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Resumo

As microalgas sdo amplamente utilizadas na aquicultura, por apresentarem alto valor
nutricional, o objetivo deste estudo foi avaliar o crescimento da microalga Navicula sp.
utilizando residuo sélido de um cultivo em sistema de biofloco, como meio de cultura. Para
tanto, foram realizados dois experimentos: o primeiro com adicdo de metais tracos ao meio
com residuo e o segundo sem adicdo de metais tragos ao meio com residuo, totalizando cinco
tratamentos (sendo um controle), com trés repeti¢fes cada: ROC100 (0% de residuo e 100%
de meio Conway); R25C75 (25% de residuo e 75% de meio Conway); R50C50 (50% de
residuo e 50% de meio Conway), R75C25 (75% de residuo e 25% de meio Conway) e
R100CO0 (100% de residuo e 0% de meio Conway). Os cultivos tiveram duracdo de 10 dias e
foram realizados em erlenmeyers com volume util de 1L, com inéculo inicial de 5x10*
cél.mL. As unidades foram mantidas sob aeracdo constante e luminosidade de 2.000 Lux, para
0 acompanhamento da densidade celular maxima (DCM), tempo de duplicacdo (TD) e a
velocidade de crescimento (K) realizaram-se contagens didrias com o auxilio da camara de
Neubauer. O pH e a temperatura foram mensurados no inicio e final dos experimentos, para as
analises estatisticas foram utilizados os testes de Cochran, Shapiro Wilk, ANOVA e Tukey (P
< 0,05). A anélise quimica do residuo sélido mostrou que o mesmo apresenta 3,83 g/L de
nitrogénio total, 1,25 g/L de fdsforo total e 0,32 g/L de enxofre. As variaveis de qualidade da
agua estiveram em concentracdes normais de cultivo. Quanto ao crescimento, mesmo nao
havendo diferenca significativa entre os tratamentos, o tratamento R50C50 apresentou maior
densidade celular no experimento com metais tracos e o tratamento R25C75 apresentou maior
densidade celular no experimento sem metais tracos, ressaltando que a presenca de metais
tracos favoreceu o crescimento da Navicula sp. O estudo mostrou que 0 meio com residuo

pode ser utilizado em qualquer proporcéo no cultivo da Navicula sp.

Palavras-chave: Tratamento de efluente; microalgas; Navicula sp.; biofloco



Abstract

Microalgae are widely used in aquaculture for their high nutritional value, the objective of this
study was to evaluate the growth of microalgae Navicula sp. using a solid residue biofloco
cultivation system as culture medium. Therefore, two experiments were conducted: the first
with the addition of trace metals to the environment with waste and the second without the
addition of trace metals to the environment with waste, totaling five treatments (one control)
with three replicates each: ROC100 (0% residue and 100% means Conway); R25C75 (25%
waste and 75% medium Conway); R50C50 (50% waste and 50% medium Conway) R75C25
(75% waste and 25% medium Conway) and R100CO (100% and 0% residue Conway
medium). The crops had 10 days duration and were conducted in Erlenmeyer flasks with a
volume of 1L, with initial inoculum of 5x10* cél.mL. The units were kept under constant
aeration and luminosity of 2.000 lux, for monitoring the maximum cell density (DCM),
doubling time (DT) and growth rate (K) were held daily counts with the help of a Neubauer
chamber. The pH and temperature were measured at the beginning and end of the
experiments, for statistical analysis tests were used Cochran, Shapiro Wilk, ANOVA and
Tukey (P<0.05). Chemical analysis of the solid residue showed that it has 3,83 g/L of total
nitrogen, 1,25 g/L total phosphorus and 0,32 g/L of sulfur. Water quality variables were in
normal concentrations of cultivation. As for growth, even with no significant difference
between treatments, the R50C50 treatment showed higher cell density in the experiment with
trace metals and R25C75 treatment showed higher cell density in the experiment without trace
metals, noting that the presence of trace metals favored growth Navicula sp. The study
showed that the medium with residue can be used in any proportion in the cultivation of

Navicula sp.

Keywords: wastewater treatment; microalgae; Navicula sp .; biofloc.
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1- Introducéo Geral

No ambito da aquicultura, a carcinicultura € uma das atividades de maior
importancia econbémica no mundo, representando grande rentabilidade ao setor.
Segundo dados da FAO, em 2012 a producdo aquicola mundial foi de 90,4 milhdes de
toneladas, dos quais 6,4 milhdes foram gerados de crustaceos (FAO, 2014). No Brasil, a
principal espécie cultivada € o camardo branco do Pacifico (Litopenaeus vannamei), em
2014 a producéo foi de aproximadamente 65.018 t evidenciando o grande potencial do
pais nessa atividade (IBGE, 2014).

Entretanto, o desenvolvimento desordenado do setor pode causar problemas
ambientais como destruicdo de mangues e vegetacGes costeiras, disseminacdo de
doencas, introducdo de espécies exdticas além da geracdo de efluentes ricos em
nutrientes e matéria organica (PRIMAVERA, 2006).

Para tentar minimizar os impactos ambientais causados pela atividade, faz-se
necessario a utilizacdo de sistemas de cultivo que minimizem a renovacdo de agua,
reduzindo o uso dos recursos hidricos, a transmissdo de doencas e a emissdo de
efluentes diretamente no meio ambiente tornando a atividade sustentavel
(KRUMMENAUER et al., 2012).

Novas tecnologias de cultivo em sistemas fechados vém sendo desenvolvidas a
nivel mundial, dentre elas destaca-se o sistema BFT (Biofloc Technology). Esse sistema
é baseado em zero troca de agua e na presenca de agregados microbianos. Para a
formagdo do meio heterotrofico e o desenvolvimento do floco o sistema deve ser
fertilizado, com fontes ricas em carbono orgénico objetivando manter a relacdo C:N
entre 14 e 30:1 (WASIELESKY et al., 2006; AVINMELECH, 2009).

Apesar das vantagens dos cultivos em sistemas fechados, suas aplicacdes em larga
escala nem sempre s@o vidveis economicamente, visto que 0S custos operacionais sdo
elevados (BOYD, 2003; PIEDRAHITA, 2003). Alem disso, maiores quantidades de
racdo ndo consumida e metabolitos tdxicos ficam na agua tornando o risco de impacto
ambiental negativo mais elevado (PIEDRAHITA, 2003). Portanto, faz-se necessario a
remocao e tratamento dos sélidos gerados nesses sistemas de cultivo (MARTINS et al.,
2010) visando reduzir a carga de efluentes nos tanques de cultivo e, ainda, tornar
possivel a producdo de lodo concentrado e de volume reduzido para permitir uma maior
facilidade em seu tratamento (CRIPPS e BERGHEIM, 2000).
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A liberacdo de efluentes diretamente no meio ambiente sem um tratamento prévio
acarreta a perda de nutrientes importantes o que reduz a rentabilidade dos cultivos. O
desenvolvimento de estratégias que reduzam os residuos dos viveiros € um dos maiores
desafios dos produtores de camario (CASILLAS-HERNANDEZ et al., 2006).

Durant et al. (2011) destacam que antes do descarte dos efluentes no meio
ambiente, é importante que haja um tratamento com o objetivo de adequé-los aos
padrbes de emissdo exigidos pelos 6rgdos reguladores. Para essa finalidade é comum a
utilizacdo de decantadores, que sdo capazes de conter os biossolidos formados e
produzirem um efluente clarificado (HINSHAW e FORNSHELL, 2002; FONTENOT
et al., 2007).

Os efluentes gerados nos sistemas de cultivo de bioflocos também apresentam um
grande potencial para o seu emprego em cultivos de outros organismos (ATTASAT et
al., 2013). Diversos organismos ja foram testados no tratamento de efluentes gerados
por inddstrias e criacdes de animais (ERLER et al. 2004), entre eles encontram-se 0s
moluscos (SHPIGEL e NEORI, 1996; NEORI et al., 1998; LEFEBVRE et al., 2000;
RAMOS et al., 2010), as macroalgas (PAGAND et al., 2000; NELSON et al., 2001,
JONES et al., 2002; PAUL e DE NYS, 2008), plantas halofitas (WEBB et al., 2012) e
as microalgas (PUN et al., 1995; ATTASAT et al., 2013).

Segundo GODOS et al. (2011) as microalgas podem exercer um papel
fundamental quando relacionadas ao tratamento de efluentes. Além de reduzir os
compostos quimicos presentes na agua (nitrogénio, fésforo, enxofre) (CRAB et al.,
2007), também proporcionam uma melhoria na qualidade da agua (LAVENS e
SORGELOOS, 1996).

As microalgas também sao utilizadas nos estagios iniciais de desenvolvimento de
larvas de camardo marinho, porque na sua maioria apresentam valores elevados de
acidos graxos poliinsaturados (PUFASs), principalmente docosaexaentico (DHA) e
eicosapentaenoico (EPA) (SILVA e MENDES, 2006) sendo as diatoméceas 0 grupo
mais utilizado por possuirem esses nutrientes essenciais ao crescimento e sobrevivéncia
dos camardes (DANTAS et al., 2007).

A microalga do género Navicula é amplamente utilizada na aquicultura, estando
entre os principais géneros utilizados como alimento vivo (LOURENCO, 2006).
Coombs e Volcani (1968) observaram altas taxas dos monossacarideos xilose, manose,
fucose e acido glucordnico na Navicula pelliculosa. Por ser uma microalga bent6nica, a

Navicula sp. desempenha um importante papel na alimentacdo de camardes. Moss e
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Pruder (1995) mostraram que diatomaceas da ordem centrales e penales proporcionam
um melhor desempenho zootécnico Litopenaeus vannamei criados em viveiros
intensivos.

Diante do exposto, objetiva-se utilizar o residuo sélido gerado num sistema de
bioflocos como meio de cultura para a producdo da Navicula sp., visto que as
microalgas apresentam alto potencial no tratamento desses efluentes além da sua
utilizacdo na suplementacédo alimentar de boa qualidade no cultivo de peneideos.

2- Objetivos

2.1- Objetivos geral

Contribuir com o aprimoramento das técnicas de aproveitamento dos residuos
solidos provenientes de cultivos em sistema de bioflocos como meio de cultura para a

microalga Navicula sp.

2.2- Objetivos especificos

1. Caracterizar o residuo solido de um cultivo em sistema BFT;

2. Avaliar a reutilizacdo do residuo solido para a producgdo da microalga Navicula sp.;

3. Avaliar o crescimento, taxa de crescimento e tempo de duplicacdo da microalga

Navicula sp. com utilizacéo de diferentes proporcdes de residuo soélido;

3- Revisao de literatura

Sistema BFT (Biofloc Tecnology System)

No Brasil, o sistema de cultivo de camardo predominantemente utilizado é o
autotrdfico. Esse tipo baseia-se no uso de sistemas semi-intensivos onde sdo realizadas
fertilizagBes inorgénicas, trocas regulares de &gua e oferta de racdo com alto nivel de
proteina bruta. No entanto, nos ultimos anos, objetivando, uma producdo mais

sustentavel e com maior biosseguridade, surgiu o sistema BFT (Biofloc Tecnology
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System) gque vem sendo estudado em algumas partes do mundo (MONTEIRO, 2008),
nesse sistema ocorre zero troca de agua e parte dos nutrientes produzidos no cultivo é
reciclado e aproveitado na alimentacdo dos organismos cultivados.

Entre os principais critérios para justificar a utilizacdo do sistema BFT estdo: a
producdo de organismos aquaticos de forma sustentdvel, dentro dos padrdes de
biosseguridade, reducdo de efluentes e utilizacdo de pequenas &reas para a realizacdo
dos cultivos (CRAB et al., 2012).

O sistema ¢ baseado na presenca de agregados microbianos (bioflocos) que sédo
constituidos macroagregados formados por bactérias, microalgas, microflagelados,
zooplancton, nematdides, fungos, fezes e exoesqueleto de animais mortos, que
contribuem na suplementagdo da racdo ofertada, promovendo o aumento na taxa de
crescimento, no peso final e reduzindo o fator de conversdo alimentar dos organismos
cultivados (ZHAO et al., 2012; PEREZ-FUENTES et al., 2013). Além disso, a
comunidade bacteriana que se estabelece no sistema pode inibir a proliferacdo de
patdgenos, através da competicdo por alimento e espaco (CRAB et al., 2010).

Esse sistema de cultivo tém se tornado uma alternativa para a producédo
superintensiva do camardo, contemplando as exigéncias de uma aquicultura
ambientalmente amigavel (WASIELESKY et al., 2006). Outro ponto positivo do
sistema é que o sistema de BFT pode melhorar a atividade imunoldgica do camarao,
aumentando a sobrevivéncia em comparacdo aos cultivos realizados com renovacdes
diarias de agua (KIM et al., 2014). Os cultivos sdo realizados com altas densidades de
estocagem, produzindo elevada biomassa de camardes em &reas reduzidas, sem
renovacdo de dgua (BROWNDY et al., 2001; MISHRA et al., 2008; KRUMMENAUER
etal., 2011).

Uma das consequéncias do aumento da densidade de cultivo e a zero troca de
agua é o acumulo de residuos como ragdo, compostos nitrogenados e excretos na agua
do cultivo (BURFORD et al., 2003; VAN WYK, 2006). Os efluentes gerados nesses
sistemas caracterizam-se por apresentarem altas concentracdes de nitrogénio (N),
fosforo (P) e material em suspensdo (HOPKINS et al. 1993; MCINTOSH et al. 2001;
JACKSON et al. 2003; COHEN et al. 2005). De acordo com Silva et al. (2013), 39,0%
do nitrogénio e 34,1% do fosforo que entra no sistema via racao e fertilizante organico
ndo é convertido e despescado como biomassa de camarbes em sistema de bioflocos,

tornando-o uma potencial fonte de nutrientes para o cultivo de outros organismos.
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Microalgas e tratamentos de efluentes

As microalgas apresentam aplicagdes diversas, desde o seu uso na alimentagéo
humana e de animais por conta do seu elevado teor de proteina, como também na
extracdo de substancias de valor comercial para a industria de cosméticos, farmacéutica
e de alimentos. Além disso, as microalgas podem ser utilizadas como bioindicadores
ambientais, no sequestro de carbono, na producdo de biocombustiveis e por fim no
tratamento de efluentes (DERNER et al., 2006; CHIST, 2007; JACOB-LOPEZ et al.,
2008; ABDEL-RAOUF et al., 2012).

Um dos entraves na producdo das microalgas em escala comercial é o alto custo
na formulagdo dos meios de cultura convencionais, devido aos pregos elevados dos
fertilizantes quimicos utilizados (COUTTEAU, 1996). Uma alternativa ¢ a utilizacédo de
aguas residuais de outras atividades como meio de cultura para organismos foto
autotroficos, objetivando a absorcdo dos nutrientes (NOUE e PAUW, 1998; ABDEL-
RAOUEF et al., 2012). Estudos ja demonstraram a eficiéncia na remocdo de compostos
nitrogenados, fosforos e metais toxicos de aguas residuais, onde a remogéo do fosforo é
muito eficiente e requer menos investimentos quando comparada com técnicas quimicas
(HOFFMANN, 1998; AHLUWALIA e GOYAL, 2007; PITTMAN et al., 2011).

A aquicultura é uma atividade que gera quantidades relevantes de efluentes ricos
em nutrientes organicos e inorganicos, como amonia, fosforo, carbono organico e
matéria organica e que, quando descartados sem tratamento ocasionam a eutrofizacao de
corpos hidricos (PIEDRAHITA, 2003; SUGIURA et al., 2006).

A eutrofizacdo das aguas costeiras e continentais tem sido um problema comum
em diversos paises, contribuindo para um aumento na producao primaria trazendo como
consequéncia alteragbes funcionais e estruturais indesejaveis nos ecossistemas
aquaticos. Nos altimos anos, a eutrofizacdo causada pela aquicultura intensiva tem sido
alvo de discussdes e tornou-se uma preocupacao para produtores e 6rgdos de controle
ambiental, visto que a quantidade de residuos gerados pela atividade é bem elevada
(MARINHO-SORIANO et al., 2011), por esse motivo torna-se necessario que novas
técnicas de cultivo sustentdvel e de tratamento dos residuos gerados sejam
desenvolvidas visando diminuir os impactos ambientais causados pela atividade. A
utilizacdo de microalgas surge como alternativa, uma vez que assimilam os nutrientes

disponiveis no efluente gerado pela aquicultura.
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A utilizacdo de microalgas em processos de biorremediacdo de efluentes foi
inicialmente proposta por Oswald e Gotaas (1957), mas foi a partir da década de 80 que
as pesquisas ganharam impulso (PROULX & DE LA NOUE, 1988; OSWALD, 1988).

A aplicacdo das microalgas no tratamento de efluentes tem como objetivo
remover 0s compostos nitrogenados e fosforo que podem ocasionar a eutrofizacdo nos
corpos hidricos receptores (RUIZ-MARTINEZ et al., 2012).

Pittman et al. (2011), mostraram que as microalgas podem desenvolver-se em
diferentes efluentes sob condicdes diversas, como: efluentes agropecudarios, aguas
residuais de estacdes de tratamentos de efluentes domésticos, efluentes industriais e
meios sintéticos. Apesar da aplicagdo de microalgas no tratamento de efluentes ainda
ser reduzida, em todo o mundo as algas sdo utilizadas no tratamento de &guas residuais,
entretanto, em pequena escala (WANG et al., 2010).

Estudos recentes constataram que as microalgas apresentam alto potencial na
remocao de nitrogénio e fosforo de efluentes, esses nutrientes quando removidos podem
ser incorporados na célula das algas. O cultivo de microalgas em efluentes apresentam
vantagens combinadas de tratamento do efluente e, consequentemente a producdo da
biomassa algal (LAM e LEE, 2012; CHRISTENSON e SIMS, 2011).

Segundo Kim et al. (1998), a microalga Chlorella vulgaris, ap6s quatro dias de
incubacdo, foi capaz de remover 95,3% de nitrogénio e 96% de fosforo de efluentes
suinos tratados secundariamente. Ja Kumar et al. (2010) observaram que a microalga C.
vulgaris foi capaz de remover mais de 85% da amoénia total de um efluente de
suinocultura durante um cultivo de dez dias.

Méndez (2003), utilizando a Chlorella ssp. no tratamento de efluente de aguas
residuais de lagoas de oxidacdo com tratamento secundario da planta do Rio Frio,
observou uma remocdo de 75,33% de fosforo total e 70,61% de nitrogénio amoniacal.
Traviesco et al. (2008) estudando a utilizacdo de microalgas em reator anaerobico no
tratamento de efluentes de destilarias observou que as microalgas foram capazes de
remover 90,2% de nitrogénio organico, 84,1% de amdnia e 95,5% de fdsforo total.

Sendo assim, a realizagdo de estudos onde utilizem os efluentes gerados na
carcinicultura como meio de cultura para o cultivo de microalgas torna-se uma

alternativa para diminuir o descarte desses efluentes sem tratamento no meio ambiente.
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4- Artigo cientifico

4. 1 - Artigo cientifico |

Os resultados obtidos do trabalho experimental dessa dissertacdo sdo
apresentados no artigo intitulado: Caracterizacao e reutilizacdo do residuo sélido de
um cultivo em sistema de biofloco para producdo da Navicula sp., que se encontra
em anexo.

Artigo cientifico a ser encaminhado a Revista [Boletim do
Instituto de Pesca, ISSN: 1678-2305]
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RESUMO

Objetivou-se avaliar o crescimento da Navicula sp. utilizando residuo sélido de um cultivo
em sistema de bioflocos como meio de cultura. Para tanto, foram realizados dois
experimentos, com e sem metais tracos, totalizando cinco tratamentos e trés repeti¢cdes cada:
ROC100 (100% Conway); R25C75 (25% residuo e 75% Conway); R50C50 (50% residuo e 50%
Conway), R75C25 (75% residuo e 25% Conway) e R100C0 (100% residuo). Os cultivos foram
realizados em erlenmeyers de 1L durante 10 dias, com foto periodo integral e inoculo inicial
de 5x10* cél.mL-1. Realizaram-se contagens didrias para acompanhamento da densidade
celular méxima, tempo de duplicagdo e velocidade de crescimento. O pH e temperatura
foram mensurados no inicio e final dos experimentos. Para as analises estatisticas utilizaram-
se os testes de Cochran, Shapiro Wilk, ANOVA e Tukey (P < 0,05). O pH e temperatura
mantiveram-se dentro dos padrdes de cultivo nos dois experimentos. O meio com residuo na
proporcao de 25, 50, 75 e 100% mostrou-se satisfatério para o desenvolvimento da Navicula

sp. ressaltando que a presenca de metais tragos favoreceu o crescimento da espécie.

Palavras-chave: tratamento de efluente; microalgas; crescimento.
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CHARACTERIZATION AND REUSE OF WASTE SOLID AN CULTIVATION IN
BIOFLOC SYSTEM FOR PRODUCTION Navicula sp.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the growth of Navicula sp. using a solid residue bioflocos
cultivation system as culture medium. Therefore, two experiments were performed with and
without trace metals, totaling five treatments and three repetitions each: ROC100 (100%
Conway); R25C75 (25% residue and 75% Conway); R50C50 (50% residue and 50% Conway)
R75C25 (75% residue and 25% Conway) and R100C0 (100% residue). The cultures were
performed in Erlenmeyer flasks of 1 L for 10 days, with full photoperiod and initial inoculum
of 5x10* cél.mL1. Daily counts were carried out to monitor the maximum cell density,
doubling time and growth rate. The pH and temperature were measured at the beginning
and end of the experiments. For statistical analysis we used the test Cochran, Shapiro Wilk,
ANOVA and Tukey (P <0.05). The pH and temperature remained within the cropping
patterns in the two experiments. The medium with the proportion of residue 25, 50, 75 and
100% was satisfactory for the development of Navicula sp. pointing out that the presence of

trace metals favored the growth of the species.

Keyword: wastewater treatment; microalgae; growth.



53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

ABREU, J. L. Utilizacdo do efluente e residuo sélido... 30

INTRODUCAO

As microalgas sdo microrganismos fotossintetizantes que tem apresentado um grande
potencial para minimizar problemas ambientais emergentes como efeito estufa e poluicao
através de dguas residuédrias (RAWAT et al., 2011). Além disso, podem ser utilizadas na
producado de cosméticos, farmacéuticos e para fins alimentares (HARUN et al., 2010). A sua
biomassa também é uma importante fonte de alimento para o cultivo de diversos organismos
aquaticos, sobretudo em sistemas de larvicultura de camardes, moluscos e peixes marinhos
(LAVENS et al., 1996).

Um dos principais entraves na produgao comercial de microalgas é o uso de produtos
quimicos de alto valor na formulacdo dos meios de cultura convencionais (LAVENS et al.,
1996). A utilizagdo de meios de cultura com formulacao baseada em residuos diversos torna-
se uma alternativa para reduzir os custos de produgdo, visto que para o desenvolvimento
celular as microalgas utilizam compostos organicos favorecendo o tratamento de residuos
através da reducao de compostos como nitrogénio e fésforo que estdo presentes em altas
concentragdes nos efluentes (MIYAWAKI, 2014).

Sendo assim, a interacdo entre a producdo de microalgas e a utilizacdo de efluente
como meio de cultura pode ser considerada uma estratégia vidvel na reducdo dos custos de
producao. Visto que, as microalgas tém a capacidade de assimilar poluentes orgénicos e
inorganicos dos efluentes e converté-los em componentes celulares, tais como lipidios e
carboidratos (SUALI e SARBATLY, 2012).

O uso de 4guas residuais ricas em compostos nitrogenados provenientes de sistemas
tradicionais de aquicultura possui grande potencial como meio de cultura para microalgas
(CRAB et al., 2007; TERMINI et al., 2011; WEBB et al., 2012; ABDELAZIZ et al., 2014).

Nos sistemas de bioflocos altas densidades de estocagem sao utilizadas, promovendo
uma maior produtividade por drea ao final do ciclo (TAW, 2010; CRAB et al., 2012). Neste
sistema de cultivo pode-se reutilizar a agua reduzindo o risco de introdugdo de doencas
(TACON et al., 2002; WASIELESKY et al., 2006; CRAB et al., 2012). Entretanto devido as altas
densidades de estocagem e reducdo na troca de &gua, ocorre o acimulo de nutrientes,
principalmente nitrogénio e fésforo na agua de cultivo (KRUMMENAUER et al., 2011).

De acordo SILVA et al. (2013) 39.0% do nitrogénio e 34.1% do fésforo que entra no
sistema via ragdo e fertilizante orgéanico ndo é convertido e despescado como biomassa de
camardes em sistema de bioflocos. Além disso, altos niveis de lodo (COYLE et al., 2011),

demanda quimica e bioquimica de oxigénio (SAMOCHA et al., 2007; MISHRA et al., 2008) e
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solidos suspensos totais e voléateis (VINATEA et al., 2010a), sao observados em sistema
intensivo sem troca de agua.

A microalga do género Navicula é uma diatomdacea bentonica amplamente utilizada na
aquicultura, estando entre os principais géneros utilizados como alimento vivo
(LOURENCO, 2006). KHATOON et al. (2009), observaram altas taxas de proteina bruta,
lipidios, carboidratos quando cultivadas em meio de cultura Conway. MARINHO et al.
(2014) e BRITO et al. (2015) observaram que Navicula sp. adicionada ao sistema de bioflocos
proporcionam um melhor desempenho zootécnico do Litopenaeus vannamei. Entretanto nao
existem estudos sobre a utilizacdo de residuos sélidos do sistema de bioflocos no crescimento
desta microalga e sua futura utilizacdo como alimento para pos-larvas de camarao.

Diante do exposto, objetivou-se utilizar o residuo sélido produzido no sistema de cultivo
de Litopenaeus vannamei em sistemas de bioflocos como meio de cultura para a producado da

microalga Navicula sp., possibilitando redugao nos custos de producao.

MATERIAL E METODOS
Delineamento Experimental

Dois experimentos foram realizados para avaliar a utilizacdo de residuos sélidos de um
cultivo de L. vannamei em sistema de bioflocos na producao de Navicula sp. O experimento 1
avaliou o meio de cultura de residuo sélido versus o meio Conway, ambos com metais
tracos. Enquanto o experimento 2 avaliou o meio de cultura de residuo sélido versus o meio
Conway ambos sem metais tragos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e contaram de cinco
tratamentos, incluindo um controle, com trés repeticdes cada, totalizando 15 unidades
experimentais por experimento. Os tratamentos foram: ROC100 (meio Conway); R25C75
(25% de meio de residuo e 75% de meio Conway); R50C50 (50% de meio de residuo e 50% de
meio Conway), R75C25 (75% de meio de residuo e 25% de meio Conway) e R100C0O (meio de
residuo).

Cultivo da Microalga

A microalga Navicula sp. foi obtida do banco de cepas do Laboratério de Producao de
Alimento Vivo (LAPAVI) da Universidade Federal Rural de Pernambuco e foram cultivadas
em Erlenmeyers com 1L de d4gua marinha (salinidade 30), em sistema semi-continuo com
fotoperiodo integral e intensidade luminosa de aproximadamente 2.000 lux gerada por

lampadas fluorescentes, com duracdo de 10 dias. Uma mangueira foi inserida em cada
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unidade experimental e conectada a um soprador (Boyu air-pump S-4000B, Raoping, China)
gerando bolhas de ar para manter as células em suspensdo. As unidades experimentais
foram mantidas em uma sala a temperatura ambiente (+ 30°C).

Antes de iniciar os experimentos a agua do mar foi clorada com 0,020 ppm de hipoclorito
de sédio durante 1,5 horas e, em seguida, desclorada com solucdo de tiossulfato de sédio
0,025 ppm (MAGNOTTI et al., 2015), apés esse processo a dgua foi autoclavada a uma
temperatura de 120°C por 15 minutos.

Para cada tratamento o inoculo inicial foi de 5x10* cél. mL! de Navicula sp. Além do meio
de cultura Conway e do meio de residuo sélido, também foram adicionadas solucdes de
silicato de sédio (2,0 mL.L?) e de vitaminas cianocobalamina e biotina (0,5 mL.L?) nas
unidades experimentais.

Obtengio, caracterizagio e secagem do residuo solido.

Os residuos solidos foram provenientes de um tanque de cultivo de juvenis
(aproximadamente 4,0g) de camardes marinhos Litopenaeus vannamei em sistema de bioflocos
com 500 camardes m2, no 42° dia de cultivo e com 206 mg L-! de s6lidos suspensos totais.

O efluente foi coletado com um recipiente plastico com volume de 50L. Apds a coleta, a
agua foi submetida a sedimentagdo dos solidos por 60 minutos (MAGNOTTI et al., 2015). O
sobrenadante foi retirado e o material precipitado foi colocado em estufa a 60°C para
secagem, por 24 horas. Depois de seco, o residuo foi macerado até virar um pé.

Amostras do residuo solido foram coletadas e encaminhadas ao Laboratério de
saneamento ambiental (LSA) no Departamento de Engenharia Civil na Universidade Federal
de Pernambuco para determinacdo de Nitrogénio Total, Enxofre e Fésforo Total de acordo

com APHA (1995).

Preparagio dos meios de cultura

Para a obtencdo de um meio de cultura compativel em nivel de concentracdo de
macronutrientes (Tabela 1), foram realizados célculos estequiométricos a partir da
quantidade de nitrato e fosfato encontrada no meio Conway, sendo feita uma relacao para

estimar a quantidade necessaria do residuo sélido para a preparacao do meio.

Tabela I. Composi¢do de macronutrientes do meio Conway
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Macronutrientes Quantidade
EDTA 90,00g
H3BOs 67,20g

NaNO; 200,00g
Na>HPO, 40,00g
MnCl 0,72¢g
FeCl, 2,60g

A partir de célculos estequiométricos foi encontrado que na formulagdo de 2 L de meio
Conway ha 146 g de nitrato e 14 g de fosfato, assim sendo, considerou-se que no residuo
s6lido também havia as mesmas quantidades. Para tanto, foi utilizado 8 g do residuo sélido
em 100 mL de dgua destilada. Apds a diluicdo do residuo o meio foi autoclavado a 120°C por
15 minutos.

Para o primeiro experimento, tanto no meio Conway quanto no meio de residuo, foi
adicionada uma solucdo de metais tracos (Tabela 2) na sua formulacdo. Para 2 L de meio
Conway foi adicionado 2 mL da solucdo e para 100 mL do meio de residuo foi adicionado 0,1
mL da solucéo.

Tabela II. Composicao da solugdo de metais tracos para 10 mL de dgua destilada.

Metais tracos Quantidade
ZnCl, 0,21g
CoClL2.6HO 0,20g
CuSO4.5H0O 0,20g

Crescimento da microalga

Para avaliar o crescimento realizaram-se contagens didrias, com o auxilio da cdmara de
Neubauer, onde foi analisada a densidade celular maxima (DCM) que é o dia de cultivo com
méaxima densidade celular, tempo de duplicacdo (TD) que é o tempo gasto para a divisao
celular e a velocidade de crescimento (K) que é o numero de divisdo celular/dia,
determinada através da equacdo citada por STEIN (1973). O pH e a temperatura foram
medidos no primeiro e tltimo dia de cultivo, com o auxilio de um pHmetro digital e um

multiparametro, respectivamente.
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Analise estatistica

Foram realizados testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Cochran)
dos dados. Em seguida os dados foram submetidos a Anélise de Variancia (ANOVA), com
nivel de significincia (P>0,05). Os dados foram analisados pelo programa estatistico

ASSISTAT 7.7.

RESULTADOS
Caracterizacio do residuo solido
As analises realizadas com o residuo sélido mostraram que o mesmo apresenta 3,83

g/L de nitrogénio total, 1,25 g/L de fésforo total e 0,32 g/L de enxofre.

pH e Temperatura

Nos experimentos 1 e 2 o pH apresentou um aumento entre o inicio e final do cultivo,
onde no experimento 1 inicialmente o menor pH foi observado no tratamento R0OC100 e o
maior nos tratamentos R50C50, R75C25 e R100C0, ja no final do cultivo o menor pH foi
observado no tratamento ROC100 e o maior no tratamento R100C0. No experimento 2
inicialmente o menor pH foi observado no tratamento ROC100 e o maior no tratamento
R100CO0, ao final do cultivo o menor pH foi observado no tratamento R25C100 e o maior no
tratamento R100CO, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos (p>0,05) em
ambos os experimentos. Todos os valores de pH dos experimentos 1 e 2 estdo sumarizados
na Tabela III.

Tabela III. Valores do pH inicial e final dos experimentos 1 e 2

pH

Experimento 1 Experimento 2

Tratamentos  Inicial Final Inicial Final
R0OC100 840,132 87+028 82+0,01= 8,6+0,02
R25C75 860,060 92+0,08 826+0,072 8,530,142
R50C50 86+0,11a 9,1+0,232 825+0,01= 8,56+ 0,042
R75C25 85+0,022 9,0+0072 820,08  87+0,0a
R100C0 86+0,16a 93+021a 827+0,060 85+0,23
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A temperatura também apresentou um aumento entre o inicio e final dos cultivos nos
experimentos 1 e 2, onde no experimento 1 inicialmente a menor temperatura foi observada
nos tratamentos ROC100 e R100CO e a maior temperatura no tratamento R25C75, ja no final
do cultivo a menor temperatura foi encontrada no tratamento R100CO e a maior no
tratamento R25C75. No experimento 2 a menor temperatura no inicio do cultivo foi
observada no tratamento R75C25 e a maior foi observada no tratamento R100C0, ao final do
cultivo a menor temperatura foi encontrada no tratamento R25C75 e a maior foi observada
no tratamento R50C50, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos (p>0,05) em
ambos os experimentos. Todos os valores de temperatura dos experimentos 1 e 2 estdo

sumarizados na Tabela IV.

Tabela IV. Valores da temperatura inicial e final dos experimentos 1 e 2.

Temperatura

Experimento 1 Experimento 2

Tratamentos Inicial Final Inicial Final
ROC100 292+0,28 30,2%0,072 29,06+0,11= 29,66 £ 0,062
R25C75  29,4+0,132 32,3£1,272 28,92+0,042 29,37 £0,102
R50C50 29,3+0,20a 32+0,852 28,99+0,12a 29,71+0,132
R75C25  293+0,17= 31,9+0,78» 28,86+0,30a 29,46 +0,72a
R100C0  292+0,172 29,4+0,14= 29,070,072 29,42 £ 0,492

Crescimento da microalga

No experimento 1 o valor maximo de densidade celular (DCM) foi encontrada no
tratamento R50C50 e atingida no sétimo dia de cultivo, por outro lado o tratamento R100CO
apresentou o menor valor de densidade celular maxima no sexto dia de cultivo. Os demais
tratamentos alcancaram valores maximos de densidade celular intermedidrio aos valores
citados anteriormente. Nao foi observada diferenca significativa para a densidade celular
maxima entre os tratamentos (P>0,05).

No experimento 2 a melhor DCM foi observada no tratamento ROC100 e foi alcangada
no quarto dia de cultivo e o R75C25 foi o tratamento que apresentou a menor DCM no
terceiro dia de cultivo. Os demais tratamentos alcancaram valores maximos de densidade

celular intermedidrio aos valores citados anteriormente. Também ndo foi observada
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diferenca significativa para a densidade celular maxima entre os tratamentos (P>0,05). Todos
os valores de densidade celular maxima estao sumarizados na Tabela IV.

Mesmo ndo apresentando diferenca significativa entre os tratamentos, foi possivel
observar que no experimento 1 o tratamento R50C50 se destacou em relagdo aos demais
alcancando uma maior DCM. Também se observa que o crescimento da Navicula sp. entre os
tratamentos ndo foi tdo inferior quando comparado com o tratamento ROC100, indicando que
a microalga se adaptou bem as diferentes proporcdes de meio com residuo sélido.

Diferindo do experimento 1, mesmo nado apresentando diferenca significativa entre os
tratamentos, no experimento 2 o tratamento ROC100 alcancou uma maior DCM, enquanto
que o tratamento R25C75 apresentou a segunda maior DCM se destacando dos demais
tratamentos. Foi observado que nos tratamentos R75C25 e R100C0O a microalga Navicula sp.
nao se adaptou bem, apresentando densidades celulares bem menores que os demais
tratamentos.

Tabela V. Valores da densidade celular maxima (DCM) dos experimentos 1 e 2.

DCM (cél.mL1)
Tratamentos Experimento1l  Experimento 2
R0C100 320x104a 240,6x104a
R25C75 290x1042 176,8x1042
R50C50 487,5x10%42 118,8x104a
R75C25 398,3x1042 29,8x104a
R100C0 285,1x104 29,3x104a

Quanto a velocidade de crescimento (K) e o tempo de duplicagio (TD) no
experimento 1 observou-se que o tratamento ROC100 apresentou a maior velocidade de
crescimento (0,6 + 0,08 divisdo/dia) e o menor tempo de duplicacdo (1,7 £ 0,21 dias).
Enquanto o tratamento R50C50 apresentou a menor velocidade de crescimento (0,4 + 0,16
divisao/dia) e o tratamento R25C75 apresentou o maior tempo de duplicacao (3,2 £ 1,69
dias). A velocidade de crescimento e o tempo de duplicacdo ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos (P>0,05).

No experimento 2 os tratamentos ROC100, R75C25, R50C50 e R25C75 apresentaram a
mesma velocidade de crescimento de 0,4 divisdo/dia, mas o menor tempo de duplicacdo foi

de 2,3 £ 0,20 dias observado no tratamento ROC100. Enquanto que a menor velocidade de
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crescimento (0,2 = 0,06 divisdo/dia) e o maior tempo de duplicacdo (4,9 + 1,21 dias)
ocorreram no tratamento R100C0. Também ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos (P>0,05). Todos os valores da velocidade de crescimento e do tempo de
duplicagdo no primeiro e segundo experimentos estdo sumarizados na Tabela V.

Tabela VI. Valores médios da velocidade de crescimento (K) e do tempo de duplicacdo (TD)

dos experimentos 1 e 2.

Experimento 1

Experimento 2

Tratamentos K (div.dia?) TD K (div.dia?) TD
RO 06+0,08 1,7+0,21* 04+0,04 23+0,202
R25 05+0,10* 32+169  04+010° 34+156°
R50 04+016* 25+0,79° 04+010° 2,6+0,63°
R75 05+0,04 19013 04+013* 3,0+1,20°
R100 05+0,06° 18+0,19 02006 49+1,21°
DISCUSSAO

A quantidade de nitrogénio total encontrada no residuo sélido foi 20 vezes menor
que o valor estimado (146g em 2 L de meio) através da composicdo do meio Conway, mas
mostrou-se satisfatério no desenvolvimento celular da espécie. O nitrogénio é um dos
principais elementos do metabolismo dos ecossistemas aquaticos, porque participa na
formagdo de proteinas, sendo um componente importante no desenvolvimento das
microalgas. Pode ser encontrado na forma inorganica (nitrato, nitrito e amonio), e na forma
organica (ureia, aminoacidos livres e peptideos) (PADISAK, 2004).

Assim como o nitrogénio total, a quantidade de fésforo encontrada no residuo solido
foi 5 vezes menor que o valor estimado (14g em 2 L de meio) através da composigdo do meio
Conway. O fésforo também desempenha um importante papel nos processos metabodlicos
celulares, representando cerca de 1% do peso seco celular e participa na formacdo de
componentes estruturais e funcionais necessarios para o desenvolvimento e crescimento das
microalgas (GOLDMAN, 1981).

O enxofre, quando associado ao fésforo e ao nitrogénio torna-se vital as células
vegetais porque participam da constituicdo de alguns aminoacidos essenciais (cistina e
metionina) vitaminas e sulfolipideos (BECKER, 1995). Sendo assim, é possivel diminuir os

custos de produgado da Navicula sp. utilizando o meio de cultura com residuo sélido, visto
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que 0 mesmo possui em sua composi¢do os principais nutrientes (nitrogénio e fésforo), para
o desenvolvimento celular da espécie.

A utilizacdo do residuo sélido de um sistema de cultivo de camardes em bioflocos,
pareceu ndo causar modificagdo na concentracdo do pH no meio de cultivo, pois o pH e a
temperatura em ambos os experimentos ficaram dentro dos valores recomendados, e nao
influenciaram os tratamentos estudados. Segundo VALIENTE e LEGANES (1989) a faixa
ideal de pH para que ocorra a realizacdo do processo da fotossintese situa-se entre 7,5 e 10,
com limites minimos entre 6,5 e 7,0 e maximos entre 9,5 e 10.

Segundo LEE et al. (2006), o aumento do pH é um indicador do consumo de carbono
inorganico pelo crescimento celular. Em culturas de microalgas, a variacdo de pH ocorre
devido a solubilizagdo e consumo do diéxido de carbono, degradacdo de metabdlitos
produzidos e ao consumo de substratos (GRIMA, 1999). O pH é um fator importante nos
cultivos de microalgas porque valores elevados podem modificar a permeabilidade da
membrana celular, afetando o transporte idnico intra e extracelular e o equilibrio quimico do
meio de cultura (BOYD, 1995; VINATEA, 2010b).

Quanto a temperatura, segundo JHA (1977) a Navicula cuspidata apresentou um
melhor crescimento quando cultivada com temperatura variando de 25 a 39° C. Segundo
BORGHETTI (2009) a temperatura é um fator que afeta diretamente o crescimento das
microalgas, porque age diretamente na estrutura dos componentes celulares como proteinas
e lipideos. A maioria das espécies de microalgas sobrevive em uma ampla faixa de
temperatura, mas o aumento na sintese orgénica sO ocorre na faixa 6tima de crescimento, que
apresenta variagdes de acordo com a espécie (OSHE et al., 2007; GRESSLER, 2011).

Em relacdo ao crescimento da microalga, assim como observado no experimento 1,
onde o tratamento R50C50 apresentou uma densidade celular méxima maior que o
tratamento com meio Conway, SILVA (2014) cultivando Scenesdesmus em esgoto sanitario
biodigerido nas concentragdes de 10, 15 e 25%, com indculo inicial de 202x10* cél.mL-
observou ap6s 21 dias de cultivo que o tratamento com 25% de esgoto também obteve uma
densidade celular méxima de 1.573x10* cél.mL! sendo maior que o tratamento controle
(meio CHU modificado).

VENDRUSCULO (2009), trabalhando com residuos biodigeridos de aves e suinos no
cultivo da Scenesdesmus quadricauda também observou valores de ntimero de células maiores

que o meio CHU. Os valores maximos de densidade celular foram 103x10* cel. mL! com o
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meio CHU; 106x10* cel. mL-! para o meio com efluente suino e 133x104 cel. mL-! para o meio
com efluente de aves.

MAGNOTTT et al. (2015) ao cultivar as microalgas Chaetoceros muelleri, Nannochloropsis
oculata, Tetraselmis chuii em agua residudria de cultivo de camarao marinho em sistema BFT
observou que a espécie T. chuii apresentou melhor desempenho em todos os pardmetros de
crescimento.

Comparando os valores de densidade celular maxima nos experimentos 1 e 2 foi
observado que no experimento 2 esses valores foram inferiores para todos os tratamentos,
essa diminui¢do na DCM pode ser explicada pela auséncia dos metais tragos, visto que no
experimento 2 esses elementos ndo foram adicionados a composi¢do dos meios de cultura.

CHEN et al. (2011) realizaram um estudo onde testaram a influéncia de alguns
nutrientes no cultivo da microalga Dunaliela Tertiolecta, a partir da caréncia de algum desses
elementos na nutricdo da microalga. Foram estudados vérios grupos, cada um deles sem
algum elemento, como cobalto, fésforo, ferro, molibdénio, manganés, entre outros. Ao final
do cultivo, foi observado que o fosfato e metais tragos como ferro, molibdénio, cobalto e

manganés sao fundamentais para o bom crescimento no cultivo.

CONCLUSAO

Conclui-se que a utilizagdo do meio de cultura com residuo sélido proveniente de um
cultivo em sistema de bioflocos nas proporcdes 25, 50, 75 e 100% sdo satisfatério para o
desenvolvimento da microalga Navicula sp. Entretanto, a utilizagdo de metais melhora

desenvolvimento celular da microalga.
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