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Resumo

Neste trabalho foram desenvolvidos estudos relacionados a cultivos e aplicacBes biotecnolégicas
de microalgas que foram divididas em quatro diferentes estratégias iniciando com uma
introducdo geral sobre o tema da dissertacdo. A primeira estratégia iniciada no segundo capitulo
teve como objetivo realizar cultivos de Chlorella sorokiniana em diferentes meios descritos na
literatura onde concluiu-se que o cultivo com o meio Bold Basal no fotoperiodo de 24 h/ 0 h foi
0 que obteve maior densidade Optica de 1,5 g70nm € @ melhor taxa de crescimento especifico
(Umax) de 0,23 dia™. No capitulo seguinte o objetivo foi a caracterizagdo de lipidios e acidos
graxos de diferentes microalgas cultivadas em tanque abertos onde foi observado que a
microalga Pseudokirchneriella subcapitata obteve maior taxa de crescimento especifico (Umax)
de 0,12 dia® com uma quantidade de 19,74% de lipidios totais em sua composicdo e na
caracterizacdo dos &cidos graxos foi observado que é&cido palmitico foi que teve maior
quantidade em todas as microalgas testadas e foram detectadas contetudo de acidos graxos poli-
insaturados (C21 e C25) nas microalgas dos género Scenedesmus que possuem aplicacOes
especiais como alimento funcional. Nos dois ultimos capitulos os estudo foram direcionados em
aplicacBes biotecnoldgicas na area animal e vegetal, o terceiro capitulo teve como objetivo o
estudo da aplicacdo de microalgas em tanques de Tilapia do Nilo sem renovacéo da agua, onde
foi relatado que os peixes que foram tratados com racao e aeragéo e racdo, microalgas e aeracéo
foram os que obtiveram as melhores taxas de crescimento, porém devido a maior volume de
matéria o tratamento com racdo, microalgas e aeracdo teve a menor taxa de sobrevivéncia de
53%. No ultimo capitulo foi realizado o estudo da influéncia/toxicidade dos efluentes dos
cultivos de Chlorella sorokiniana na germinacdo de sementes de alface onde foi observado que
ndo houve diferenca significativa na germinacao das sementes, mas houve um aumento da massa
seca nos tratamentos com os efluentes dos cultivos, ndo foi observado toxicidade em nenhum dos
tratamentos testados.

Palavras-chave: Cinética, aplicacfes tecnologicas e biodiversidade
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Abstract

In this work was developed studies related to growing and biotechnological applications of
microalgae that have been divided into four different strategies, starting with a general
introduction on the topic of the dissertation. The first strategy initiated in the second chapter
aimed to grow Chlorella sorokiniana in different mediums described in the literature, where it
was concluded that the cultivation with medium Bold Basal in photoperiod of 24 h/ 0 h had the
highest optical density of 1,5 70nm and the better specific growth rate (umax) 0.23 day™. In the
following chapter the objective is the characterization of lipids and fatty acids from different
microalgae grown in open tank where it was observed that the microalgae Pseudokirchneriella
subcapitata has a higher specific growth rate (umax) of 0.12 day™ with a quantity of 19 74% of
total lipids in its composition and characterization of fatty acids was observed that palmitic acid
has had greater amount in all experiments tested and were detected content of polyunsaturated
fatty acids (C21 and C25) in microalgae of the genus Scenedesmus which have special
applications as functional food. In the last two chapters of the study they were targeted in
biotechnological applications in animal and vegetal, the third chapter aimed to the study of
microalgae application Nile Tilapia tanks without water renewal, where it was reported that the
fish were treated with feed and aeration and feed, microalgae and aeration were the ones with the
best growth rates, however due to the larger volume of organic material the treatment with feed,
microalgae and aeration had the lower survival rate of 53%. In the last chapter was realized the
study of the effect/toxicity of effluents from cultivation of Chlorella sorokiniana on germination
of lettuce seed where it was observed that there was no significant difference in seed germination
but there was an increase in dry matter in the treatments with the effluent of cultivations, toxicity
was not observed in any of the treatments tested.

Key-words: Kinetics, technological applications and biodiversity
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1. Introducao Geral

1.1. Microalgas

As microalgas sdo organismos eucariotos e fotoautotrdficos encontrados principalmente
em ambientes aquaticos (Li et al., 2008, Kumar et al., 2010). As microalgas verdes possuem
paredes com celulose contendo clorofilas a e b e estocam amido como as plantas o fazem
(Tortora et al., 2005).

As microalgas sdo elos importantes em qualquer cadeia alimentar aquética devido a
capacidade de fixar dioxido de carbono (CO,) da atmosfera em moléculas organicas,
convertendo-as em carboidratos (Williams; Laurens, 2009) e liberando oxigénio como
subproduto da fotossintese. Os primeiros metros de profundidade de qualquer corpo de &gua
contém algas planctonicas e estima-se que 50 a 80% do oxigénio presente na Terra seja
produzido por elas (Pulz; Gross, 2004, Tortora et al., 2005).

A fotossintese é a principal via metabdlica das microalgas, ocorrendo gracas a presenca
da clorofila. A clorofila tem a capacidade de absorver a luz para oxidar a &gua, liberando assim o
oxigénio e reduzindo o CO,, formando compostos carbonatados, e. g. moléculas de glicose, que
séo utilizadas para o crescimento da biomassa (Taiz et al., 2008).

A maior parte dos pigmentos servem como um complexo de antenas que coletam a luz,
transferindo a energia luminosa para o complexo de centros de reacbes (Taiz et al., 2008;
Stephenson et al., 2011). A energia luminosa é convertida em energia quimica por unidades
funcionais chamadas fotossistemas (Taiz et al., 2008).

A utilizacdo de microalgas em processos biotecnoldgicos possui vantagens como: (i)
elevada absorgdo de COg; (ii) crescimento rapido e exponencial comparado a plantas terrestres;
(iii) alto teor de compostos de interesse, como lipidios, proteinas e carboidratos; (iv) capacidade
de crescimento em aguas salinas, salobras ou contaminadas por residuos municipais ou
agroindustriais; (v) necessidade de pouca area em relagdo as culturas tradicionais como milho e
cana de acUcar, podendo-se aproveitar terras improprias para a agricultura (Chisti, 2008; Waltz,
2009; Xu et al., 2011).

As principais pesquisas realizadas pelo Departamento Energético dos Estados Unidos

(National Alliance for Biofuels and Bioproducts — NAABB) e demais pesquisadores na area de



microalgas objetivam: obtencdo de novos microrganismos, compreensdo da bioquimica para a
producdo de compostos de interesse, secrecdo de lipidios, sistemas de cultivo, inovacdes nos
fotobiorreatores, recuperacdo da biomassa, conversdo em bioprodutos e modelagem de um
balanco energético/econémico (Malcata, 2011; Richardson; Johnson, 2015).

1.2. Cultivo de Microalgas

O desafio dos pesquisadores é produzir microalgas de forma economicamente viavel e
que possibilite as diversas aplicacdes estudadas. As microalgas representam uma alternativa para
melhorar o ambiente em que vivemos, desde o tratamento de residuos como no desenvolvimento
de energias limpas (Villalobos; Scholz, 2013).

Além de encontrar a melhor microalga (geneticamente modificada ou néo), é preciso
utilizar-se um processo de cultivo que seja econémico e eficiente, e isso inclui o meio de cultura
a ser utilizado (sintético ou residual), o tipo do biorreator (fechado, aberto, tubular, flat-plate ou
tanques abertos), o sistema de homogeneizacdo (aeracdo, pas, turbinas), se haverad alimentacdo
por CO,, o tipo de luminosidade (ciclos luminosos, diferentes poténcias e diferentes
comprimentos de ondas), e por fim, melhores formas de colheita da biomassa e processamento
da biomassa. Desta forma €é possivel observar que existem diversas questdes a serem
respondidas.

A luminosidade pode ser um dos principais fatores limitantes principalmente nos
cultivos em grande escala. A produtividade de biomassa das microalgas e a eficiéncia de
conversdo em compostos de interesse séo altamente dependentes de luz (Branyikova et al. 2011;
John et al., 2011). No entanto, a exposicdo prolongada a grandes intensidades luminosas pode
gerar uma fotoinibicdo, que sdo danos causados ao Fotossistema I, inativando os transportadores
de elétrons que geram inibicdo no crescimento das microalgas (Barber; Andersson, 1992; Taiz et
al., 2008).

O meio de cultivo, por sua vez, é o responsavel por fornecer os nutrientes basicos para o
crescimento, sendo que diversos elementos quimicos sdo utilizados em diferentes fases do
desenvolvimento das microalgas (Dragone et al., 2011; Zeng et al., 2011). Existem diversas
sugestOes de meio de cultivo, podendo existir um meio de cultura ideal para cada aplicagdo. A
Tabela 1.1 mostra a importancia de alguns nutrientes.
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Tabela 1.1. Principais nutrientes no cultivo de microalgas.

Nutriente Fontes Funcéo Limitacéo Concentracéo
principais
Suprir C paratoda a N&o hé crescimento 1-10g L™
Carbono CO,, HCOy, célula, formacdao de
(C) CO5> carboidratos e 4cidos
graxos, reserva
energética
Nitrogénio NO;-, ureia, Geracdo de Gera acumulo de 10-2000 mg L™
(N) N, aminodcidos e lipidios e diminuicéo
proteinas da quantidade de
proteina e clorofila a
Incorporado em uma Aumento da clorofila ~ 10-500 mg L™
variedade de a e acimulo de
Faésforo (P) Fosfatos, compostos, incluindo lipidios
hidrofosfatos acucares fosfatos,
fosfolipidios e
nucleotideos
Ligado ao transporte 1-200 mg L™
de elétrons por meio Inibicdo do
dos grupos ferro- Fotossistema 1l
Enxofre (S) Sulfatos enxofre e a varias especialmente em
enzimas e coenzimas, produtos primarios
da origem a cisteina e da fotossintese
a metionina e pode ser ~ (NAPDH), aumento
precursor de acetil- na producao de
CoA carotendides
Sais K, Ca, Na, Manter estrutura e 0,1-100 mg L?
inorganicos Mg atividade da célula
Elementos-  Fe, Zn, Mn, Agir como cofator de 0,01-10 mg L™
trago Pb, Cd enzimas
Vitaminas B,C,E Auxiliar na divisao 0,01-1000 pg Lt

celular

Fonte: Forjan et al., 2007; Taiz et al., 2008; Zeng et al., 2011; El-Kassas, 2013.
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Tabela 1.2. Principais sistemas de cultivo de microalgas e suas vantagens e desvantagens.

Sistema de Cultivo

Vantagens

Desvantagens

Tanques Abertos (Open
Pounds)

Fotobiorreatores
fechados (Tubular, Flat-
plate, Coluna de bolhas
e agitacdo mecanica)

- Relativamente baixos
investimentos e custo de operacédo
- Féacil de limpar e manter

- Baixo custo de operacdo

- Facil de escalonamento
-Tecnologia comprovada em escala
relativamente grande

- Boa absor¢édo de luminosidade
- Alta produtividade de biomassa
- Baixo risco de contaminagéo

- Boa homogeneizagao

- Controle do processo

- Possibilidade de construcéo de
estruturas horizontais

- Baixa perda de agua

- Melhor uso de CO, e O,

- Melhor controle dos parametros

- Baixa produtividade de biomassa
- Requer éarea relativamente grande
- Pobre de mistura, luz e utilizagéo
de CO,

- Baixo grau de controle

- Perdas de 4gua elevadas

- Elevada dependéncia do tempo
(temperatura, chuva, etc.)

- As culturas sdo facilmente
contaminadas

- Baixa eficiéncia de recuperacéo
da biomassa

- Baixa homogeneizagéo

- Alto custo de instalacdo
- Alto custo energético

- Dificil escalonamento

- Estresse hidrodindmico
- Alto custo de operacéo

Fonte: Carvalho et al., 2006, Mata et al., 2010, Brennan; Owende 2010.

Os principais sistemas de cultivos sdo: (1) tanques abertos, podendo ser construidos em
concreto, lonas ou materiais poliméricos, e (2) sistemas fechados, podendo ser de vidro, acrilico
ou plastico, sendo que cada sistema tem suas vantagens e desvantagens, como podemos

visualizar na Tabela 1.2.

1.3. Aplicagdes Biotecnoldgicas
A cada dia surgem novas possibilidades de aplicagcbes das microalgas em processos

biotecnologicos, sendo como organismos vivos para manutencdo de pisciculturas, lagos e

12



biorremediacdo ou como biomassa seca ou Umida para a producéo de bioprodutos, como racao,
farmacos e biocombustiveis (Chisti, 2008; Mata et al., 2010).

Como exemplo de aplicacdo tem-se o cultivo de microalgas destinado para a producao
de biocombustiveis, que apresenta diversas vantagens, como: (1) menor gasto de &gua, (2) maior
eficiéncia fotossintética, (3) utilizacdo de terras degradadas, (4) possibilidade de obtencdo de
CO; e nutrientes necessarios para cultivo, especialmente nitrogénio e fdsforo, a partir de
efluentes liquidos industriais; (5) producéo ndo sazonal; (6) capacidade de acimulo de diferentes
compostos de interesse que podem ser empregados na producgdo de diferentes biocombustiveis
(biodiesel, gasolina, bioquerosene, etanol e biogas), (7) crescimento rapido, sendo que algumas
espécies chegam a dobrar sua biomassa em 3,5 h na fase de crescimento exponencial (Chisti,
2008; Waltz, 2009; Xu, et al., 2011).

Uma energia renovavel e com capacidade de fixacdo do CO; é desejavel para poder
desenvolver energeticamente todo o mundo em substituicdo aos biocombustiveis de primeira
geracdo, produzidos atraves de milho, cana de agucar e soja, que necessitam de terras produtivas,
sdo de baixa eficiéncia fotossintética e poderiam ser utilizados como alimento (Patil; Tran;
Giselrgd, 2008).

No Brasil a producdo de microalgas ainda é em pequena escala e as poucas empresas
que existem ndo possuem uma producdo que alcance todo o pais. Mais especificamente no
estado do Mato Grosso do Sul existem apenas estudos, porém ndo h& empresas tampouco
comeércio nesta area, o que justifica a importancia deste trabalho como incentivo para futuras

aplicacBes comerciais no estado.

1.4. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivos desenvolver diferentes estudos relacionados a cultivos e

aplicacdes biotecnoldgicas de microalgas.

1.4.1. Objetivos Especificos

% Avaliar o crescimento da microalga Chlorella sorokiniana CTT 7727 cultivada em diferentes
meios descritos na literatura em dois diferentes fotoperiodismo.

% Quantificar os lipidios e caracterizar os acidos graxos de 6 linhagens de microalgas

(Pseudokirchneriella subcapitata, Coelastrum sphaericum, Scenedesmus spinosus,
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Coelastrum sp., Chlorella sp. e Scenedesmus acuminatus) bioprospectadas na Regido Centro-
Oeste do Brasil e cultivadas em tanques abertos em condi¢cdes ambientais.

< Avaliar o crescimento/desenvolvimento da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) em seis
tratamentos diferentes, tendo a combinacdo entre racdo comercial, fornecimento de
microalgas (Chlorella sorokiniana) e aeracdo da agua em tanques sem renovacdo da agua a
fim de compreender a fisiologia dos peixes durante os primeiros estagios de crescimento.

% Avaliar a influéncia e/ou toxicidade das microalgas e da agua residual dos cultivos de
microalgas na germinacao de sementes de alface.
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2. Cultivo de Microalgas em Diferentes Meios de Cultivo e Fotoperiodos

2.1. Introducéo

A deficiéncia energética e a dependéncia sobre combustiveis fdsseis incentivam a
prospeccdo de novas solucdes no mercado de bioenergia. Obter uma solucdo sustentavel e
economicamente viavel é o grande desafio dos pesquisadores. Diversas possibilidades estdo
sendo estudadas e entre elas estdo as microalgas (Abbasi; Abbasi, 2010; Defanti et al., 2010).
Avancos tém sido obtidos na producdo de microalgas visando tanto a producdo de
biocombustiveis quanto a utilizacdo em outros processos biotecnoldgicos (Stephenson et al.,
2011; Richardson; Johnson, 2015).

O estudo do cultivo de microalgas é importante para incrementar o conhecimento da
biologia das diferentes espécies, favorecendo a producdo em ambientes controlados, no qual os
meios de cultura oferecem nutrientes necessarios para o crescimento 6timo de cada espeécie.
Entre os objetivos do cultivo de microalgas esta a maximizacdo da conversdo da eficiéncia
fotossintética para uma 6tima producdo de biomassa (McKim; Durford, 2006).

Varios sdo os fatores que podem influenciar o crescimento de microalgas e também o
acumulo de compostos de interesses, entre eles o indculo (Converti et al., 2006), o0 modo de
homogeneizacao (Ojo et al., 2014), a concentracdo de CO, (Zheng et al., 2011), a intensidade
luminosa (Chen et al., 1996), a temperatura (Fakhry et al., 2015) além de diversos outros
parametros, que para cada microalga existirdo diferentes condicGes 6timas.

E possivel manipular a composicdo bioquimica das microalgas através de suas
condicdes de cultivo, mas o efeito pode variar de uma espécie para outra. Para algumas algas
uma condicdo pode resultar em um acimulo de certo composto e esta mesma condicao ser letal
para outra espécie. Além disso existe caréncia no entendimento de como a microalga responde a
cada meio de cultura (Brown et al., 1997).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento da microalga Chlorella sorokiniana

CTT 7727 cultivada em diferentes meios descritos na literatura em dois fotoperiodismo.
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2.2. Materiais e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Bioengenharia (BIOENG)
localizado na Faculdade de Engenharia (FAEN) da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD). A microalga utilizada nos experimentos foi a Chlorella sorokiniana CTT 7727 obtida
da Fundacdo André Tosello.

Foram utilizados trés diferentes meios de culturas ja descritos na literatura para cultivo
de microalgas. O meio Bold Basal que é um dos meios mais tradicionais da literatura descrito
por Bischoff e Bold (1963), o meio nitrogenado descrito por Dragone et al. (2011) que possui
uma quantidade maior de nitrogénio que tem como objetivo o favorecimento do acumulo de
amido e também o meio NPK, de baixo custo, preparado a partir de 1g do fertilizante quimico
N:P:K (20:5:20) diluido em 1L de &gua destilada, de acordo com Sipalba-Tavares e Rocha
(2003).

Os pré-in6culos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 250 ml com volume util de
200 ml, com os trés meios de culturas citados anteriormente. ApOs a esterilizacdo foram
mantidos em BOD equipada com agitador rotatorio orbital e fotoperiodo (MA 415 Marconi) a 25
+ 0,5°C a 200 rpm e 8 klux durante 7 dias. Ciclos de fotoperiodo de 12 h/12 h ou 24 h/ 0 h foram
mantidos nas mesmas condicdes do cultivo principal. Os pré-indculos sdo necessarios para
garantir a viabilidade das células e adaptacdo ao modo de cultivo.

Apbs 7 dias transferiram-se os volumes dos frascos cultivados para frascos Erlenmeyer
de 6L com volume util de 5L (considerando o volume do indculo) mantidos a 25 + 2°C com
aeracéo constante de 1,125 L min™ realizada pelo compressor de ar (BigAir A420) a 8 klux em
dois ciclos de fotoperiodo de 12 h/12 h ou 24 h/ 0 h durante 18 dias sendo testados em
quadruplicata. Leituras de absorbancias foram realizadas em leitora de microplacas (Biochrom
modelo Anthos Zenyth 200rt) no comprimento de ondas de 670 nm a cada 24 h.

A fase exponencial de crescimento foi identificada pela regido linear sobre In da
absorbancia (ABSg70) em funcdo do tempo de cultivo. A partir dos dados de absorbéncia

calculou-se a velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) € 0 tempo de duplicagdo (DT).
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2.3. Resultados e Discussao

A Figura 2.1 mostra o perfil cinético dos diferentes crescimentos ao longo dos 18 dias
de cultivo. Podemos observar que o cultivo com Bold Basal com o fotoperiodo de 24 h/ 0 h foi o
que apresentou melhor resultado no crescimento, chegando a uma densidade Optica de 1,50,
enquanto o segundo melhor resultado foi de apenas 0,56 em densidade dptica, obtido com 0 meio

nitrogenado descrito por Dragone et al. (2011) em fotoperiodo 24 h/ 0 h.

—=— Meio Nitrogenado 12 h/12 h
—O— Meio Nitrogenado 24 h/ 0 h
169 |—a—Bold Basal 12 h/12 h

—4— Bold Basal 24 h/ 0 h

—e— NPK (20:5:20) 12 h/12 h
—0— NPK (20:5:20) 24 h/0 h

0,4 1

0,0 T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Figura 2.1. Cinética da microalga Chlorella sorokiniana nos diferentes meios e fotoperiodos.

Os trés melhores resultados comparando a densidade Optica final foram os cultivos em
fotoperiodo de 24 h/ 0 h, mostrando assim a resisténcia a fotoinibicdo, j& que quando a
luminosidade é excessiva pode inibir a fotossintese, através de um estresse luminoso onde 0s
transportadores de elétrons sdo inativados (Barber; Andersson, 1992).

Dentre as diferentes curvas de crescimento, o0 meio NPK possui um perfil de
crescimento semelhante ao dos outros 4 cultivos e entre os cultivos de 12 h/12 h houve a maior

taxa de crescimento especifico (Hmax) com 0,15 dia™* observada na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Pardmetros cinéticos obtidos nos diferentes cultivos.

MEIO Hmax (dia™) TD (dia) R?

Meio Nitrogenado 12 h/12 h 0,1149 6,03 0,98
Meio Nitrogenado 24 h/ 0 h 0,1115 6,21 0,99
Bold Basal 12 h/12 h 0,1349 5,14 0,94
Bold Basal 24 h/ 0 h 0,2341 2,96 0,96
NPK (20:5:20) 12 h/12 h 0,1504 4,61 0,97
NPK (20:5:20) 24 h/ 0 h 0,0647 10,71 0,97

Sipauba-Tavares et al. (2011) em um estudo comparando diferentes meios de cultivo
também obteve a maior velocidade especifica de crescimento e o menor tempo de duplicacdo
utilizando o meio NPK em comparacdo com meios mais enriquecidos. Esse resultado indica que
em condi¢Oes de cultivo de 12 h/12 h o excesso de nutrientes pode se tornar inibitério, como no
caso da aménia maior que 1 mg L™, que causa inibicdo no crescimento da microalga (Sipatba-
Tavares; Pereira, 2009), o que condiz com o resultado obtido com o meio nitrogenado de
Dragone et al. (2011) que possui uma carga maior de nitrogénio (ureia) e menor taxa de

crescimento.

2.4. Concluséo

De acordo com esse trabalho foi observado nas condicOes estudadas que a melhor opg¢ao
para cultivo de microalgas é a utilizacdo do meio Bold Basal com o fotoperiodo de 24 h/ 0 h,
pois nestas condi¢cdes a Chlorella sorokiniana obteve uma maior taxa de crescimento. Mais estudos
sdo necessarios principalmente para o entendimento do acimulo dos diferentes compostos de

interesse.
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3. Caracterizacdo de Lipidios e Acidos Graxos de Diferentes Microalgas
Cultivadas em Tanques Abertos

3.1. Introducéo

As microalgas sdo microrganismos fotossintetizantes com grande capacidade de
absorcdo de CO, para a transformacdo em energia e utilizando alguns nutrientes como potassio,
fosforo e nitrogénio podem ser cultivadas em tanques abertos ou fotobiorreatores fechados
(Tortora et. al., 2005, Chisti, 2007). Com essa capacidade de baixa necessidade de nutrientes
podem ser cultivadas em diferentes residuos agroindustriais, residuos domésticos ou fertilizantes
de baixo valor agregado (Sipauba-Tavares; Rocha, 2003, Chisti, 2007, Dragone et al., 2010).

Existem diversas aplicacGes de microalgas na agroindustria e nas industrias de farmacos
e cosméticos, além de um grande potencial para a producdo de biocombustiveis. Com a
capacidade de acumulo de lipidios nas microalgas, a producéo de biodiesel se torna viavel e por
esta razdo a otimizacdo desse acumulo torna-se importante (Yen et al., 2013). O cultivo de
microalgas em tanques abertos é considerado a melhor alternativa para a producdo de biomassa
em larga escala devido a sua facil construcdo, manutencéo e operacao (Park et al., 2011).

Além do acumulo dos lipidios, a caracterizacdo dos acidos graxos saturados e
insaturados formados é essencial para a determinacdo da qualidade do biodiesel. Esta informacao
pode ser utilizada para uma selecdo mais precisa de uma espécie de microalga eficiente na
producdo do biodiesel (Nascimento et al., 2013). A analise dos &cidos graxos pode também
caracterizar trés atributos importantes das comunidades microbianas: biomassa microbiana
viavel, estrutura da comunidade e do estado nutricional/fisiologico (Piotrowska-Seget, 2003).

O objetivo deste trabalho foi quantificar os lipidios e caracterizar os acidos graxos de 6
linhagens de microalgas (Pseudokirchneriella subcapitata, Coelastrum sphaericum,
Scenedesmus  spinosus, Coelastrum sp., Chlorella sp. e Scenedesmus acuminatus)
bioprospectadas na Regido Centro-Oeste do Brasil e cultivadas em tanques abertos em condi¢cfes

ambientais.
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3.2. Materiais e Métodos

3.2.1. Microrganismo
As linhagens analisadas foram S. spinosus, Coelastrum sp., Chlorella sp., S. acuminatus
(Minillo et al., 2013) e P. subcapitata e C. sphaericum, todas isoladas na Regido Centro-Oeste.
Para o preé-indculos foi utilizado o meio CHU12 (Sipalba-Tavares; Rocha, 2003,
Minillo et al., 2013) em galdes de 9 L, com o objetivo de se obter uma maior densidade celular
para posterior indculo nos tanques de 2000 L.

3.2.2. Cultivo de microalgas em tanques abertos

Apds 60 dias do pré-indculos realizou-se a transferéncia para os tanques de 2000L com
adicao do fertilizante quimico N:P:K (20:5:20 g L™), de acordo com SIPAUBA-TAVARES e
ROCHA (2003). Nos tanques, as microalgas foram expostas a condi¢des ambientais (luz solar,
temperatura e chuva.) sem que houvesse controle desses parametros. A cada 7 dias amostras
eram coletadas para a medicdo da absorbancia (Asoonm) para observar a variacdo da densidade
Optica (DO) e monitorar a producdo de biomassa, totalizando 49 dias de cultivo.

A fase exponencial de crescimento foi identificada pela regido linear sobre In da
absorbancia (ABSgp) em funcdo do tempo dos cultivos. A partir dos dados de absorbancia

calculou-se a velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) € 0 tempo de duplicacdo (DT).

3.2.3. Analise dos lipidios e acidos graxos

Ao final do cultivo, a biomassa foi coletada dos tanques e realizada a analise da
umidade por secagem em estufa de circulacdo a 70°C e em seguida direcionada para a
quantificacdo de lipidios realizada pelo método a frio (Bligh; Dyer, 1959). Para a caracterizacao
de &cidos graxos foi realizada a transesterificacdo pelo método HCI em metanol, no qual aos
extratos de lipidios também extraidos pelo método a frio, foi adicionado 500 ml de HCI a 5% em
metanol e a mistura foi incubado durante 2 h a 100 °C. ApOs a reacdo esperar chegar a
temperatura ambiente e adicionar 1.25 mL de agua destilada, os ésteres metilicos de &cidos
graxos (FAME) séo extraidos com adicdo de 1,25 ml de hexano (Martins et al., 2012).

Posteriormente 0os FAMEs foram determinados através de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, sendo utilizado o cromatdgrafo gasoso CG-EM (Agilent,

model 7890A), equipado com coluna capilar HP-5MS de 30m x 0,25mm x 0,25um e gas helio
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como gas de arraste na razao split 1:10. As determinacdes foram realizadas a 180°C e taxa de
aquecimento de 10°C/min até 300°C. A temperatura do detector foi de 325°C e 300°C para 0
injetor, sendo a andlise cromatogréfica realizada em duplicata.

A identificacdo dos FAMEs foi realizada por comparacdo do tempo de retencdo dos
constituintes da amostra com uma mistura constituida de 19 padrbes de ésteres metilicos de
acidos graxos (FAME Mix, Sigma-Aldrich) e por compara¢do com 0s espectros de massa da
biblioteca NISTMS Search 2.0, presente no software do cromatdgrafo. A quantificagdo foi
efetuada em relacdo ao padrdo interno, tricosanoato de metila (23:0) (Sigma-Aldrich)
(Menegazzo et al., 2014).

3.3. Resultados e Discusséo
A Figura 3.1 mostra a cinética que durou 49 dias possibilitando observar crescimento
das microalgas.

—e— Chlorella sp.

1,04 |—=— Coelastrum sphaericum
—a— Coelastrum sp.

—O— Pseudokirchneriella subcapitata
0sd |~ Scenedesmus acuminatus
—4— Scenedesmus spinosus

0,6

0,4

AbS 600nm

0,2

0,0 T T T T T T T T T T T T T T

Tempo (dias)

Figura 3.1. Cinéticas de crescimento de Chlorella sp., Pseudokirchneriella subcapitata, Coelastrum sp.,
Coelastrum sphaericum, Scenedesmus spinosus e Scenedesmus acuminatus em tanques raceway durante
49 dias.

A taxa de crescimento em tanques abertos geralmente € menor em comparagdo com 0s

cultivos em fotobiorreatores fechados (Mata et al., 2010). Para que o crescimento em tanques
abertos seja otimizado é importante uma melhor homogeneizacéo, principalmente quando o CO,
é adicionado, o controle dos parametros do cultivo, como pH, luz e nutrientes, e a reducdo da

contaminagéo (Park et al., 2011).
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Avaliando os parametros cinéticos na Tabela 3.1 observamos que a microalga que

obteve maior velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) € O menor tempo de

duplicacdo (TD) foi a microalga Pseudokirchneriella subcapitata com os valores de 0,12 e 5,40

respectivamente. Em trabalhos com Pseudokirchneriella subcapitata cultivados em NPK,

CARVALHO e colaboradores (2012) obtiveram uma taxa de crescimento exponencial de 0,11 a

0,13 dia™, mostrando resultados satisfatérios na utilizagdo destas microalgas.

Tabela 3.1. Pardmetros cinéticos das diferentes microalgas.

Microalgas Hmax (dia™) TD (dia) R2

Chlorella sp. 0,045 15,40 0,99
Coelastrum sphaericum 0,028 24,76 0,98
Coelastrum sp. 0,030 22,88 0,98
Pseudokirchneriella subcapitata 0,128 5,40 0,98
Scenedesmus acuminatus 0,030 23,02 0,98
Scenedesmus spinosus 0,036 19,25 0,98

A Tabela 3.2 mostras que a porcentagem da umidade se manteve na faixa de 90,33 a

94,77% nas diferentes microalgas enquanto o contetdo de lipidios atingiu os melhores resultados

nas microalgas Coelastrum sp. e Pseudokirchneriella subcapitata, que apresentaram em média

20% do peso seco total.
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Tabela 3.2. Umidade e contetdo de lipidios presente na biomassa das microalgas apds 49 dias de cultivo.

Microalgas Umidade (%) Lipidios (%0)
Chlorella sp. 94.76 + 0.2a 11,52 + 0.8d
Coelastrum sphaericum 93,57 £ 0.1b 12,16 + 0.4c
Coelastrum sp. 92,67 £0.1c 19,98 + 1.4a
Pseudokirchneriella subcapitata 90,33 + 0.1d 19,74 + 0.2a
Scenedesmus acuminatus 9454 +0.1a 9,77 £0.4d
Scenedesmus spinosus 94.66 + 0.1a 15,31+ 0.7b

A Tabela 3.3 apresenta a composi¢do em acidos graxos dos 6leos obtidos ao final dos
cultivos das biomassas das diferentes espécies de microalgas estudadas. Como visto na literatura,
0 &cido palmitico é o acido graxo predominante na maioria dos extratos lipidios de microalgas
(Nascimento et al., 2013).

O écido graxo com maior acimulo em todas as microalgas estudadas foi o acido
palmitico (C16). Segundo Kalpesh (2012) uma alta intensidade luminosa aumenta a sintese desse
acido, o que estéa relacionado a protecdo das células. Chlorella sp. foi a microalga que obteve um
maior acumulo de acido palmitico (69,71%), resultado similar ao relatado por Costa (2006), em
que C. vulgaris foi cultivada em condi¢bes de alta temperatura (35°C) e alta intensidade
luminosa (2,5 klux), chegando a acumular 68,39% de acido palmitico.

Foi possivel observar também que o género Scenedesmus apresenta um perfil diferente
das demais espécies devido ao seu contedo maior de &cidos graxos poli-insaturados (C21 e
C25), especialmente da série Omega, que apresentam uma série de aplicacBes especiais
principalmente como alimento funcional, ajudando no desenvolvimento fisico, fisioldgico e

mental do organismo humano (Martins et al., 2008) (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3. Composicéo em &cidos graxos dos 6leos obtidos na biomassa das diferentes espécies de microalgas estudadas referentes ao primeiro
ciclo.

Acido graxo Chlorella sp. Coelastrum Coelastrum sp. Pseudokirchneriella Scenedesmus Scenedesmus
sphaericum subcapitata acuminatus spinosus

Acido Palmitico (C16) 69,71+ 2,0a 59,95+ 1,13b 61,4 + 3,64b 61,46 + 2,10b 60,06 £+ 2,0b 60,80 + 2,73b
Acido Esteérico (C18) 26,10+ 2,09a  22,82+0,19a 21,83 +£1,90a 14,36 + 1,53b 21,89+ 4,11a 23,53+ 0,34a
Acido Oleico (C18:1c) 4,19 £+ 0,06¢ 17,23+ 1,11ab 13,90 + 6,22abc 24,16 + 3,6a 10,06 + 2,8bc 5,87 £ 2,35¢
Acido Araquidénico (C21) n.d. n.d. n.d. n.d. 2,84 £ 0,99a 1,63 +0,57a
Acido Beénico (C22) n.d. n.d. 2,87 +0,67a n.d. 5,15+ 2,35a 3,10+ 0,71a
Acido Lignocérico (C25) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 5,07 +2,48

n.d. ndo detectado
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Os valores de acidos graxos podem ser alterados devido ao seu acimulo ou ao seu uso
como fonte energética. Essas alteracbes ocorrem através de enzimas que agem na rota de f-
oxidacdo, variando as cadeias de &cidos graxos em duas unidades de carbono, o que explica o
porqué da maioria das vezes as cadeias de &cidos graxos serem pares (Voet et al., 2008; Taiz et
al., 2008). Somente as microalgas Scenedesmus acuminatus e Scenedesmus spinosus mostraram
acidos graxos de cadeias impares, 0 que ndo é geralmente observado. Isso acontece em algumas
plantas e organismos marinhos, pois o ultimo ciclo da -oxidacdo fornece o propionil-CoA que
pode ser convertido em succinil-CoA, que entra no ciclo do &cido citrico. Para essa reacdo
acontecer é preciso o envolvimento de trés enzimas: propionil-CoA-carboxilase, metilmalonil-
CoA-racemase e metilmalonil-CoA-mutase (Voet et al., 2008). A questdo é que para realizar essa
transformacdo € necesséaria a coenzima Bj,, que ndo é encontrada em plantas, somente em
bactérias (Voet et al., 2008; Taiz et al., 2008). A hip6tese € que por ser um cultivo aberto,
bactérias poderiam ter contaminado o tanque, disponibilizando essa coenzima no cultivo, o que
teria possibilitando a geracdo de acidos graxos de cadeias impares.

Os &cidos graxos tém um grande valor na determinacdo da filogenia bacteriana, pois as
bactérias incorporam o0s acidos graxos, principalmente em fosfolipidios, que possuem
propriedades Uteis para serem biomarcadores (Piotrowska-Seget, 2003). Biomarcadores de
acidos graxos bacterianos sdo tipicamente impares, sdo acidos graxos ramificados como os trans-
insaturados e o ciclopropilo (Berge; Barnathan, 2005). Outro fator que poderia ser citado € a
radiacdo ultravioleta, mas de acordo com LI (2012) essa radiacdo ndo altera o teor de &cidos
graxos das microalgas.

Sahu et al. (2013) reportam que € possivel classificar taxonomicamente as microalgas
com a utilizacdo da caracterizacdo dos acidos graxos e também definir sua destinacdo para outras
aplicacOes. Estes autores complementam que o acumulo de &cidos insaturados é atribuido a
capacidade de adaptacdo a diversas condicdes extremas. A evolucdo das pesquisas em relacao
aos meios, ao modo de cultivo, tipos de fotobiorreatores e processos posteriores séo de interesse
global para que a o cultivo de microalgas se torne uma alternativa viavel economicamente para a

obtencdo de energia (Pereira et al., 2012).
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3.4. Concluséo

A realizacdo de cultivos mais simples é importante para o entendimento das microalgas
em condi¢fes ambientais. A espécie de microalga que apresentou melhor crescimento em
tanques abertos foi a Pseudokirchneriella subcapitata. Pseudokirchneriella subcapitata e
Coelastrum sp. Apresentaram 0s maiores contetdos lipidico, porém o género Scenedesmus
apresentou um perfil diferenciado de acidos graxos, com um conteido de &cidos graxos poli-
insaturados (C21 e C25), especialmente da série 6mega, mostrando que estratégias de cultivos
em tanques abertos podem gerar produtos diferentes devido a interagdo com outros

microrganismos nos ambientes abertos.
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4. Crescimento e Sobrevivéncia de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) em
Tanques sem Renovacio de Agua Suplementados com Ragdo, Aeragio e
Microalgas

4.1. Introducao

A piscicultura é uma atividade que cresce a cada ano em uma taxa muito maior do que a
observada para outras atividades rurais. No entanto, a ciéncia e a tecnologia envolvidas na
producdo ainda possuem caréncia de estudos e novas pesquisas Sa0 necessarias para 0 aumento
da produgéo (Ostrensky et al., 1998).

A qualidade da &gua é uma das suas principais necessidades, uma vez que 0S peixes
desenvolvem suas fungdes béasicas para sobrevivéncia, como respiracdo, reproducao, alimentacao
e defecacdo na &gua. Assim a agua € um fator determinante na alimentacdo devido a
homogeneidade e a disponibilidade de alimento (Ostrensky et al., 1998; Roche; Rocha, 2005).

A concentracdo de microalgas em lagos de piscicultura € um fator importante em
relacdo a qualidade da agua. E responsavel pela reciclagem de nutrientes frequentemente
excretados pelos peixes e proporciona também um papel importante no contedo de oxigénio
dissolvido na agua. As microalgas podem também ser consideradas como uma fonte rica de
alimento para os peixes (Taelman et al., 2013). Existem varios estudos que relatam a utilizagdo
de microalgas como fonte de carbono e energia para o crescimento dos peixes (Ruangsomboon et
al., 2010).

No entanto, existem ainda muitas lacunas que precisam ser preenchidas em relacdo a
concentracdo de microalgas, a alimentacdo e a qualidade da agua. Segundo Hein e Brianese
(2004) os principais entraves da piscicultura sdo o custo de producédo, devido ao alto custo das
racdes, a falta de capacitacdo dos piscicultores, as variantes climaticas, a falta de legislacédo e a
dificuldade na comercializacgéo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento/desenvolvimento da Tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) em seis tratamentos diferentes, tendo a combinacdo entre racéo
comercial, fornecimento de microalgas (Chlorella sorokiniana) e aeracdo da &gua em tanques
sem renovagdo da agua a fim de compreender a fisiologia dos peixes durante os primeiros

estagios de crescimento.
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4.2. Materiais e Métodos

O experimento foi realizado em uma piscicultura localizada em Dourados, MS, Brasil.
Foram utilizados seis tanques circulares de 1000 L, com um volume atil de agua de 500 L. A
temperatura foi controlada a 28 + 2 °C usando termostatos e foi realizado em fotoperiodo de 12
h/12 h. Um total de 180 juvenis de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), com um peso médio
de 10,66 + 1 g e tamanho médio de 8 £ 1 cm. Um total de 30 individuos foram utilizados em
cada tanque. A microalga utilizada nos experimentos foi a Chlorella sorokiniana CTT 7727
obtida da Fundagdo André Tosello sendo cultivada em tanque aberto utilizando o meio Bold
Basal (Bischoff; Bold, 1963),

Os tratamentos avaliados foram: 1) Racédo (R), 2) Racdo + Aeracao (RA), 3) Microalgas
(M), 4) Microalgas + Aeracdo (MA), 5) Ragdo + Microalgas (RM), 6) Racdo + Microalgas +
Aeracdo (RMA). Na primeira semana para 0s tratamentos em que haviam so6 racdo (R, RA) os
peixes foram alimentados com racdo na propor¢do de 20% do peso total dos alevinos, para 0s
tratamentos que havia s6 microalgas foram tratados com 4 litros de cultivo de microalgas com
uma concentracéo de 3,90 x 10° células.mL™ (M e MA) e para os cultivos com microalga e rac&o
foram utilizados 10% de racdo e 2 litros de cultivo de microalgas (RM e RMA). Todas essas
alimentacdes foram divididas em quatro vezes ao dia nos horarios de 8, 11, 14 e 17 h.

Na segunda semana do experimento foi reduzida pela a metade a alimentacdo dos
experimentos com racdo, sendo 10% para os que sé havia racdo (R e RA) e 5% para 0s que

haviam racdo e microalgas (RM e RMA), conforme a Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Descricdo dos diferentes tipos de tratamentos.

Tratamento Dia0-7* Dia 8 — 14*
Racédo + Microalga + Aeracéo 32 g (R) + 1000 mL (M) 16 g (R) + 500 mL (M)
Racdo + Microalga 32 g (R) + 1000 mL (M) 16 g (R) + 500 mL (M)
Microalga 2000 mL (M) 1000 mL(M)
Microalga + Aeragéo 2000 mL (M) 1000 mL (M)
Racédo + Aeracdo 649 (R) 329 (R)
Racao 649 (R) 329 (R)

(R): racéo; (M): microalga; *Quantidade por tanque
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Durantes os 14 dias de experimento foram determinados periodicamente o pH, o
oxigénio dissolvido, a amonia tdxica, o nitrito e a dureza da agua utilizando o kit de analise de
agua (Labfish). Ao final do experimento a agua foi coletada para a realizacdo das analises
microbiolodgicas.

Para as andlises microbiologicas foi utilizada a técnica dos tubos mdaltiplos para a
deteccdo e a confirmacao dos coliformes totais e as contagens de Escherichia coli e de mesoéfilos

totais conforme metodologia classica (Silva, 2005).

4.3. Resultados e Discusséo

Podemos visualizar na Figura 4.1 (A) a alteracdo do peso dos peixes nos diferentes
tratamentos. Observa-se que o tratamento racdo com aeracdo (RA) obteve o maior ganho de
peso, aproximado com o resultado do tratamento com racdo, microalgas e aeracdo (RMA), que
teve 50% menos racdo do que o tratamento s6 com RA. Assim, constatou-se que presenca da
microalga supriu em parte a quantidade de racdo diminuida.

A Figura 4.1 (B) mostra o comprimento dos peixes nos diferentes tratamentos, sendo

que o perfil foi semelhante ao da Figura 4.1 (A).

—=— Racao + Microalgas + Aeragao
+ Microalgas + Aeracao
--+--Ragao + Aeragao
—=— Racao + Microalgas
o Microalgas
--+--Ragao

Peso (9)

Comprimento (cm)

(A) (B)

Comprimento (cm)

T T 7 T T
0 7 14 0 7 14

dias dias

Figura 4.1. (A) Acompanhamento do peso dos peixes nos diferentes tratamentos, (B) Acompanhamento
do comprimento dos peixes nos diferentes tratamentos.
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Concentragao (ppm)

Nos tratamentos somente com racdo (R) e racdo e microalgas (RM) o0s peixes
mantiveram seu peso, apesar da disponibilidade de alimento. Isso revela a importancia da
aeracdo no meio para que que haja o crescimento e o ganho de peso, segundo HEIN e
BRIANESE (2004) qualquer estresse pode influenciar o apetite e assim impossibilitar seu
crescimento. Nos tratamentos que ndo haviam a aeracdo, as microalgas tiveram um papel
essencial na oxigenacdo dos tanques, mantendo o oxigénio dissolvido necessario para que 0s
peixes sobrevivessem, conforme mostrado na Figura 4.2 (A).

A média de ganho de peso em escala comercial chega a faixa de 2 a 3 g/dia (Cruz-
Casallas et al., 2010), muito superior a relatada neste experimento, onde o melhor crescimento
atingiu um ganho de 5 g apds 14 dias, representando uma media de 0,3 g/dia.

Os tratamentos com apenas microalgas (M) e microalgas e aeracdo (MA) resultaram em
perda de peso, mostrando que apenas as microalgas ndo séo suficientes para a alimentagdo dos
peixes. Somente o oxigénio dissolvido e o nitrito obtiveram diferencas significativas nos

diferentes tratamentos, dados demonstrados no valor inicial e final nas Figuras 4.2(A) e 4.2(B).

Il Racao + Microalgas + Aeragao
Il Microalgas + Aeragao

[ Ragao + Aeragao

I Racgao + Microalgas
Microalgas

B3 Ragao

Oxigénio Dissolvido Nitrito NO,
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2,54
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= »

[} =}

1 1
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= 00

T
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Figura 4.2. (A) Medida final e inicial o Oxigénio dissolvido nos diferentes tratamentos, (B) medida final
e inicial do nitrito nos diferentes tratamentos.

Nos parametros de qualidade da &gua, o pH, a amdnia toxica e a dureza da agua se

mantiveram dentro das condic¢Ges adequadas para a producdo segundo o manual técnico SNatural
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(2015). O pH ficou na faixa entre 6,5 e 7, a amonia toxica se manteve sempre inferior a 0,02 ppm
e a dureza ndo se alterou em nenhum dos tratamentos.

Analisando as Figuras 4.2(A) e 4.2(B) podemos observar que o oxigénio dissolvido
possui uma grande importancia na formacao do nitrito. Todos 0s experimentos chegaram a niveis
criticos de nitrito, maiores que 2,5 ppm, exceto o tratamento s6 com racdo, onde 0 oxigénio
dissolvido foi o mais baixo. Isso ocorre, pois, a producdo de nitrito € realizada por bactérias
nitrificantes aerdbicas, em que o nitrito representa uma fase intermediéaria entre a amonia (forma
mais reduzida) e o nitrato (forma mais oxidada) (Esteves, 1998). Constatou-se que o alto valor
de nitrito foi estressante para os alevinos, influenciando seu desenvolvimento e
consequentemente causando risco de morte.

A acdo do nitrito funciona através da ligacdo com a hemoglobina, que é o pigmento
responsavel pelo transporte de oxigénio para os 6rgdos e células de peixes. Quando as
concentracdes de nitrito na agua sdo elevadas, combina-se com o nitrito de hemoglobina para
formar a metemoglobina, que ndo € capaz de transportar oxigénio (Duborow et al., 1997). O
resultado € que os peixes morrem devido a falta de oxigénio (anoxia), mesmo com uma grande
quantidade de oxigénio dissolvido estar presente na dgua das lagoas.

Outro fator que gerou morte foi a queda de oxigénio dissolvido no tratamento apenas
com racdo. A taxa de sobrevivéncia pode ser visualizada na Tabela 4.2. E possivel observar que
nos tratamentos onde ndo havia aeracdo, a fotossintese das microalgas exerceu um papel
essencial na oxigenacdo dos tanques, mantendo o oxigénio dissolvido necessario para a
sobrevivéncia de peixe (Figura 4.2 (A)).

Tabela 4.2. Porcentagem de sobrevivéncia dos peixes.

Tratamento Inicial Final Sobrevivéncia (%)
Racdo + Algas + Aeracdo 30 16 53,33
Racdo + Algas 30 25 83,33
Algas + Aeracédo 30 28 93,33
Algas 30 28 93,33
Racédo + Aeracdo 30 29 96,67
Racéo 30 26 86,67

As analises microbiologicas mostraram que o tratamento RMA apresentou uma carga
maior de microrganismos tanto em quantidade de Escherichia coli como de bactérias mesofilas,

representando a menor taxa de sobrevivéncia entre os tratamentos. Segundo Liuson (2003) a
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determinacdo microbiologica é um indicativo que informa o grau de polui¢cdo microbiana que as
Tilapia estdo expostos no tanque e que podem prejudicar toda cadeia produtiva. E importante
entender o comparativo de algumas questdes basicas e encontrar uma correlacdo entre

alimentacdo, com qualidade da &gua e a carga microbioldgica envolvendo microalgas.

Tabela 4.3. Analises microbioldgicas

E. coli Bactéria mesofilica

Tratamento CT24h CT48h (UFClg) (UFCl/g)

Racdo + Microalgas + Aeracio + + 2,43x 10° 1,08 x 10°
Rag#o + Microalgas + + 4,98 x 10* 6,57 x 10°
Microalgas + Aeragio - + 5,29 x 10* 1,68 x 10°
Microalgas + + 5,60 x 10 9,03 x 10°

Racao + Aeracao - + 4,27 x 10* 2,24 x 10°

Racao + + 2,21 x 10° 2,47 x 10°

CT: Coliformes totais (ap0s 24/48 h); +: presenca; -: auséncia

A alta quantidade de nitrito causou um aumento na carga microbiol6gica dos tanques.
Nos tanques em que ndo foi feita a renovacdo da &gua o risco do desenvolvimento da carga
microbioldgica aumentou. Uma possibilidade para a utilizacdo em cultivos sem renovacao € a
utilizacdo de filtros ou de cultivos de vegetais para realizar a ciclagem de amonia e nitrito na

agua.

4.4. Concluséo

Os peixes tratados com racdo, microalgas e aeragdo obtiveram um maior ganho de peso,
porém a taxa de sobrevivéncia foi reduzida devido ao aumento da carga microbioldgica. As
microalgas foram eficientes para manter o oxigénio dissolvido necessario para a producdo de
peixe, mas ndo séo suficientes para serem usadas na alimentacdo. Em tanques de producgéo de
Tilapia do Nilo em que ndo ha renovacdo da agua as microalgas ndo foram capazes de reciclar os

nutrientes de maneira eficiente que pudesse controlar o crescimento microbioldgico.
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5. Reutilizacéo do Efluente do Cultivo de Chlorella sorokiniana em Diferentes
Meios de Cultura em Germinacdo de Sementes de Alface

5.1. Introducéo

Pesquisas com o cultivo de microalgas vém crescendo com o passar dos anos e e
avangos ainda estdo sendo realizados em diversas partes da produgdo de microalgas,
principalmente para o entendimento da fisiologia das microalgas, avaliacdo de fotobiorreatores,
recuperacdo da biomassa e desenvolvimento de produtos e aplicacdes (Stephenson et. al., 2011,
Richardson; Johnson, 2015).

Com o aumento dos estudos e a tecnologia de producdo de microalgas se tornando cada
vez mais presente, cresce a preocupacdo com o destino dos efluentes desta producdo. Cada
cultivo pode produzir diferentes compostos extracelulares e podem gerar diferentes metabolitos e
fito-hormbnios presentes nas microalgas que podem ser benéficos ou ndo para outros
organismos.

A alface é uma das principais hortalicas produzidas no Brasil devido ao seu baixo custo
de producdo, pouca suscetibilidade a pragas e doencas e a comercializacdo segura. Assim, tem
um papel importante para pequenos produtores e sua semente € uma das principais utilizadas em
pesquisas de toxicidade em sementes por dar respostas rapidas e de facil avaliacdo (Usepa;
Oswer, 1994, Asahide et. al., 2012).

A utilizacdo de fertilizantes sintéticos pode acarretar desequilibrios nutricionais nas
plantas, podendo causar danos ao solo e ao lencol freatico, além de enfraquecer a planta.
Contudo a utilizacdo de biofertilizantes é um estratégia de baixo custo que tende a contribuir
para uma maior produtividade no desenvolvimento vegetativo e melhorar as caracteristicas
quimicas, fisicas e bioldgicas do solo (Souza; Resende, 2003, Diniz et al., 2011) .

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia e/ou toxicidade das microalgas e da

agua residual dos cultivos de microalgas na germinacdo de sementes de alface.
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5.2. Materiais e Métodos

5.2.1. Microalga

Os cultivos foram realizados no Laboratorio de Bioengenharia (BIOENG) localizado na
Faculdade de Engenharia (FAEN) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD),
utilizando a microalga Chlorella sorokiniana CTT 7727 obtida da Fundacdo André Tosello.

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 250 ml com volume util de 200
ml em triplicata testando quatro diferentes meios de cultivo, o meio Bold Basal descrito por
BISCHOFF e BOLD (1963), o Meio Nitrogenado descrito por DRAGONE et al. (2011), 0 meio
NPK preparado de acordo com SIPAUBA-TAVARES; ROCHA (2003) e o Meio Misto
composto por 50% Bold Basal, 50% NPK mais 1g L™ de glicose, mantidos em BOD equipada
com agitador rotatério orbital e fotoperiodo (MA 415 Marconi) a 25 + 0,5°C a 200 rpm e 8 klux
durante 28 dias com fotoperiodo de 12 h/12 h.

Leituras de absorbancias foram realizadas em leitora de microplacas (Biochrom modelo
Anthos Zenyth 200rt) no comprimento de ondas de 670 nm a cada 24 h. A fase exponencial de
crescimento foi identificada pela regido linear sobre In da absorbéancia (ABSe70) em funcéo do
tempo de cultivos. A partir dos dados de absorbancia calculou-se a velocidade especifica maxima

de crescimento (Umax) € 0 tempo de duplicacéo (DT).

5.2.2. Germinacdo de Sementes

Para os testes de germinacdo foram utilizadas trés concentracdes de microalgas (2,7 x
107, 1,23 x 10" e 0,15 x 10" cell-mL™) cultivadas em meio Bold Basal e os efluentes dos cultivos

descritos na sec¢do 5.2.1, apds autoclavagem (121 °C, 15 min.).

Os testes de germinacdo foram realizados de acordo com as recomendacOes
previamente descritas (Brasil, 2009). Utilizaram-se 4 repeticdes de 25 sementes semeadas em
placas de Petri autoclavadas, contendo duas folhas de papel de filtro umedecidas com os
diferentes efluentes e microalgas testadas e incubadas em BOD (MA 415 Marconi) a 25 + 1°C
sob luz fluorescente branca. A germinacdo foi realizada pelo registro de plantulas normais
germinadas no periodo de 10 dias. A massa seca foi obtida pela pesagem das plantulas

germinadas realizando uma media para cada tratamento.
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Os resultados dos testes realizados foram analisados segundo delineamento inteiramente
casualizado. As medias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,

utilizando-se o programa estatistico SISVAR.

5.3. Resultados e Discussao

Ap0s 28 dias de cultivo podemos observar o perfil cinético dos cultivos e visualizar as
diferencas na Figura 5.1. O meio misto onde se obteve melhor crescimento entre 0s meios
testados devido a presenca de glicose como fonte de carbono. No cultivo misto podemos
observar que ap0s os trés primeiros dias de cultivo ocorre uma diminui¢do do crescimento
exponencial sugerindo o esgotamento da glicose e iniciando um crescimento autotréfico em que

neste estudo foi apresentada em diferentes calculos da fase exponencial (0-3 e 3-28) presente na

Tabela 5.1.

1o —=— Meio Nitrogenado
“7  |—o—NPK
1 |—®— Bold Basal

—0— Meio Misto

Abs (670nm)

-0,2 H

L DL I R DL I R R DL DL RN RN LA B |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Dias
Figura 5.1. Cinética de crescimento da Chlorella sorokiniana em diferentes meios de cultura.

Com esse resultado podemos confirmar a acdo mixotrofica da Chlorella sorokiniana.
Algumas microalgas tém a capacidade de absorver as fontes de carbono na forma organica, como
glicose ou na forma inorgénica, como CO, a partir do ar atmosférico, onde a disponibilidade de
luz esta diretamente relacionada ao consumo de carbono inorganico (Derner, 2006).

O crescimento das microalgas ndo pode ser considerado igual a um crescimento
convencional de bactérias e leveduras devido ao crescimento autotréfico, pois nesta condicao

apresenta um crescimento constante sem a diferenciacdo das fases de laténcia, logaritmica e
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estacionaria. No entanto € possivel observar o inicio da fase de declinio no cultivo com NPK

gerado pelo esgotamento dos nutrientes no meio de cultura.

Tabela 5.1. Pardmetros cinéticos dos cultivos.

Meio Hmax (dia?) DT (dia) R?

Meio Nitrogenado 0,090 7,7620 0,98
Meio NPK 0,065 10,664 0,97
Meio Bold Basal 0,067 10,3455 0,99
Meio Misto o3 dias 0,94 0,7374 0,99
Meio Misto 3.28 dias 0,04 17,3287 0,94

A maior velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) € consequentemente o

menor tempo de duplicacdo (TD) foi do Meio Misto nos trés primeiros dias seguidas pelo meio
nitrogenado, Bold Basal e NPK respectivamente. O meio NPK obteve crescimento semelhante
ao meio Bold Basal mostrando ser uma opgé@o em cultivos onde se objetiva menores gastos com
meio de cultura.

Ao analisarmos a germinacdo de sementes podemos visualizar que ndo se observou

diferencas significativas na germinacao entre os tratamentos apresentados na Figura 5.2.

12 4 —=— Controle
---@-- Efluente Bold Basal g
-4 Efluente Meio Nitrogenado A7

11

-- Efluente NPK

] A
10 L 4
1 --0-- Efluente Meio Misto
o Microalgas 0,15 x 107
- Microalgas 1,23 x 107

7] | -© Microalgas 2,70 x 10’

Germinadas

-
- el
0
P
*

(0] I 2 I 4 (IS I é I 1|0
Dias
Figura 5.2. Cinética de germinagdo das sementes de alface.
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Na Tabela 5.2 podemos observar a taxa de germinacéo e as diferencas na massa seca

resultante da pesagem das plantulas germinadas.

Tabela 5.2. Germinacgéo e massa seca das sementes.

Tratamentos Germinagao (%) Massa Seca (g)
Controle 36a 0,1455
Efluente Bold Basal 48 a 0,1454
Efluente Meio Nitrogenado 43 a 0,1798
Efluente NPK 46 a 0,1513
Efluente Meio Misto 47 a 0,1798
Microalgas 2,70 x 10’ 37a 0,1843
Microalgas 1,23 x 10’ 43 a 0,1765
Microalgas 0,15 x 10’ 43 a 0,1606

CcVv 28,8%

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os biofertilizantes tem maior efetividade apds a germinacdo quando se estd em contato
com a parte vegetal. Os tratamentos onde houve a utilizacdo dos efluentes e microalgas como
biofertilizantes obteve uma maior massa seca, isso tende a refletir em um maior crescimento
vegetativo, uma maior produtividade das plantas e possibilidade de geracdo de sementes com
maior potencial fisiologico (Carvalho et al., 2001; Santos et al., 2008).

O desenvolvimento de aplicages de microalgas em processos com alto valor agregado,
em conjunto com a utilizacdo delas como biofertilizantes agindo como fixadores de nitrogénio
ou como condicionadores de solo se torna um promissor mercado econdémico de aplicacéo

biotecnologica (Pulz e Gross, 2004).
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5.4. Concluséo

A utilizacdo dos efluentes da microalga como biofertilizantes para desenvolvimento de
plantas € uma opgao em aplicagdes biotecnoldgicas, neste experimento ndo obtivemos diferengas
significativas na taxa de germinacdo em todos os tratamentos, mostrando que em sementes 0S
nutrientes dos efluentes ndo foram aproveitados na germinacdo, mas houve um ganho de massa

seca das plantulas germinadas.
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6. Conclusao Geral

Pesquisas com microalgas crescem e se consolidam a cada ano e este trabalho cumpre o
objetivo de desenvolver diferentes estudos relacionados a cultivos e aplica¢fes biotecnoldgicas
de microalgas.

No primeiro trabalho observamos que nas condicGes testadas o fotoperiodo de 24 h/ 0 h
foi melhor para todos os meios, e entre 0os meios testados o meio Bold Basal obteve a maior
velocidade especifica maxima de crescimento (Hmay) de 0,23 dia™.

Na segunda estratégia de estudo a espécie de microalga que apresentou melhor
crescimento em tanques abertos foi a Pseudokirchneriella subcapitata. Pseudokirchneriella
subcapitata e Coelastrum sp. obtiveram os maiores conteudos lipidicos de 19,74% e 19,98%
respectivamente, porém o género Scenedesmus apresentou um perfil diferenciado de &cidos
graxos, com um conteudo de &cidos graxos poli-insaturados (C21 e C25).

No terceiro trabalho foi possivel concluir que os peixes tratados com racdo e aeragéo e
racdo, microalgas e aeracdo obtiveram os melhores resultados no desenvolvimento dos alevinos,
porém a taxa de sobrevivéncia no tratamento racdo, microalgas e aera¢do foi reduzida devido ao
aumento da carga microbioldgica. As microalgas foram eficientes para manter o oxigénio
dissolvido, mas ndao se mostraram suficientes para serem usadas na alimentacdo dos alevinos nas
condicdes testadas. Em tanques de producdo de Tilapia do Nilo em que ndo ha renovacdo da
agua as microalgas ndo foram capazes de reciclar os nutrientes de maneira eficiente que pudesse
controlar o crescimento microbiolégico.

Na ultima estratégia desenvolvida podemos concluir que a utilizacdo do efluente dos
cultivos de microalgas como biofertilizantes ndo obtiveram diferencas significativas na taxa de
germinacdo em todos os tratamentos, mas foi possivel observar uma ganho de massa seca nas
plantulas germinadas.

Diversas podem ser as iniciativas para os estudos dos cultivos e aplicacOes
biotecnoldgicas das microalgas e este trabalho pioneiro no Mato Grosso do Sul podera servir de

base para muitos outros estudos que viram.
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ANEXOS

Anexo A - Instrucgdes para preparacdo de 1 Litro do Meio Bold Basal

1. Preparar as solucdes estoques:

Solucéo Nome Formula Por litro
1 Nitrato de Sddio NaNO; 25¢gL*
2 Sulfato de Magnésio Heptahidratado MgSQO,.7H,0 75¢gL"
3 Coreto de Sédio NaCl 25¢gL"t
4 Fosfato de Potassio Dibasico K;HPO, 75¢gL"t
5 Fosfato Monopotéssico KH,PO, 175gL™
6 Cloreto de Calcio Dihidratado CaCl,.2H,0 25¢gL"t
7 Sulfato de Zinco Heptahidratado ZnS0,4.7H,0 8,82¢gL"t

Cloreto de Manganés (11) Tetrahidratado MnCl,.4H,0 1,44¢gL"
Tridxido de Molibdénio MoO; 0,71gL™

Sulfato de Cobre Pentahidratado CuS0,4.5H,0 157gL™

Nitrato de Cobalto (Il) Hexahidratado Co(NOs),.6H,0 0,49gL*

8 Acido Bérico HsBO; 11,42 gL*
9 Acido Etilenodiamino tetra-acético (EDTA) C10H16N20s 50gL*?
Hidréxido de Potéssio KOH 31gL*?

10 Sulfato de ferro (111) Heptahidratado FeSO,.7H,0 498gL"
Acido Sulfurico H,S0, 1mlL?

2. Ap6s o preparo das 10 solucdes estoques para realizar 1 L do meio Bold Basal:

Solucbes Estoques por litro
Solucdo Estoque 1 - 6 10 ml de cada solugéo

Solucgéo Estoque 7 - 10 1 ml de cada solugéo



Anexo B - Instrucdes para preparacéo de 1 Litro do Meio Nitrogenado

1. Preparar solucéo de 200 ml com:

Nome Formula Por Litro

Ureia 1,10¢gL"

2. Preparar solugdo de 800 ml com:

Nome Formula Por Litro
Fosfato Monopotassico KH,PO, 0,238g L™
Sulfato de Magnésio Heptahidratado MgSO,. 7 H,0 0,204 g L™
Acido Etilenodiamino tetra-acético (EDTA) CuHpOsN,NaFe ~ 0,040gL*
Cloreto de Célcio Dihidratado CaCl,.2H,0 0116 gL™

Solucdo Micronutrientes 2mlL?

Micronutrientes

3. Autoclavar separadamente as duas solucBes e misturar apos a

esfriamente esse cuidado € para evitar a precipitacdo dos sais.

Preparacdo da solugdo estogue de micronutrientes

Solucéo Nome Formula Por litro
Acido Borico HsBO; 0,416 g L™
Sulfato de Cobre Pentahidratado CuS0O,4.5H,0 0473 gL"
Cloreto de Manganés (11) Tetrahidratado MnCl,.4H,0 1,647 gL*
Sulfato de Cobalto Heptahidratado CoS0,. 7 H,0 0,308 gL*
Sulfato de Zinco Heptahidratado ZnS04.7H,0 1,339gL™
Molibdato de Amonio Tetrahidratado ~ (NH4)sM0,0x.4H,0 0,086 g L™
Metavanato de Aménio (NH,)VO; 0,007 g L™

Anexo C - Instrucgdes para preparacdo de 1 Litro do Meio NPK

1. Pesar 1 g do Fertilizante N:P:K (20:5:20) e diluir em 1 Litro de 4gua destilada.

autoclavagem e o
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Anexo D - Protocolo extracdo e quantificacao de lipidios totais - Bligh Dyer

Introducéo:

Esta metodologia pode ser aplicada a biomassas animais e vegetais. O procedimento a seguir esta
descrito para biomassa seca de microalgas, portanto sera considerada umidade igual a zero para
efeito de célculo.

Materiais Necessarios:

Erlenmeyers de 50 — 100 ml

Pipetas de vidro (preferencialmente volumétricas)

Pipetadores ou peras

Agitadores magnéticos

Sistema de filtracéo

Filtros qualitativos (20 micrémetros de abertura)

Frascos com tampa rosqueavel (resistente a cloroférmio — plasticos comuns podem
derreter em contato com cloroférmio)

Cadinhos ou formas de metal de baixo peso

Quimicos Necessarios:

Cloroformio (CHCls)
Metanol (CH3OH)

Agua destilada

Sulfato de sodio (Na,SOy,)

Procedimento:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

9)

Pesar 50 mg de biomassa seca de microalgas

Condicionar em Erlenmeyer

Adicionar 10 ml (CHCI;) + 20 ml (CH30H) +8 ml H,O

Agitar por 30 minutos

Em seguida adicionar 10 ml (CHCI3) + 5 ml (Na SO, solucéo 1.5%)

Agitar por 10 minutos

Esperar até a total separacédo das fases (aprox 20 minutos)

Filtrar a fracdo cloroférmica em filtro qualitativo totalmente livre de umidade, adicionar
sobre o filtro uma ponta da espatula de Na,SO, em p0, também totalmente livre de
umidade (auxilia a remocao de &gua residual do processo de separacéo)

Utilizar um volume conhecido da fracdo clorofomica para realizar a secagem em
recipiente ja pré pesado.

10) Realizar a secagem a 60 graus Celsius em placa aquecedora em capela de fluxo
11) Apos realizar a pesagem realizar os calculos abaixo
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Quantificacao:

Peso dos lipidios extraidos = A

Volume da fracdo cloroférmica utilizado na secagem = B
Volume total de cloroférmio utilizado = 20 ml

Massa total de biomassa utilizada na extragdo = 50 mg

A ml - B mg
20ml  ----- X mg
50mg ---- 100 %
X mg --—-- Y % (PORCENTAGEM DE LIPIDIOS TOTAIS)

Vejamos um Exemplo:

Apos a extracdo foi calculado um peso em lipidios de 3 mg em 5 ml de fracdo cloroférmica
utilizada:

5 ml --—--- 3mg

20ml  ----- X mg =12 mg lipidios totais

50mg ---- 100 %

12 mg - Y % =24% (PORCENTAGEM DE LIPIDIOS TOTAIS)
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Anexo E - Protocolo para transesterificacdo de acidos graxos — Método HCI/METANOL

Introducéo:
Esta metodologia € recomendado para anéalises de 0leos vegetais. O procedimento a seguir esta

descrito para acidos graxos de microalgas provenientes do processo de extracdo pelo método de
Bligh Dyer.

Materiais Necessarios:

Tubos de borosilicato com tampa rosqueével e autoclavavel
Pipetas automaticas (100 — 1000 uL.)

Ponteiras

Manta aquecedora

Frascos de vidro, &mbar, tipo vial

Quimicos Necessarios:

Acido cloridrico (HCI)
Metanol (CH30OH)

Agua destilada

Hexano (CH3(CH)4CHz)

Procedimento

1)

2)
3)
4)
5)

6)
7)

Transferir a fracdo cloroférmica (idealmente 5 — 10 ml) para um tubo de borosilicato com
tampa rosqueével e autoclavavel (termoresistente)

Secar em atmosfera livre de oxigénio (utilizando gas N2)

Apos remocdo total do cloroférmio adicionar 500uL de HCI 5% em methanol

Incubar a mistura por 2h a 100 graus Celsius

Apbs a reacdo adicionar 1.25 mL de agua destilada (esperar chegar a temperatura
ambiente)

Os FAME devem ser extraidos com hexano (1.25 ml)

A fracdo de hexano, contendo os FAME, deve ser retirada com pipeta e transferida para
um frasco tipo vial, para mosterior analise em GC/MS.

OBSERVACAO: Apbs transferéncia para o vial, injetar um pouco de N, para remocédo do O,
(oxidacdo dos &cidos graxos) e manter a amostra a -18 graus Celsius até 0 momento da analise.
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Anexo F - Analises Microbiologicas: Contagem padrédo de microrganismos mesofilos
aerdbicos

Introducéo

Estabelecer procedimento para a contagem padrdo de microrganismos mesofilos aerdbios estritos
e facultativos viaveis. Aplica-se a amostras de matérias-primas, agua e alimentos. Baseia-se na
semeadura da amostra ou de suas diluicbes em agar padréo para contagem seguida de incubacgéo

em temperatura de 36 + 1°C por 48 horas.

Materiais e Reagentes necessarios:

Vidraria e demais insumos basicos obrigatorios em laboratérios de microbiologia
de alimentos; Agar padrdo para contagem (PCA);

Solucdo salina peptonada 0,1%.

Procedimentos:

1) Pesagem e preparo da amostra: Pesar 25 + 0,2 g ou pipetar 25 + 0,2 mL da amostra
2) Adicionar 225 mL de solucéo salina peptonada 0,1%

3) Homogeneizar por aproximadamente 60 segundos em “stomacher”, diluigdo 10™

4) Inoculagdo em placas: A partir da dilui¢do inicial (10-1), efetuar as demais

5) diluigdes desejadas em solucdo salina peptonada 0,1%, de acordo com as instrucoes
6) contidas no Anexo II, “Dilui¢des ¢ solugdes”, deste Manual.

7) Semear 1 mL de cada diluicdo selecionada em placas de Petri estéreis.

8) Adicionar cerca de 15 a 20 mL de PCA fundido e mantido em banho-maria a 46-48°C.
9) Homogeneizar adequadamente o agar com o indculo.

10) Deixar solidificar em superficie plana.

11) 5.3 Incubacdo: Incubar as placas invertidas a 36 + 1°C por 48 horas.

12)5.4 Leitura: Segundo o tipo de amostra em anélise, realizar a leitura

13) selecionando as placas de acordo com o seguinte critério, contando todas as coldnias
14) presentes:

15) Produtos em geral: Placas que contenham entre 25 e 250 colonias;

16) Amostras de agua: Placas que contenham entre 30 e 300 colénias.

Resultados:
A partir dos dados obtidos, calcular o nimero de microrganismos presentes na amostra em

andlise, seguindo as instrugdes contidas no Anexo IV, “Procedimentos para contagem de

colonias”, deste Manual. Expressar o resultado em UFC/g ou mL.
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Anexo G — Procedimento para contagem de col6nias

Introducéo

A aplicagdo de procedimentos de controle durante o processo analitico visa a garantia da

confiabilidade do resultado final, assegurando a sua repetibilidade, precisdo e exatiddo. A

precisdo e a exatiddo do método também dependerdo da correta observacdo e aplicacdo dos

procedimentos padronizados estabelecidos para a area analitica. A garantia da validade dos

resultados da contagem estara assegurada quando os resultados dos controles indicarem nao

haver qualquer falha em nenhuma etapa do processo analitico.

Recomendacdes Gerais

v

v

Sempre utilizar mais de uma placa, seja uma duplicata da mesma dilui¢do, seja duas ou
mais diluigdes diferentes.

As contagens deverdo ser realizadas imediatamente apds o periodo de incubacdo das
placas.

Na impossibilidade de realizar a contagem imediatamente apds o periodo de incubacéo,
manter as placas sob refrigeracdo em temperatura de 4°C a 7°C por um periodo ndo
superior a 24 horas.

Esse procedimento ndo deve tornar-se uma pratica rotineira.

Para a contagem, selecionar placas que contenham um ndmero de colbnias que se
encontre dentro do intervalo de precisdo e repetibilidade estabelecido pelo método em
uso (por exemplo, 20 a 200 colonias, 25 a 250 colonias, etc).

As colbnias deverdo ser contadas com o auxilio de contador de colénias equipado com
placa de vidro ou acrilico, com didmetro compativel com o das placas utilizadas, dividido
milimetricamente em gquadrantes com 1 cm2 de area e com iluminacao

artificial uniforme.

O contador de coldnias devera ter capacidade para aumento de 1 a 2 vezes, com
dispositivo de regulagem de altura para melhor ajuste do foco, podendo ainda dispor de
sistema eletronico ou manual de registro das contagens.

O contador de coldnias devera estar localizado em local onde ndo haja incidéncia direta
de luz sobre a plataforma de apoio da placa, para evitar possiveis enganos na
identificacdo das colonias.

Utilizar o estereoscopio para observacdo de caracteristicas morfoldgicas das colonias,
para diferenciar microrganismos de particulas da amostra ou do meio e para selegdo e
isolamento de coldnias.

Verificar sempre a proporcionalidade dos resultados obtidos nas dilui¢ces sucessivas.
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Célculos e Registros

Expressdo de resultados de contagem; No calculo das contagens, o resultado final sera expresso
em UFC/g ou mL, levando-se em conta a diluicdo empregada, da seguinte
maneira:

R =ax 10b UFC/g ou mL

R = resultado

a = 0s dois primeiros algarismos significativos, numeros de 0 a 9

b = expoente (0 a 10)

UFC = unidade formadora de col6nias

g = grama e mL= mililitro

Exemplos:
Diluicéo 10-2 (1:100) Média das contagens: 25 UFC
Resultado: 25 x 100 = 2.500 = 2,5 x 103 UFC/g ou mL
Diluicao 10-3 (1:1.000)
Média das contagens: 38 UFC
Resultado: 38 x 1.000 = 38.000 = 3,8 x 10* UFC/g ou mL

O resultado final sera expresso considerando-se o0s dois primeiros algarismos

representativos, separados por virgula. Os algarismos subsequentes, quando existirem, deverdo
ser arredondados e transformados em poténcia de 10.
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Anexo H - Técnica de Fermentagdo em Tubos Multiplos para determinagdo do Numero
Mais Provavel (NMP)

Introducgéo

A técnica dos tubos multiplos é um método probabilistico onde partir dela € possivel determinar

0 Numero Mais Provavel de bactérias do grupo coliforme em 100 ml de agua (NMP/100 ml). O

NMP visa estimar a densidade de microrganismos presente na amostra de dgua ou alimentos

baseados na frequéncia de resultados positivos. Costumam ser aplicados para a pesquisa de

coliformes em agua e alimentos e tem como objetivo estimar o nimero de coliformes totais,

coliformes fecais e Escherichia coli.

Procedimento

1)

2)
3)

4)
5)
6)

7

Transferiu-se 10 porc¢des de 10mL da amostra para tubos contendo 10mL de caldo Lauril
Sulfato Triptose (LST), em concentracdo dupla com tubo de Durhan invertido.

Os tubos foram incubados a 35-37°C por 24-48h.

A partir dos tubos de LST com producédo de gas e turvacdo (prova presuntiva positiva)
transferiu-se, com o auxilio de uma alca de niquel-cromo, porcdes de cultura para 0s
tubos contendo 7 a 10mL de Caldo Lactosado Bile Verde Brilhante (CLBVB) com tubos
de Durhan invertidos.

Estes foram incubados a 35-37°C por 24- 100mL 100mL 100mL + TSD-C + TSD-R 48h,
sendo turvacao e producédo de gas a prova confirmatoria positiva para coliformes totais.

A partir dos tubos de caldo LST com resultados positivos transferiu-se uma alcada para
0s tubos contendo 7 a 10mL de caldo EC com tubos de Durhan invertidos.

Os tubos foram incubados em banho-maria a 44,5°C durante 24h + 2h, sendo a turvagéo e
a producdo de gas a prova considerada positiva para coliformes fecais.

Foi calculado o nimero mais provavel de coliformes (NMP/100mL).
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Anexo | — Imagens relacionadas ao capitulo 2

11 e 12) Preé-Indculo, 13) Microplaca, 14) Leitora de Microplacas, 15, 16, 17 e 18) Cultivos em

Erlenmeyers de 6L em diferentes estagios.
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Anexo J — Imagens relacionadas ao capitulo 3
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J1) Chlorella sp., J2) Pseudokirchneriella subcaptata, J3) Coelastrum sp., J4) Coelastrum
sphaericum, J5) Scenedesmus spinosus, J6) Scenedesmus acuminatus, J7) Tanques de Cultivo, J8)
Meio NPK no Tanque, J9) Inoculacdo, J10) Inicio do Cultivo, J11) Coleta de Amostras, J12)
Recuperacdo da Biomassa, J11) Biomassa para andlises, J12) Pesagem dos Lipidios, J13)
Extracdo dos lipidios e J14) Cromatografo Gasoso CG-EM (Agilent, modelo 7890A).
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Anexo K — Imagens relacionadas ao capitulo 4

K1) Selecdo dos alevinos, K2) Pesagem dos Alevinos, K3) Medi¢do dos Alevinos K4) Cultivo da
microalga e local dos experimentos, K5) Tanques, K6) Analises de Tubos Multiplos, K7) Contagem

de Colbnias.
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Anexo L — Imagens relacionadas ao capitulo 5

L1) Cultivo em Diferentes Meios, L2) Separacdo da Biomassa, L3) Diferentes
ConcentracGes de Microalgas, L4) Efluentes dos Diferentes Cultivos, L5 e L6) Sementes
nas Placas de Petris, L7) Plantulas Germinadas.
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