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RESUMO

O presente trabalho teve por objectivo avaliar a producéo de microalgas em tanques de
betdo. O experimnto decorreu em 19 dias, durante os quais foi efectuada analise de
qualidade da agua diariamente as 8 horas e as 15:30 horas. A identificacdo das espécies
de microalgas foi feita através da observacdo no microscépio optico e com o auxilio do
guia de identificacdo de fitoplancton. Para a extragdo e determinagcdo da concentragdo
de clorofila-a fez-se colecta das amostras na coluna de &gua em cada tanque,
posteriormente fez-se a extracdo dos pigmentos clorofilianos, onde foram obtidos os
valores de absorvancia da clorofila no comprimmento de onda 610nm e 660nm. No fim
do experimento, fez-se a recolha das microalgas, com ajuda de uma rede de plancton de
60um. Posteriormente fez-se a determinacdo da biomassa fresca e seca, apOs a
evaporacdo da agua. Os resultados da qualidade agua mostraram grandes variacOes de
temperatura e oxigénio ao longo dos dias de cultivo, cujo os valores minmos e maximos
foram de 21°C e 28°C, 5,4 mg/l e 15,6 mg/I respectivamente. As variacOes de salinidade
nao significativas, os valores obtido estiveram entre 12,1 ppm a 17,7 ppm, enquanto 0s
valores de pH tiveram tendéncia em manter estaveis, entre 7,2 e 8,6. Durante o
experimento foram identificadas 6 espécies nomeadamente, Nitzschia sp, Skeletonema
sp, Cyclotella sp, Chorella sp, Chaetoceros sp e Euglena sp. Os valores da concentracéo
de clorofila-a registados no inicio e término do experimento foram de 11,1 pg/l ¢ 152,7
ug/l. Os valores médios de biomassa fresca e seca obtidos no fim do experimento foram
de 16 Kg e 14 Kg. Estes resultados permitem concluir que factores como temperatura e

nutrientes tem maior influéncia na producéo da biomassa de microalgas.

Palavras-chave: microalgas, meio de cultivo, monitoramento, extracédo de clorofila-a
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ABSTRACT

The present work had the objective of evaluating the production of microalgae in
concrete tanks. The experiment took place in 19 days, during which water quality
analysis was carried out daily at 8 am and 3:30 p.m. The identification of the microalgae
species was made through observation under the optical microscope and with the help
of the phytoplankton identification guide. In order to extract and determine the
concentration of chlorophyll-a, the samples were collected in the water column in each
tank, after which the chlorophyll pigments were extracted, where the absorbance values
of chlorophyll were obtained in the 610nm wavelet and 660nm. At the end of the
experiment, the microalgae were collected with the aid of a 60um plankton net.
Subsequently, the determination of the fresh and dry biomass was carried out after the
evaporation of the water. The results of the water quality showed great variations of
temperature and oxygen throughout the days of cultivation, whose minimum and
maximum values were 21 ° C and 28 ° C, 5.4 mg / | and 15.6 mg / |, respectively. The
salinity variations were not significant, values obtained were between 12.1 ppm and
17.7 ppm, while pH values tended to remain stable, between 7.2 and 8.6. During the
experiment 6 species were identified, namely Nitzschia sp, Skeletonema sp, Cyclotella
sp, Chorella sp, Chaetoceros sp and Euglena sp. The concentration of chlorophyll-a at
the beginning and at the end of the experiment was 11.1 pg /1 and 152.7 pg / 1. The
average values of fresh and dry biomass obtained at the end of the experiment were 16
kg and 14 kg. These results allow to conclude that factors such as temperature and
nutrients have a greater influence on the production of microalgae biomass.

Keywords: microalgae, culture medium, monitoring, chlorophyll-a extraction
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1.INTRODUCAO

As microalgas sdo na sua maioria organismos aquéticos unicelulares fotossintéticos. A
sua base de crescimento e reproducdo consiste, no consumo de carbono, macro e
micronutrientes e luz solar. O seu metabolismo pode ser autotrofico, heterotrofico ou
saprozoico, e o facto de serem organismos microscopicos confere-lhes uma maior

eficiéncia na conversdo da energia solar em energia quimica (Amaro et al., 2011).

A grande maioria das espécies encontra-se no ambiente aquéatico, porém devido a sua
grande diversidade, as microalgas podem ser encontradas em praticamente todos os
nichos terrestres, inclusive em ambientes que apresentam grandes variacOes fisicas e
quimicas. Apesar da sua diversidade, apenas 50 espécies foram estudadas com detalhes,
a nivel fisiologico e bioquimico (Richmond, 2004; Lourenco, 2006).

As microalgas apresentam mecanismo fotossintético comparavel ao das plantas
terrestres, mas devido a sua estrutura simples, e ao meio liquido em que vivem,
apresentam trocas mais eficientes de agua, CO2 e nutrientes do que as plantas
superiores, proporcionando taxas mais elevadas de conversdo de energia solar em
biomassa (Chisti, 2007).

Fertilizantes como, NPK (nitrogénio, fosforo e potassio), uréia, nitrato de sodio,
superfosfato triplo (SPT), silicato de Sdédio alcalino entre outros sdo usados
frequentemente na aquacultura para aumentar a produtividade de fitoplancton. A uréa e
NPK (nitrogénio, fosforo e potassio) sdo preferencialmente utililizados em cultivos de
larga escala devido ao seu baixo custo e por auxuliar no aumento da resisténcia,
dificultando a contaminagdo por protozoarios e outras algas. Sendo que o seu desses
ferilizantes é caracterizado como uma das estratégias para o alcance da economicidade

do processo de producao (Xia et al., 2013).

Atualmente, sdo conhecidas cerca de 4000 espécies de microalgas, sendo que as
principais cultivadas comercialmente sdo Dunaliella salina para a obtencdo de careteno;
Haematococcus plavialis para a obtencdo de astaxantina e do género Chlorella e
Anthospira (spirulina) para a adicdo em alimentos naturais, esta Gltima principalmente
por apresentar elevadas concentragdes de proteina, além de compostos com
propriedades de uso farmacéutico, como é&cido linoleico e polissacarideos (Becker,
2007).



O cultivo de microalgas é praticado h& quase 140 anos, porém nas Ultimas décadas com
0 avanco e aprimoramento de tecnologias e ciéncias como fisiologia, microbiologia e as
engenharias de modo geral houve um avanco consideravel na compreensdo do potencial

biotecnoldgico destes micro-organismos (Richmond, 2004; Lourenco, 2006).

As aplicagbes mais simples das microalgas correspondem ao uso na alimentagéo
humana e de animais, devido ao elevado teor protéico. Outras aplicacbes baseiam-se na
extracdo de substdncias de interesse comercial para a industria farmacéutica, de
cosméticos e alimentos, bem como o uso dos mesmos como indicadores ambientais,
para o tratamento de &guas residuarias, seqliestro de carbono e por fim producdo de
bicombustiveis (Derner et al., 2006; Chist, 2007).

A Contagem directa por microscopia é a técnica mais simples e tradicional para
monitorar o crescimento de microalgas, por intermédio de uma camara de contagem,
como por exemplo, uma cAmara de Neubauer, um namero de células algaceas presentes
em um determinado volume é contado com o auxilio de um microscépio 6tico com
capacidade de aumento de pelo menos 400 vezes. Nas contagens em microscopio, a
densidade de individuos é geralmente expressa como o0 niumero de células por mililitro

de cultivo (Lourenco, 2006).

A clorofila € um pigmento verde, comum em todas as células fotossintéticas. Por sua
estrutura quimica ser instavel, sdo facilmente degradadas, resultando em produtos de
decomposicdo que modificam a percepcdo e qualidade dos alimentos. No entanto, a
clorofila € relativamente instavel e sensivel a luz, aquecimento, oxigénio e a degradacao
quimica (Schoefs, 2002).

As possibilidades de uso desses microrganismos dependem do cultivo das espécies, uma
vez que é dificil encontrar disponivel biomassa em guantidade suficiente no ambiente
natural para ser utilizada (Pereira et al., 2012). Desta forma, este trabalho teve como

objectivo avaliar a producdo de microalgas em tanques de betéo.



1.1.0Dbjectivos

1.1.1.Geral

e Auvaliar a produgdo de microalgas em tanques de betéo

1.1.2.Especificos

e Determinar a concentragéo da clorofila-a

e Quantificar a biomassa produzida durante o experimento



1.2.Problematizagdo

A producgéo de microalgas pode ser efectuada tanto num sistema aberto assim como no
sistema fechado. A producdo de microalgas em sistema aberto tem sido implementada
com sucesso, através do bombeamento da &gua dos ecossistemas naturais. No entanto,
ndo existe uma informacdo concreta em relacdo a diversidade de microalgas
(abundancia, variacdo da clorofila-a, biomassa produzida), assim como a possibilidade
de ocorréncia de espécies predadoras que possam ocorrer durante a producdo de
microalgas em sistema de tanque aberto. estudos preliminares ou pioneiros ja foram
realizados na instituicdo, no entanto ndo foram efetuadas analises de uma componente
principal, que € a constituicdo ou quantificacdo da clorofila. Embora a pesquisa anterior
tenha quantificado a biomassa e identificado as espécies de microalgas no tanque de
cultivo, o que especificamente dita a produtividade em termos de biomassa

fitoplanctonica é o nivel de clorofila no sistema.

1.3.Justificativa

Este estudo é grande relevancia, visto que a biomassa obtida no final do cultivo de
microalgas podera ser usada como ingrediente para a racdo usada na psicultura.
Segundo Chist (2007), as microalgas tem sido utilizadas na alimentacdo animal e
humana como fonte de suplemento alimentar de alto valor nutricional. Os resultados do
presente estudo esclarecem as lacunas relacionadas com as espécies que poderdo ser
incluidas na producdo da racdo e bem como as possiveis que poderdo ser insoladas no

rio dos bons sinais posteriormente cultivadas em sistemas de monocultura.



2.REVISAO DE LITERATURA
2.1.Microalgas

Microalga fazem parte de uma enorme variedade de organismos diferentes quanto sua
morfologia, reproducdo, fisiologia e ecologia (Bicudo & Menezes 2005). Envolvem
seres unicelulares, com habitos plancténicos e perifiticos, sendo que a maioria das
microalgas (algas com dimensdes microscépicas) possuem habitos planctdnicos
(Lourenco, 2006).

As microalgas estdo presentes em ambientes aquaticos, marinhos, e continentais,
possuem habilidade de crescer em ambiente marinho, de agua doce ou em ambientes
terrestres humidos. Possuem grande tolerdncia a variacdo de temperatura, radiacéo,
turbudez, dioxido de carbono e concentracéo de oxigenio (Andrade & Costa 2008).

2.1.1.Cultivo de microalgas

O cultivo de microalgas € uma etapa muito importante na obtencdo de quantidades
suficientes de biomassa é o desenvolvimento do cultivo das células. O crescimento
saudavel e o aumento da densidade celular dependem dos nutrientes disponiveis no
meio em que a microalga se encontra e dos parametros fisico-quimicos aos quais a
cultura esta submetida, tais como pH, temperatura, salinidade, agitacdo e luz ( Rawat et
al., 2013).

O crescimento da populacdo das microalgas é resultado de uma interacdo entre factores
bioldgicos, fisicos e quimicos. Os factores biologicos, incluem as taxas metabdlicas da
espécie cultivada, o tamanho das células e outros organismos que tem influéncia sobre o
desenvolvimento microalgal. Quanto aos factores fisicos-quimicos, a luz, temperatura,
salinidade, oxigénio, pH e a disponibilidade de nutrientes tem maior influéncia sobre o
crescimento microalgal. A maioria das espécies de microalgas sdo fotoautotroficas, ou
seja retiram a luz solar e utilizam o CO2 necessario para a construcdo da sua biomassa

através da fotossintese (Derner et al., 2006).

2.2.Parametros fisico-quimicos que afectam o cultivo de microalgas

Os parametros de cultivo mais importantes que afetam o crescimento das microalgas e
que serdo descritos a seguir sdo: a luz, aeracdo, nutrientes, oxigénio dissolvido, pH,
temperatura, salinidade e a agitacdo. As faixas de tolerncia e os pontos optimos dos

parametros variam de acordo com a espécie. Além disso esses parametros sdo



interdependentes, ou seja, 0 ponto optimo de um pardmetro em um conjunto de
condi¢bes ambientais pode ndo ser 0 mesmo em outro conjunto (Barsanti & Gualtieri,
2006).

2.2.1. Temperatura

A temperatura apresenta grande influéncia na produgdo de biomassa, influenciando no
contetdo proteinas, lipideos e compostos fendlicos das microalgas, € um dos factores
que mais afecta a taxa metabdlica dos organismos. A decisdo quanto a temperatura a ser
usada depende do conhecimento das necessidades de cada espécie. Se vérias espécies
forem cultivadas no mesmo ambiente, a temperatura devera ser ajustada e toleravel a

todas as espécies, como por exemplo, 20°C (Lourenco, 2006).

Temperaturas constantes mantidas proximas da temperatura ambiente sdo desejaveis ao
cultivo de microalgas, pois estabilizam o cultivo e aumentam a produtividade de
biomassa. Para cultivo de microalgas de espécies tropicais a temperatura deve

permanecer em torno de 20 a 30 °C (Lourenco, 2006).

2.2.2.1luminagéo

A intensidade luminosa estd diretamente relacionada a etapa fotoquimica da
fotossintese, quando ocorre a absorcéo da luz através das moléculas de clorofila, sintese
de trifosfato de adenosina (ATP) e a fotolise da agua. A iluminacdo € um dos pilares do
cultivo de microalgas e requer especial atencéo, pois a quantidade de luz recebida pelas
células em cultivo esta diretamente relacionada ao carbono que sera fixado pelas
microalgas e assim influenciard na taxa de crescimento das culturas (Lourenco &
Derner et al., 2006).

A luz desempenha um papel central na produtividade de microalgas uma vez que
fornece a energia necessaria para as reaccdes fotossintéticas, promovendo a conversdo
de nutrientes inorganicos, dissolvidos no meio, em biomassa organica. A utilizacdo de
luz é, portanto, fundamental para o elevado rendimento da biomassa microalgal. A
intensidade luminosa recebida pelo meio de cultivo € um dos factores que controlam a
velocidade com que o carbono € absorvido pela microalga. Desde modo a luminosidade

interfere na producédo de biomassa e na velocidade de crescimento (Derner et al., 2006).



2.2.3.Fotoperiodo

O fotoperiodo que se utiliza normalmente é de 10:14 ou 12:12 horas de luz : escuro,
embora a maioria das espécies crescam bem sob uma iluminacdo continua, manter um
cultivo com fotoperiodo favorece a sincronizagdo do cultivo, o que é recomendado para
estudos fisioldgicos e a divisdo celular de muitas espécies ocorre em periodos de
escuros (Schmidt, 2007).

2.2.4.Aeracgao

A aeracdo nos cultivos de microalgas esta relacionada a uma serie de factores que
auxilia no crescimento celular, para além de evitar a formacdo de aglomerados
celulares, garante a incidéncia luminosa uniforme as células, favorecem a captacdo de
CO2 da atmosfera e a liberacdo de O2 do interior do meio de cultivo. Além disso a
aeracdo € um factor muito importante para a homogeneizacdo dos nutrientes e para

evitar a sedimentacdo das microalgas (Lourenco, 2006).

Em cultivos de grande escala, a aeracao é feita de diferentes formas, conforme o sistema
utilizado. No sistema aberto (lagoas), € necessaria a utilizacdo de pés giratorias ou
recirculacdo da cultura atraves de bombeamento mecanico. No caso do sistema fechado
(fotobiorreator), o processo de aeragédo é realizado por bombas mecénicas e alguns por

ar comprimido (Lourenco, 2006; Brennan & Owende, 2009).

2.2.5.pH

O pH do meio de cultura é conhecido por ter grande influéncia no crescimento e na
producdo da biomassa de microalgas, uma vez que seu pH citosélico é neutro ou
ligeiramente alcalino, e suas enzimas celulares sdo sensiveis ao pH e podem se tornar
inativas em condicgdes acidas. O pH esta diretamente ligado com o bom funcionamento
celular das microalgas, por isso 0 seu controle é de vital importancia para o melhor

desenvolvimento dos cultivos (Lourencgo, 2006).

O pH afecta directamente a disponibilidade de varios elementos quimicos presentes no
meio. Estes podem cristilizar e precipitar dependendo do pH do cultivo, sendo assim, o
pH deve ser mantido préximo a neutralidade para que 0s componentes do meio possam
ser afectivamente absorvidos pelas microalgas (Lourenco, 2006; Schmidt, 2007).
Valores de pH favoraveis para a maioria dos cultivos estdo na faixa entre 7 e 9
(Barsanti; Gualtieri, 2006).



2.2.6.0xigénio Dissolvido — OD

Dentre os gases dissolvidos na &gua, o oxigénio (O2), € um dos mais importantes na
dindmica e na caracterizacdo de ecossistemas aquéaticos. As principais fontes de
oxigénio para a agua sdo a atmosfera e a fotossintese. Por outro lado, as perdas sdo o
consumo pela decomposicdo da matéria organica (oxidacao), perdas para a atmosfera,
respiracdo de organismos aquaticos e oxidacdo de ions metalicos como, por exemplo, 0

ferro e 0 manganés (Esteves, 1998).

O oxigénio dissolvido € de essencial importancia para os organismos aerébios. Durante
a estabilizacdo da matéria organica, as bactérias fazem uso do oxigénio nos seus
processos respiratorios, podendo vir a causar uma reducgdo da sua concentragcdo no meio
(Esteves, 1998). Os valores de oxigénio no cultivo de microalgas devem permanecer
acima de 4mg/l e abaixo de 18 mg/l (Boyd, 1998).

2.2.7.Salinidade

salinidade do meio € um factor importante porque limita a vida na dgua. A vida vegetal
exige certa concentracdo de sais minerais; por outro lado, uma salinidade excessiva
impede o desenvolvimento de grande nimero de espécies incapazes de se defenderem
contra a perda de agua que é promovida pelo alto valor osmético do meio (Branco,
1978).

Tanto em sistemas abertos como em fechados, a salinidade pode afectar o crescimento e
a composicdo celular das microalgas. Cada espécie de microalga tem uma gama éptima
de salinidade que pode aumentar durante condi¢fes de clima quente, devido a alta taxa
de evaporacdo (Moheimani, 2005). A faixa Optima de salinidade para a maioria das

espécies de microalgas encontra-se no intervalo entre 20 a 35 ppm (Leal et al., 1990).

2.2.8.Nutrientes
A fonte de nutrientes é o segundo maior componente dos custos de producdo, dessa
forma é importante encontrar as concentracdes ideiais que resultem num aumento da

produtividade da biomassa, quanto aos lipideos (Lourenco, 2006).



A ureia é um composto nitrogenado sélido, que se apresenta na forma de granulos
brancos e possui 46% de nitrogénio na forma amidica (NH2). A amdnia e o diéxido de
carbono sdo utilizados como matéria-prima na producdo de uréia obtidos em uma
mesma unidade de producéo apartir de hidrocarbonetos leves, coque, hidrocarbonetos
pesados ou a partir da gaseificagdo de carvdo. A matéria-prima mais comumente

utilizada para a producéo é o gas natural (Isherwood, 2005).

Os fertilizantes NPK s@o compostos por trés macroelementos (Nitrogénio, Fésforo e
Potassio), estes macroelementos séo utilizados em grande quantidade pelas plantas e sdo
fundamentais em todas as etapas: crescimento, florescimento e frutificagdo (Hofman &
Cleemput, 2004).

O carbono ¢ o elemento mais abundante na estrutura de qualquer molécula organica, tais
como proteinas, carboidratos, acidos nucleicos,

vitaminas, lipideos, entre outros, os quais sao sintetizados pelas células das microalgas.
Devido a esse factor, o carbono é considerado essencial para as microalgas (Lourenco,
2006).

2.3.Meios de cultivo de microalgas

Os meios de cultivo utilizados devem ser muito desenvolvidos e economicamente
viaveis para garantir o atendimento as necessidades nutricionais e um optimo
crescimento das microalgas, auxiliando o controlo do processo e sem causar
dificuldades no tratamento final do efluente. A escolha dos meios de cultivos é feita de

acordo com a espécie e a finalidade do produto (Knie & Lopes, 2004).

2.3.1.Meio sintético para cultivo de microalgas

Para as microalgas apresentarem um optimo crescimento Sdo necessarios 0S macro-
nutrientes (C, N, O, H, Ca, Mg, S, K) e micro-nutrientes (Mn, Mo, Fe, Co, Cu, Se, B),
além da adicdo de vitdminas ou substancias especificas ao meio de cultura que algumas
espécies necessitam. Os nutrientes limitantes para as microalgas sdo, nitrogénio e
fosforo, embora o carbono seja considerado o macro-nutrientes mais importante
(Oliveira, 2013). Os custos para elaboracdo dos meios de cultura com nutrientes
sintéticos representam aproximadamente 35% do valor total para a producdo de

biomassa de microalgas (Grima et al., 2003).



Os meios sintéticos sdo mais utilizados e estudados a escala mundial para o uso
laboratorial e ndo industrial, isto é devido aos elevados custos de producdo. Os meios
sintéticos disponiveis actualmente apresentam variacGes a nivel das concentracdes de

nutrientes a adicionar no meio de cultivo (Rawat et al., 2011 ).

2.3.2.Meio alternativo para cultivo de microalgas

Este meio é empregue de forma de reduzir o custo do meio de cultivo através da
utilizacdo de substituto dos nutrientes, como leveduras, fertilizantes, esgoto doméstico
e principalmente residuo e efluente agroindustriais com alta taxa orgénica. Esses
residuos podem ser utilizados como fonte de nutrientes porque em sua composicao
estdo presentes 0s nutrientes basicos necessarios ao metabolismo das microalgas. Dentre
0s meios de culturas alternativos utilizados para a producdo de biomassa de microalgas
destacam-se: vinhaga, efluentes da bovinocultura e suinocultura, dentre outros (Oliveira,
2013).

2.4 Sistemas de cultivo

As microalgas podem ser cultivadas de diferentes formas, que sdo divididas
basicamente em dois grupos principais: cultivos em sistemas abertos e cultivos em
sistemas fechados. Os cultivos abertos podem ser subdividos em &guas naturais (lagos e
lagoas) e lagos artificiais. Enquanto os sistemas fechados sdo denominados
fotobiorreatores (Chisti, 2007).

2.4.1.Sistemas “abertos” de cultura de microalgas

Este tipo de sistema ¢é aplicado em tanques abertos, com profundidade que varia entre
10 a 50 cm aproximadamente de modo que permita a difusdo de didxido de carbono
proveniente da atmosfera e a penetracdo da luz solar. Os tanques sdo construidas em

cimento ou terra compactada impermeabilizada por plastico (Chisti, 2007).

Os sistemas abertos sdo mais baratas que os fotobiorreactores, uma vez que apresentam
um menor custo na constru¢do e manutencdo. Este tipo de sistema é caracterizado por
uma excelente mistura e turbuléncia num padréo circular, favorecendo as trocas gasosas

e a fotossintese (Brennan & Owende 2009).
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2.4.2.Sistema “fechado” de cultura de microalgas

O sistema fechado para o cultivo de microalga ou fotobiorreator € constituido por tubos
de plastico, vidro ou policarbonato, o formato dos tubos pode ser disposto de varias
formas, depende da adequacdo do sistema. Nos fotobiorreatores é possivel controlar as
condicdes de cultivo, tal como quantidade dos nutrientes, temperatura, iluminacao
(Derner et al., 2006), o que permite uma alta produtividade de biomassa quando

comparados com os sistemas abertos (Chisti, 2007).
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3.METODOLOGIA
3.1.Descricéo do local de estudo

O estudo decorreu entre os meses Junho-Julho de 2017, nas instalacbes da Escola
Superior de Ciéncias Marinhas e Costeiras, no bairro de Chuabo Dembe, localizado nos
arredores da cidade de Quelimane, na Provincia da Zambézia. O experimento foi

efectuado nos tanques de betdo situados nesta instituicdo. Os tanques foram usados

Legend
§ Tanques de Betéo

como réplicas (figural).
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Figural: Mapa de localizacdo do local de estudo no Chuabo-Dembe, que ilustra os

tanques de betdo do cultivo de microalgas ( Fonte: Google Earth).

3.2.Preparacdo e fertilizacao dos tanques de cultivo de microalgas

Para a pesquisa, fertilizou-se os tanques com os compostos NPK e Ureia, esses
nutrientes foram utilizados na proporcdo de 16:1 e 25:1 de nitrogénio e fosforo (N:P)
respectivamente, com vista a maximizar sintese com formacdo de matéria organica.
Segundo Jalio (2016), balanceou-se os fertilizantes em proporcoes definidas a partir do
método estequiometria quimica inorganica onde definiu-se em duas proporgdes
diferentes 25:1 de acordo com o cultivo de Chaluque (2011) e 16:1 de acordo com a
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razdo de Redfield de N:P respectivamente, com objectivo de analisar a influéncia destes

no crescimento.

3.3.Monitoramento da qualidade de 4gua

Os parametros fisicos-quimicos da &gua: temperatura, salinidade, oxigénio e pH foram
medidos 02 vezes ao dia (8:00h e 15:30h). Os instrumentos utilizados para a medicéo
dos parametros foram: phametro, Oximetro e Salindmetro. Os valores dos parametros

da qualidade de agua e condicGes dos tanques foram registados no livro de campo.

A circulacdo da agua (aeracdo), foi feita através de um sistema mecénico de mistura
constituido por pés giratérias, afim de garantir a oxigenacdo e permitir a

homogeinizacao da agua.

3.4.Cultivo de Microalgas

Fez-se o cultivo de microalgas durante uma estacdo do ano (inverno), sendo que o
experimento foi realizado em 19 dias entre 0os meses de junho e julho de 2017. O cultivo
microalgas foi feito em tanques com formato rectangular revestidos de betdo, o volume
de &gua usado no cultivo foi de aproximadamente 6500 litros, ocupando a profundidade
de 35cm. Tendo em conta que as microalgas ocorrem no ambiente natural, a finalidade

foi de estimular a sua producéo através da fertilizacdo (Figura 2).

A agua utilizada para experimento foi bombeada do Estuario do Rio dos bons sinais,
tendo sido filtrada com uma malha de 60 um de modo a reduzir a entrada de

zooplancton e sedimentos nos tanques de cultivo.
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Figura 2. Tanques de cultivo de microalgas

3.5.Analise laboratorial de amostras

Para a identificacdo dos organismos fez-se a colecta de amostras de dgua dos tanques de
cultivo de microalgas, as amostras foram conservadas em garrafas plasticas de 100ml
posteriormente levadas ao laboratorio da ESCMC: A amostra foi analisada através das
montagem de laminas e observacGes em microscopio optico de marca BOECO com a
objectiva de 40x de ampliacdo, a identificacdo foi feita com auxilio do guia de
identificacdo de fitoplancton (Costa, 2005). No entanto, a identificacdo foi feita a nivel

de género.

3.6.Determinacéo da concentracao de clorofila-a

Para determinar a concentracdo de clorofila-a fez-se a medi¢do do volume de 500ml de
agua a ser filtrado em proveta graduada e proceder a filtragdo com o auxilio do papel de
filtro de 47mm de didmetro. Apoés a etapa de filtracdo da amostra de agua foi feita a
extragdo de clorofila e outros pigmentos do fitoplanton presentes na amostra pelo
procedimento de imersdo do filtro no tubo de ensaio coberto com papel de aluminio
para evitar a exposicdo dos pigmentos a luz, em solucdo de acetona 90%, por um
periodo entre 20 e 24 horas, algumas horas antes de completar o periodo de 24 horas
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agitou-se levemente os tubos de ensaio para auxiliar a extragdo. Seguidamente efectou-
se as leituras das absorvancias no fotdmetro nos comprimentos de onda de 610 e
660nm, apds a leitura, colocou-se a amostra em recipiente pequeno, acidificou-se com
algumas gotas de HCI para conversdo da clorofila em feopigmentos. Os valores das
leituras antes e depois da acidificacdo, o volume de amostra filtrada e o volume de
acetona utilizado na extracao foram utilizados posteriormente no calculo para

determinacdo da concentracédo de clorofila-a em pg/I.

Para calcular a concentracdo de clorofila-a em cada tanque no sistema de cultivo usou-

se 0 método descrito por Lorenzen (1967), representado pela seguinte equacéo.

Equacéo:

[ (U610 - U660) - (A610 - A660)].v.F.K
V.L

Cl—a(ug/l) =
Onde:

Us10 = absorbancia do extrato antes da acidificagdo no A =610 nm
Ueso = absorbancia do extrato antes da acidificagao no A = 660 nm
As10 = absorbancia do extrato depois da acidificagdo no A =610 nm
Aseo = absorbancia do extrato depois da acidificagdo no A = 660 nm
v = volume da acetona utilizado (10ml)

F = fator para equiparar a reducdo em absorvancia para a concentracdo inicial da
clorofila (R/R-1)

K = coeficiante de absorcao da clorofila-a para acetona (1000/90 = 11,1)
R = razdo maxima de [(Ues1o — Usso)/(As10 — Asso)] Na auséncia de feopigmentos
V = volume da agua filtrada (L)

L = comprimento da cubeta (cm)
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3.7.Colheita e determinacao da biomassa fresca e seca de microalgas

Para a recolheita das microalgas colocou-se na comporta (saida de 4gua) uma rede de
plancton de 60um, de modo a evitar perdas durante o vazamento dos tanques. A
colheita das microalgas foi feita através da filtracdo da dgua usando a rede de plancton
para reter as microalgas. Para a determinacdo do teor de humidade da biomassa,
colocou-se amostra da biomassa fresca no recipiente e fez se a pesagem usando uma
balanca analitica (previamente zerada) e registou-se o valor no livro de campo. A
remocdo da humidade e determinacdo da biomassa seca foi feita com base na simples
exposi¢cdo da biomassa ao sol durante 3 dias, posteriormente pesou-se e registou-se o
valor no livro de campo (Figura 3).

Figura 3. Microalgas colectados nos tanque abertos. (a) Pesagem da biomassa fresca

usando balanca analitica e (b) secagem da biomassa de microalgas ao sol.

3.8. Tratamento e analise estatistica dos dados

Na andlise dos dados obtidos ao longo do experimento, usou-se 0 pacote estatistico

Microsoft Office Excel para o calculo da média e desvio padrao.

16



4. RESULTADOS

4.1.Monitoramento da coloracéo e diversidade de microalgas nos tanques de

cultivo de microalgas

Os trés tanques (réplicas) usados para o cultivo de microalgas mostraram a mesma
tendéncia em termos da mudangas de coloragdo na maior parte do experimento. No
inicio de cultivo pode-se destacar que a agua estava doptada de uma transparéncia
incolor. Apos a adigdo de nutrientes houve mudancas de cor da agua com tendéncia a
cor esverdeada palida, facto este observado apartir do 6° dia de cultivo. A coloracdo
tornou-se intensa ao longo dos dias do cultivo. No 10° dia foi possivel observar uma
intensa cor esverdeada, mostrando que as microalgas estavam a multiplicar-se. No 13°
dia do cultivo, notou-se a intensidade maxima da coloracdo esverdeada. Apartir do 16°
dia ndo houveram variagdes notaveis nos tanques de cultivo, tendo terminado o cultivo
no 19° dia. As diferentes fases de crescimento das microalgas podem ser observadas na
figura 4.

(a) (b)

Figura 4. Cultivo de microalgas em tanques de betdo. (a) No inicio de experiemto (dia
1). (b) Apos a adicdo de nutrientes (dia 6). (c) No meio do experimento (dia 10). (d) No
final de cultivo (dia 19).
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Com o auxilio de guido de identificacdo de espécies plancténicas de Costa (2005),
foram identificados os seguintes géneros: (Cyclotella sp, Chaetoceros sp, Nitzschia sp),
pertecentes a classe (Bacillariophyceace), Chlorella sp pertecente a classe
(Chlorophyceace), Skeletonema sp pertecente a classe (Mediophyceace) e Euglena sp
pertecente a classe (Euglenouphyceace). Foi usado o manual de identificagdo e imagens
da internet para auxiliar na identificacdo das microalgas, as imagens foram apresentadas
para melhorar a identificacdo. No entanto ha que referir que para algumas espécies de
microalgas ndo foi possivel fazer a sua identificacdo, as mesmas foram denominadas
como outros organismos. O grupos de microalgas identificadas distribuiam-se

igualmente pelos trés tanques (figura 5).

(a) (b) (¢)

: ) L
\
) f/

(d) (e)

. 5

q
!
5 Vlite

.‘l
'y 4 ’
\

o

- Sy -

.
= N

Figura 5. Diversidade de microalgas identificadas nos tanques de cultivo.(a) Nitzschia

sp. (b) Chlorella sp. (c) Cyclotella sp. (d) Chaetoceros sp. (e) Euglena sp. (f)
Skeletonema sp. Fonte: Google & Technology (2013).
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4.2. Concentracao de clorofila-a

As medigdes da concentracdo de clorofila-a efectuadas durante o experimento, com
intervalo de 6 dias mostraram que no 1° dia de cultivo o valor médio da concentragdo de
clorofila-a foi de cerca de 11,1 pg/l, tendo observado uma tendéncia crescente ao longo
dos dias de cultivo, onde atingiu o valor médio de 42,2 pg/l no 7° dia da experiéncia. Ao
término do periodo de cultivo observou-se um aumento acentuado na concentracao de

clorofila-a tendo atingido o valor medio de 152,7 pg/l no 19° dia de cultivo (figura 6).
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Figura 6.Variacdo média (n=3) da concentracdo de clorofila-a no tanque de microalgas

em tanques de betdo.
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4.3.Biomassa de microalgas

Em todo o experimento foram obtidos os valores da biomassa fresca e seca nos trés
tanques. A biomassa obtida depois da filtragem da agua foi de aproxidamente 16 Kg
por tanque de cultivo. Posteriormente a biomassa foi seca ao sol obtendo-se
aproximadamente 14 Kg por tanque, com os valores de 15,6 Kg e 13,7 Kg depois da
secagem da biomassa (figura 7).

20
18 H
16 -
14 -
12 -

[ERY
o
1

Biomassa (Kg)

o N B (o] oo
1

Peso fresco Peso seco

Figura 7. Biomassa média fresca e seca no fim do cultivo de microalgas em tanques de

betdo.
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4.4.Qualidade da agua

Durante o experimento, a temperatura nos tanques de cultivo variou entre 21°C a 24°C
no periodo da manha e de 23°C a 28°C no periodo de tarde, nos tres tanques de cultivo.
Notou-se uma grande oscilagdo de temperatura entre os dias 6 e 10, onde observou-se
um grande decréscimo da temperatura atingindo os 21°C, tendo de tarde registado uma
tendéncia crescente entre os dias 11 e 13 onde se obteve o valor de de 26°C. Nos
altimos dias de cultivo os valores de temperatura ndo registaram grandes variacdes de

temperatura (figura 8).
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Figura 8. Variagdo média (n=3) diaria da temperatura no cultivo de microalgas em

tangues de betéo.

Os valores de salinidade nos tanques de cultivo variaram de 12 a 17 ppm no periodo da
manha enquanto que no periodo de tarde variram de 12,5 a 17,7 ppm. Entreos dia1 a 4
houve uma tendéncia crescente de salinidade atingindo o valor de 14,1 ppm, tendo
registado um decréscimo do dia 6 a 10 atingindo o valor de 12,7 ppm, tendo alterado no
dia 11, crescendo até atingir o valor de 17,7 ppm. A salinidade da agua voltou a

decrescer nos ultimos dias de cultivo até atingir cerca de 14,4 ppm, no dia 19.
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Figura 9. Variacdo média (n=3) diaria da salinidade no cultivo de microalgas em

tanques de betéo.

Os valores de oxigénio nos tanques de cultivo variaram entre £ 5.5 mg/l a £ 6,5 mg/l no
periodo da manhd enquanto que no periodo de tarde variaram entre £14 mg/l a £16
mg/l, tendo ocorrido pequena variacdo durante as demais dias, com destaque para
periodo de tarde, onde no dia 2 observou-se um decréscimo atingindo 14,4 mg/l.
(Figura 11).
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Figura 11. Variagdo média (n=3) diaria da concentracdo do oxigénio no cultivo de

microalgas em tanques de betéo.

Durante o experimento, os valores de pH mostraram aproximados no periodo da manha
e no periodo da tarde nos tanques de cultivo. Estes valores variaram entre 7,5a 8,6, no
2° dia de cultivo observou-se uma ligeira descida do pH de 8,1 a 7,5. Ao longo dos dias
do cultivo verificou-se um comportamento crescente tendo registado o valor de 8,6 no
dia 17, no término de cultivo o pH registou um ligeiro decréscimo atingindo o valor de
8,2 (Figura 12).
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Figura 12. Variacdo média (n=3) diaria do pH no cultivo de microalgas em tanques de
betéo.
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5.DISCUSSAO

5.1.Monitoramento da coloracdo e diversidade de microalgas dos tanques de

cultivo de microalgas

A mudanca de coloragdo da agua durante o cultivo de microalgas é resultado da
proliferacdo destes microrganismos. Porem dependendo da espécie predominante a
coloracdo pode variar, ja que os pigmentos fotossintéticos das microalgas sdo espécies-
especificas. Portanto, a coloracdo depende do tipo de pigmentos encontrados nos grupos
de microalgas predominantes no ambiente dquatico em questdo (Abalde et al., 1998).

Algumas das microlgas identificadas durante este estudo como, Chlorella sp,
Chaetoceros sp e Skeletonema sp s@o especies cultivadas principalmente para nutricao
humana e para producao de racdo animal (Cohen et al., 1991). No geral, as microalgas
dependendo das espécies, podem ser fonte de compostos de alto valor no mercado
mundial, tais como acidos graxos poli-insaturados, carotendides, ficobilinas,
polissacarideos, vitaminas, esterdis e diversos compostos biativos naturais (Derner et
al., 2006). Além destas finalidades (consumo humano e animal), ha estudos e pesquisas
avaliando o uso potencial das microalgas em diversas areas como, producdo de

biocombustiveis (etanol, biodiesel, biogas,), oleos entre outros (Rosa, 2011).

As espécies de microalgas identificadas neste estudo, sdo as mesmas que segundo
Raven et al., (2007), sdo comummente encontradas em ambiente de agua doce e
salobre. No entanto, durante o presente estudo algumas espécies identificadas como
Nitzschia sp, Skeletonema sp, Cyclotella sp, Chlorella sp,alcancam a taxa maxima de

crescimento de 15 a 20 dias de cultivo.

25



5.2. Variagao da concentracéo de clorofila-a nos tanques de cultivo de microalgas

Ao longo do desenvolvimento deste experimento foi possivel observar um aumento
significativo da concentracdo de clorofila-a, sendo que durante todo o cultivo os valores
médios variaram entre 11,1 pg/l e 152,7 pg/l. Os resultados da concentracdo de
clorofila-a obtidos ao longo do cultivo demostraram que houve crescimento das
microalgas. O aumento da concentracdo de clorofila-a foi acompanhado pelo aumento
da concentracdo de nutrientes, o que leva a inferir que as condi¢bes de cultivo
permitiram transformar a matéria inorganica em organica aumentando desta forma a
concentracdo da biomassa. Segundo Melo (2007), as altas concentracfes da clorofila-a
pode ser associada a presenca de organismos fotossintéticos.

5.3.Biomassa de microalgas

A producdo média de biomassa fresca durante o experimento foi de 15,6 Kg, depois da
secagem a biomassa das microalgas foi de 13,7 Kg. Os resultados obtidos diferem dos
resultados encontrados “por Julio (2016), que obteve os valores de biomassa fresca e
seca de 23 Kg e 11,5 Kg respectivamente. Segundo Pereira (2013), a maior producéo de
biomassa em cultivos com mistura de espécies de ocorréncia deve-se a uma melhor

utilizacdo de recursos, como a energia solar e nutrientes.

A secagem de microalgas ao sol € o método que se basea na simples exposicdo da
biomassa ao sol para prolongar o tempo de vida util, este método para além de
conservar a biomassa € muito econémico, pois ndo emprega gasto de energia para uso
de equipamentos de secagem mas auxilia na retencdo de algumas propriedades das
microalgas como (proteinas, vitdminas), que podem ser danificadas se expostas a altas

temperaturas em um aparelho electrico (Brennan & Owende, 2009).

Segundo Henrikson (1994), as microalgas género Chlorella, Cyclotella e Skeletonema
possuem um enorme atrativo em termos de producdo de biomassa para alimentacao
animal e humana, por apresentarem em sua composicdo alto teor de proteinas,

carbohidratos, acidos graxos, minerais e pigmentos.

As espécies encontradas neste estudo apresentam uma boa produtividade, neste ambito
a utilizacdo desta a bomassa seca pode-se considerar recomendavel para fins de

producéo de ragdo para peixes (Julio, 2016).

26



5.4.Qualidade da agua

A qualidade da agua € um factor que efecta a taxa metabdlica dos organismos. Segundo
Lourengo (2006) para o cultivo de microalgas de espécies tropicais, a temperatura deve
permanecer em torno de 20 a 30°C. Durante o presente estudo a temperatura da agua
esteve dente do intervalo recomendado. Segundo (Pequeno et al., 2012), as espécies
Chlorella sp, Chaetoceros sp e Cyclotella sp, (as quais foram identificadas no tanque de
cultivo), apresentam uma maior taxa de crescimento e densidade célular em
temperaturas entre 24°C e 30°C, podendo no entanto tolerar grandes variacdes da
temperatura. De acordo com Chalque (2011), as espécies Skeletonema sp, Nitzschia sp
e Euglena sp sdo recomendaveis para o cultivo em tanques de céu aberto no inverno,
pois alcancam maior taxa de crescimento e densidade célular em temperaturas entre

15°C e 21°C. Estas trés espécies foram identificadas durante este estudo.

Salinidade é outro pardmetro que mede a qualidade da agua e que é determinante para
algumas espécies de algas. Segundo Dawes (1986), a salinidade é factor que influéncia
0 crescimento das microalgas, pois exerce efeito sobre 0s mecanismos de
osmoregulacdo. A salidade durante o periodo de cultivo deste experimento variou entre
12,1 ppm e 17,7 ppm. Segundo Chauque (2011), ndo existe uma faixa Optima de
salinidade para as espécies em causa excepto em Chlorella sp que obteve o seu bloom a
18.5-20 ppm.

A concentracdo de oxigénio que as microalgas podem tolerar depende da temperatura
exposta e da espécie em causa. Entretanto, no geral, os tanques de cultivo devem conter
valores acima 4 mg/l e abaixo de 18 mg/l (Boyd 1998). Durante este estudo valores de
oxigénio mostraram grandes variacdes entre o periodo da manha e tarde, porém 0s
valores permaneceram em torno 5,4 mg/l e 15,6 mg/l. Os baixos valores de oxigénio de
manha podem ser explicados pelo alto consumo oxigénio devido a respiracdo que ocorre
durante a noite, enquanto que os valores mais elevados de oxigénio foram registados de
tarde, por consequéncia da maior incidéncia de radiacdo solar que favorece a
fotossintese. Segundo (Molina et al., 2001) citado por Pereira (2013), as concentracdes
elevadas de oxigénio registadas durante o periodo da tarde influenciam na actividade

fotossintética e consequente a producdo da biomassa.
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Durante o tempo de cultivo neste estudo, houve pequena oscila¢do diaria nos valores de
pH, com variacdo maxima da ordem de 0,9 unidade entre 1° e 19° dia do cultivo. Os
valores de pH durante todo periodo de cultivo variaram dentro da faixas de 7,7 a 8,6.
Segundo (Barsanti & Gualtieri, 2006), os valores de pH do meio que as microalgas séo
cultivadas deve variar entre 7 e 9. Estes valores encontrados no experimento mostram

uma similaridade com os valores encontrados por Chatque (2011) e Julio (2016).
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6.CONCLUSAO

O presente trabalho possibilitou a caracterizacdo do meio de cultivo de microalgas em
tanques abertos e obter informacdes sobre: diversidade de microalgas, concentragédo de
clorofila-a, qualidade de agua e quantificagdo da biomassa produzida. Desta forma as

principais conclusdes deste trabalho séo:

e Durante o cultivo verificou-se a ocorréncia diversas espécies de microalgas, e foi
possivel fazer a identificacdo a nivel de género das espécies Nitzschia sp,
Skeletonema sp, Cyclotella sp, Chlorella sp, Chaetoceros sp e Euglena sp.

e Os valores minimos e maximos da concentragédo de clorofila-a observados foram

de 11,1 pg/l no inicio do experimento e 152,7 pg/l no fim do experimento.

e Tendo em conta que os tanques foram usados como réplica pode-se inferir que
teve-se como resultado 16 Kg de biomassa fresca e 14 Kg de biomassa seca por
tanque, ou seja em aproximadamente 6500 litros de agua do estudrio em

aproxidamente 20 dias de cultivos se obteve 16 Kg por tanque.

e Nos parametros da agua monitorados, a temperatura, oxigénio e pH
permaneceram dentro das faixas recomendaveis para o cultivo de microalgas.
Por outro lado a salinidade apresentou valores abaixo dos estabelecidos para o

cultivo de algumas espécies identificadas.
6.1.LimitacOes e Recomendacdes

e Ndo foi possivel realizar um segundo experimento similar devido a problemas
mecanicos do motor, que possibilitava a circulacdo da agua para aeracdo dos

tanques.
Apresentam-se as seguintes sugestdes para continuacao deste trabalho:

e Que se facam medicGes da clorofila-a ao longo de todo estudo (com intervalos
de 2 ou 3 dias), para poder esclarecer quando as microalgas atingem sua taxa

méxima de crescimento.
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Que se faca identificacdo de outras espécies, usando manuais mais completos de
identificacdo, para saber a diversidade e potencialidade das microalgas que

ocorrem no Estuario dos Bons Sinais.
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8.ANEXO

Anexo |

Tabela 1.Dados de temperatura, salinidade, Oxigénio e pH

Temperatura (°C) Salinidade (ppm)
Data Manha Tarde Data Manha Tarde
1 22 25 1 12,1 12,7
2 23 25 2 13,6 13,4
3 22 26 3 14,2 13,3
4 23 25 4 13,5 14,0
5 22 26 5 14,0 14,1
6 24 28 6 13,9 13,5
7 24 27 7 13,5 12,5
8 23 26 8 13,0 12,5
9 22 24 9 12,7 12,9
10 21 24 10 12,8 17,7
11 23 24 11 17,7 17,2
12 22 24 12 16,7 17,0
13 22 25 13 17,0 17,3
14 22 26 14 17,7 16,9
15 22 25 15 16,4 16,6
16 22 26 16 15,8 15,5
17 21 26 17 16,1 14,7
18 22 24 18 14,4 14,7
19 21 25 19 14,4 14,8
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Oxigénio (mg/l)

Data Manha Tarde
1 6,1 15,6
2 6,2 14,4
3 59 14,7
4 6,0 15,1
5 6,0 14,9
6 6,2 15,0
7 5,8 14,6
8 6,0 14,8
9 5,7 15,1
10 5,4 14,9
11 5,5 14,9
12 5,6 15,4
13 5,6 15,4
14 5,4 15,2
15 5,6 15,1
16 5,8 14,7
17 5,7 15,0
18 5,7 15,3
19 5,8 14,9

pH
Data manha tarde
1 8,0 8,1
2 7,9 7,5
3 1,7 7,8
4 7,8 8,0
5) 8,2 8,2
6 8,2 8,3
7 8,4 8,4
8 8,4 8,5
9 8,6 8,6
10 8,6 8,4
11 8,6 8,5
12 8,2 8,4
13 8,3 8,5
14 8,6 8,6
15 8,5 8,5
16 8,6 8,5
17 8,6 8,5
18 8,0 8,2
19 8,2 8,3
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Tabela 2. Dados da concentracdo de clorofila-a

Data (dia) | Concentracgdo de clorofila-a (ug.l)
1 11,1

7 42,6

13 68,1

19 152,7

Tabela 3. Dados de hiomassa fresca e seca

Biomassa fresca (Kg) | 15,7

Biomassa seca (Kg) 13,7

Anexo 11

Figura 12. Microscopio éptico
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Figura 13. Fotbmetro de marca Lovibong
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