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RESUMO

A qualidade de agua ¢ fator indispensavel em modelos aquicolas. Visando o maior
conhecimento das interacdes que envolvem a alcalinidade da 4gua no desenvolvimento das
culturas de microalgas e na eficiéncia de biofixacdo do CO,, neste trabalho foi realizado um
estudo deste pardmetro e seus efeitos empregando diferentes valores de alcalinidade em culturas
de microalgas. Foram empregadas as espécies Scenedesmus obliquus e Phaeodactylum
tricornutum em cultivos experimentais desenvolvidos em batelada com o emprego dos meios
de cultura LCA-AD e LCA-AM, respectivamente. As culturas foram mantidas em irradiancia
de 400 pmol fotons m? s em fotoperiodo continuo (24h), em temperatura de 21 °C para P.
tricornutum ¢ de 24 °C para S. obliquus, sob agitacdo constante realizada através do
borbulhamento de ar atmosférico e adigdo de CO: por sistema independente e automatizado.
Os tratamentos consistiram em uma adicdo de 0, 3 e 5g de bicarbonato, resultando em uma
alcalinidade inicial de 40 mg L', 280 mg L! ou 480 mg L' nas culturas de S. obliquus, e de 0,
4 e 6 g de bicarbonato, resultando em uma alcalinidade de 130 mg L™, 380 mg L' ou 560 mg
L' nas culturas de P. tricornutum. Para a determinacio do efeito da alcalinidade nas culturas,
foram determinados os parametros de crescimento (Biomassa Maxima Alcancada e Eficiéncia
da Fixago do carbono). Nas culturas de S. obliquus, ap6s 12 dias de cultivo a biomassa maxima
alcancada foi de 2,61 g L' 2,96 g L!; 2,82 g L', com os tratamentos 40 mg L', 280 mg L!
ou 480 mg L ! respectivamente e nas culturas de P. tricornutum, apos 8 dias de cultivo a
biomassa maxima alcancada foi de 2,01 g L™!; 1,90 g L™!; 2,12 g L-! com os tratamentos de
130 mg L, 380 mg L' ou 560 mg L' . A eficiéncia de carbono biofixado obtida variou entre
8,61% e 1,05% nas culturas de Scenedesmus obliquus e de 14,67% a 0,91% nas culturas de
Phaeodactylum tricornutum. Os valores de alcalinidade propostos ndo apresentaram diferenga
significativa para os dados de crescimento em biomassa, assim como, para os valores de
eficiéncia de fixacdo do COxz.

Palavras-chave: Aquicultura. Microalga. Alcalinidade. Carbono. Qualidade de Agua.



ABSTRACT

Water quality is an indispensable factor in aquaculture models. Aiming to better understand the
interactions that involve water alkalinity in the development of microalgae cultures and in the
efficiency of CO» biofixation, in this work a study of this parameter and its effects using
different values of alkalinity in microalgae cultures was carried out. The species Scenedesmus
obliqguus and Phaeodactylum tricornutum were used in experimental crops developed in batch
using the culture media LCA-AD and LCA-AM, respectively. The cultures were maintained
under irradiance of 400 pmol photons m™ s™! in continuous photoperiod (24: 0), at a temperature
of 21 ° C for P. tricornutum and 24 ° C for S. obliquus, under constant agitation performed
through the bubbling of atmospheric air and addition of CO» by an independent and automated
system. The treatments consisted of an addition of 0, 3 and 5 g of bicarbonate, resulting in an
initial alkalinity of 40 mg L™, 280 mg L™ or 480 mg L"! in the cultures of S. obliquus, and 0, 4
and 6 g of bicarbonate, resulting in an alkalinity of 130 mg L™, 380 mg L' or 560 mg L™ in P.
tricornutum cultures. To determine the effect of alkalinity on the cultures, the parameters of
growth (Maximum Achieved Biomass and Carbon Fixation Efficiency). In S. obliquus cultures,
after 12 days of cultivation the maximum biomass reached was 2.61 gL 1; 296 g L!;2.82 g
L!, with treatments 40 mg L', 280 mg L' or 480 mg L"! respectively and in cultures of P.
tricornutum, after 8 days of cultivation the maximum biomass reached was 2,01 g L'!; 1.90 g
L1212 gL ! with 130mg L, 380 mg L' or 560 mg L™! treatments. The efficiency of biofixed
carbon obtained varied between 8.61% and 1.05% in the cultures of S. obliquus and from
14.67% to 0.91% in the cultures of P. tricornutum. The proposed alkalinity values showed no
significant difference for the biomass growth data, as well as for the CO; fixation efficiency
values.

Keywords: Aquaculture. Microalgae. Alkalinity. Carbon. Water Quality.
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1 INTRODUCAO

1.1 MICROALGAS E SUAS APLICACOES

As microalgas sdo micro-organismos unicelulares encontrados em diversos ambientes
aquaticos, sendo considerados uma das primeiras formas de vida encontradas na terra (
SATHASIVAM et al., 2019). A diversidade de microalgas, dentre cianobactérias procarioticas
e microalgas eucarioticas, ¢ vasta, mas essa diversidade ainda ndo foi totalmente exposta
(FEHLING; STOECKER; BALDAUF, 2007; MASSANA et al., 2006; STERN et al., 2010).
Estima-se que existam mais de 50.000 diferentes espécies de microalgas presentes em diversos
ambientes aquéticos marinhos e de agua doce, porém, apenas 30.000 foram estudadas e
analisadas (RICHMOND, 2004; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010). As microalgas, como
os demais organismos fotossintetizantes, convertem energia solar em energia quimica, que €
empregada no processo de fixacdo do carbono a partir do CO», e a eficiéncia desde processo
pode chegar a ser dez vezes maior do que aquela verificada nas plantas terrestres
(SATHASIVAM et al., 2019).

As microalgas vém despertando um grande interesse biotecnoldgico, principalmente
devido a grande quantidade de compostos orgéanicos de elevado valor econdmico encontrados
na biomassa, dentre esses, podemos citar uma ampla gama de produtos, incluindo acidos graxos
poli-insaturados (PUFA), carotenoides, ficobiliproteinas e polissacarideos. Os produtos de
microalgas tém sido amplamente utilizados e se destacam, por exemplo, como suplementos de
alto teor proteico para a nutrigdo humana, como biomassa de elevado valor nutricional para
alimentacdo de organismos aquaticos (aquicultura) e na elaboragdo de nutrac€uticos, além de
estar presente nas induastrias de produtos quimicos, farmacéuticos, biofertilizantes,
biocombustiveis e biorremediagdes (RICHMOND, 2004; DERNER, 2006; DEL CAMPO et
al., 2007, BAHADUR et al., 2015).

Dentre as diversas aplicagdes biotecnoldgicas das microalgas, indiscutivelmente o uso
na alimentacdo de organismos aquaticos cultivados na aquicultura se destaca como sendo a
aplicacdo mais importante a nivel mundial em termos de volume de producdo (MULLER-
FEUGA, 2000 ; BAHADUR et al., 2015). Por fazerem parte do primeiro nivel trofico de muitas
cadeias alimentares nos ecossistemas aquaticos naturais, o principal emprego das microalgas
na aquicultura esté associado direta ou indiretamente a nutri¢cao de diversas espécies de animais
aquaticos. Por conta de caracteristicas como tamanho adequado e elevado valor nutricional,

uma vez que contém a maioria dos elementos necessarios para garantir maior sobrevivéncia e
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crescimento O0timo nas fases iniciais dos organismos aquaticos, as microalgas sdo atualmente
usadas como alimento para larvas de crustidceos, moluscos e peixes, bem como para o cultivo
do zooplancton necessario para alimentagao de animais juvenis (CHEN, 2003 ;BAHADUR et
al., 2015). Para essa finalidade, sdo selecionadas espécies que apresentam maiores teores de
proteinas e de acidos graxos poli-insaturados, que sdo compostos nutricionalmente ideais para
um bom desenvolvimento dos organismos. Na larvicultura de animais aquaticos, podemos
destacar o emprego de espécies como Chaetoceros spp., Isochrysis sp., Pavlova sp.,
Nannochloropsis sp. e Tetraselmis sp. como principais espécies utilizadas neste setor do
cultivo, entretanto outros géneros também sdo empregados: Chlorella, Phaeodactylum,
Skeletonema e Thalassiosira (PINA et al., 2006).

Outra aplicacdo das microalgas ¢ na obten¢do de pigmentos como os carotenoides, a
astaxantina, betacaroteno, luteina e a cantaxantina, provenientes de algas receberam mais
atencdo nas aplicagdes de alimentos saudaveis (ZHANG; YANG; SINGH, 2014) isso pode ser
explicado porque o uso de compostos bioativos naturais em alimentos funcionais ¢ benéfico,
sendo capazes de proteger as células do corpo de danos oxidativos (AMBATI et al., 2014; RAO
etal.,2013; AMBATI et al., 2019)

Algumas microalgas, como Arthrospira (Spirulina) spp., sdo cultivadas e
comercializadas em paises com o objetivo de produzir biomassa para o desenvolvimento de
produtos ricos em proteinas para suplemento alimentar (AARONSON, BERNER;
DUBINSKY, 1980; DUBACQ, 1995; SPOLAORE et al., 2006). Algumas espécies cultivadas,
quando em determinadas condi¢des ambientais, podem alcangar altos teores lipidicos, que além
de ser usados em suplementos alimentares, podem ser matéria-prima para a fabricacdo de
bioprodutos como detergentes, borrachas, compostos graxos nitrogenados, graxa, tecidos,
cosméticos, medicamentos e ainda, para a produgdo de biocombustiveis, como o biodiesel
(AARONSON, et al 1982; BERTOLDI et al., 2006).

Reconhecidamente, o aquecimento global tornou-se um problema cada vez mais sério,
agravado por conta da emissdo de grandes quantidades de gases de efeito estufa oriundos do
uso excessivo de combustiveis fosseis, levando a uma busca pela reducdo da emissao de CO»,
assim, este assunto despertou o interesse para a producdo de biocombustiveis a partir de
matérias-primas renovaveis (TU et al., 2018). Neste cenario, o biodiesel a partir das microalgas
foi considerado como uma alternativa, uma vez que, estes micro-organismos apresentam altas
taxas de crescimento, podem sintetizar quantidades interessantes de lipidios e ndo necessitam
de grandes areas de terra para o desenvolvimento dos cultivos (SCOTT et al, 2010). A

producao, porém, ainda enfrenta algumas dificuldades como o alto custo e a baixa eficiéncia na
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conversao do carbono em biomassa (TU et al., 2018). Tecnologias funcionais e econdOmicas que
possam viabilizar a produ¢do e consequentemente a utilizacdo de biomassa microalgal para
obtengdo de biodiesel estao sendo desenvolvidas e exploradas em diversos estudos que buscam
ampliar e melhorar tanto a produgao de biomassa quanto a otimizagao do acumulo de lipidios
pelas células (GARDNER et al., 2012).

A ficorremediacdo também se apresenta como aplicagdo para o cultivo de microalgas,
visto que essa atividade consiste no uso destes micro-organismos para a remog¢ao ou
biotransformacao de compostos organicos poluentes, incluindo nutrientes ¢ metais pesados de
aguas residuais considerados problema ambientais graves para saide humana e CO; de ar
residual com propagagdo de biomassa concomitante (OLGUIN ez al. 2003, 2004; MULBRY et
al. 2008; MORENO-GARRIDO 2008). Na aquicultura essa biorremediacdo ¢ importante para
o controle na qualidade de 4gua dos cultivos e para o descarte da d4gua, uma vez que as células
algaceas tém capacidade de assimilar nitrogénio e fosforo quando estes compostos se encontram
em elevadas concentragdes, podendo causar a eutrofizacio do meio aquatico quando
descartados diretamente nos corpos d’dgua. Nestes processos, as microalgas assimilam os
produtos nitrogenados, como amdnia, nitrato e nitrito, potencialmente toxicos para os animais
aquaticos, assim como, assimilam o dioxido de carbono e promovem a oxigenagdo do meio
aquatico, resultando na melhora da qualidade da 4gua (LOURENCO, 2006; PEREZ-GARCIA
etal.,2011).

1.2 CULTIVO DE MICROALGAS

Em escala laboratorial, o cultivo de microalgas € desenvolvido h4 pelo menos 140
anos, e o seu uso comercial ha mais de seis décadas (LOURENCO, 2006). Varios estudos tém
sido realizados a fim de determinar a adequacao de diferentes espécies de microalgas aos modos
e aos sistemas de cultivo, levando em conta uma variedade de propositos (CHEW et al., 2018).

O método de cultivo desempenha um papel significativo na produtividade das
microalgas, assim como diversos outros aspectos (iluminacao, nutrientes, temperatura etc.) e as
caracteristicas biologicas das espécies selecionadas, que também promovem efeitos
determinantes para os bons resultados na produtividade da cultura (ACIEN et al., 2017; CHEW
et al., 2018). De modo geral, os sistemas de cultivo de microalgas podem ser classificados em
dois tipos: abertos ou fechados. Os sistemas abertos, como raceways e sistemas laminares, sao
caracterizados pelo contato direto da superficie da cultura com o ambiente, enquanto os

sistemas fechados, como fotobiorreatores tipo flat panel e sistemas tubulares verticais e
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horizontais, ndo apresentam contato direto com a atmosfera (ACIEN et al., 2017). Ambos os
sistemas de cultivo apresentam vantagens e desvantagens: em sistemas abertos, geralmente de
menor custo de implantacao e de operacao, podemos observar maior facilidade na limpeza dos
aparatos, exposicao direta a iluminagdo solar, em contrapartida, os sistemas abertos sao
dependentes do clima externo, maior susceptibilidade a contaminagdo microbiana, perdas de
COy, além de necessitar de uma area maior comparado aos sistemas fechados (CHISTI 2012;
2013). Em sistemas fechados o cultivo parte de ambiente mais controlado por nao estar
diretamente exposto ao ambiente externo, consequentemente maior controle na entrada de
contaminantes e perdas do CO2 (ACIEN et al., 2017).

Nos cultivos de microalgas, as caracteristicas de crescimento € composi¢ao bioquimica
das células sdo significativamente dependentes das condic¢des de cultivo (CHOJINACKA et al.,
2004; CHEW et al., 2018). Por apresentar caracteristicas adaptativas, as microalgas sao capazes
de realizar mudangas metabdlicas dependendo das condi¢gdes ambientais (MATA; MARTINS;
CAETANO, 2010). Dentro dessas caracteristicas adaptativas podemos citar quatro principais
condicoes de cultivo: cultivo fotoautotrofico, heterotrofico, mixotrofico e fotoheterotrofico
(CHEN et al., 2011). O modo fotoautotrofico ¢ o modo de cultivo mais antigo e mais
comumente utilizado, nessa condi¢do de cultivo, por meio da fotossintese as cé€lulas algais
captam e transformam a energia luminosa em energia quimica, para a assimilagdo e fixagao do
carbono inorganico proveniente do ar atmosférico ou da inje¢do artificial de COs,
transformando este elemento em compostos organicos mais reduzidos, principalmente agticares
(HUANG et al., 2010). No cultivo heterotréfico ndo ha emprego de fonte de luz, as microalgas
utilizam uma fonte de carbono orgénico para obtencao deste elemento e como fonte energética
(CHOJNACKA et al., 2004).

A principal desvantagem do cultivo heterotrofico ¢ a influéncia nas ocorréncias de
contamina¢do microbiana pela utilizagdo da fonte de carbono orgéanico além do aumento no
custo na producao (CHEN et al., 2011). A condigdo de cultivo mixotréfico € a jungdo dos dois
modos nutricionais, onde as células algais crescem simultaneamente com a utilizagdo do
carbono organico e do carbono inorganico (ABE; IMAMAKI; HIRANO, 2002; ZHAN;
RONG; WANG, 2017). Por fim, o cultivo foto-heterotrofico, representa uma condi¢dao de
cultivo em que microalgas requerem luz como fonte de energia e compostos organicos como

fonte de carbono (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).
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1.2.1 Phaeodactylum tricornutum e Scenedesmus obliquus

As espécies de microalgas selecionadas para este estudo foram a Cloroficea
Scenedesmus obliquus ¢ a diatomacea Phaeodactylum tricornutum. A classe Bacilarioficea,
ou das diatoméceas, ¢ composta por um notdvel nimero de organismos unicelulares, podendo
as células estar ligadas umas as outras formando cadeias. Sdo microalgas de grande importancia
na constituicdo da base da cadeia alimentar, especialmente marinha, ¢ devido a suas
caracteristicas, as diatomdaceas despertam grande interesse biotecnoldgico e econdmico. Dentre
as espécies que compdem o grupo, Phaeodactylum tricornutum é uma espécie marinha que vem
tendo grande destaque e interesse nas pesquisas, devido, principalmente, a presenca de alta
quantidade de acido eicosapentaecnoico (EPA), além de conter em sua composi¢do outros
acidos graxos monoinsaturados, como o acido palmitoleico (C16:1 n7), minerais e diferentes
carotenoides, como a fucoxantina, um pigmento de elevado valor comercial( REBOLLOSO-
FUENTES , NAVARRO-PEREZ , 2000; RYCKEBOSCH et al., 2012; NEUMANN et al.,
2018;).

As Cloroficeas, ou algas verdes, sio um grupo que apresenta grande variedade
morfologica. Dentre os representantes desta classe, os géneros Scenedesmus e Chlorella se
tornaram organismos-modelo em diversos campos da limnologia e posteriormente na
biotecnologia, sendo bastante utilizados em diversas areas de pesquisa como: aquicultura,
biotecnologia e gerenciamento da qualidade de agua. Nos ultimos anos, as pesquisas fizeram
com que estes géneros fossem apontados como organismos muito eficientes no processo de
fixacdo de CO> e que por conta de seu teor lipidico em determinadas condi¢des de cultivo,
podem ser classificados como uma matéria-prima promissora para diversas finalidades
(BLERSCH et al., 2013; TANG et al., 2012; XIN et al., 2010;MANDAL; MALLICK, 2009;
YONGMANITCHAIL WARD, 1991).

1.3 CARBONO

No cultivo de microalgas, o carbono ¢ considerado o macronutriente mais importante
em termos de quantidade, uma vez que aproximadamente 50% da biomassa microalgal seca ¢
composta por este elemento, que tem papel importante no crescimento da cultura (SANCHEZ
MIRON et al., 2003; CHISTI, 2007).

O processo de fotossintese consiste na conversdo da energia luminosa em energia

quimica na forma de ATP (adenosina trifosfato) e de NADPH (nicotinamida adenina
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dinucleotideo fosfato). Utilizando esse potencial redox da fase fotoquimica, as microalgas tém
a capacidade de reduzir o CO; para sintetizar compostos organicos como carboidratos,
proteinas, assim como outros compostos organicos celulares (RICHMOND, 2004).

No meio aquoso, o carbono inorganico pode ser encontrado nas seguintes formas:
didxido de carbono (CO,), acido carbonico (H,CO3), bicarbonato (HCO;3") e carbonato (CO5%).
De acordo com a Lei de Henry, a concentracdo de CO> dissolvido no meio de cultura em
equilibrio (saturagdo) ¢ diretamente proporcional a pressao parcial de CO», a temperatura e a
salinidade (SCHMIDELL, 2001). A solubilidade do CO> na 4gua aumenta com o aumento da
pressdo parcial de CO, e diminui com o aumento da temperatura, conforme equagdo (2). A
forma em que o carbono sera armazenado pela célula pode variar entre as classes de microalgas,
e a quantidade desse composto que serd armazenada ¢ dependente das condigdes ambientais,
principalmente do pH (FALKOWSKI; RAVEN, 1997). Essas reagdes podem ser

exemplificadas pela Equagdo 1:

CO; (g) <> COs (aq) + H20 <> HyCOs > H' + HCOy «» H' + COs> (D

Cs=H-Pg (2)

Onde:

Cs = concentracdao de CO2 na saturagdo (gCO2/1)

H = constante de Henry (gCO>/1 - atm)

pg = pressao parcial de CO; na fase gasosa (atm) = *CO,.P
*CO> = fragdo molar ou volumétrica do CO> no gas.

Pg = pressao total do gas (atm)

O CO», quando em contato com a agua, reage formando o &cido carbonico, o qual
pode ser dissociado em ions de bicarbonato ¢ H. O bicarbonato, por sua vez, pode ser
dissociado em ions carbonato e H'. Essas rea¢des sdo dependentes do pH do meio de cultivo
(NEVES et al., 2018).

Para a maioria das microalgas, o CO: ¢ a fonte preferencial de carbono inorganico,
uma vez que este gas tem uma rapida difusdo (difusdo passiva) da dgua para o interior das
células e ¢ usado diretamente nos processos de biofixacdo, com gasto energético reduzido.
Quando utilizado, o bicarbonato ¢ incorporado de forma ativa, gerando um maior gasto

energético para suportar este processo da reducao da molécula (TU ef al., 2018).
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Apenas 0,038% do ar atmosférico ¢ composto por didéxido de carbono, visto que
apenas a difusdo natural do ar atmosférico para o meio de cultura ndo satisfaz as necessidades
de carbono em cultivos intensivos de alta produtividade, faz-se necessaria a introdug¢ao de CO»
nas culturas. Por ser a fonte de carbono mais utilizada para as culturas de microalgas, o CO» ¢
um dos insumos que mais encarecem a produc¢do em larga escala. De Godos et al. (2014),
reportam que a utilizagdo de CO2 como fonte de carbono nos cultivos pode ser responsavel por
valores entre 8% e 27% dos custos de producdo da biomassa. A inje¢do de CO2 nos cultivos de
microalgas pode ser feita através de ar atmosférico enriquecido com este gas proveniente de
cilindros pressurizados de CO; puro (MORAIS; COSTA, 2008; JACOBLOPEZ et al., 2008;
CHIU et al., 2008; CHIU et al., 2009; BILANOVC et al., 2009; NEVES et al.,2018).

Em meio liquido, o didxido de carbono tem reagao diferente daquela verificada com
outros gases, como o oxigénio e o nitrogénio, isso, porque a sua concentracdo na agua ¢é
determinada pela relacdo de equilibrio gas-liquido, além de ser levado em consideracao as
reacdes acido-base no meio. Esse equilibrio entre gas-liquido influéncia na transferéncia de
CO; entre o ar e 0 meio de cultura, enquanto as reacdes acido-base determinam em qual forma
quimica o carbono inorgéanico dissolvido estard presente na dgua. Somados, o CO2, H2COs,
HCO;™ e COs*, resultam na quantificagdo do carbono disponivel para fotossintese das
microalgas (WETZEL; LIKENS, 2000).

Reconhecidamente, a concentragao de didxido de carbono dissolvido esta diretamente
relacionada a parametros como o pH e a alcalinidade (TIMMONS; EBELING, 2007). Quanto
mais dcido o meio, maior a propor¢ao de CO livre, € quanto mais basico, maior as proporgdes
de bicarbonato e carbonato na dgua. A partir do conhecimento de dois destes trés compostos
(dioxido de carbono, bicarbonato e carbonato) € possivel determinar a alcalinidade total e a

concentra¢do de equilibrio do CO; (TIMMONS; EBELING, 2007; NEVES et al., 2018).
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Figura 1 - Formas de carbono inorganico em fun¢ao do pH do meio liquido.
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(BELTRAN-ROCHA et al., 2017).

1.4 PARAMETROS DE QUALIDADE DE AGUA

Na aquicultura, a qualidade de 4gua engloba diversos pardmetros fisicos, quimicos e
biologicos, sendo que, a maioria dos procedimentos de manejo nos cultivos ¢ dependente destas
condi¢des ambientais para melhorar a producao aquicola (BOYD, 1990). A alcalinidade total
da 4gua ¢ um desses importantes parametros, e se refere a capacidade de neutralizagdo de 4cidos
fracos, sendo considerada de elevada alcalinidade uma 4agua com riqueza em ions de
bicarbonato e carbonato.

O equilibrio acido-base se destaca dentre as caracteristicas limnoldgicas e de qualidade
de 4gua, por estar diretamente relacionado ao pH e a alcalinidade, esses compostos sdo
responsaveis pelo tamponamento da 4gua em rela¢do ao pH, agindo contra grandes oscilagdes
deste parametro. A atividade fotossintética ¢ um importante fator bioldgico que pode afetar o
pH e a alcalinidade nos cultivos, isso porque o CO; ¢ removido pelas cé€lulas algais durante a
fotossintese, e consequentemente ocorre acimulo de carbonato e hidrélises na dgua resultando
no aumento do pH, porém, essa elevagdo ¢ dependente de outros fatores como a alcalinidade
(BOYD, 1990; SA, 2012; ARIDE et al., 2007; ANDRADE et al., 2007). Parametros como
alcalinidade e pH estdo diretamente relacionadas a concentragdo e a forma quimica do carbono
encontrada em meio liquido, podendo tanto alterar quanto ser alterados pela atividade

microalgal (BOYD, 1990).
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Os bicarbonatos e os carbonatos sdo responsaveis pelo tamponamento da agua,
prevenindo grandes variagdes no pH, tanto para mais como para menos. Com a remogdo do
CO, da agua durante o processo da fotossintese, ha elevacao do pH da agua pelo consequente

consumo de ions H', como na seguinte reagdo descrita por BOYD (1979).

CO, + H,0 « HCOs + H* (3)

A elevagdo do pH por acdo da fotossintese dependerd, dentre outros fatores, da
alcalinidade da agua, assim, em 4guas de baixa alcalinidade espera-se uma alcaliniza¢do do
meio (BOYD, 2000). Embora o efeito da fotossintese sobre o pH da agua ja esteja bem
demonstrado pela literatura, ha auséncia de estudos sobre o efeito da alcalinidade sobre o
crescimento das culturas de microalgas. Neste trabalho foi realizado um estudo visando um
maior conhecimento das interagdes que envolvem a alcalinidade no crescimento das culturas

de microalgas e na eficiéncia da biofixagdo de CO».

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral

Determinar o efeito da alcalinidade do meio de cultura no cultivo das microalgas

Phaeodactylum tricornutum e Scenedesmus obliquus.

1.5.2 Objetivos Especificos

- Determinar o efeito da alcalinidade nos pardmetros de crescimento nas culturas de P.
tricornutum e S. obliquus;
- Determinar o efeito da alcalinidade na eficiéncia da fixagao do CO, pela biomassa

microalgal nas culturas de P. tricornutum e S. obliquus;
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2.1 INTRODUCAO

As microalgas sdo organismos que vem despertando um grande interesse
biotecnoldgico, devido a grande quantidade de compostos organicos encontrados na biomassa,
dentre esses, podemos citar uma ampla gama de produtos altamente valiosos, incluindo acidos
graxos poli-insaturados (PUFA), carotenoides, ficobiliproteinas e polissacarideos
(RICHMOND, 2004; DERNER, 2006; DEL CAMPO et al., 2007; BAHADUR et al., 2015).

Na aquicultura, a qualidade de dgua engloba diversas varidveis fisicas, quimicas e
biologicas, na qual a maioria dos procedimentos de manejo dos cultivos ¢ dependente destas
condi¢des para melhorar a produgdo aquicola (BOYD, 1990). Grande parte do sucesso dos
empreendimentos aquicolas depende da qualidade da 4gua na qual os organismos vivem. Dentre
os aspectos limnolégicos de importancia para vida aquatica, destaca-se o equilibrio acido-base
da agua, que estd diretamente relacionado com seu pH (ARIDE et al., 2007) e alcalinidade
(ANDRADE et al., 2007). A alcalinidade total da 4gua se refere a sua capacidade de
neutralizacdo de acidos fracos, ou seja, uma agua com riqueza em ions de bicarbonato e
carbonato, principalmente, descrita em equivalentes de carbonato de calcio. Os bicarbonatos e
os carbonatos sdo responsaveis pelo tamponamento do pH da &gua, prevenindo grandes
variagdes neste parametro, tanto para mais como para menos.

O equilibrio acido-base, se destaca dentre as caracteristicas limnologicas, porque esta

diretamente relacionado ao pH e a alcalinidade. A atividade fotossintética ¢ um importante fator
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bioldgico que pode afetar estas variaveis nos cultivos. No processo, o CO2 ¢ removido pelas
algas durante a fotossintese resultando no aumento do pH, porém, essa elevagao ¢ dependente
de outros fatores como a alcalinidade (BOYD, 1990; SA, 2012).

Para a maioria das microalgas o CO; ¢ a principal fonte de carbono utilizada, uma vez
que este gas tem uma rapida difusdo (difusdo passiva) da dgua para o interior das células e ¢
usado diretamente nos processos de biofixacdo, com gasto energético reduzido. Quando
utilizado, o bicarbonato ¢ incorporado de forma ativa, gerando um maior gasto energético para
suportar este processo da reducdo da molécula. A forma que o carbono serd armazenado pela
célula pode ser variada entre as classes de microalgas e a quantidade que esse composto sera
armazenado ¢ dependente das condi¢des ambientais (FALKOWSKI; RAVEN, 1997). Existem
diferentes vias metabodlicas possiveis para a reducao e fixagdo do carbono, dentre essas, o
carbono pode ser armazenado na forma de lipidios ou carboidratos (SHEEHAN et al., 1998).
O carbono inorganico pode ser encontrado no meio nas seguintes formas: diéxido de carbono
(CO»), acido carbonico (H2CO:s), o bicarbonato (HCO:") e carbonato (COs*"). De acordo com a
Lei de Henry, a concentragdao de CO; dissolvido no meio de cultura em equilibrio (saturagdo) ¢
diretamente proporcional a pressao parcial de CO., a temperatura e a salinidade (SCHMIDELL,
2001).

Parametros como Alcalinidade e pH estdo relacionados a concentragdo e a forma
quimica do carbono no meio liquido, podendo tanto alterar quanto ser alterados pela atividade
microalgal (BOYD, 1990). Estudos relacionados ao efeito e a relagdo da Alcalinidade e pH com
produtividade nos cultivos de microalgas sdo pouco conhecidos. Nesse estudo, a diatomécea
Phaeodactylum tricornutum e a cloroficea Scenedesmus obliquus foram escolhidas como
organismos modelos para avaliar o efeito da alcalinidade e da adi¢do de bicarbonato em culturas
experimentais destas microalgas. Visando um maior conhecimento das interagcdes que envolve
a alcalinidade (adi¢do do bicarbonato) no desenvolvimento das culturas de microalgas e na
eficiéncia da biofixagao de CO; pelas culturas, este trabalho propds um estudo aprofundado

deste parametro e seus efeitos nos cultivos de microalgas.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material Biologico

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizadas duas espécies de microalgas:

Scenedesmus obliquus, cepa isolada e mantida pelo laboratério de Cultivo de Algas (LCA) da
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Universidade Federal de Santa Catarina e Phaeodactylum tricornutum (cepa CCAP1055/1).
Para producdo dos inoculos foram desenvolvidas culturas empregando meio LCA-AD
modificado do meio BBM (Stein, 1973) para S. obliguus e meio LCA-AM modificado do meio
Conway (Walne, 1966) para P. tricornutum (OLIVEIRA et al., 2020; SALES; DERNER;
TSUZUKI, 2019).

2.2.2 Condi¢oes Experimentais

As culturas experimentais foram desenvolvidas em frascos tipo Schott de
borossilicato, contendo 1 L de meio de cultura. Foram estabelecidos trés tratamentos, sendo um
controle (trés réplicas) em diferentes alcalinidades: para S. obliquus, as culturas foram
conduzidas com 0, 3 e 5g de HCO;3 correspondentes as alcalinidades de 40 mg L™, 280mg L™,
480 mg L', respectivamente e para P. tricornutum os valores foram de 0, 4 e 6g de HCO3
correspondente as alcalinidades de 130 mg L!, 380 mg L™ e 560 mg L! respectivamente. A
alcalinidade das culturas foi alterada no inicio do experimento em cada uma das unidades
experimentais, sem correcao diaria.

As unidades experimentais foram inoculadas com biomassa de 0,15 g L' e de 0,50 g
L para S. obliquus e P. tricornutum, respectivamente, em meio de cultura LCA-AD ou LCA-
AM, de acordo com a espécie. As culturas foram mantidas em irradiancia de 400 pmol fotons
m~ 57! em fotoperiodo continuo (24:0), em temperatura de 24 °C para S.obliquus e de 21 °C
para P. tricornutum. As culturas foram constantemente agitadas através do borbulhamento do
ar atmosférico e um sistema independente deste para inje¢ao do CO., que por sua vez também
foi monitorada e controlada pelo sistema automatizado Apex Neptune System.

Diariamente, e até o segundo dia da fase estacionaria, foram coletadas amostras das
culturas para a determina¢do dos parametros de cultivo (alcalinidade, pH, consumo de COz e
concentracdo de nutrientes) e dos parametros de crescimento (biomassa e densidade celular).
Foi utilizada a aeragdo por ar comprimido independente do sistema de injecao sob demanda do
COz, que por sua vez também foi monitorada e controlada pelo sistema automatizado Apex
Neptune System. Deste modo, cada unidade experimental foi Unica, sem interferéncia dos
demais tratamentos. Para o controle e monitoramento do pH, foi empregado um sistema
automatizado — APEX (Neptune System). Este sistema permite o acompanhamento em tempo
real das varidveis desejadas das culturas em andamento, inclusive através de aplicativo de
celular, oferecendo um maior controle e seguranca aos experimentos e outras formas de

cultivos.
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2.2.3 Determinacdo dos Parametros de Crescimento

Diariamente, e até o segundo dia da fase estaciondria, foram coletadas amostras das
culturas para a determinacdo dos parametros de crescimento: biomassa em massa seca (g L)
e densidade celular em niimero de células por volume (cel mL!). Para a determinagio da
biomassa por gravimetria, foram filtrados 10 mL de cultura em microfiltros de fibra de vidro
(porosidade de 0,7 um) e a seguir os filtros foram secados em estufa a 60 °C por 24 h. Para a

determinagdo da densidade celular, foi empregado Camara de Neubauer e microscopio optico.
2.2.4 Parametros de Qualidade de Agua

2.2.4.1 Analise de Alcalinidade

Diariamente, e até¢ o segundo dia da fase estaciondria, foram coletadas amostras das
culturas para a determinagdo da alcalinidade. Para determinacdo da alcalinidade total da agua
(carbonatos e bicarbonatos, em mg L) foram coletadas amostras de 10 mL que foram
submetidas ao método titulométrico, utilizando solucdo de Acido cloridrico 0,02 N e um

indicador misto (APHA, 2005).
2.2.4.2 Avalia¢do Da Fixag¢dao De Carbono

A taxa maxima da fixacdo do carbono ¢ representada pela relagdo entre a quantidade
ofertada de CO; e a quantidade de carbono fixada em termos de biomassa (%). A quantidade
de CO; ofertado foi determinada com os dados obtidos com auxilio da Central de Controle
APEX. Para o célculo da eficiéncia foram empregadas as seguintes equagdes (APEL ef al.,

2017):
Mco, = M(c.fixado) * m(_c?ofertado) 4)
M(c.fixado) = 0,5- (CDW(tZ) - CDD(Tl)) Vewtivo (5)

M(c.ofertado) = ((FCOZ ) TON) ) 22’47) -1271 (6)
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Onde:
Mco, = massa de CO,

(m (c, fixado)) = Massa do carbono fixado

(m (c, ofertado)) = Massa do carbono total ofertado

Para o calculo de conversao, foi considerado que o contetido de carbono na biomassa
seca foi de 50% (TANG ef al., 2011). A conversdao do CO2 gasoso em massa de carbono foi
desenvolvida pela aplicagdo da Lei ideal dos gases de Boyle-Mariotte, onde, em 1 atm e a 25
°C, 22,47 L de CO2 gasoso correspondem a 1 mol de dioxido de carbono, e cada mol de CO-

corresponde a 12 g de carbono. Aplicando a seguinte formula:

Eficiéncia de fixagdo de CO, = CcP(Mco,Mc )Veo,100 (7)

Vco, = taxa de CO, injetada na cultura (g L™*h™")

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Parametros de Crescimento

Na Figura 2 s3o apresentadas as curvas de crescimento de S. obliquus em biomassa.
As culturas alcancaram a fase exponencial em doze dias de cultivo, quando no tratamento
controle (alcalinidade de 40 mg L') a biomassa mixima alcangada foi de 2,61 g L', no
tratamento com alcalinidade 280 mg L' a biomassa maxima alcancada foi de 2,96 g L' ¢ 2,82
g L' no tratamento com alcalinidade 480 mg L' . Ndo apresentando diferencas significativas
(p < 0,05) entre os tratamentos propostos.

No presente estudo foi possivel observar uma tendéncia de maiores valores de
biomassa de S. obliquus para o tratamento com alcalinidade correspondente a 280 mg L !. Uma
hipotese para essa resposta pode estar relacionada a disponibilidade de CO2 em maior volume,
necessaria para a regulagdo do pH nos tratamentos com maior alcalinidade, estes resultados
corroboram com os resultados descritos por Xue ef al. (2015), onde foram obtidas melhores
taxas de crescimento em maiores concentragdoes de CO2 e com Pancha ef al. (2015), que em seu
estudo com a adi¢dio de bicarbonato de sodio em doses entre 0,6-1,5 g L' obtiveram maior

produtividade com 1,2 g L' sendo superior a cultura cultivada com BG-11 (sem utilizagio do
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bicarbonato), encontrando respostas positivas para a suplementagdo do meio. Por sua vez,
Gardner ef al. (2012) vai de encontro ao descrito nos estudos citados acima, onde os resustados
de seu estudo demonstraram que a adigao de bicarbonato apds o quarto dia de cultivo causou
interrupcao da replicagdo celular em Scenedesmus sp. Estes dados podem justificar a tendéncia

nos valores de biomassa mais baixos para o tratamento com maior alcalinidade (480 mg L™).

Figura 2 — Curvas de crescimento em biomassa (g L") de S. obliquus. (A) 40 mg L''; (o) 280 mg L°;
(0) 480 mg L.
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A biomassa maxima alcan¢ada nas culturas de P. tricornutum com alcalinidade 560
mg L' foi de 2,12 g L', niio apresentando diferengas significativas (p < 0,05) dos demais
tratamentos que foi de 2,01 g L' e de 1,90 g L', respectivamente nos tratamentos com
alcalinidade 130 mg L' ¢ 380 mg L' .

Na Figura 3 ¢ possivel observar que nas culturas de P. tricornutum a aplicacdo das
diferentes alcalinidades iniciais do meio ndo apresentou efeitos estatisticamente significativos

sobre as biomassas maximas alcangadas.
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Figura 3 — Curvas de crescimento em biomassa (g L) de P. tricornutum. (A) 130 mg L''; (o) 380 mg

L-l.
(0) 560 mg L' .
25
2 -
0
= 15
(1]
w
w
@
£
% 1 F =130 mg L
—=380mg L
05 4 —o=560mg L
0 1 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tempo (dias)

Estudos desenvolvidos com a mesma espécie por Peng et al. (2014) vao de encontro a
este resultado, onde foi encontrada maior producdo de biomassa em culturas cultivadas na
presenca de bicarbonato de sddio. Ja os resultados de White et al. (2013) sugerem que a maior
adicdo de bicarbonato de sédio (2 g L ') resultou em crescimento reduzido para a
espécie Nannochloropsis salina, e teve efeitos nao significativos sobre taxas de crescimento no
mesmo estudo para a espécie Tetraselmis suecica. Estes diferentes resultados, parecem sugerir
a ocorréncia de respostas proprias de cada espécie em relagdo a adi¢do de bicarbonato sobre a

divisao celular e biomassa alcancada.

2.3.2 Alcalinidade e pH

Na Figura 4 sao apresentados os dados da alcalinidade e do pH (média e desvio padrao)
nas culturas de S. obliquus, onde € possivel observar que a alcalinidade se manteve estabilizada
e conforme os tratamentos durante todo o periodo de cultivo experimental. Estudos sugerem
que para a maioria das microalgas o CO; ¢ a fonte de carbono preferida, ja que se difunde
rapidamente da 4gua para o interior das c€lulas. Ja o bicarbonato, por sua vez dependendo da
espécie, deve ser convertido em CO; para assimila¢do, gerando um maior gasto energético para

este processo (GOLDMAN et al., 1972; TREVAN, 2007). Essa seria possivelmente uma
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hipotese para os resultados de alcalinidade do presente estudo, ndo tendo ocorrido variagdes
nos valores durante o cultivo para S. obliquus. Ao contrario dos resultados obtidos, outros
estudos relatam que a adi¢ao de bicarbonato de sddio ao meio de cultura apresentou um aumento
significativo na biomassa em culturas de microalgas do género Scenedesmus (WHITE et al.,

2013; PANCHA et al., 2015).

Figura 4 — Valores de pH e de alcalinidade nas culturas de S. obliquus. (A) 40 mg L*'; (o) 280 mg L°!;

(0) 480 mg L.
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E possivel observar na Figura 4 que no tratamento controle com 40 mg L' ocorreu
uma maior variagdo do pH, apresentando valores mais baixos, parecendo indicar uma menor
capacidade de tamponamento. Em contraponto, essa caracteristica foi determinante para uma
menor necessidade de CO> durante o desenvolvimento do cultivo. Segundo WU; GAO;
RIEBESELL (2010), concentragdes aumentadas de CO,, associadas a diminuicdo do pH,
influenciaram significativamente as taxas de crescimento de trés espécies de microalgas de dgua
doce. Neste trabalho no cultivo de P. tricornutum ocorreu uma queda nos valores de

alcalinidade de cerca de 130 mg L-! durante o experimento nos tratamentos com a inclusio de
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bicarbonato para ajuste inicial da alcalinidade, este resultado pode indicar um provavel
aproveitamento do bicarbonato disponivel como fonte de carbono combinado ao CO; ofertado,
ou até mesmo uma ciclagem do carbono em funcao do pH da cultura.

Na Figura 5 sdo apresentados os valores da alcalinidade nas culturas de P.
tricornutum, onde & possivel observar uma faixa menor de variagdo. Os menores valores
encontrados de pH para todos os tratamentos foram de 7,8; 8,06; 8,21 para o controle (sem
adicdo de bicarbonato), 380 mg L' e 560 mg L™! respectivamente, isso pode estar relacionado
a capacidade de tamponamento, ou seja, quanto maior a alcalinidade, maior a capacidade de
tamponamento, assim, devido a essa alta capacidade foi possivel observar que os valores de pH
ndo apresentaram grandes variagdes. Nos tratamentos com alcalinidade mais alta houve uma
maior resisténcia do meio em relacgdo a alteragdo do pH, com isso, foi necessaria maior inje¢ao

de CO2 em termos de volume e em maior frequéncia.

Figura 5 - Valores de alcalinidade e de pH para os tratamentos com a espécie P. tricornutum.
(A) 130 mg L; (o) 380 mg L; (0) 560 mg L.
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2.3.3 Eficiéncia na Fixagdo de Carbono

A eficiéncia na fixagdo do CO; para as células das microalgas ¢ um importante
parametro a ser avaliado nos cultivos, para que se torne possivel a otimiza¢ao do gasto com
CO> e a diminuicdo na quantidade perdida para atmosfera apods a satura¢do do sistema (meio de
cultura). Os valores de eficiéncia na fixa¢ao de carbono verificadas no presente estudo variaram
entre 8,61% e 1,05% nas culturas de S. obliquus ¢ de 14,67% a 0,91% nas culturas de P.
tricornutum. Na Figura 6 sdo apresentados os dados de eficiéncia na biofixa¢ao do carbono, e
podemos observar que no segundo dia de cultivo houve uma eficiéncia mais baixa para todos
os valores. Esse comportamento parece estar relacionado a fase de aclimatagdo das culturas,
onde a duplicagdo celular ainda é pequena por conta das possiveis mudancas nas condigdes
ambientais de cultivo. Os valores maximos de eficiéncia foram verificados no oitavo dia nas
culturas de S. obliqguus e no sexto dia nas culturas de P. tricornutum nos tratamentos sem
alteracdo de alcalinidade. Levando em consideragdo a maior necessidade de injecdo de CO»
para os tratamentos com maior alcalinidade, os resultados do presente estudo corroboram com
aqueles encontrados por Neves et al. (2019), nos quais o tratamento com menor entrada de CO»
apresentou melhores resultados, alcangando 75% de biofixa¢do Venancio et al. (2020) reportam
que ¢ importante pontuar que essa taxa de biofixacdo ¢ diretamente relacionada com a
quantidade de CO; ofertada, tamanho da unidade experimental e sistema de cultivo empregado.
Em um estudo com S. obliguus em um sistema laminar, estes autores obtiveram uma eficiéncia
maxima de 62% na conversdao do CO; em biomassa, e verificaram uma significativa reducao
na eficiéncia a partir do décimo dia de cultivo para 14%. Os autores concluiram que a partir do
décimo dia de cultivo, o CO> fo1 utilizado em grande parte apenas para manutencao do pH da
cultura e ndo para a sintese de biomassa. Esse dado sugere que a automagdo do cultivo de
microalgas, aplicando a inje¢do de CO2 em func¢do do pH ndo viabilizou uma otimiza¢do na
conversao do carbono para o presente estudo quando utilizamos a adi¢ao de bicarbonato.

Zheng et al. (2011) demonstram que a eficiéncia na conversdao de CO> diminuiu
quando a concentragdo deste gas foi aumentada através do aumento no fluxo de entrada de ar.
Os autores encontraram porcentagens de biofixagdo entre 0,60% e 3,72% para culturas com 5,
10 e 15% de COa, altas concentracdes de CO2, ao contrario do que se imagina, apresentam
menores eficiéncias quando compradas a taxas mais baixas isso ocorre porque grande parte do
que se ¢ injetado no cultivo ¢ perdido para atmosfera, ou seja, areducdo de CO2 no ar de entrada

pode evitar perdas de CO; para o ar atmosférico (ZHENG et al., 2011).
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Neves et al. (2019) afirmam que em culturas onde foi empregada uma elevada
quantidade de CO: a eficiéncia de biofixacao foi reduzida e, isto corrobora os dados do presente
estudo, onde a utilizagdo de altas concentragdes de CO> ndo se mostrou eficiente para a

conversao do mesmo nos cultivos experimentais.

Figura 6 — Eficiéncia na biofixacao de Carbono em culturas de S. obliquus (A) e P.
tricornutum (B).
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A determinacdo do coeficiente (KLa — CO2) ¢ uma importante ferramenta a ser
empregada nos cultivos de microalgas, uma vez que o kLLa ¢ um fator que interfere diretamente
na eficiéncia de biofixacdo do CO», onde, o coeficiente de transferéncia de massa da fase
liquida, (kL), depende principalmente das propriedades do liquido, como densidade,
viscosidade, difusividade e temperatura, e a area interfacial (a), que estd em func¢do do gas
holdup e do tamanho das bolhas (CHISTI, 1989). Muitos estudos tém sido desenvolvidos
visando o design e as condi¢gdes operacionais em fotobiorreatores com o objetivo de aumentar
a area interfacial (Fan et al., 2008). Valores tipicos de kLa para fotobiorreatores com utilizagao
de borbulhamento de ar variam entre 5 a 100 h™'. Pequenas colunas d’4gua apresentam um
baixo tempo de retengdo das bolhas, o que demonstra limitagcdo na transferéncia de massa de
CO> (Langley et al., 2012), o que justifica os baixos valores na eficiéncia na conversdo em
menores volumes de coluna d’agua e area de cultivo. A alcalinidade teve influéncia negativa
na eficiéncia de assimilagdo do CO; nos tratamentos propostos, iSso porque quanto mais
tamponada a agua, maior a quantidade de CO; para estabilizacio do pH nas unidades

experimentais, o que implica na saturacdo da unidade experimental.
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2.6 CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos, foi possivel concluir que os valores de alcalinidade
empregados nao causaram diferencas estatisticas significativas nos parametros de crescimento
nas culturas de P. tricornutum e S. obliquus. A alcalinidade teve influéncia negativa na
eficiéncia de fixacdo do Carbono nas culturas de P. tricornutum e S. obliquus, uma vez que 0s

maiores valores de alcalinidade resultaram em menor eficiéncia.
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