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Resumo: O objetivo foi produzir biomassa de Spirulina sp. (LEB 18) utilizando agua
residual da aquicultura como meio alternativo e avaliar a composi¢cdo da biomassa.
Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores (1L) com 100% de agua residual de
aquicultura suplementada com T-25, T-50, T-75. O tratamento T-25 apresentou
maiores valores de proteina (65,73%) e ficocianina (16,60 mg/mL). Assim, o
tratamento com 25% representa uma alternativa eficiente, barata e sustentavel para
o setor de aquicultura, produzindo biomassa de baixo custo com caracteristicas
diferenciadas e alto valor agregado.
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PRODUCTION OF Spirulina sp. (LEB18) WITH HIGH PROTEIN AND
PHYCHOCYANINE CONTENT USING AQUACULTURE RESIDUAL
WATER.

Abstract: The objective was to produce biomass of Spirulina sp. (LEB 18) using
aquaculture wastewater as an alternative means and to evaluate the biomass
composition. Cultures were performed in photobioreactors (1L) with 100% residual
aquaculture water supplemented with T-25, T-50, T-75. Treatment T-25 presented
higher values of protein (65.73%) and phycocyanin (16.60 mg/mL). Thus, the 25%
treatment represents an efficient, cheap and sustainable alternative for the
aguaculture sector, 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 milhbes 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 &gua doce limpa e gera fluxos de &guas residuais
ricas em nutrientes que podem causar a eutrofizacdo das aguas costeiras e impactar
negativamente as comunidades biolégicas a jusante.

Vérias tecnologias foram identificadas para o tratamento de aguas residuais
de aquicultura [4, 5, 6 e 7]. Conforme Kuo et al. [8], o cultivo de microalgas é
frequentemente sugerido como a melhor abordagem custo-efetiva a ser aplicada em
tais casos. Desta forma, Salama et al. [9] consideram que o cultivo de microalgas €
um processo que pode alcancar mais de 90% de remocéo de nutrientes inorganicos
com a vantagem de produzir biomassa com baixo custo e alto valor agregado.
Sendo assim, Zhang et al. [10] conceituam como insumos para a producao de uma
ampla gama de produtos de base biolégica, no qual impulsionaria a ado¢édo de
microalgas pela industria para a producdo de alimentos para animais e aquicultura.
Portanto, a Spirulina platensis ocupa uma posicdo de destaque no mercado global
por ser uma microalga rica em proteinas (~ 70%), gorduras (3-9%), carboidratos (15
a 30%), B-caroteno (maior que cenouras) e vitaminas (incluindo B1, B2 e B12). Por
esse motivo, a biomassa da Spirulina sp. € utilizada como suplemento alimentar
para seres humanos e animais.

Alguns autores, como Pokhrel et al. [11], consideram a biomassa de S.
platensis como um superalimento, sendo amplamente cultivada em todo o mundo,
movimentando aproximadamente 30 e 60 bilhdes de dodlares anualmente. Diante
disso, o0 objetivo foi produzir biomassa de Spirulina sp. (LEB18) utilizando agua
residual da aquicultura como meio alternativo e avaliar a composicédo da biomassa.

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. [12]. As cianobactérias Spirulina sp. (LEB
18) foi obtida da Colecédo de Cultura do Laboratorio de Engenharia Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

2.2. Preparacéao do Inoculo e Fluxograma Experimental
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O diagrama da Figura 1 mostra os passos metodoldgicos adotados nesta
pesquisa. A &agua residual do cultivo de tilapia (Oreocho misniloticus) 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; K2HPO4 0.5 g/L; K2SO4
1.0 g/L; MgS0a4:7H20 0.2 g/L; CaClz2 0.031 g/L; Na2EDTA 0.08 g/L; FeSOa4-7H20
0.01 g/L [12]. Devido ao seu reconhecido equilibrio nutricional, este meio de alga € o
comumente utilizado para o cultivo da Spirulina sp. A Figura 1 mostra que o0s
experimentos foram realizados apenas com a agua residual da aquicultura (T-0) e
com 0s 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. [8] e
Daneshvar et al. [13]. ApOs a suplementacdo, cada tratamento foi inoculado com
Spirulina sp. (LEB 18) (no fim da fase exponencial). O crescimento foi monitorado
por 7 dias, ap6s o periodo a biomassa foi coletada para avaliar a producéo,
caracterizacdo de biomassa (proteina, lipidios e carboidratos) e eficiéncia da
remocao 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.

Figura 1. Delineamento experimental mostrando preparacdes médias com quantidades
distintas de nutrientes e o respectivo controle com as analises subsequentes.

Agua Residual da Aquicultura
(Tilapia)
Tratamentos:
100% de Agua Residual da Aquicultura

suplementada com Zarrouk (0, 25, 50 e 75%).
(Kuo et al. 2015 & Daneshvar et al. 2018)

l

Cinética de Spirulina sp. LEB18§ |

Bioprodutos:
Proteina
Carboidratos
Ficocianina

2.3. Desenho 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 concentragdo de 0,3 g/L de biomassa viva. Os
experimentos seguiram a metodologia proposta por Kuo et al. [8] e Daneshvar et al.
[13].
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Os tratamentos experimentais (T-25, T-50 e T-75) foram preparados com o
fornecimento de fotobiorreatores de 1 L (agua de aquacultura/indculo) com 25, 50 e
75% do total de nutrientes médios de Zarrouk individualmente. O T-0 corresponde
ao efluente aquicola sem suplementacao de nutrientes e o controle ao meio sintético
Zarrouk. A incubacéo 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 ymolistons m2s™* foram usadas
como fonte de energia.

2.4. Composicao de Biomassa e Determinag&o de Ficocianina

A biomassa foi recuperada do meio liquido por centrifugacao (4.400 rpm, 4 °C
por 3 min), lavada com agua destilada e novamente centrifugada para remocéao total
de sais. Posteriormente, as amostras foram congeladas em ultracongelador,
liofiizadas e mantidas a -20°C até sua caracterizacdo. As proteinas foram
determinadas pelo método colorimétrico elaborado por Lowry et al. [14] através da
utilizacdo de albumina de soro bovino como padrdo, a partir do pré-tratamento
térmico e alcalino da biomassa de microalgas. Os carboidratos foram determinados
pelo método do fenol-sulfurico desenvolvido por Dubois et al. [15] por meio da
utilizacdo de uma curva padrdo de glicose. Os lipidios foram determinados pelo
método de Folch et al. [16]. O método e quantificacdo de ficocianina seguiram
método espectrométrico (densidades Opticas - OD: 652 e 620 nm) sugerido por
Prates et al. [17].

O método e quantificacdo de ficocianina determinado a partir da equacéo
proposta por Bennett et al. [18] e Andrade et al. [19].

Ficocianina (mg/mL)=
ODe620 — 0.474 (ODes2)/5.34 (1)
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A biomassa microalgal obtida no tratamento T-25 apresentou contelddo
elevado de proteina e ficocianina (65 e 16%) quando comparado com o controle
(Figura 2). Segundo Perez-garcia et al. [20], isto ocorre porque as proteinas
possuem alta afinidade pelo transporte de nitrato/nitrito presente no cloroplasto. Por
outro lado, Wuang et al. [3] relataram que Spirulina sp. produziu 75% menos
proteina quando cultivada em aguas residuais de aquicultura suplementada com 30
g/L de NaCl. No entanto, para Ramsundar et al. [21], o teor de proteina de Spirulina
sp. foi significativamente maior do que o obtido com Chlorella sorokiniana (25%)
cultivada em &guas residuais semelhantes. De acordo com Marchao et al. [22], o
teor de proteina encontrado foi 50,09% para a microalga Scenedesmus obliquus
cultivada a partir de agua residual de cervejaria, utilizando fotobiorreatores de coluna
de bolhas.

Por conseguinte, Xu et al. [23] pressupbéem que as microalgas tendem a
sintetizar lipidios como compostos de armazenamento de energia devido alto
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estresse ambiental, ndo aplicado ao presente estudo. De outro ponto de vista, Alva
et al. [5] preveem que seja resultado da fase de crescimento logaritmico devido a
presenca de nitrogénio e fosforo em quantidades suficientes no meio de cultura para
0 crescimento das microalgas. Este resultado sugeriu que a suplementacdo de
aguas residuais da aquicultura com 25% e 50% dos ingredientes de Zarrouk nao
afetou a producéo de lipidios dos tratamentos.

Figura 2. Composicao centesimal em base seca (DW) e ficocianina de Spirulina sp. (LEB18)
cultivada em 100% da agua residual da aquicultura em diferentes concentragdes de Zarrouk
(Controle, T-75, T-50, T-25, T-0).

b
70 a ¢ bcaT. m Controle
60 & @T-75
oT-50
50 . mT-25
40 BT-0
30
20 b a
agdc. a babcab X )
a bb c
mil. WTE Hasll
- | = B [

Proteina (%) Carboidrato  Lipidio (%) Cinzas (%)  Ficocianina
(%) Composigéo centesimal (mg/mL)

A vista disso, no tratamento T-75 0 excesso de nitrogénio e fésforo
possivelmente ocorreu, criando uma condicdo de estresse para microalgas. A
presenca de baixos nutrientes em T-0 pode ter reduzido a sintese lipidica. Para
Mayers et al. [24], o menor teor de proteina em ambos os tratamentos esta
associado ao acumulo de carboidratos devido a capacidade de manter a fixacdo de
carbono sob estresse severo. Por outro lado, se houver alguma limitagcdo de
nitrogénio a Spirulina sp. ira acumular carboidratos [13]. Sendo assim, Wuang et al.
[3] consideram que o menor acumulo de carboidratos (£ 15%) pode ter associacdo
as limitagbes do zinco.

A producao de ficocianina foi maior no tratamento com T-25 (Figura 2). Os
resultados mostram uma producdo de 0,014 g, que é 16 vezes maior que a
observada por Zeng et al. [25] em condigcbes semelhantes. Este pigmento esta
diretamente associado a disponibilidade de nitrogénio e carbono durante o cultivo.
Frequentemente, alta producéo é observada se ndo houver limitacdo de nenhum dos
compostos. Além do aspecto nutricional, Manirafasha et al. [26] observaram que a
microalga é influenciada por mecanismos de hiperacumulagdo metabdlica e
expressdo génica. Ademais, para Chow et al [27], a capacidade intracelular é
consideravel para armazenar nitrogénio como nitrogénio sollvel e moléculas
organicas de forma que podem ser regulada e limitada de acordo com a absorcéo de
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nitrogénio. A ficocianina € uma das fontes intracelulares de nitrogénio que pode ser
reduzida e utilizada pelas células para persisténcia durante os periodos de estresse
limitantes [26]. Isso explica os resultados nos outros tratamentos.

O teor de cinzas diminuiu nos tratamentos T-50, T-25 e T-0 em relagcédo ao
controle. Conteudo de cinzas semelhante ao presente estudo foi encontrado por
Vardon et al. [28] em Spirulina cultivada em liquefacdo hidrotérmica de matérias-
primas de efluentes (10 - 12%). De acordo com Huang et al [29], estes resultados
podem se aplicar a exploragdo de biomassa pois as microalgas com baixo teor de
lipidios e cinzas e alto teor de proteina podem ser efetivamente convertidas em bio-
oleo.

Segundo Zhang et al. [10], as tecnologias integradas como a Aquicultura
Multitréfica Integrada (AMTI) sdo baseadas na aplicacdo de microalgas para o
tratamento e reutilizacdo de efluentes da aquicultura, que podem ser usados para
obter biomassa para fins comerciais. Uma possivel aplicagdo do tratamento T-25
agui apresentado seria sua integracdo em um sistema AMTI, onde a biomassa de
microalgas é posteriormente usada como alimento para outros organismos
aguaticos. Estes subprodutos representam enormes potenciais como fontes
alternativas de proteina aquatica, devido a sua abundéancia, precos muito acessiveis
e perfis nutricionais saudaveis para o crescimento dos peixes e também para as
larvas de peixes.

Conforme Nam et al. [30], os resultados da composicdo quimica mostraram
que as microalgas tém a capacidade de sofrer mudancas programaticas na particdo
de carbono, e assim as composi¢des celulares, particularmente nas quantidades
relativas de proteinas, lipidios e carboidratos, ocorrem em resposta as mudancas
nas condi¢des de cultivo.

4. CONCLUSAO

O estudo demonstrou o desempenho de crescimento da Spirulina sp. (LEB18)
em aguas residuais de aquicultura suplementadas com quantidades distintas de
nutrientes. No tratamento contendo 25% dos ingredientes gerais descritos no meio
sintético Zarrouk, foram observados altos teores de proteina e ficocianina. Assim, a
Spirulina sp. (LEB18) cultivada em &gua residual do cultivo de Oreochomis niloticus
suplementado com 25% de Zarrouk, representa uma alternativa sustentavel para
melhorar as condi¢des 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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