro a 517 nm usando 80% de etanol em branco. O &cido
ascorbico (AA) e a solucdo de hidroxiltolueno butilado (BHT), antioxidantes naturais e
sintéticos, foram utilizados como controles positivos. Os indices de inibicdo foram

calculados com as leituras de absor¢do usando a Equacao 1:

% inibicdo DPPH= (Abscontrole— Absamostra) /Abscontrolex100, 1)
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2.5.Anélise dos Dados

A andlise de variancia (ANOVA) foi aplicada a fim de verificar diferenca
significativa (5% de probabilidade), seguido doteste de Tukey, no programa de estatistica
GENES versao DOS (Visual Basic 5.0).

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1.Performance de Crescimento

A Figura 5.1 mostra a evolugdo da densidade da biomassa de C. sorokiniana ao
longo de oito semanas, tanto no meio comercial Sueoka quanto no meio alternativo
enriquecido com vinhaca e NPK. A biomassa de C. sorokiniana cultivada no meio
alternativo atingiu o pico de produtividade aos 35 dias com 8,9 g.L1 (+ 0,13) de massa
seca. J& 0 maior rendimento de massa seca no meio comercial foi de 9,1 g.L* (£ 0,54),

obtido no 49° diade cultivo.
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Figura 5.1. Densidade média (N = 5 + erro padrdo) da microalga Chlorella sorokiniana
ao longo de oito semanas de producdo. k: taxa de crescimento exponencial.

E importante ressaltar que apesar dos valores de biomassa seca de microalgas
serem 2,2% menores no ambiente alternativo, o pico no meio de produgédo de biomassa
algal foi observado 14 dias mais rapido do que no meio comercial (Figura 1). Alcancar

maior producgdo de biomassa em um tempo relativamente menor indica menor gasto de
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energia e menor quantidade de meios de cultura necessarios, aléem do aumento da
producdo em escala industrial.

Em um estudo com C. sorokiniana cultivada em meio comercial Bold's Basal
(BBM), a producéo de biomassa foi estimada em 16,31 mg L1 d-! (KOBAYASHI etal.,
2013). Em outro estudo semelhante com as mesmas espécies cultivadas no BBM, os
autores estimaram a biomassa em 43,33 mg L d-1 (MENEGAZZOet al., 2020). Ambos
os estudos apresentaram valores consideravelmente inferiores aos obtidos neste estudo.

Outros estudos estimaram a densidade algal em 1,01 x 10> mL-! no 23° dia de
cultivo em meio conjunto (BBM e NPK) (RIBEIRO et al., 2019), considerando que foi

obtida uma densidade de 45 x 10> mL"1 no 21° dia de cultivo em meio alternativo.

3.2. Compostos Fenolicos e Flavonoides

Fendis e flavonoides sdo metabdlitos secundarios produzidos por microalgas
quando expostos a luz ultravioleta ou quando submetidos a condicdes estressantes em
meio de cultura. Esses compostos séo utilizados principalmente para protecédo celular,
pois exibem papéis protetores especiais na presenca de compostos prejudiciais (GOIRIS
et al. 2015; SAFAFARetal. 2015; AREMU et al. 2015). Os resultados do presente estudo
(Tabela 5.2), corroboram com essas informag0es, visto que a microalga foi cultivada sob
lampadas fluorescentes que emitem radiacdo UV usando meio de cultura enriquecido com
vinhaca e NPK (AE-Cs2). E possivel que a producio desses metabélitos tenha sido

bastante aumentada em C. sorokiniana para preservacao e multiplicacdo celular.

Tabela 5.2. Teor total de fendlicos e flavonoides encontrados nos extratos aquosos de
Chlorella sorokiniana

Compostos fenolicos totais (mg EAG/g) Flavonoides (mg EQ/g)
EA-Csl 6,02+0,13 13,12+1,33

EA-Cs2 15,28+0,32 72,30+5,28

Legenda: mg EAG/g: mg equivalentes de &cido galico por g de amostra; mg EQ/g: mg

equivalentes de quercetina por g de amostra. AA: Acido Ascorbico. BHT: Hidroxitolueno
Butilado. EA-Csl: Extrato Aquoso da biomassa da microalga Chlorella sorokiniana
cultivada em meio sintético Sueoka. EA-Cs2: Extrato Aquoso da biomassa da microalga

Chlorella sorokiniana cultivada com NPK e Vinhaca.
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O numero total de compostos fendlicos presentes no meio de cultivo com meio
alternativo ¢ mais do que o dobro das microalgas cultivadas em meio comercial.
Flavonoides totais também mostram uma quantidade significativamente maior na
biomassa cultivada no meio alternativo do que cultivada no meio comercial.

Os maiores teores de fendlicos e flavonoides totais encontrados em AE-Cs2
podem indicar que a adicdo de compostos organicos e minerais ao meio de cultura
aumenta o metabolismo secundério de C. sorokiniana e pode ser uma pratica vantajosa
para producdo em larga escala nas areas de cosméticos, industria farmacéutica e dietética.
Normalmente, os meios comerciais apresentam restricbes importantes no balanco de
nutrientes para o desenvolvimento de microalgas.

Diversos estudos demonstram a relagdo entre presenga/auséncia de radiagédo UV,
adicdo/reducdo de nutrientes com a producdo desses metabolitos secundéarios. Aremu et
al. (2015) apresenta a variagcdo de alguns compostos bioativos cultivando a Chlorella
minutissima em diferentes niveis de nitrogénio e sistemas de cultivo, como mixotréfico e
fotoautotrofico e conclui que a presenca do nutriente, sobretudo em condigdes
mixotréficas, aumentam a producdo desses metabolitos, corroborando com o presente
estudo sob condicbes semelhantes de adi¢do de nutrientes em detrimento da presenca de
fontes de carbono, como os agucares presentes na vinhaca, os compostos do NPK, através
da assimilagdo desses nutrientes pela microalga Chlorella sorokiniana durante os
periodos sem luz, caracterizando o cultivo mixotrofico.

Particularmente os compostos fendlicos sdo os constituintes mais numerosos e
onipresentes no grupo dos fitoquimicos e exercem uma gama de atividades bioldgicas,
incluindo atividade antioxidante e efeitos anti-inflamatérios e antimicrobianos
(HAJIMAHMOODI et al. 2010; RAPOSO; MORAIS 2015). Todavia os valores de
compostos fendlicos encontrados neste estudo foram menores que os valores de
flavonoides, em ambos extratos analisados.

Uma possivel explicacdo seria a alta polaridade da &gua, solvente utilizado no
preparo do extrato, ndo ser um bom extrator de compostos fendlicos (V1ZZOTO;
PEREIRA 2011), no entanto a &gua tem a capacidade de extrair compostos glicosilados,
que normalmente sdo aglcares complexados aos flavonoides e que também possuem
atividade antioxidante (MARTINEZ-FLOREZ et al. 2002; HAVSTEEN 2002).
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Goiris et al. (2014) mostrou que as microalgas contém uma ampla gama de
flavonoides e que, portanto, devem possuir 0o pool de enzimas necessario para sua
biossintese. Além disso, algumas microalgas demonstraram ter um padréo de producéo
de flavonoides compativel com a via de producdo de algumas plantas superiores. Klejdus
et al. (2009) e Onofrejova et al. (2010), demonstraram a presenca dos precursores no
comeco darota metabdlica: acido cumarico e acido p-cumarico e mais um grupo derivado
de seus metabolitos em algas de dgua doce.

Entretanto ainda ndo se tem dados suficientes na literatura sobre o teor de
flavonoides presentes nas microalgas e nem sua funcédo especifica. Sabe-se que sdo um
grande grupo de metabdlitos secundérios encontrados nas plantas e que séo envolvidos
em processos celulares desde a protecdo contra UV até sinalizacdo e pigmentacdo, e suas
aplicagbes como composto em alimentos funcionais e o uso na industria farmacéutica,
devido a sua atividade antioxidante e papéis semelhantes a horménios (STAFFORD
1991; KOES et al. 2005; MARKHAM 2006; AGATI; TATTINI, 2010; BUER et al.
2010). Tem se entdo uma necessidade em aprofundar os estudos de identificagdo desses
compostos, bem como as subclasses em que eles podem apresentar nas microalgas, além
de sua afinidade com os solventes utilizados nos processos de extragdo e suas reais

funcdes.

3.3. Atividade Antioxidante

Uma vez detectado a presenga dos metabolitos secundarios, descritos por sua
funcdo principal como agentes antioxidantes de espécies reativas do oxigénio, a sua
capacidade antioxidante, in vitro, foi avaliada através do método de sequestro de radicais
livres estdveis DPPH que se baseia na capacidade de determinadas substancias em doar
um atomo de hidrogénio ao radical, reduzindo-o a hidrazina, provocando mudanca de
coloracdo, de violeta para amarelo palido. Essa mudanca de coloragdo é acompanhada
pela queda de absorbancia (ALVES et al. 2010). Os valores de ICso e atividade maxima

estéo representados pela Tabela 5.3.
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Tabela 5.3. Sequestro dosradicais livres estaveis DPPH pelo extrato aquoso da biomassa
de Chlorella sorokiniana e pelos antioxidantes padrdes &cido ascorbico (AA) e
Butilhidroxitolueno (BHT).

1Csp ug/mL %
AA 4,76 + 0,29 10 88,79
BHT 49,71 £ 5,17 500 94,25
EA-Csl 2062 + 266,5 4000 89,14
EA-Cs2 357,7 £ 27,35 1500 88,05

Legenda: ICso: capacidade necessaria para capturar 50% dos radicais livres presentes na
reacdo, concentracdo em pg/mL e percentagem de atividade maxima (%). AA: Acido
Ascorbico. BHT: Hidroxitolueno Butilado. EA-Cs1: Extrato Aquoso da biomassa da
microalga Chlorella sorokiniana cultivada em meio sintético Sueoka. EA-Cs2: Extrato

Aquoso dabiomassa da microalga Chlorella sorokiniana cultivada com NPK e Vinhaca.

Considerando que o EA-Cs1 apresentou resultados exorbitantes em comparacéo
aos controles pode-se inferir que o0 extrato aquoso proveniente da biomassa cultivada sob
adicdo de vinhaca e NPK apresenta uma melhor atividade antioxidantedoo BHT e 0 AA.
Uma vez que o valor de 1Cso encontrado do EACs-1 (2062 pg/mL) é quase cinco vezes
maior que o0 EA-Cs2 (2357,7 pg/mL) e que apesar de ambos demonstrarem uma atividade
maxima bem proxima, a concentracdo de EA-Cs1 necessaria para tal € 2,6 vezes superior
ao EA-Cs2.

Vijayavel et al. (2007) estudando o efeito antioxidante da microalga marinha
Chlorella vulgaris, encontraram um valor maximo de 85% de atividade de eliminagéo de
radicais livres com a concentra¢do minima do extrato etandlico de 70 mg L1

Uma possivel explicagdo para isso seriam o0s baixos teores de metabdlitos
encontrados neste presente trabalho, uma vez que diversos autores demonstram
correlacdo entre a quantidade de compostos fenolicos e a atividade antioxidante das
microalgas, como Safafar et al. (2015), Goiris et al. (2012), que obtiveram uma alta
correlacdo em suas respectivas pesquisas, com diferentes extratos e espécies de
microalgas, entre elas marinhas e dulcicolas, e elucidaram que além dos compostos
fendlicos, os carotenoides também sdo responsaveis por uma grande parte da atividade
antioxidante microalgal. Em contrapartida Li et al. (2007), apresentaram em seu trabalho

uma baixa correlacéo entre os compostos fenolicos e a atividade antioxidante, indagando
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assim que esses compostos sdo importantes, porém ndo principais na atividade
antioxidante das microalgas.

Apesar dosvalores do 1Cso dosextratos serem consideravelmente altos em relagéo
aos controles, ainda sim 0s mesmos possuem uma atividade antioxidante que dever ser
mais investigada, devido a grande utilizacdo desses compostos, principalmente pela
industria alimenticia, que visa manter a qualidade sensorial e nutricional e aumentar a
vida-de-prateleira dos produtos, principalmente os de base lipidica, onde busca-se
minimizar arancificacdo e retardar a formacao de produtos toxicos (MAISUTHISAKUL
et al. 2007), além disso a busca por novas fontes naturais de compostos antioxidantes €
de grande valia, uma vez que uma grande parte substancias sintéticas utilizadas possuem
caracteristicas toxicas (LOBO et al. 2010; ZHANG et al. 2010).

4. CONSIDERACOESFINAIS

O cultivo damicroalga Chlorella sorokiniana, utilizando como fonte de carbono
e nutrientes a vinhacga e o NPK, respectivamente, demonstrou ser uma potencial fonte de
producdo de metabolitos secundarios, além de ser uma fonte natural com baixo custo de
producao, visto a utilizagdo de um residuo sucroalcooleiro como meio de cultivo. Além
disso, a producdo de compostos fendlicos e flavonoides, e a atividade antioxidante no
extrato aquoso da C. sorokiniana produzida em meio enriquecido com NPK e vinhaca, se
mostrou superior a outras fontes de antioxidantes, como o butilhidroxitolueno e o acido
ascorbico. Isso pode ser usado nas areas de cosméticos, farmacéutica e na industria
dietética.

A bioprospeccdo damicroalga C. sorokiniana pode gerar servicos de baixo custo
e produtos de alto valor comercial. Para trabalhos futuros, recomenda-se estudar a

aplicacdo da biomassa da microalga C. sorokiniana em produtos de valor agregado.
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CAPITULOG6 — CONSIDERACOES FINAIS

Do estudo de bioprospeccdo de microlagas do sistema de psicultura, foi possivel
identificar 15 espécies de microalgas durante 0 processo de cultivo dos microrganismos
presentes na piscicultura, dentre elas, representantes dos géneros Cyanobacteria e
Dinophycean e ao filo Chlorophytina. Para a andlise de sucessdo ecologica, o filo
Chlorophytina foi considerado o grupo com alto potencial de aplicagdo biotecnoldgica,
com destaque as microalgas L. gracillimum, S. quadricauda e Chlorella sp. que
mantiveram uma constancia na densidade celular. Ambas espécies foram as mais
resistentes as alteracdes de meios e presenca as demais linhagens, sendo indicadas na
producdo de biomassa em larga escala para melhor aproveitamento. A técnica de
isolamento de microalgas, por meio do método de inocula¢do em placas de petri permitiu
o isolamento das microlgas: S. acuminatus, S. quadricauda, Chlorella sp., M. contortum
e S. bernandii. Atécnica de envelhecimento também apresentou resultados positivos para
isolar S. quadricauda e a Chlorella sp.

O cultivo da microalga C. sorokiniana em meio NPK e vinhaca (residuo
agroindustrial) apresentou elevada producédo de biomassa, além dealtos teores de proteina
e carboidratos. A busca por meios alternativos e que aproveitem residuos industriais,
reduz gastos na producdo de biomassa algal, visto que geralmente meios quimicos para
producdo sdo caros e algumas vezes de dificil acesso. Assim, a biomassa algal pode ser
utilizada em diversas aplicacdes biotecnolégicas, como na suplementacdo na alimentacao
humana e animal.

Por meio do estudo do pHecz dos polimeros organicos e quimicos, considerou-se
que pode ocorrer uma potencializagdo na recuperagdo da biomassa algal por meio de
processos de floculagdo. Como os valores do pHpcz encontrados para a semente de M.
oleifera e o Tanfloc MT sdo proximos ao pHpcz da microalga C. sorokiniana, ndo ha
necessidade do ajuste do pH da solucdo no processo de floculacéo para estes polimeros.
J& quanto a floculantes como a quitosana deve ser feito o ajuste de pH para que tenha
eficAcia na funcdo de floculante. Deste modo, estes resultados podem contribuir
significativamente na otimizacdo do processo de recuperacdo de biomassa algal. Com
relacdo a floculacdo, foi constatado um percentual de 100% de eficiéncia de floculacdo
com a M. oleifera (polimero completamente organico), sem a necessidade de ajuste de

pH, sendo ideal para recuperacdo da biomassa da microalga C. sorokiniana. Os outros
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polimeros que obtiveram sucesso de floculacdo foram o polimero Praestol, Tanfloc MT
e a quitosana.

O cultivo damicroalga Chlorella sorokiniana, utilizando como fonte de carbono
e nutrientes a vinhaca e o NPK, demonstrou ser uma potencial fonte de producdo de
metabolitos secundarios, além de ser uma fonte natural com baixo custo de producao,
visto a utilizacdo de um residuo sucroalcooleiro como meio de cultivo. Além disso, a
producdo de compostos fendlicos e flavonoides, e a atividade antioxidante no extrato
aquoso da C. sorokiniana produzida em meio enriquecido com NPK e vinhaca, se
mostrou superior a outras fontes de antioxidantes, como o butilhidroxitolueno e o acido
ascorbico. Isso pode ser usado nas areas de cosméticos, farmacéutica e na inddstria
dietética.
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