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RESUMO

Microalgas flageladas como Isochrysis galbana (ISO) e Paviova lutheri (PAV) sdo umas das
espécies produzidas nos hatcheries para alimentacdo de moluscos bivalves. Neste estudo foi
avaliado os efeitos de diferentes percentuais de colheita (30, 50 e 70%), em sistema
semicontinuo, sobre a produtividade e a composi¢do quimica destas microalgas em comparacao
ao sistema de cultivo estdtico alimentado. Foram utilizadas 15 garrafas de vidro (10.000 mL),
onde iniciou-se com 225 mL (2,5%) de inoculo (Guillard {/2) em 8.775 mL de dgua salgada
contendo meio Conway (1 mL.L!). A colheita no sistema semicontinuo foi realizada a cada 4
dias. Ap6s a colheita, o volume coletado foi reposto com dgua salgada e meio Conway. Ao
sistema estatico alimentado foi adicionado meio Conway (1 mL.L ") a cada 4 dias e as colheitas
foram realizadas no 12° e 24° dia de cultivo. Utilizou-se dgua a 24+1°C e foto periodo de 24 h.
A contagem celular foi realizada diariamente e o experimento teve duragdo de 24 dias.
Observaram-se diferencas (p<0,05) na densidade celular entre os tratamentos do semicontinuo
a partir do 4° dia. A microalga I. galbana entrou em sua fase de estabilidade de crescimento a
partir do 9° dia, o que ndo ocorreu com a P. lutheri que apresentou valores crescente ao longo
do cultivo. A maior densidade celular para a microalga ISO nos tratamentos do semicontinuo
ocorreu no 8° dia, alcancando 1.411,46+£99,82, 1.344,79+71,69 e 1.144,79+51,76 x10*
células.mL! para os percentuais de colheita 30, 50 e 70% respectivamente. Para PAV a maior
densidade celular ocorreu no 24° dia de cultivo para todos os tratamentos com 1.776,04+102,76,
1.581,25+76,03 ¢ 1.242,71+£109,39 x10* células.mL! para os percentuais de colheita 30, 50 e
70%, respectivamente. A producdo de biomassa seca do sistema semicontinuo niao apresentou
diferengas (p<0,05) em relacdo ao sistema estatico alimentado no 12° dia de cultivo (T12) para
a ISO. J4 em T24 para ISO e no cultivo da PAV os tratamentos do sistema estatico alimentado
apresentaram valores maiores de produgdo. Os tratamentos nao apresentaram diferencas na
composi¢do quimica das microalgas ao longo dos cultivos.

Palavras-chave: Aquicultura. Producdo de microalgas. Peso seco de microalga. Analise
bromatolégica.



ABSTRACT

The flagellated microalgae Isochrysis aff. galbana (ISO) and Paviova lutheri (PAV) are
common species produced in hatcheries to feed bivalve molluscs. In this study, we evaluated
the resilient productivity effect of different harvest rate (30, 50, 70%) in semi-continuous (SC)
compared to a control static system (STA). Fifteen glass bottles (10,000 mL) were used, starting
with 225 mL (2.5%) inoculum (Guillard f/ 2) in 8,775 mL of saltwater containing Conway (1
mL.L ). Experimental units maintained water temperature at 24+1° C and a 24h photo period.
Harvest in SC was performed every 4 days, with a posterior reestablishment of saltwater and
Conway volume. While, in STA, Conway (1 mL.L!) was added every 4 days and harvest events
were performed on the 12" and 24" day of cultivation. Cell counts were performed daily during
the 24 days of experiment. Differences (p <0.05) in cell density were observed between SC
treatments from day 4 on. ISO stabilized its growth from the 9" day on, while PAV
demonstrated an increasing density growth throughout the experiment period. The highest cell
density for ISO in SC treatments occurred at the 8" day, reaching 1,411.46+99.82,
1,344.79471.69 and 1,144.79451.76 x10* cells.mL™! for harvest rate of 30, 50 and 70%,
respectively. For PAV, highest density occurred on the 24" day of cultivation for all SC
treatments, exhibiting a 1,776.04+102.76, 1,582.25+76.03 and 1,242.71+109.39 x10% cells.mL"
I at harvest rate 30, 50 and 70%, respectively. The dry biomass production showed differences
(p <0.05) only at 24" day of cultivation, in which STA presented highest production values for
both ISO and PAV. No differences in the chemical composition of microalgae throughout the
experiment was perceived.

Keywords: Aquaculture. Microalgae production. Dry weight of microalgae. Bromatological
analysis.



LISTA DE FIGURAS

INTRODUCAO GERAL

Figura 1 — Curva caracteristica de crescimento de microalgas em sistema estatiCo ...........cccceveenucee 17
Figura 2 — Curva caracteristica de crescimento de microalgas em sistema semicontinuo................... 20
ARTIGO

Figura 1 — Exemplo das UE utilizadas para o cultivo, em sistema semicontinuo, estdtico, e
detalhamento da tampa de€ 3 VIAS .....ceecvieeriiieriiieeiie ettt ettt 27
Figura 2 — Densidade celular média (+ SD) da microalga Isochrysis aff. galbana nos dias de cultivo
para cada tratamento do semicontinuo (30, 50 e 70%) e do estético alimentado ............... 33
Figura 3 - Densidade celular média (+ SD) da microalga Paviova lutheri nos dias de cultivo para
cada tratamento do semicontinuo (30, 50 e 70%) e do estatico alimentado ....................... 35
Figura 4 — Producio de biomassa seca média (£ SD) da microalga Isochrysis aff. galbana nos dias
12 e 24 de cultivo para cada tratamento do semicontinuo (30, 50 e 70%) e do estatico
1100015 117216 (o T OSSOSO 36
Figura 5 — Producgdo de biomassa seca média (+ SD) da microalga Pavilova lutheri nos dias 12 e 24
de cultivo para cada tratamento do semicontinuo (30, 50 e 70%) e do estatico alimentado .. 37
Figura 6 — Peso seco por celular médio (+ SD) da microalga Isochrysis aff. galbana nos dias 12 e 24
de cultivo para cada tratamento do semicontinuo (30, 50 e 70%) e do estdtico alimentado . 38
Figura 7 - Peso seco por celular médio (+ SD) da microalga Paviova lutheri nos dias 12 e 24 de cultivo

para cada tratamento do semicontinuo (30%, 50% e 70%) e do estético alimentado ........ 38



LISTA DE TABELAS

INTRODUCAO GERAL

Tabela 1 — Lista das espécies de microalgas mais utilizadas na malacocultura ..........c.ccccceeveeriennne 15

Tabela 2 — Faixa de temperatura, luminosidade e salinidade para a producgdo de microalgas ............. 16

Tabela 3 — Composi¢ao dos meios de cultura Guillard F/2, Conway e Algall ..........coceviiiiinienncnn. 16

Tabela 4 — Composicdo quimica de algumas microalgas utilizadas na aquicultura, percentuais médios
de carboidratos (C%), lipideos (L.%) e proteinas (P%) ........ccccocereerieniieriieeiieeeseeseeee, 21

ARTIGO

Tabela 1 — Percentuais médios (%) (£ SD) de proteinas totais, carboidratos totais e lipideos totais das
microalgas Isochrysis aff. galbana e Pavlova lutheri nos dias 12 e 24 de cultivo para cada

tratamento do semicontinuo (30, 50 e 70%) e do estatico alimentado..............cceeevreneen. 39



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ISO Isochrysis aff. galbana (T-ISO; CCMP 1324);
PAV Paviova lutheri (PAV; CCMP 1325);

UE  Unidade experimental;

<

Produc¢do em biomassa seca (mg.L-1);

Peso seco (g);

%)

Volume de cultura centrifugada (L);
Peso seco por célula (pg);

Densidade celular (x104 células.mL-1);

a

&YV S w®

a

PAR Radiacdo fotossinteticamente ativa.



1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
1.4.1.
1.4.2.
1.4.3.
L.5.
1.6.
1.7.
1.8.

2.1.
2.2.
2.2.1.
2.2.2.
2.2.3.
2.24.
2.3.
2.3.1.
2.3.2
2.3.3.
2.34.
2.4.
24.1.
24.2.
2.4.3.
2.44.
2.5.
2.6.

SUMARIO

INTRODUCAO GERAL ........oooomiiiiiieeeeeeeeeeee e 13
AQUICULTURA E A DEMANDA POR ALIMENTO .....ccccoctiiiiniiniiiiieicneeeeene 13
AS MICROALGAS ...ttt ettt sttt ettt et saeeae e 14
CRESCIMENTO DA MICROALGAS .....ootitiettetesiteteete ettt 15
CULTIVO DE MICROALGAS ...ttt 18
Sistema estatico ou de batelada (bath) 19
SiStEMA CONLINUO c.veeuveerurcrerseesanssenssnsssnssanssnssasssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 19
Sistema semicontinuo .19
COMPOSICAO QUIMICA DAS MICROALGAS ..o, 20
Isochrysis aff. galbana € Paviova IURETi .............c..coooueeveveieiiiiniiiieieeeie et 21
HIPOTESE ..ottt sttt 23
OBJETIVO ..ttt sttt ettt st sttt et saeees 23
ARTIGO CIENTIFICO ...........ooiiiiiiireiesiie e 24
INTRODUGAO ...ttt sttt 25
MATERIAIS E METODOS ......coiiuiiiriieeisiseeisesissessseessse s ssessssessssssseens 26
Quantificaciao da presenca/auséncia de Vibrio sp. 29
Obtencao de biomassa liofilizada 29
Anadlise bromatolégica 30
Anilise estatistica 31
RESULTADOS ...ttt sttt ettt st b ettt e 31
Densidade celular 31
Producao de DiomasSa SECA ....cccvueecsrnresssnresssnrcsssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssnss 36
Peso seco celular 37
Proteinas, lipideos e carboidratos totais .38
DISCUSSAD ...ttt st siees 40
Densidade celular 40
Producao de DiomasSa SECA ....cccvueecrnressnrcssnrcssssressnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssanss 41
Peso seco celular 42
Proteinas, lipideos € carboidratos tOtais ......cccceeevercsnessarsssncssarcssnessasssssssssssssessassssses 43
CONCLUSOES ...ttt 46
REFERENCIAS DO ARTIGO..........c.ouoiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee oo, 47
CONSIDERACOES FINAIS ........ooooiviiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 51
REFERENCTAS ...ttt 52



13

1. INTRODUCAO GERAL

1.1. AQUICULTURA E A DEMANDA POR ALIMENTO

A populacdo humana tem aumentado no ultimo século de forma rdpida e estima-se que
a populacdo mundial atingird mais de 9,7 bilhdes de individuos em 2050. Para manter esta
populacdo € necessdrio suprir a sua demanda por alimento, sendo importante o desenvolvimento
da 4rea de producdo de alimentos (FAO, 2016).

A pesca mundial contribui em suprir esta demanda de alimentos, porém, desde meados
da década de 80 sua producgdo tem-se mantido estavel, entorno de 90 milhdes de toneladas por
ano, ja a aquicultura vem se desenvolvendo ao logo das décadas com os avangos tecnolégicos
e com a expansao dos seus cultivos, sendo que no ano de 2014 atingiu uma producdo de 73,8
milhdes de toneladas (FAO, 2016).

A producdo aquicola brasileira, em 2014, alcangou 562,5 mil toneladas, sendo maior
a producdo de peixes de dguas continentais (474,3 mil toneladas) seguida por crustaceos (65,1
mil toneladas) e moluscos (22,1 mil toneladas) (FAO, 2016).

O maior produtor nacional de molusco em 2014 foi o estado de Santa Catarina que
produziu 21,6 mil toneladas, representando 98% do total (IBGE, 2016). Florian6polis, também
no mesmo ano, foi o maior produtor de sementes de ostras, mexilhdes e vieiras, sendo
responsavel por 88,2% do fornecimento destas para a cadeia da malacocultura nacional (IBGE,
2016).

Em 2015, os mais de 500 maricultores catarinenses produziram 20,4 toneladas de
moluscos, o que representou uma movimentacdo financeira acima de 78 milhdes de reais
(EPAGRI, 2016).

Este desenvolvimento da malacocultura catarinense se iniciou na década de 90 através
de avancos nas técnicas de cultivo e a disponibilidade de sementes de ostras produzidas pelo
Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM) da Universidade Federal da Santa Catarina
(EPAGRI, 2016).

Para a producdo destes moluscos (ostras e vieiras) em laboratério faz-se necessario a
manutencdo de reprodutores, larvas, pré-sementes e sementes, onde sdo alimentados com
microalgas, sua principal fonte de alimento (SILVA et al., 2004).

Nos laboratérios de producdo aquicolas, a produ¢do de biomassa de microalgas usada

na alimentagdo dos cultivos pode representar uma grande parte dos custos de produgdo,
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chegando até 85% do total, o que demanda uma grande atencao na producao destas microalgas.

(BENEMANN, 1992; BOROWITZKA, 1997).

1.2. AS MICROALGAS

As microalgas sdo organismos que vivem, em sua maioria, em ambientes aquaticos e
possuem uma infinidade de formatos e tamanhos, sendo consideradas as formas de vidas
primitivas do nosso planeta e a base da cadeia alimentar dos organismos aquaticos, além de
fazerem parte do fitoplancton e fundamentais em processos bioldgicos e ecoldgicos (DERNER
et al., 2006; LOURENCO, 2006; BRENANN; OWENDE, 2010; MAITY et al., 2014).

Em sua maioria, as microalgas sdo organismos fotossintéticos, responsaveis por mais
de 90% da fotossintese realizada nos mares, através da combinacao de dgua, diéxido de carbono
e luz solar, resultando em energia, que € utilizada na producdo biomassa (proteina, lipideos,
carboidratos e outros compostos) (LOURENCO, 2006; CHISTI, 2007).

Estes organismos podem ndo apresentar diferenciacdo celular interna (procariotos),
como as cianobactérias, que ndo possuem organelas internas como complexo de Golgi,
mitocOndrias e outros, além de nao terem também a cariomembrana, deixando o seu conteido
genético (DNA) livre no citoplasma (MAITY et al., 2014).

Outras microalgas ja possuem uma organizacdo celular maior, tendo diversas
organelas, inclusive os cloroplastos com diferentes pigmentos, os quais as diferenciam em
alguns grupos como as Chlorophyta (algas verdes), Rhodophyta (algas vermelhas), Ochrophyta
(algas pardas), além de outros e muitos subgrupos que levam em conta a forma e outros aspectos
fisicos destes organismos, como a presenga de fristulas de silica, no caso das diatoméceas,
nimero de flagelos e outras caracteristicas (LOURENCO, 2006; BRENANN; OWENDE,
2010).

Além da variedade de forma e tamanho, as microalgas produzem pigmentos e outras
substancias importantes, sendo exploradas industrialmente por diversos ramos como industrias
quimicas, farmacéutica, alimenticia e outras (SILVA et al., 2004; SPOLAORE et al., 2006).

As microalgas também sdo exploradas pela indudstria de energia para a producdo de
biodiesel e outras fontes de energia limpa (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010). Contudo,
mesmo com tantas aplicacdes, o seu potencial ainda ndo foi totalmente explorado (SCHMITZ;

MAGRO; COLLA, 2012).
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Na aquicultura, as microalgas representam uma importante fonte de carboidratos,
proteina e lipidios, especialmente de dcidos graxos poli-insaturados (FERREIRA; SOUZA-
SOARES; COSTA, 2013).

De acordo com o organismo cultivado, as microalgas podem ser o principal alimento
em todo o ciclo produtivo, como no caso dos moluscos bivalves, ou nas fases iniciais de
desenvolvimento, como no cultivo de camardes e peixes (SILVA et al., 2004).

Na malacocultura, dentre as vdrias espécies de microalgas existentes e utilizadas para

a alimentacao nos cultivos aquicolas, as mais utilizadas estdo listadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Lista das espécies de microalgas mais utilizadas na malacocultura.

Espécie Classe Tamanho (um)

“haetoceros calcitrans (Takano 1968) Bacillariophyceae 2,5-38,0
“haetoceros muelleri (Lemmermann 1898) Bacillariophyceae 4,0-9,0
vkeletonema costatum (Cleve 1873) Bacillariophyceae 6,0 -10,0
"halassiosira pseudonana (Hasle & Heimdal 1970) | Bacillariophyceae 2,5-10,0
sochrysis galbana (Parke 1949) Prymnesiophuceae 2,0-17,0
2aviova lutheri (Green 1975) Prymnesiophuceae

Tetraselmis sp. Prasinophyceae 8,0—-12,0
Vannochloropsis oculata (D.J.Hibberd 1981) Chlorophyceae 1,0-3,0
Junaliella tertiolecta (Butcher 1959) Chlorophyceae 6,5

Fonte: Adaptado de RICHMOND (2004) e SILVA et al. (2004).

Além destas espécies listadas, outras também sdo utilizadas na alimentacdo em
sistemas de producdo aquicolas, e vdrias também sdo as formas de cultiva-las, porém é
importante conhecer como ocorre o desenvolvimento e quais fatores contribuem para o seu

crescimento.

1.3. CRESCIMENTO DAS MICROALGAS

Para o crescimento das microalgas cultivadas na aquicultura, além da dgua que é o
ambiente de vida destas, sdo necessarios outros dois fatores principais, luz e nutrientes (SILVA
et al., 2004; LOURENCO, 2006; CRESWELL, 2010).

A fonte de luz € importante para o cultivo das microalgas, por serem organismos
fotossintéticos, podendo ser cultivadas com iluminagao artificial constante, desde que atendam
as exigéncias da espécie além dos demais parametros como qualidade de 4dgua, temperatura e
salinidade (Tabela 2) para o crescimento algal (SILVA et al., 2004; LOURENCO, 2006;
CRESWELL, 2010).



Tabela 2 — Faixa de temperatura, luminosidade e salinidade para a producio de microalgas.
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Espécie Temperatura Luminosidade Salinidade
°O) (lux) (%0)
Chaetoceros muelleri 25-30 8.000 — 10.000 20-35
Skeletonema costatum 10-27 2.500 —5.000 15-30
Tetraselmis tetrathele 5-33 5.000 — 10.000 6-53
Isochrysis galbana 25-30 2.500 — 10.000 10-30
Paviova viridis 15-30 4.000 — 8.000 6-53
Nannochloropsis occulata 20 — 30 2.500 — 8.000 0-36

Fonte: Adaptado de CRESWELL, 2010.

Outro fator que influencia no crescimento das microalgas € a alimentacdo que vem

através do fornecimento de macro e micro nutrientes dissolvidos em 4gua, marinha ou nao,

resultando no meio de cultivo (SILVA et al., 2004; LOURENCO, 2006).

Estes meios de cultivo possuem diversas formulacdes e dentre estes, para o uso em
algas marinhas, destacam-se os meios Guillard F e F/2 (GUILLARD, 1975), Conway
(WALNE, 1980) e Algal 1 (OLIVEIRA, 1998).

Estes sdo produzidos em diversos volumes, de acordo com o consumo no cultivo. Na

Tabela 3 apresenta-se a formulacdo para 1 L de meio de cultura, utilizando dgua marinha

filtrada e esterilizada (SILVA et al., 2004; LOURENCO, 2006).

Tabela 3 — Componentes e sua quantidade para producdo de 1 L de meio de cultura Guillard F/2,

Conway e Algal 1.

Quantidade dos componentes (mg.L!)

Componentes Guillard F/2 Conway Algall
NaNO3 75,00 100,00 170,00
NaH>POq4 5,00 20,00 11,90
NaSi03.9H,O* 15,00 - 30,00 40,00 61,09
Na,EDTA 4,36 45,00 70,00
FeCls.6H>O 3,15 1,30 -
FeSOq4 - - 4,90
H3;BOs - 33,60 -
CuS04.5H>0 0,01 0,02 0,025
ZnS04.7H20 0,022 - 0,10
ZnCl,.7H,O - 0,02 -
CoCl2.6H20 0,010 0,02 0,017
MnCl,.6H>O 0,18 0,36 0,125
NaxMo0O4.2H>0 0,006 - 0,205
(NH4)2Mo07024.4H>0O - 0,018 -
Vitamina B> (Cianocobalina) 0,0005 0,005 -
Vitamina H (Biotina) 0,0005 - 0,005
Vitamina B; (Tiamina) 0,10 0,10 0,035

* - 50 para uso em diatomdceas

Fonte: SILVA et al., 2004.
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Com o meio de cultura correto e as condi¢des adequadas as microalgas crescem e
multiplicam-se em ndmero de células, aumentando a sua populacdo. Este crescimento ¢
quantificado através de sua densidade celular (nimero de células algais por volume) ao longo
do tempo, o qual apresenta uma curva caracteristica de crescimento (Figura 1), que pode variar
de acordo com a espécies e condi¢des de cultivo (SILVA et al., 2004; LOURENCO, 2006).

A partir da inoculacdo do cultivo, a primeira regido da curva (1) € conhecida com fase
de ajuste ou “lag”, seguida pela fase exponencial (2), onde a multiplicagdo celular ¢ intensa,
podendo dobrar a sua densidade celular em questio de horas.

Posteriormente a esse aumento, ocorre um ponto de inflexdo (3) que, apds terem
consumido grande parte dos nutrientes disponiveis no sistema de cultivo, o crescimento das
microalgas desacelera e iniciasse a fase de estabilidade do crescimento (4), onde por um
determinado periodo ocorre morte celular, mas continua ocorrendo multiplicagdo celular,
mantendo a populagdo algal estdvel.

Por fim, apés o consumo de praticamente todos os nutrientes, somado ao efeito
acumulado da mortandade celular ocorrida anteriormente, o cultivo entra em colapso com a

mortalidade massiva das microalgas (5) (SILVA et al., 2004; LOURENCO, 2006).

Figura 1 — Curva caracterfstica de crescimento de microalgas em sistema estitico

107 -

Legenda

1 — Fase de ajuste ou “lag™:

2 — Fase exponencial:

Densidade (células ml ']|

3 — Ponto de inflexdo;
4 — Fase de estabilidade:

5 — Mortalidade do cultivo.

1 E 1 16 21 26 31 6 4 46
Tempo (dias)

Fonte: Lourencgo, 2006.
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De acordo com a espécie e o sistema de cultivo, pode apresentar outro comportamento
e pode-se também aplicar os principios bdsicos de culturas microbianas para o seu cultivo,
mantendo-as em condi¢des controladas, observando os fatores e condi¢cdes que contribuem para

o seu crescimento (RICHMOND, 2004).

1.4. CULTIVO DE MICROALGAS

As microalgas podem ser cultivadas de diversas formas, todas levando em conta as
caracteristicas das espécies a serem cultivadas, seu objetivo de uso e suas respectivas faixas
ideais de parametros de cultivo, como luminosidade, temperatura, salinidade e demais
parametros.

Uma das formas de cultivo é em ambiente aberto (expostos ao ar livre, com
luminosidade natural), com lagos, raceway, tanques e piscinas, tendo influéncia direta de
fatores externos (BOROWITZKA, 1999).

Nestes casos, podem ocorrer problemas devidos aos fatores climéticos, com chuvas
intensas, forte insolagdo e a ocorréncia de contaminacdo do cultivo por outros organismos,
especialmente se o cultivo permanecer por um longo periodo aberto ao ambiente, podendo
causar prejuizos a cultura ou até a perda total desta.

Outra forma de cultivar microalgas ¢ em ambiente fechado, com maior controle de
parametros de cultivo, sendo utilizados tanques, garrafas, tubos e bolsas plésticas
(BOROWITZKA, 1999).

Por estarem em locais abrigados, o risco de contaminagdes vindas do meio externo é
menor e hd um controle maior da produgio.

Além das formas ja apresentadas, as microalgas podem ser cultivadas em
fotobiorreatores, onde sdo cultivadas em estrutura fechada, foi desenvolvido para produzir uma
grande densidade celular por volume e pode ser instalado em ambiente aberto (recebe luz ao ar
livre) ou fechado (recebe luz artificial).

Seu principal diferencial em relacdo a outras estruturas de cultivo € a maior area de
absorcdo de luminosidade, o que faz com que o crescimento algal seja maior e mais rapido,
atingindo uma alta produ¢do de biomassa em curto periodo (BOROWITZKA, 1999).

Além da grande variedade de formas de cultivos, podemos classificar os cultivos
mediante o seu sistema de colheita, sendo dividido os cultivos em sistema estitico ou de
batelada (batch), sistema continuo e sistema semicontinuo (SILVA et al., 2004; LOURENCO,
2006).
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1.4.1. Sistema estatico ou de batelada (bath)

No sistema estatico cldssico, o cultivo se inicia com a inoculagdo das microalgas e
adicao dos nutrientes, nado havendo nenhuma reposi¢ao de meio de cultura ou corre¢ao do
volume devido a evaporacdo até o dia de colheita do volume total.

Neste sistema de cultivo, o crescimento algal apresenta curva semelhante com a curva
caracteristica de crescimento das microalgas, porém sendo o sistema colhido antes do inicio do
colapso de sua producgdo (SILVA et al., 2004; LOURENCO, 2006).

Este sistema € muito empregado nos cepdrios, onde sdo preparados os indculos dos
sistemas de maior producdo, onde em pequenos volumes e muitas vezes sem aeragao ou injecao
de COg, as culturas ficam por alguns dias, de acordo com a espécies, até atingirem o
crescimento desejado.

H4 também uma variacao deste sistema que € o cultivo estatico alimentado, que inicia
de forma andloga, porém a cada intervalo de tempo recebe uma nova carga de nutrientes,
podendo fazer com que o cultivo aumente a sua densidade celular. Desta forma, entra-se

novamente na fase exponencial ou prolonga-se a fase estaciondria.

1.4.2. Sistema continuo

No sistema continuo, por sua vez, ocorrem colheitas de pequenos volumes de forma
constante, sendo o mesmo volume colhido reposto com 4gua e nutriente, apresentando uma
maior complexidade para controle destes volumes de colheita e reabastecimento do sistema,
além de outros apetrechos para manter sua conformidade (SILVA et al., 2004; LOURENCO,
2000).

1.4.3. Sistema semicontinuo

No sistema semicontinuo, apds a microalga ter atingido o seu ponto de crescimento
maximo ou respeitando o periodo de cultivo, ocorrem diversas colheitas parciais durante a
producdo em volumes e momentos especificos (SILVA et al., 2004; LOURENCO, 2006).

Ap6s a colheita, o cultivo é reabastecido com dgua e meio de cultura no mesmo volume
colhido, assim a densidade celular € reduzida, iniciando-se um novo crescimento até o ponto
maximo, onde ocorrerd uma nova colheita (Figura 2). Este ciclo se repete enquanto a qualidade

das microalgas se mantiver adequada (SILVA et al., 2004; LOURENCO, 2006).
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Figura 2 — Curva caracteristica de crescimento de microalgas em sistema semicontinuo.

10°

Densidade (células mi™)
=)
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Tempo (dias)

Fonte: Lourenco, 2006.

Contudo, cada forma e sistema de cultivo se adapta ao volume de produgdo desejado
e condicdes disponiveis para estes, além de levar em consideracdo o destino das microalgas
cultivadas.

Quando as microalgas sdo cultivadas para alimentar outros organismos, estas devem
suprir as necessidades nutricionais e para isso € importante o conhecimento da composi¢ao

quimica destas.

1.5. COMPOSICAO QUIMICA DAS MICROALGAS

Cada espécie de microalga possui uma determinada composi¢ao quimica, onde variam
seus percentuais de carboidrato, lipidio, proteina, fibras, pigmentos e outros compostos.
Na Tabela 4 hd uma descricio da composi¢do quimica de algumas microalgas

utilizadas para alimentac¢ao na aquicultura (SILVA et al., 2004; LOURENCO, 2006).
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Tabela 4 — Composi¢do quimica de algumas microalgas utilizadas na aquicultura, percentuais médios
de carboidratos (C%), lipideos (L%) e proteinas (P%).

Espécie C% L % P % Referéncias
Chaetoceros calcitrans 6,0 16,0 34,0 Brown (1991)
Skeletonema costatum 12,0 13,5 27,9 Renaud, et al. (1999)
Thalassiosira pseudonana 8,8 19,0 34,0 Brown (1991)
Isochrysis galbana 12,9 23,0 29,0 Brown (1991)
Pavlova lutheri 9,0 12,0 29.0 Brown (1991)
Tetraselmis sp. 8,0 12,6 29,9 Renaud, et al. (1999)
Nannochloropsis oculata 7,8 18,0 35,0 Brown (1991)
Dunaliella tertiolecta 12,2 15,0 20,0 Brown (1991)

Fonte: LOURENCO (2006).

Devido a estas caracteristicas de composi¢do quimica de cada espécie de microalga,
em geral na aquicultura, mais de uma espécie € utilizada na dieta alimentar de organismos
aquéticos de forma direta, no caso da malacocultura, ou indiretamente, como no enriquecimento
nutricional de outro organismo que servird de alimento, como no uso de rotiferos e artémia
salina (SILVA et al., 2004; LOURENCO, 2006; PONIS et al., 2008).

Alguns fatores, como o estdgio de crescimento, meio de cultura e o sistema de cultivo
podem produzir efeitos sobre a composicdo quimica da microalga cultivada (BROWN et al.,
1993; ZHU; LEE; CHAO, 1997; LIN et al., 2007; BENVENUTI et al., 2016; CANCELA et
al., 2016).

Atualmente, com os avancos tecnoldgicos € possivel induzir o acimulo de lipidios,
chegando a 70% da composi¢ao celular, onde estas microalgas cultivadas tem o foco principal
a producdo de biodiesel e extracdo de acidos graxos de cadeia longa (LC-PUFA) para

alimentacdo humana e animal (PATIL et al., 2006; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

1.6. Isochrysis aff. galbana e Pavlova lutheri

Dentre as microalgas pertencentes a classe Prymnesiophuceae, estdao a Isochrysis aff.
galbana e Pavlova lutheri, foco deste estudo, ambas sdo dotadas de dois flagelos, apresentam
locomogao na coluna d’4agua e coloracao marrom-dourada (SILVA et al., 2004; LOURENCO,
2006).

Estas espécies possuem amplo uso na aquicultura devido aos seus autos teores de
proteina e de 4cidos graxos poli-insaturados como &cido eicosapentaenoico (EPA) e

docosahexaendico (DHA), importantes para o desenvolvimento das larvas de moluscos
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bivalves. (LOMBARDI; WANGERSKY, 1995; ZHU; LEE; CHAO, 1997; DERNER et al.,
2006; RICO-VILLA et al., 2006; PONIS et al., 2008).

Devido a sua importancia para os cultivos aquicolas, especialmente na malacocultura,
estas espécies tiveram suas composi¢des quimicas descritas em 1989 por Ferndndez-reiriz et
al. com outras 5 espécies de microalgas também utilizadas na malacocultura.

Neste mesmo ano, Volkman et al. (1989) apresentaram um estudo focado nos dcidos
graxos e lipideos destas espécies, além de outras 8 espécies com aplicagdo na maricultura.

Também no ano de 1989, Emdadi e Berland (1989) apresentaram um estudo da
variacdo do contetdo lipidico das microalgas Pavilova lutheri e Nannochloropsis salina durante
o crescimento destas em sistema estético.

Com o foco na qualidade dos lipideos produzidos pela I. galbana Sukenik e Wahnon
(1991) conduziram um estudo que avaliou a producdo destes lipideos quando a microalga era
exposta a diferentes condicdes luminosas e limitacdo nutricionais de nitrogénio.

Todos os estudos citados até entdo utilizaram o sistema estatico de cultivo, com a
interacao de alguns fatores de cultivo como temperatura, fotoperiodo entre outros.

Um dos primeiros trabalhos relacionando o sistema semicontinuo € a composi¢ao
quimica das microalgas foi apresentado por Brown et al. (1993), com as microalgas I. galbana,
P. lutheri e N. oculata, utilizando uma taxa de colheita de 15% do volume a cada 2 dias de
cultivos, iniciando apds o término da fase exponencial de crescimento.

Em 1995, Renaud et al. estudaram os efeitos de diferentes temperaturas de cultivo no
crescimento algal, percentual de lipidios totais e sua composi¢do lipidica com as microalgas
Isochrysis sp., Nitzschia closterium, N. paleacea (formerlyfrustulum), e Tahitian Isochrysis sp.
(T.ISO) em sistema estatico de cultivo.

No mesmo ano Tatsuzawa e Takizawa (1995) divulgaram um estudo com a mesma
linha de pesquisa, porém com a microalga P. lutheri.

Em 1997, Otero, Garcia e Fébregas apresentaram um estudo usando o sistema
semicontinuo onde avaliaram diferentes taxas de colheita sobre a o percentual de EPA nos
lipideos totais das microalgas Phaeodactylum tricornutum, 1. galbana e Porphyridium cruentum.

Um estudo foi realizado por Fidalgo et al. (1998) onde se avaliou diferentes fontes de
nitrogénio na composicdo quimica da microalga I. galbana cultivada em sistema estitico em
diferentes fases de crescimento.

Outro estudo utilizando a microalga 1. galbana foi realizado por Sanchez, Martinez e

Espinola, no ano de 2000 avaliando o percentual de proteinas totais e a caracterizacdo dos
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acidos graxos da microalga quando cultivada em sistema estatico em fotobioreator (FBR) ao
utilizar 5 meios de cultura diferentes.

Neste mesmo ano, A Carvalho e Malcata (2000) também utilizaram 4 meios de cultura
diferentes para avaliar o efeito sobre os 4cidos graxos da microalga P. lutheri cultivada em
sistema estatico.

O estudo conduzido por Pernet et al. (2003) apresentaram a caracterizacdo de acidos
graxos e lipideos das microalgas I. galbana e C. muelleri cultivadas em sistema semicontinuo.

Em 2008, Ponis et al. apresentaram os resultados de um experimento com P. [utheri
cultivada em regime semicontinuo para alimentacdo de larvas do molusco C. gigas, avaliando
a manutencao de sua biomassa em baixas temperaturas para oferta posterior aos moluscos.

Em 2009, Guihéneuf et al. realizaram um estudo onde a microalga P. lutheri foi
submetida a um cultivo estatico onde variou-se a intensidade luminosa em irradiancia PAR e
diferentes fontes de carbono no meio de cultura visando avaliar o crescimento e lipidios e o
perfil de 4cido graxos desta cultivos.

Contudo, a grande maioria destes estudos utilizaram o sistema estatico até que a
microalga cultivada atingisse o ponto de estabilidade em sua curva de crescimento para entao,
a partir deste momento, iniciar o tratamento semicontinuo, o que, em uma produ¢do massiva
pode gerar problemas no fornecimento de alimento para os moluscos bivalves, pois de acordo

com a espécie este fase inicia-se somente apds o 12° dia de cultivo.

1.7. HIPOTESE

Num sistema semicontinuo de produ¢do de microalgas, ao variar a taxa de colheita,
pode ocorrer reflexo em sua densidade celular ao longo do cultivo, na producao de biomassa

seca destas microalgas e em suas composi¢oes quimicas, de acordo com a espécie cultivada.
1.8. OBJETIVO
Avaliar o efeito da colheita na produtividade e na qualidade nutricional das microalgas

Isochrysis aff. galbana e Pavlova lutheri produzidas em sistema semicontinuo com diferentes

percentuais de colheita.
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EFEITO DO PERCENTUAL DE COLHEITA DAS MICROALGAS
Isochrysis aff. galbana E Pavlova lutheri PRODUZIDAS EM SISTEMA
SEMICONTINUO

George Martins da Cunhal!, Simone Siihnel!, Jaqueline Aralijol, César Damian?, Giseli Olivo?,
Francisco José Lagreze-Squella®, Gilberto J. P. Onofre de Andrade!, Claudio Manoel Rodrigues
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Resumo

Microalgas flageladas como Isochrysis galbana (ISO) e Pavlova lutheri (PAV) sdo umas
das espécies produzidas nos hatcheries para alimentacdo de moluscos bivalves. Neste
estudo foi avaliado os efeitos de diferentes percentuais de colheita (30, 50 e 70%), em
sistema semicontinuo, sobre a produtividade e a composi¢do quimica destas microalgas em
comparagdo ao sistema de cultivo estatico alimentado. Foram utilizadas 15 garrafas de vidro
(10.000 mL), onde iniciou-se com 225 mL (2,5%) de inoculo (Guillard f/2) em 8.775 mL
de 4gua salgada contendo meio Conway (1 mL.L™"). A colheita no sistema semicontinuo foi
realizada a cada 4 dias. Apods a colheita, o volume coletado foi reposto com dgua salgada e
meio Conway. Ao sistema estatico alimentado foi adicionado meio Conway (1 mL.L!) a
cada 4 dias e as colheitas foram realizadas no 12° e 24° dia de cultivo. Utilizou-se dgua a
24+1°C e foto periodo de 24 h. A contagem celular foi realizada diariamente e o
experimento teve duracdo de 24 dias. Observaram-se diferencas (p<0,05) na densidade
celular entre os tratamentos do semicontinuo a partir do 4° dia. A microalga I. galbana
entrou em sua fase de estabilidade de crescimento a partir do 9° dia, o que ndo ocorreu com
a P. lutheri que apresentou valores crescente ao longo do cultivo. A maior densidade celular
para a microalga ISO nos tratamentos do semicontinuo ocorreu no 8° dia, alcancando
1.411,46499,82, 1.344,79+71,69 e 1.144,79+51,76 x10* células.mL"! para os percentuais de
colheita 30, 50 e 70% respectivamente. Para PAV a maior densidade celular ocorreu no 24°
dia de cultivo para todos os tratamentos com 1.776,04+102,76, 1.581,25+76,03 e
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1.242,71+109,39 x10* células.mL™ para os percentuais de colheita 30, 50 e 70%,
respectivamente. A producdo de biomassa seca do sistema semicontinuo nao apresentou
diferencas (p<0,05) em relagdo ao sistema estatico alimentado no 12° dia de cultivo (T12)
para a ISO. Ja em T24 para ISO e no cultivo da PAV os tratamentos do sistema estatico
alimentado apresentaram valores maiores de produgdo. Os tratamentos ndo apresentaram
diferencas na composi¢cao quimica das microalgas ao longo dos cultivos.

Palavras-chave: Isochrysis aff. galbana, Pavlova lutheri, producdo de microalgas, peso
seco, andlise bromatoldgica.

2.1. INTRODUCAO

No Brasil, a aquicultura representa parte importante na producdo de alimentos
(FAO, 2016), onde no ano de 2014 o estado de Santa Catarina se destacou como principal
produtor de bivalves marinhos (ostras, vieiras e mexilhdes) e tendo a capital do estado,
Florian6polis, como maior fornecedora de sementes de ostras para os maricultores
brasileiros (IBGE, 2016).

Para producdo destas sementes de ostras e vieiras em laboratério faz-se necessario
a manutencdo de reprodutores, larvas e sementes, onde sdo alimentados com microalgas,
sua principal fonte de alimento (SILVA et al., 2004).

As microalgas que sdo cultivadas nestes laboratdrios para servirem de alimento
para os reprodutores, larvas e sementes destes moluscos sdo, de forma geral, organismos
fotossintéticos que tem a dgua como seu habitat (DERNER et al., 2006; LOURENCO,
2006), variando em forma, tamanho, estrutura celular e composi¢cao quimica (BRENANN
& OWENDE, 2010; MAITY et al., 2014).

Além de serem importante fonte de alimento para a aquicultura, (FERREIRA;
SOUZA-SOARES;COSTA, 2013) as microalgas sdo exploradas por industrias quimicas,
farmacéuticas, alimenticias (SILVA et al.,, 2004; SPOLAORE et al., 2006) e mais
recentemente pela indudstria da energia limpa como fonte de fabricacdo de biodiesel
(FERREIRA; SOUZA-SOARES;COSTA, 2013) e mesmo estes organismos sendo tdo
versateis e estudados por anos, ainda ndo foi explorado todo o seu potencial (SCHMITZ;
MAGRO; COLLA, 2012).

Para o cultivo destas microalgas, além de atender as exigéncias das espécies, como
luminosidade, temperatura e nutricio adequada (RICHMOND, 2004; SILVA et al., 2004;
LOURENCO, 2006; CRESWELL, 2010), temos que optar pela forma de cultivo, utilizando
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sistemas abertos como tanques, lagos e raceways, ou sistemas fechados em bolsas plasticas,
tubos e fotobioreatores (BOROWITZKA, 1999).

Outro critério € o sistema de cultivo de acordo com a colheita, escolhendo o que
melhor atende a demanda entre o sistema estatico, continuo ou semicontinuo (LOURENCO,
2006; SILVA et al., 2004).

Dentre as microalgas pertencentes a classe Prymnesiophuceae, estdo a Isochrysis
aff. galbana e Pavlova lutheri, foco deste estudo, ambas possuem amplo uso na aquicultura
devido aos seus altos teores de proteina e de acidos graxos poli-insaturados como &4cido
eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaendico (DHA), importantes para o desenvolvimento
das larvas de moluscos bivalves. (LOMBARDI; WANGERSKY, 1995; ZHU; LEE; CHAO,
1997; DERNER et al., 2006; RICO-VILLA et al., 2006; PONIS et al., 2008).

Em 1993 Brown et al. apresentaram um estudo envolvendo as microalgas 1.
galbana, P. lutheri e N. oculata, em sistema estdtico e semicontinuo, descrevendo as
composicdes quimicas encontradas nestes cultivos, posteriormente Otero, Garcia e Fabregas
(1997) com as microalgas Phaeodactylum tricornutum, I. galbana e Porphyridium
cruentum com o foco na producio de EPA.

Na década passada, Pernet et al. (2003) apresentaram a caracterizagdo de acidos
graxos e lipideos das microalgas 1. galbana e C. muelleri cultivadas em sistema
semicontinuo e Ponis et al. (2008) apresentaram os resultados de um experimento com P.
lutheri cultivada em regime semicontinuo para alimentacdo de larvas do molusco C. gigas,
avaliando a manutencdo de sua biomassa em baixas temperaturas para se ofertar
posteriormente aos moluscos.

Neste contexto o presente estudo teve como objetivo comparar o efeito de
diferentes percentuais de colheita do cultivo de microalgas em sistemas semicontinuo,
iniciando a sua colheita a partir do 4° dia de cultivo, ou seja, ndo aguardando a cultura
atingir a fase estaciondria de crescimento e sistema estatico alimentado cultivo sobre sua

producao de biomassa seca e composi¢ao quimica.

2.2. MATERIAIS E METODOS

Foram realizados dois experimentos de cultivo de microalgas falgeladas em
sistema semicontinuo; um com a microalga Isochrysis aff. galbana (T-ISO; CCMP 1324)

e outro com Pavlova lutheri (PAV; CCMP 1325). Em ambos experimentos foram avaliadas
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trés proporg¢des de colheita, sendo elas 30%, 50% e 70% do volume total. Os experimentos
foram realizados no Laboratério de Moluscos Marinhos da Universidade Federal de Santa
Catarina (LMM/UFSC) em garrafas de borosilicato [10.000 mL; unidade experimental
(UE)], com volume de 1til de 9.000 mL (Figura 1), mantidas em ambiente controlado sob
iluminagdo (2 lampadas fluorescente tubular T10, 40W OSRAM com irradidncia PAR de
240 pmol.m™.s! contaste (24 h)) e aeragio filtrada (0,2 pm), temperatura de 24+1°C com
adicio de CO: (0,25 L.min!). Os experimentos foram conduzidos em delineamento
experimental inteiramente ao acaso com trés tratamentos (percentuais de colheitas) e trés
repeti¢des.

Em cada experimento, além das 9 garrafas utilizadas para avaliar a porcentagem
de colheita em sistema semicontinuo, foram inoculadas outras 6 garrafas e mantidas em
sistema estdtico de cultivo alimentado (sistema estdtico alimentado com nutrientes a cada 6
dias de cultivo; como controle), sendo trés garrafas colhidas com 12 dias (tratamento
controle E12) e outras trés com 24 dias (tratamento controle E24). O tratamento E12 foi
utilizado para andlise bromatolégica e o peso seco das microalgas apds 12 dias de cultivo
(T12). J4 o tratamento E24, a andlise bromatolégica e o peso seco foram avaliados apés 24

dias de cultivo (T24). A densidade celular de E12 foi avaliada até o T12 e a do E24 até T24.

Figura 1 - Exemplo das UE utilizadas para o cultivo, em sistema
semicontinuo, estitico, e detalhamento da tampa de 3 vias.
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O crescimento das culturas foi acompanhado diariamente, através de contagem
celular em microscépio 6tico com o uso de camara de Neubauer em duplicata e registrado
o pH e temperatura através de medidor de bancada (ALFAKIT AT350) e salinidade por
refratdmetro manual (modelo 211 BIOBRIX). A colheita em cada tratamento foi realizada
a cada 4 dias com posterior reposi¢do do volume colhido com dgua salgada (filtrada a 0,2
um e esterilizada com UV) de meio de cultura Conway (Walne, 1966) na proporg¢do de 1
mL.L"!. Para as garrafas mantidas em sistema estético alimentado, a cada 6 dias de cultivo

foi adicionado o mesmo meio de cultura.

Antes da retirada da amostra e colheita o cultivo foi homogeneizado por meio de

agitacdo manual de cada UEs.

Para avaliar o efeito da porcentagem de colheita no valor nutricional das
microalgas, no inicio do experimento (T0), apos 12 dias de cultivo (T12) e apds 24 dias
(T24), quando encerrou o experimento, foi armazenada cultura para andlise bromatoldgica
através de centrifugacao e posterior liofilizacao da biomassa produzida. Além disso, nestes
tempos (TO, T12 e T24) uma amostra de cultura de cada UE foi utilizada para avaliacdo da

presencga/auséncia de Vibrio sp.

Para ambos experimentos, as cepas, de I. aff. galbana e P. lutheri, foram cultivadas

em sistema estatico com meio Guillard /2.

Antes de iniciar o experimento, cada UE foi preenchida com 8.775 mL de 4gua
salgada (filtrada a 0,2 um e esterilizada com UV), fechada com tampa de 3 vias (1* via para
aeracdo/reposicao, 2% exaustacao e a 3" inoculacdo/colheita, ver Figura 1), adicionado meio
de cultura Conway) no volume de 9 mL (1 mL.L™!") e esterilizada (UE) em autoclave (120
°C por 20 min). Apés esterilizacdo, foi inoculado 225 mL da microalga com o auxilio de
uma mangueira de transferéncia previamente autoclavada (120 °C por 20 min), conectando
a 3" via da tampa e obstruindo a 2* via da garrafa do in6culo (via de exaustdo), aumentando
a pressdo interna e for¢ando a saida da cultura da garrafa do inéculo para a UE, entrando
através da 3% via, criando uma pressdo positiva na garrafa. Apds a inoculacdo iniciou o
experimento.

As amostragens em cada UE para contagem celular e colheitas de dgua foram
realizadas através da 3% via da tampa e para reposicao de dgua salgada e meio de cultura

através da 1? via, a fim de evitar contaminacao por material residual.



29

A reposicado de dgua salgada (filtrada a 0,2 pm e esterilizada com UV) foi realizada
utilizando garrafas de borosilicato (10.000 mL) com tampas de 3 vias e mangueiras de
silicone autoclavadas (120 °C por 20 min) de forma andloga ao processo de inoculagdo,
porém repondo pela 1° via da tampa da UE. A reposi¢do de meio de cultura (1 mL.L™") foi
realizada com o auxilio de uma seringa (100 mL) esterilizada em dlcool 70%. Estas
reposi¢cdes foram feitas nos tempos T4, T8, T12, T16, T20, apds os procedimentos de

colheita dos tratamentos do semicontinuo.

2.2.1. Quantificaciao da presenca/auséncia de Vibrio sp.

Para avaliacdo da presencga/auséncia de Vibrio sp. nas culturas de cada UE foram
utilizadas placas de petri (140 mm de didmetro) contendo meio dgar TCBS (Difco) e
inoculado 1 mL da cultura da cada UE. Apds inoculagdo, as placas foram mantidas em
camara de crescimento com temperatura controlada em 26°C por um periodo de 48 h. A

leitura das placas foi realizada apos 24 e 48 h de incubacgao.

2.2.2. Obtencao de biomassa liofilizada

Para avaliagdo bromatolégica uma amostra de 2.000 mL de cada UE, colhidas nos
tempos T12 e T24, foi inicialmente centrifugada (10 min a 3.500 rpm), descartado o
sobrenadante, lavado com 40 mL de formiato de amonio (0,5 M). Esse processo de
centrifugacdo e lavagem repetiu-se mais duas vezes. Na terceira centrifugacdo, apds o
descarte do sobrenadante, toda a biomassa foi acondicionada em tubos falcon (50 mL),

fechados e armazenadas em freezer (-18 °C) para posterior liofilizacao.

Para liofilizacdo, os tubos falcon contendo as amostras foram abertos e
acondicionados no interior da liofilizadora, apds isso iniciou-se o processo com duracdo de
48 h. Ap6s este periodo, os tubos foram novamente fechados e vedados com filme pléstico
para evitar a entrada de umidade no interior destes € novamente acondicionados em freezer
(-18 °C) para posterior analise bromatoldgica.

Apés a obtencdo do valor da biomassa seca, através da Equagdo 1 obtivemos as
produtividades (P;) microalgal de cada tratamento em mg.L! e através da Equagdo 2

calculou-se o peso celular microalgal.
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P.=F/V
Onde:
P. — Producdo em biomassa seca (mg.L™!)
P; — Peso seco (g)

V. — Volume de cultura centrifugada (L)

P. = (P./1000)/ (d. x 10.000)
Onde:
P, — Peso celular microalgal (pg)
P. — Producdo em biomassa seca (mg.L™!)

d. — Densidade celular (x10* células.mL™!)

2.2.3. Analise bromatolégica

Na avaliacdo bromatoldgica foi quantificada a proteina total, o carboidrato total e o
lipideo total em amostras liofilizadas de cada UE para todos os tratamentos, incluindo as
garrafas mantidas em sistema estatico.

As andlises foram realizas com amostras colhidas em T12 e T24 e ocorreram em
duplicada a partir destas amostras de cada UE.

A proteina total foi determinada através do método colorimétrico, onde foram
submetidas a hidrolise com 2 mL de NaOH 1N, exposicdo a ultrassom e centrifugagdo de 5 mg
de amostra para obtencao do extrato alcalino. A partir desde extrato, seguiu-se a metodologia
conforme descrito por Lowry et al. (1951), onde foram adicionados os reagentes para reagao
de cor.

O carboidrato total foi determinado pelo método colorimétrico descrito por Dubois et
al. (1956), na qual amostras de 5 mg foram submetidas a hidrélise com 1 mL de H2SO4 a 80%
por 20 h, centrifugadas, diluidas e adicionado os reagentes para reacdo de cor.

Para a determinacdo do lipideo total foi utilizado o método gravimétrico descrito por
Folch et al. (1957), adicionando a 25 mg da biomassa liofilizada 3 mL de solugdo 1:2 de
cloriférmio:metanol e centrifugadas para obtencdo do extrato lipidico. Este extrato foi
recuperado e transferido para outro tubo de ensaio onde adicionou-se 1 mL de cloroférmio e 2
mL de dgua destilada, centrifugado e transferido para cadinho para secagem e posterior medi¢ao

gravimétrica.
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2.2.4. Analise estatistica

Para avalia¢do da densidade celular entre as porcentagens testadas, o tratamento E24
foi utilizado como controle, por apresentar dados de densidade celular ao longo de todo o
periodo experimental.

Os dados de densidade celular (células.mL') das microalgas foram submetidos a
andlise de variancia (p<0,05). Foi verificada a normalidade e a homocedasticidade dos erros.
Os dados de produtividade (mg.L!") e o peso seco por célula (pg) foram analisados por teste t
com permutacdo (Westfall et al., 1999). Todas as andlises foram realizadas utilizando o

programa estatistico SAS.

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Densidade celular

Os tratamentos do sistema estdtico E12 e E24 ndo apresentaram diferencas (p<0,05)
de densidade celular (dc¢) entre si durante o periodo de T1 a T12 nos experimentos com as
microalgas I. aff. galbana e P. lutheri.

No experimento com a microalga 1. aff. galbana, até o 4° dia de cultivo nenhum dos
tratamentos apresentaram diferengas (p<0,05) em suas densidades celulares. No 5° dia de
cultivo a densidade celular do tratamento sistema estatico alimentado (E24; Figura 2) foi maior
(1.161,46+60,62 x10* células.mL') (p<0,05) em relacdo aos tratamentos com sistema
semicontinuo (30%, 50% e 70%). No 6° dia o tratamento E24 foi maior (1.158,33+24,27 x10*
células.mL™') (p<0,05) que a colheita de 50% e 70% e nos dias 7 e 8 apresentou densidade
celular, 1.158,33+24.,27, 1.219,79+26,58 x10* células.mL!, respectivamente, maior (p<0,05)
em relacdo ao tratamento 70%. A partir do 9° dia de cultivo, até o final (24° dia) o tratamento
E24 foi maior (p<0,05) que os demais tratamentos, apresentados valores de densidade celular
entre 1.742,71+150,66 - 1.860,42+12,63 x10* células.mL".

No sistema semicontinuo, a densidade celular (Figura 2) ndo apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos (30%, 50% e 70%) até o 4° dia de cultivo. No dia subsequente,
5° dia, a densidade celular do tratamento 30% foi maior (882,29+83,23 x10* células.mL™)
(p<0,05) que 50% e 70%. Neste dia, os tratamentos 50% e 70% ndo apresentaram diferengas
entre si. No 6° dia, o tratamento 70% foi menor (p<0,05) (646,88+82,15 x10* células.mL™") que

30% e 50%. No 7° dia, o mesmo tratamento foi menor (691,67+162,39 x10* células.mL™)
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(p<0,05) ao 50% apenas. No 8° dia, ocorreu a segunda colheita dos tratamentos do sistema
semicontinuo, onde nenhum destes apresentaram diferencgas significativas em suas densidades
celulares. J4 do 9° ao 23° dia, o tratamento 70% apresentou menor densidade celular (p<0,05)
que os demais tratamentos e no periodo do 9° ao 14° e do 16° ao 23° dia os tratamentos 30% e
50% apresentaram densidade celulares sem diferenca significativa. O tratamento 30% no 15° e
no 24° dia foi maior (p<0,05), 815,63£18,75 x10% 953,13+63,43 x10* células.mL,
respectivamente em relagdo aos demais tratamentos do semicontinuo. No tultimo dia (24) os
tratamentos 50% e 70% nao apresentaram diferencas em suas densidades celulares.

Durante o experimento de cultivo com a microalga I. aff. galbana o pH apresentou
pequenas variac¢ao, nao apresentando diferencas significativa, ficando em 8,32+ 0,70 em todos
os tratamentos. O mesmo se verificou quanto a salinidade, apresentado um média de 34,0+1,2

para todos os tratamentos.



Figura 2 — Densidade celular média (+ SD) da microalga Isochrysis aff. galbana
nos dias de cultivo para cada tratamento do semicontinuo (30, 50 ¢ 70%) e do
estatico alimentado.
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No experimento com P. lutheri, todos os tratamentos ndo apresentaram diferencas
significativas em sua densidade celular (d.) (Figura 3) até o 4° dia de cultivo.

O tratamento estético alimentado, E24, apresentou no 5° dia a maior densidade celular
(p<0,05) (690,63+27,24 x10* células.mL!) em relacio aos demais tratamentos do semicontinuo
(30%, 50% e 70%). No dia subsequente, 6° dia, a densidade celular no tratamento E24 foi maior
(758,33£14,09 x10* células.mL!), diferente (p<0,05) dos tratamentos 50% e 70% do
semicontinuo. Nos dias 7 e 8, o tratamento E24 (846,88+13,62 e 1.019,79425,45 x10*
células.mL!, respectivamente) apresentou densidade celular maior (p<0,05) em relacdo ao
tratamento 70% e sem diferenca em relacao aos tratamentos 30% e 50%. A partir do dia 9 até
o final do cultivo, dia 24, o tratamento E24 apresentou valores crescentes de densidade celular,
(p<0,05) maiores em relagdo aos tratamentos do semicontinuo (30%, 50% e 70%).

Dentre os tratamentos do sistema semicontinuo, no 5° dia, a densidade celular de 30%
foi (p<0,05) maior (576,04+23,03 x10* células.mL') que 50% e 70%, sendo estes ndo
diferentes entre si. No 6° dia, o tratamento 70% apresentou densidade celular menor (p<0,05)
em relacio a todos os demais tratamentos (30% e 50%). Neste mesmo dia os tratamentos 30%
e 50% ndo apresentaram diferencas. Nos dias 7 e 8, os tratamentos do semicontinuo nao
apresentaram diferengas significativas entre si. A partir do 9° dia até o dia 22, o tratamento 70%
apresentou a menor densidade celular, diferente (p<0,05) dos tratamentos 30% e 50%. Neste
periodo, os tratamentos 30% e 50% nao apresentaram diferencas entre si, exceto no 15° dia,
onde o tratamento 30% apresentou maior valor (1.226,04+19,09 x10* células.mL™") diferente
(p<0,05) dos tratamentos 50% e 70%. No dia 23 e 24, o tratamento 30% também apresentou
maior (p<0,05) densidade celular em relacdo a 50% e 70%, sendo no dia 23 a menor (p<0,05)
densidade celular observada para 70%. No ultimo dia de cultivo (24), os tratamentos 50% e
70% nao apresentaram diferencas entre si.

No cultivo com a microalga P. lutheri o pH apresentou ndo apresentando diferencas
significativa, mantendo-se na média de 8,11+0,59 em todos os tratamentos e a salinidade

apresentou o mesmo comportamento, com média de 33,0+0,8 para todos os tratamentos.



Figura 3 - Densidade celular média (+ SD) da microalga Pavlova lutheri nos
dias de cultivo para cada tratamento do semicontinuo (30, 50 ¢ 70%) ¢ do
estatico alimentado.
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2.3.2. Producio de biomassa seca

Na producgdo de biomassa seca da microalga I. aff. galbana colhida no 12° dia de
cultivo (Figura 4), o tratamento 30% (semicontinuo), apresentou o maior valor entre os
tratamentos (333,97+38,74 mg.L'!) (p<0,05) e sem diferenga ao tratamento E12 (estético). No
mesmo dia (12) os tratamentos do semicontinuo, 50% e 70%, ndo apresentaram diferengas entre
si e foram menores (p<0,05) em relag@o aos tratamentos 30% e E12. No dltimo dia de cultivo
(24°), a produtividade do tratamento E24 (estdtico) apresentou o maior valor (499,95+79,96
mg.L!) (p<0,05) em relagdo aos tratamentos do semicontinuo (30%, 50% e 70%), estes por sua
vez ndo apresentaram diferengas em sua produgdo.

A ap6s a liofilizag¢do a maior produgdo da microalga P. [utheri em biomassa seca (P;)
(Figura 5) foi observada no tratamento E12 (455,83+35,91 mg.L!) no dia 12 e no tratamento
E24 no dia 24, ambos diferindo significativamente (p<0,05) dos demais tratamentos do
semicontinuo. Nestes dias, 12 e 24, os tratamentos 50% e 70% ndo apresentaram diferencas

entre si.

Figura 4 — Producio de biomassa seca média (+ SD) da microalga Isochrysis
aff. galbana nos dias 12 e 24 de cultivo para cada tratamento do semicontinuo
(30, 50 e 70%) e do estdtico alimentado.
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Figura 5 - Producdo de biomassa seca média (+ SD) da microalga Paviova
lutheri nos dias 12 e 24 de cultivo para cada tratamento do semicontinuo (30,
50 e 70%) e do estdtico alimentado.
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2.3.3. Peso seco celular

O peso seco da microalga I. aff. galbana por célula (Figura 6) da biomassa colhida no
12° dia para os tratamentos do sistema semicontinuo (30%, 50% e 70%) ndo apresentaram
diferengas na microalga /. aff. galbana e o tratamento estatico E12 apresentou o menor valor
(13,60+2.47 pg.célula‘l) diferindo (p<0,05) dos tratamentos 30% e 70%. No 24°, o peso seco
por célula no tratamento estitico E24 apresentou o maior valor (28,26+4,41 pg.célula™)
(p<0,05) em relacdo aos tratamentos do semicontinuo 30% e 70%. Os tratamentos do
semicontinuo ndo apresentaram diferengas entre si no peso seco por célula.

O maior valor de peso seco da microalga P. [utheri por célula (P.) (Figura 7)
apresentado no 12° dia foi do tratamento estdtico E12 (30,6942,27 pg.célula’!) diferindo
significativamente (p<0,05) do demais tratamentos. Entre os tratamentos do semicontinuo, o
menor valor de P. apresentado foi do tratamento 50% (14,91+0,62 pg.célula™) que apresentou
diferenga significativa (p<0,05) do tratamento 30%. No 24° dia, o tratamento semicontinuo
70% apresentou o menor (p<0,05) P (6,62+2,36 pg.célula™) em relagio aos outros tratamentos

do mesmo dia de cultivo.
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Figura 6 — Peso seco por célula médio (+ SD) da microalga Isochrysis aff.
galbana nos dias 12 e 24 de cultivo para cada tratamento do semicontinuo
(30, 50 e 70%) e do estatico alimentado.
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Figura 7 - Peso seco por célula médio (+ SD) da microalga Paviova
lutheri nos dias 12 e 24 de cultivo para cada tratamento do
semicontinuo (30%, 50% e 70%) e do estatico alimentado.
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2.3.4. Proteinas, lipideos e carboidratos totais

A composi¢do quimica (Tabela 1) das microalgas /. aff. galbana e P. lutheri ndo
apresentaram diferengas (p<0,05) nos valores percentuais de proteinas totais, carboidratos totais

e lipideos totais entre os tratamentos no dia 12 e no dia 24 de cultivo.



Tabela 1 - Percentuais médios (%) (x SD) de proteinas totais, carboidratos totais e lipideos totais das microalgas Isochrysis aff. galbana e Pavlova lutheri nos
dias 12 e 24 de cultivo para cada tratamento do semicontinuo (30, 50 e 70%) e do estético alimentado.

5 Proteinas totais (%) Carboidratos totais (%) Lipideos totais (%)
sh o
g E Semicontinuo !Zstzitico Semicontinuo ]?stzitico Semicontinuo ]listético
5 = alimentado alimentado alimentado
E 9 30% 50% 70% E12 E24 30% 50% 70% E12 E24 30% 50% 70% E12 E24
I aff. Galbana
33,02 34,02 31,46 | 32,56 2,39 2,32 2,07 2,58 16,44 22,13 13,19 | 20,79
T2 456 2601 2747 | 2433 | =080 051 057 | 2041 | 4780 <1071 s3g1 |=1252
36,39 38,02 35,55 33,73 2,63 2,30 2,54 2,64 55,49 53,40 55,50 50,15
43 2547 4577 | 7 sas | =034 <050 <025 | | =008 | 4938 <981 4568 | | <724
P. lutheri
39,29 3727 37,31 39,60 3,05 3,36 3,34 3,13 2496 27,19 19,49 15,95
T2 452 w420 w410 | 2527 | 048 054 <044 | 2098|1162 <1032 4919 | s888
44,62 42,58 45,00 44,14 3,63 4,26 3,74 3.83 26,61 27,37 33,36 17,80
124 +806 +1139 +849 | =568 | =036 +081 <047 |  +036 | +7.67 +846 +10,88 +5.88

6¢
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2.4. DISCUSSAO

2.4.1. Densidade celular

Os sistemas de cultivo testados neste estudo ndo afetaram a densidade celular das
microalgas na fase exponencial inicial de crescimento (até o 4° de cultivo; T4). Brown et al.
(1993) observaram comportamento semelhante para as microalgas Isochrysis sp., P. lutheri e
N. oculata, cultivadas com meio f/2, 12:12 h (claro:escuro), iluminacdo de irradiancia PAR de
100 pmol.m‘z.s‘1 e temperatura de 22+2 °C, em sistema estatico e semicontinuo.

Para a microalga I. aff. galbana, a densidade celular no sistema estatico alimentado, a
partir do 9° dia de cultivo, foi de 1.800 x10* células.mL!, mantendo este valor até o término do
experimento. Este valor foi superior ao obtido por Brown et al. (1993) que encontrou em seus
estudos a densidade préxima a 700 x10* células.mL! cultivadas em sistema estdtico. Resultados
inferiores de densidade celular também foram observados para a microalga I. aff. galbana por
Pernet et al. (2003), o qual apesar de utilizar iluminacdo constante (24h), alcangou valores de
1.200 x10* células.mL"', utilizado meio /2 com temperatura controlada de 19°C. A maior
densidade celular observada neste estudo no sistema estitico, pode estar relacionada ao
processo de enriquecimento (adicdo de nutrientes) a cada 6 dias no cultivo e com a tipo de meio
de cultura utilizado.

A quantidade de nitrogénio parece afetar mais a densidade celular que os outros
parametros. Fidalgo et al. (1998) observaram para a microalga I. aff. galbana densidades
celulares maiores (2.300 — 2.900 x10* células.mL'") de acordo com a fontes de nitrogénio
utilizadas (Nitrito, Nitrato e Uréia) em uma concentracdo de 4 mg atom N.L!, fotoperiodo de
12:12 h com irradiancia PAR de 115 pmol.m?2.s™\. A concentragio de nitrogénio utilizada por
Fidalgo et al. (1998) foram superiores aquelas utilizadas no meio Conway no presente estudo.

No sistema semicontinuo, a densidade celular da microalga 1. aff. galbana nos
tratamentos 30% e 50%, a partir da sua segunda colheita (8° dia de cultivo), apresentaram
valores préximos a 1.000 x10* células.mL! em suas colheitas. Estes valores obtidos foram
maiores que os descritos nas colheitas de Brown et al. (1993), que circundaram 400 x10*
células.mL!, onde usaram, além do menor fotoperiodo, uma tnica taxa de colheita de 15% a
cada 2 dias. Interessantemente, Pernet et al. (2003) observaram valores de densidade celular
semelhantes ao presente estudo, utilizaram uma taxa de colheita de 50% a cada 2 dias de cultivo,

o mesmo fotoperiodo (24h), contudo com meio de cultura diferente (£/2).
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Para a microalga I. aff. galbana em sistema semicontinuo, ocorreu reflexo entre a
densidade celular e a taxa de colheita, os tratamentos 30 e 50% mantiveram uma densidade
celular mais estaveis e proximas ao valor obtido na 1* colheita (T4), enquanto o tratamento 70%
apresentou valores decrescentes a partir da 3* colheita (T12).

Para a microalga Pavlova lutheri os valores de densidade celular foram crescentes em
ambos os sistemas de cultivo, chegando ao maximo de 3.299 x10* células.mL!' nos sistemas
estatico alimentado e de 1.776 x10* células.mL! no sistema semicontinuo, com colheita de
30%.

Em seu sistema semicontinuo, Brown et al. (1993) relataram densidades celulares
inferiores 4 600 x10* células.mL"! para a microalga Paviova lutheri.

Utilizando uma combinacdo de sistemas estdtico até o 19° dia com o aumento
gradativo da irradidncia PAR num fotoperiodo constate (24 h) e a partir do 20° dia
semicontinuo, com uma taxa didria de colheita de 20%, Ponis et al. (2008) obtiveram
densidades celulares acima dos 12.000 x10* células.mL"'com a microalga Pavlova lutheri.

Para a microalga Pavlova lutheri também apresentou a relacdo entre a densidade
celular e a taxa de colheita no sistema semicontinuo, onde os 30 e 50% apresentaram valores
mais proximos entre as colheitas. Contudo por esta ndo ter estabilizado os valores de densidade
celular neste estudo, ndo ficou tdo evidente a diferencas entres os percentuais de colheita, como

ocorrido com a microalga I. aff. galbana.

2.4.2. Producao de biomassa seca

No cultivo da microalga 1. aff. galbana a produgio de biomassa seca (mg.L™!) avaliada
no 12° dia ndo diferiu entre os tratamentos do estatico alimentado e do sistema semicontinuo,
obtendo valores préximos a 255,00 mg.L".

No estudo de Brown et al. (1993) apresentaram outro indicador de produtividade didria
(mg.L!.dia™") onde também ndo apresentou diferencas entre os sistemas semicontinuo e estatico
de cultivo para a I. aff. galbana com valores préximos a 14 mg.L!.dia™".

No 24° dia de cultivo a produ¢do em biomassa seca do sistema estdtico alimentado
para a . aff. galbana diferiu dos demais tratamentos, sendo superior (499,45+79,96 mg.L!) a
producdo em biomassa nos tratamentos do sistema semicontinuo, cerca de 139,00 mg.L!. Esta
diferencga deve-se ao fato do sistema estatico alimentado ter estabilizado a densidade celular em
valores préximos ao dobro dos valores relatados no sistema semicontinuo em sua ultima

colheita.
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Em ambos os dias, 12 e 24, para a I. aff. galbana no sistema semicontinuo o tratamento
30% apresentou maior valor de produtividade (mg.L!), porém ao relacionarmos o volume de
colheita e a producdo, o tratamento 50% apresentou biomassa colhida final maior que o
tratamento 30%.

A produg@o em biomassa seca encontrada nos cultivos da microalga P. lutheri em
ambos os dias, 12 e 24, no sistema estatico alimentado, préximos a 445 mg.L!, foram superiores
aos encontrados no sistema semicontinuo, onde o maior valor (271,33 mg.L'l) foi obtido no
tratamento 30% do sistema semicontinuo no 24° dia de cultivo.

Nos estudos de Brown et al. (1993), os indices de produgdo didria para a microalga P.
lutheri ndo apresentaram diferencgas entre o sistema continuo e estatico, com valores proximos
215 mg.L!.dia™.

Ponis et al. (2008) relataram produtividades didrias (g.L‘l.dia'l) para P. lutheri
superiores as descritas por Brown et al. (1993), chegando a 0,4 g.L".dia™!, devido ao seu sistema
semicontinuo iniciar as suas colheitas ap6s o 19° dia, onde a biomassa de seu sistema atingiu
uma produgio de biomassa de 3,5 g.L'\.

Para P. lutheri, o tratamento 30% do semicontinuo apresentou maiores valores de
producdo de biomassa seca (mg.L™!) em relacdo aos demais tratamentos do mesmo sistema.
Porém ao relacionarmos a produtividade e o volume de colheita, no 12° dia de cultivo o
tratamento 50% apresentou uma biomassa colhida final maior que o tratamento 30%, ja no 24°

dia de cultivo, o tratamento 30% resultou em maior producdo de biomassa colhida final.

2.4.3. Peso seco celular

Para a microalga I. aff. galbana, os valores de peso seco celular obtidos no sistema
estdtico alimentado foram diferentes para o 12° e 24° de cultivo, apresentado 13,61 e 28,26
pg.célula’!, respectivamente. Contudo estes valores nio apresentaram diferencas aos
encontrados no tratamento 50% do semicontinuo, que apresentou valores, em ambas as datas,
préximos a 20,00 pg.célula™.

O valor de peso seco celular descritos por Renaud et al. (1995) para a microalga
Isochrysis sp. cultivada em sistema estatico nas temperaturas de 15, 20 e 25°C, utilizando meio
£/2, iluminacdo 12:12 h com irradiancia PAR de 80 pmol.m?.s™!, sdo préximos aos encontrados

neste estudo, variando entre 15,0 — 21,0 pg.célula'l.



43

Os tratamentos do sistema semicontinuo nio diferiram entre si, porém, apresentaram
valores maiores no 12° dia de cultivo para o peso seco celular da microalga I. aff. galbana, com
excecao do tratamento 50% que apresentou valores proximos no 12° e 24° dia de cultivo.

Os valores de peso seco celular da P. lutheri encontrados no 12° dia de cultivo
apresentaram diferengas entre os sistemas, no sistema estatico alimentado o maior valor foi de
30,7 pg.célula’. No sistema semicontinuo apresentou os valores de 19,76, 14,91, 16,20
pg.célula’! para os tratamentos 30%, 50% e 70%, respectivamente.

Para a P. lutheri, os valores de peso seco celular encontrados em T12 no sistema
semicontinuo indicam o efeito das 3 colheitas realizadas, onde ocorreu uma renovacao celular
maior, enquanto no estatico alimentado, a mesma célula manteve-se estavel e acumulando mais
biomassa.

O sistema estatico alimentado utilizado neste estudo apresentou valores de peso seco
celular préximos ao encontrado por Ferndndez-reiriz et al. (1989) durante a fase exponencial
de seu cultivo em sistema estético, apresentando o valor de 29,6 pg.célula™ para a P. lutheri.
Estes também foram inferiores aos relatados por Brown et al. (1993) foram durantes as fases e
sistemas por estes testados, ficando préximos a 35,0 pg.célula’.

No 24° dia de cultivo, o menor valor de peso seco celular da P. lutheri foi obtido no
tratamento 70% do semicontinuo com 6,6 pg.célula‘l, diferindo dos demais, que apresentaram
valores entre 8,6 — 15,4 pg.célula’’. Estes valores foram inferiores aos descritos para P. lutheri
por Ferndndez-reiriz et al. (1989) e Brown et al. (1993) em seus estudos, o que ressalta a relagao
inversa com a densidade celular, onde ambos os estudos apresentaram valores maiores de peso
seco celular e menores densidades.

No sistema semicontinuo, apds a colheita e reposi¢ao de meio, o tratamento 70% foi o
que apresentou maior recuperacdo em densidade celular para a P. lutheri, 0 que acarretou em

uma menor biomassa de cada microalga neste tratamento no final de cultivo (T24).

2.4.4. Proteinas, carboidratos e lipideos totais

A composi¢do quimica das microalgas I. aff. galbana e P. lutheri nao apresentaram
diferencas entre as porcentagens de colheita testadas e os sistemas testados (semicontinuo e
estatico alimentado) em ambos dias analisados (T12 e T24).

Os teores de proteinas totais para a microalga I. aff. galbana obtidos nos dias
analisados (T12 e T24) oscilaram entre 31 e 38% valores proximos aos descritos por Ferndndez-

reiriz et al. (1989) para I. galbana e Brown et al. (1993) para Isochrysis sp., onde os percentuais
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proteicos foram de 40% durante a fase exponencial e de 25% durante a fase de estabilidade do
cultivo em sistema estético.

Os valores descritos por Brown et al. (1993) para proteinas totais da Isochrysis sp. para
o sistema semicontinuo, durante a mesma fase exponencial de crescimento foi de 25%.

Fidalgo et al. (1998) apresentaram teores de proteinas totais da I. galbana entre 37 —
45% na fase exponencial de acordo com a fonte de nitrogénio, j4 na fase de estabilidade de
cultivo, os valores foram préximos a 35% e no final da fase de estabilidade apresentaram entre
28 — 34% no cultivo em sistema est4tico.

Para a microalga P. lutheri os percentuais de proteinas totais ndo apresentaram
diferencas entre os tratamentos e sistemas de cultivo em ambos os dias testados, 12° e 24° dia
de cultivo, apresentado valores proximos a 39% e 44% respectivamente.

Fernandez-reiriz et al. (1989) apresentaram o valor de 43% de proteinas totais para a
fase estaciondria no cultivo estdtico da P. lutheri, percentual proximo ao encontrado neste
estudo.

Nos estudos de Brown et al. (1993) relataram valores proximos a 25% de proteinas
totais para as fases exponencial em sistema semicontinuo e estabilidade em sistema estatico,
valores inferiores aos encontrado neste estudo.

Contudo, convém ressaltar que nos estudos de Fernandez-reiriz et al. (1989) e Brown
et al. (1993) utilizaram sistema estatico onde, apds certo periodo de cultivo, ocorre a limitacao
do nitrogénio para o cultivo, acarretando na reducao dos indices de proteinas no fim do cultivo.
Nosso estudo utilizou o sistema estatico alimentando, com reposi¢des de nutrientes a cada 6
dias, no qual ndo hé a limitacdo de nitrogénio ao longo do tempo no sistema estético.

Para carboidratos totais na microalga I. aff. galbana os percentuais obtidos em ambas
as datas (T12 e T24) e sistemas de cultivo ficaram préximos a 2,4%, valor bem inferior aos
observados por Ferndndez-reiriz et al. (1989), os quais variaram de 15,2 a 48,4% de acordo
coma fase de crescimento das microalgas. Para Isochrysis sp., Brown et al. (1993) também
observaram valores de carboidratos totais superiores ao presente estudo, com menor valor
proximo a 10,0% durante a fase exponencial em cultivo estético. Fidalgo et al. (1998) relataram
valor minimo de carboidratos totais de 7,6% para a I. galbana cultivada em sistema estatico
com Nitrato, mesmo componente do meio Conway utilizado no presente estudo.

Estes resultados indicam que o percentual de carboidrato tenha relagdo com a
iluminacao, seja esta traduzida em fotoperiodo ou intensidade da irradiancia PAR, pois Brown
et al. (1993) e Fidalgo et al. (1998) utilizaram fotoperiodo de 12:12 h com irradidncia proximas

2 110 pmol.m™.s!. J4 no estudo de Ferndndez-reiriz et al. (1989) o fotoperiodo foi constante,
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idéntico ao utilizado neste estudo, porém com irradidncia PAR de 60 umol.m™2.s!, muito

inferior os 240 ymol.m=2.s™!

utilizados no presente estudo.

Os baixos valores de carboidrato obtidos no presente estudo podem estar relacionados
a intensidade luminosa (medida em PAR), a qual estimulou uma atividade intensa bioldgica,
acelerando o seu metabolismo e consumindo grande parte de toda a glicose (carboidrato)
produzida pela fotossintese, ndo gerando reservas de carboidrato na célula. Por outro lado, esta
mesma intensidade luminosa pode estar causando a foto inibi¢do das células, o que reduz a
atividade fotossintética e com isso a baixa producao de glicose pela célula algal.

Outra caracteristica também observada nos estudos de Brown et al. (1993) e
Fernandez-reiriz et al. (1989) € o maior actimulo de carboidrato ao longo do tempo, apresentado
valores percentuais maiores na fase final de cultivo em comparacdo a fase exponencial,
comportamento que neste estudo ndo apresentou.

Para a microalga P. lutheri os teores de carboidratos totais também ndo apresentaram
diferencas entres os sistemas e tratamentos testados, com médias préximas a 3,5% para ambas
as datas analisadas (T12 e T24). Fernandez-reiriz et al. (1989) descreveram para P. lutheri
cultivada em sistema estatico, teores de carboidratos totais que variaram de 15 — 53% de acordo
com a fase de crescimento. Os valores de carboidratos totais descritos por Brown et al. (1993)
variaram entre 10 — 30% de acordo com a fase de crescimento e o sistema de cultivo.

Assim como no cultivo da I. aff. galbana, a microalga P. lutheri os valores de
carboidratos foram inferiores aos descritos por Fernandez-reiriz et al. (1989) e por Brown et al.
(1993), o que se deu devido a intensidade da iluminagdo PAR utilizada neste estudo. Outro fator
que pode ter contribuido para estes baixos percentuais foi que, em nenhum dos sistemas
utilizados, a microalga atingiu a fase de estabilidade de crescimento, reforcando a intensa
atividade bioldgica.

Os valores de lipideos totais para a microalga 1. aff. galbana, ndo diferiram entre os
sistemas e tratamentos testados, no 12° dia de cultivo (T'12) variaram de 13,1 a 22,1%, ficaram
préoximos ao valor de 15% descrito por Brown et al. (1993) em ambas as fases de crescimento
e sistemas de cultivo. Nos cultivos de Fidalgo et al. (1998) com a I. galbana apresentaram ao
utilizarem Nitrato como fonte de nitrogénio o valor de 22% de lipideos totais durante a fase
exponencial de crescimento.

Os valores obtidos no 24° dia de cultivo (T24) para 1. aff. galbana também nao
apresentaram diferencas e foram superiores aos T12, variando entre 50,1 e 55,5%. Estes valores

foram maiores que os apresentados por outros autores. Ferndndez-reiriz et al. (1989), que
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apresentaram valores entre 25 — 36%, Brown et al. (1993), relatados valores proximos a 15% e
Fidalgo et al. (1998), com valores entre 22 — 32%.

Este comportamento de acimulo de lipideos ao longo do tempo ja havia sido relatado
por Ferndndez-reiriz et al. (1989) no cultivo em sistema estatico e foi o inverso do encontrado
por Brown et al. (1993) em sistema semicontinuo onde, para a Isochrysis sp no 15° dia
apresentaram cerca de 19% e no 31° dia este percentual de lipideos caiu para 14%.

Este elevado acimulo que ocorreu em nosso estudo, se comparado ao de Fernandez-
reiriz et al. (1989), pode ser uma resposta de defesa para o alto valor da iluminacdo PAR
utilizada, fazendo com que estes lipideos protegessem as organelas fotossintéticas da microalga.

Outros autores descreveram acimulo ao longo do tempo de cultivo de lipideos totais,
como por exemplo, os de Pernet et al. (2003) em com a I. galbana e de Benvenuti et al. (2016)
no cultivo de Nannochloropsis sp. em sistema semicontinuo.

Os teores de lipideos totais encontrados nos cultivos da microalga P. [utheri ndo
apresentaram diferencas entre os tratamentos e sistemas, apresentando valores préximos a 17%
para o sistema estatico alimentado e de 26% para o sistema semicontinuo em ambas as datas
analisadas (T12 e T24). Estes valores foram inferiores aos valores reportados por Fernandez-
reiriz et al. (1989) para o sistema estdtico, cujo variaram entre 28 — 38%.

Os valores de lipideos descrito por Brown et al. (1993) para a P. lutheri durante a fase
de estabilidade em sistema estédtico e semicontinuo que foram cerca de 16%, préximos aos do
encontrado no sistema estatico alimentado.

Diferentemente da microalga I. aff. galbana, a P. lutheri apresentou valores mais
constates entre os dias analisados, ndao apresentando a tendéncia acentuada de acimulo de
lipideo. Este fato pode ter-se dado devido ao cultivo nao ter alcangado a fase de estabilidade,

mantendo o comportamento da fase exponencial durante todo o cultivo.

2.5. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos neste estudo, para a producdo de biomassa algal,
recomenda-se a colheita de 50% do volume de cultivo em sistema semicontinuo a cada 4 dias
para a microalga I. galbana. Este procedimento levou a maior produgdo de biomassa algal final.

Ja para a microalga P. lutheri, considerando o mesmo sistema de cultivo, com foco na
producdo de biomassa algal final recomenda-se a colheita de 30% do volume de cultivo, o qual

obteve a maior produgdo.
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Para ambas as microalgas estudadas, os diferentes percentuais de colheita ndo afetaram
as suas composi¢des quimicas, garantindo a mesma qualidade nutricional da microalga ao longo

do cultivo.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Para a realizagdo deste estudo, ocorreram testes no primeiro semestre de 2016 com quatro
espécies de microalgas utilizadas na alimentagdo de moluscos bivalves produzido no LMM,
sendo duas espécies de microalgas flageladas (I. galbana e P. lutheri) e outras duas diatoméceas
(Chaetoceros calcitrans e Chaetoceros muelleri) em sistema semicontinuo por um periodo 28
dias, com colheitas a cada 4 dias a partir da inoculagao nas mesmas propor¢des apresentas.

Destes experimentos, o cultivo das flageladas obteve sucesso parcial, onde ocorreram
contaminacgdes por outros organismos, o que revelou a necessidade de se melhorar o desenho
experimental. J4 para as diatomdceas, em nenhuma das espécies obtivemos €xito no cultivo.

No redesenho experimental, a insercao do tratamento estatico alimentado como controle
para comparacao da composi¢cdo quimica destas algas se mostrou importante, mesmo no final
revelando que ndo houve diferencas neste pardmetro entre os diferentes sistemas de cultivos.

Outro ponto importante a ser ressaltado € a importancia da homogeneizacio do cultivo
para evitar o surgimento de grumos de microalgas no fundo dos recipientes, o que foi observado
nos testes iniciais e que devido ao surgimento, estes serviram de substrato para o crescimentos
de outros organismos prejudiciais ao cultivo.

Como demonstrado neste estudo, o sistema de cultivo semicontinuo que praticamos no
LMM ¢é bem efetivo para a microalga I. galbana, porém deixou claro que podemos aproveitar
melhor o potencial da P. [utheri além de termos que aprofundar mais nos estudos com as demais

espécies de microalgas utilizadas na alimentac@o dos bivalves.
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