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Resumo: O objetivo foi avaliar a composicao de lipidios e acidos graxos de Spirulina
sp. (LEB 18) cultivada em agua residual de aquicultura. Os cultivos foram realizados
em fotobiorreatores (1L) com 100% de agua residual de aquicultura suplementada
com T-25, T-50, T-75. Os maiores teores de acidos graxos poliinsaturados (38,20%
e 40,66%) e C18:3n6 (38,20% e 33,50%) foram encontrados em 25% e 50%,
respectivamente. Assim, os tratamentos com 25% e 50% representam uma
alternativa eficiente, barata e sustentavel para o setor de aquicultura, reduzindo os
impactos das descargas de efluentes, produzindo biomassa de baixo custo com
caracteristicas diferenciadas e alto valor agregado.

Palavras-Chave: Spirulina; biorremediacdo; aquicultura; tratamento de &agua
residual.

LIPID AND FATTY ACIDS COMPOSITION OF Spirulina sp. (LEB18)
PRODUCED IN AQUACULTURE RESIDUAL WATER.

Abstract: The objective was to evaluate the lipid and fatty acids composition of
Spirulina sp. (LEB 18) grown in aquaculture wastewater. Cultures were performed in
photobioreactors (1L) with 100% residual aquaculture water supplemented with T-25,
T-50, T-75. The highest content of polyunsaturated fatty acids (38,20% and 40,66%)
and C18:3n6 (38,20% and 33,50%) were found in 25% and 50%, respectively. Thus,
the with 25% and 50% treatments represent an efficient, cheap and sustainable
alternative for the aquaculture sector, reducing the impacts of effluent discharges,
producing low cost biomass with different characteristics and high added value.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura cresce a uma taxa constante de 4,5% ao ano. Em 2017, essa
atividade industrial atingiu uma safra global total de 83,6 milhdes de toneladas,
representando 55% do total de peixes utilizados para consumo humano direto [1]. O
Relatério do Banco Mundial estima que a aquicultura produza metade da oferta
mundial de pescado até 2030 [2]. Segundo Wuang et al. [3], a aquicultura intensiva
utiliza grandes quantidades de agua doce limpa e gera fluxos de aguas residuais
ricas em nutrientes que podem causar a eutrofizacao das aguas costeiras e impactar
negativamente as comunidades bioldgicas a jusante.

A Spirulina sp. é fonte potencial de diversos compostos quimicos. Dentre eles,
0s &cidos graxos que correspondem a maior fracdo lipidica, assim como
representam os maiores teores de poliinsaturados (PUFA’s) em 25% e 50% dos
lipidios totais. Dessa forma, para Radmann et al. [4], os acidos graxos quando
extraidos podem ser utilizados como alimentos, farmacos ou transformados em
bicombustiveis. Para isso, Morais et al. [5] consideram que para a producdo de
biodiesel é preferivel que os acidos graxos obtidos da biomassa sejam saturados,
possuam alto numero de cetano e que tenham menor capacidade de ocorrer
oxidacao do que os compostos insaturados.

Por outro lado, o crescimento da industria de biomassa da Spirulina sp. e a
aquicultura dependem diretamente da implementacdo de novos sistemas de cultivo
destinados a reduzir custos e minimizar os impactos ambientais. Esta pesquisa visa
aliar a producédo de biomassa de Spirulina sp. através da reutilizacdo e tratamento
de aguas residuais de aquicultura, determinando o melhor desempenho de producéo
através da composicao de biomassa. Para atingir tal objetivo, o efluente aquicola foi
suplementado com diferentes quantidades de nutrientes para favorecer o melhor
desempenho de producéo.

2. METODOLOGIA

2.1. Agua Residual da Aquicultura, Estirpe de Algas e Meio de Cultura

O efluente aquicola foi gentiimente cedido pela Bahia Pesca S/A, localizada
na Fazenda Joanes Il, em Camacari - Bahia (Nordeste do Brasil, 12°41'51"S e
longitude 38°19'27"0). A cepa de Spirulina foi isolada da Lagoa Mangueira, no sul do
Brasil (latitude 32°32'05 "S e longitude 33°31'57"0) e mantida em meio de Zarrouk
conforme a metodologia de Costa et al. [6]. As cianobactérias Spirulina sp. (LEB 18)
foi obtida da Colecdo de Cultura do Laboratério de Engenharia Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG).
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2.2. Prepara(;éo do Inoculo

A agua residual do cultivo de tilapia (Oreochomis niloticus) foi primeiramente
suplementada com diferentes porcentagens do meio sintético de Zarrouk
(ZM)NaHCOs 16.8 g/L; NaNOs 2.5 g/L; NaCl 1.0 g/L; Kz2HPO4 0.5 g/L; K2S0O4 1.0 g/L;
MgSO4:7H20 0.2 g/L; CaCl> 0.031 g/L; Na2EDTA 0.08 g/L; FeSO4-7H20 0.01 g/L [6].
Devido ao seu reconhecido equilibrio nutricional, este meio de alga € o comumente
utilizado para o cultivo da Spirulina sp. Os experimentos foram realizados apenas
com a agua residual da aquicultura (T-0) e com os respectivos tratamentos 25, 50 e
75% dos nutrientes totais de Zarrouk (T-25, T-50 e T-75) seguindo propor¢cdes
similares ao adotado por Kuo et al. [7] e Daneshvar et al. [8]. Ap6s a suplementacao,
cada tratamento foi inoculado com Spirulina sp. (LEB 18) (no fim da fase
exponencial). O crescimento foi monitorado por 7 dias, apds o periodo a biomassa
foi coletada para avaliar a producéo, caracterizacdo de biomassa (proteina, lipidios e
carboidratos) e eficiéncia da remoc¢ao de nutrientes (utilizado para quantificar o efeito
potencial do tratamento causado pelo crescimento de Spirulina sp. (LEB18)). O
lipideo extraido da biomassa foi caracterizado e a qualidade potencial do biodiesel a
ser produzido foi estimada.

2.3. Procedimento Experimental

A biomassa da Spirulina sp. (LEB18) foi obtida a partir de um tanque de pista
(210 L) em cultura continua (0,1 biomassa g/L) mantido com o meio Zarrouk. Os
diferentes ensaios foram preparados em Erlenmeyer com um volume de trabalho de
1 L por meio da utilizacdo da agua residual de aquicultura (800 ml) inoculada com a
Spirulina sp. (LEB18) com concentracdo de 0,3 g/L de biomassa viva. Os
experimentos seguiram a metodologia proposta por Kuo et al. [7] e Daneshvar et al.

[8].

Os tratamentos experimentais (T-25, T-50 e T-75) foram preparados com o
fornecimento de fotobiorreatores de 1 L (dgua de aquacultura/inéculo) com 25, 50 e
75% do total de nutrientes médios de Zarrouk individualmente. O T-0 corresponde
ao efluente aquicola sem suplementacéo de nutrientes e o controle ao meio sintético
Zarrouk. A incubacdo foi realizada durante 7 dias a 30°C com fotoperiodo de 12
horas claro/escuro. O ar foi fornecido a todas as culturas e lampadas tubulares
fluorescentes com uma intensidade de luz de 41,6 pmolisons M2st foram usadas
como fonte de energia.

2.4. Composicado de Acidos Graxos

Os é&cidos graxos foram transmetilados com trifluoreto de boro hexano e os
acidos graxos individuais das biomassas foram identificados por cromatografia
gasosa. Os ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) foram separados e
identificados em um cromatégrafo a gas (Clarus 680; Perkin Elmer®) com uma
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coluna DB-FFAP (30 m x 0.32 mm x 0.25 mm) e equipados com um detector de
ionizacdo de chama. Os parametros de andlise incluiram temperaturas do injetor e
detector de 250°C e 280°C, respectivamente. Utilizou-se o programa de temperatura
a seguir: 150°C por 16 min, aumentando em 2 °C/min até 180°C. Essa temperatura
foi mantida por 25 min e em seguida foi feito um aumento de 5 °C/min até 210°C,
mantido por 25 min. Foi utilizado hélio como gas de arraste a 1.0 mL min-t. Um fluxo
de géas hidrogénio e de ar sintético foi fornecido em 30 e 300 mL min’?,
respectivamente. As injecdes foram realizadas em duplicata para cada extragcdo em
um volume de 1 pL. Os FAME foram identificados comparando os tempos de
retencdo com uma mistura de padrées conhecidos (C4-C24, 18, 919-AMP; Sigma-
Aldrich®). A quantificacdo dos &cidos graxos, expressa em mg g* de lipideos foi
realizada pela adicdo do padréo interno tricosanoato de metila (C23:0; Sigma
Aldrich®). As areas dos picos foram determinadas através da metodologia de
Nascimento et al. [9] utilizando o software de estacdo de tratamento de
cromatografia para normalizar a porcentagem de areas de acidos graxos totais.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que os principais acidos
graxos sao C16:0, C18:3n6 e C18:1n9-9. Segundo Malibari et al. [10], o acido oleico
(C18:1n-9) foi encontrado em percentagens elevadas em MUFAs sintetizadas por
Chlorella sp., Dunaliella sp. e Tetraselmis sp. cultivada em aguas residuais de
fazendas de camardo. De acordo com Matos et al. [11] e baseado na literatura, C16
e C18 sao dois acidos graxos principais que sdo produzidos por processos
enzimaticos e alongamento da cadeia de carbono e reacdes de desnaturacéo.
Sendo assim, Gao et al. [12] observaram que as composi¢cOes de acidos graxos de
Chlorella sp. o G-9, cultivado em &aguas residuais foi obtido com diferentes
proporcdes de carbono organico total / nitrogénio total, consistindo principalmente de
(C16:0), (C18:2) e (C18:3), que foi de 20,5-23,5%, 25,4-29,4 % e 11,7-19,8%,
respectivamente.

Tabela 1. Composi¢éo dos acidos graxos da Spirulina sp. (LEB18) cultivada em 100% da

agua residual da aquicultura suplementada com diferentes concentracdes de Zarrouk
(Controle, T-25, T-50, T-25, T-0).

Acidos Nome Tratamento
Graxos comum Controle T-25 T-50 T-75 T-0
11:0 Hendecanoico 1.65+ 2.96 + 8.05+ 277+ 3.76 =
) 0.08 0.26 0.12 0.02 0.08
. Miristico 0.84 + 3.56 + 4.48 + ND
14:0 0.02 1.08 0.89 ND
160 Palmitico 3143+ 48.12+ 4479+ 48.60+ 49.65 +
) 4.03 0.51 0.51 0.79 0.46
180 Estearico ND ND 2(.)0201 ND ND
16:1n7 Palmitoleico 2(.)19871 ND ND ND ND

18:1n9 Oleico 10.58 + 1266+ 931+ 10.43 10.52
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4.72 1.17 084  +0.56 0.53
L8onE i oleico 916+ 934+ 1192+ 1418+ 1310+
: 4.08 0.73 070  0.26 0.57
_ o 1567+ 2320+ 2104+ 2402+ 18901%

18:3n6 y-linolénico 6.99 1.79 059 051 0.12
33.02+ 5464+ 5940+ 5143+ 5341+

Saturados 0.05¢ 005  0.12°  0.07 0.02b
3750+ 4520+ 4317+ 48.63+ 4253+

Insaturados 0.07° 0.01¢ 0.03®  0.05° 0.08°
Vonosaturados 1276+ 1266+ 931+ 1043+ 1052%

0.06¢ 0.01° 0.02° 0.01° 0.01°
2483+ 3263+ 3386+ 3820+ 32.01%

0.018 0.06° 0.01° 0.02° 0.01°
Média + desvio padrdo; Letras equivalentes sobrepostas (a-d) na mesma linha indicam que
ndo houve diferenca significativa entre os valores no nivel de confianca de 95%. ND = Néo
identificado.

Poliinsaturados

Conforme Kuo et al. [7], o efluente aquicola foi previamente reconhecido
como meio adequado para o cultivo de Chlorella sp. com o objetivo de coleta do
O0leo. Os autores associaram boa qualidade do biodiesel obtido, a presenca
significativa de acidos graxos C16:0, C18:0, C18:1 e C18:2. Entretanto, Nascimento
et al. [9] inferem que essa combinacdo gera um biodiesel com atrasos de igni¢ao
curtos resultantes do alto nivel de cetona. A Tabela 1 mostra que o T-25 e T-50
resultaram em altas concentracfes de acidos graxos saturados, denotando seu
potencial para produzir um biodiesel de alta qualidade.

Os acidos graxos saturados variaram entre 34 e 60% de todas as amostras,
sendo assim Malibari et al. [10] evidenciou que os lipidios produzidos em efluentes
de fazendas de camardo tém maior teor de acidos graxos saturados, dentre eles os
poliinsaturados e monoinsaturados variaram entre 24-38% e 9-12%,
respectivamente. Ge et al. [13] observaram que os &cidos graxos insaturados,
principalmente poli-insaturados, por possuirem ligacdes duplas podem sofrer
degradacéao bioldgica e necessitar de uma posterior hidrogenacéao catalitica parcial,
além de serem suscetiveis a oxidacdo durante o armazenamento. Ademais, para
Freire et al. [14] e Zhang et al. [15] os acidos graxos insaturados podem ser usados
na alimentacdo de espécies marinhas fornecendo energia aos animais, formando
componentes da membrana celular e substancias altamente bioativas, regulando o
metabolismo lipidico e apoiando a funcéo imunoldgica.

Em estudo realizado por Santos et al. [16] abordou que a biomassa de
Spirulina sp. produzida em escala piloto € rica em acidos graxos poliinsaturados de
valor comercial, como C18:3n6. No presente estudo, esse acido graxo compreendeu
16% do total de lipidios produzidos no T-25. Em relacdo ao acido gamalinolénico
(C18:3n6), Perini et al. [17] relataram o papel importante deste acido graxo na
prevencdo de doencas cardiovasculares e aterosclerose, doencas inflamatérias
cronicas, inibicdo de vasoconstricdo e agregacao plaquetaria, no crescimento fetal e
desenvolvimento neural, agdo anti-inflamatéria e antitrombdtica, acdo sobre a
prevencdo do céncer e participacdo nas fungbes imunomoduladoras. Além disso,
segundo Pokhrel et al. [18], o tratamento com T-25 também mostrou uma producgéo
significativa de C16:0; que é essencial para o consumo humano e animal. Portanto,
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0 uso de 4guas residuais da aquicultura suplementada com 25% de nutrientes de
Zarrouk é uma estratégia adequada para afetar positivamente o teor de &cidos
graxos de Spirulina sp.

4. CONCLUSAO

O estudo demonstrou o desempenho de crescimento da Spirulina sp. (LEB18)
em aguas residuais de aquicultura suplementadas com quantidades distintas de
nutrientes apresentou perfil de acidos graxos com significativo valor nutricional
humano e animal, juntamente com os constituintes certos para a producédo de um
biodiesel de alta qualidade. Assim, a Spirulina sp. (LEB18) cultivada em &gua
residual do cultivo de Oreochomis niloticus suplementado com 25% e 50% de
Zarrouk, representa uma alternativa sustentavel para melhorar as condi¢cbes
ambientais da pratica aquicola, reduzindo os impactos das descargas de aguas
residuais e obtendo biomassa com baixo custo, propriedades diferenciadas e de alto
valor agregado.
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