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RESUMO
A crescente demanda por sistemas produtivos mais sustentaveis tem impulsionado o
uso de microalgas em processos de reaproveitamento de residuos e geragéo de
biomassa de alto valor agregado. Nesse contexto, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o crescimento e a adaptabilidade da microalga Porphyridium
purpureum utilizando efluente proveniente de sistema de recirculagdo aquicola (RAS)
de Pogonias courbina como meio alternativo de cultivo. Foram realizados dois
experimentos independentes. No primeiro, em pequena escala, comparou-se o
crescimento da microalga em meio sintético f/2 e em efluente aquicola. No segundo,
conduzido em grande escala, avaliou-se o efeito da suplementagdo de ferro ao
efluente sobre o crescimento celular e a producdo de ficoeritrina. Durante os
experimentos foram monitoradas a densidade celular, taxa especifica de crescimento,
densidade O6ptica, concentracdo de ficoeritrina, temperatura e pH. Os resultados
demonstraram que a microalga foi capaz de se adaptar ao efluente aquicola,
apresentando crescimento semelhante ou superior ao tratamento controle em
diferentes fases do cultivo. No primeiro experimento, o efluente promoveu maiores
densidades celulares ao final do periodo experimental, indicando disponibilidade
continua de nutrientes. No segundo experimento, ambos os tratamentos sustentaram
o crescimento da microalga, sendo observado que a suplantagdo de ferro nao
aumentou a producdo de biomassa e ficoeritrina. O pH e a temperatura
permaneceram dentro de faixas adequadas ao desenvolvimento da espécie. De modo
geral, os resultados confirmam o potencial do efluente proveniente de sistemas de
recirculagdo aquicola como meio alternativo para o cultivo de P. purpureum,
contribuindo simultaneamente para o reaproveitamento de nutrientes, redugdo do

descarte de residuos e produgao sustentavel de biomassa microalgal.

Palavras-chave: Sistema de recirculagao aquicola; bioeconomia circular; microalgas;

ficoeritrina; Divisdo Rhodophyta



ABSTRACT

The increasing demand for more sustainable production systems has encouraged the
use of microalgae in waste reutilization processes and the production of high-value
biomass. In this context, the present study aimed to evaluate the growth and
adaptability of the microalga Porphyridium purpureum using effluent from a
recirculating aquaculture system (RAS) for Pogonias courbina as an alternative culture
medium. Two independent experiments were conducted. In the first, performed on a
small scale, microalgal growth was compared between synthetic f/2 medium and
aquaculture effluent. In the second, carried out on a larger scale, the effect of iron
supplementation in the effluent on cell growth and phycoerythrin production was
evaluated. Throughout the experiments, cell density, specific growth rate, optical
density, phycoerythrin concentration, temperature, and pH were monitored. The results
demonstrated that the microalga was able to adapt to the aquaculture effluent,
exhibiting growth similar to or greater than that observed in the control treatment during
different cultivation stages. In the first experiment, the effluent promoted higher cell
densities at the end of the experimental period, indicating continuous nutrient
availability.In the second experiment, both treatments supported microalgal growth,
and iron supplementation did not increase biomass or phycoerythrin production. The
pH and temperature remained within suitable ranges for the development of the
species throughout the cultivation period. Overall, the results demonstrate the potential
of effluent from recirculating aquaculture systems as an alternative culture medium for
P. purpureum, contributing simultaneously to nutrient recovery, reduction of waste

discharge, and sustainable microalgal biomass production

Keywords: Recirculating aquaculture system (RAS); circular bioeconomy;

microalgae; phycoerythrin; Rhodophyta.
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1 INTRODUGAO

O interesse pelas microalgas tem se intensificado significativamente nas
ultimas décadas, impulsionado pela sua versatilidade biotecnoldgica e relevancia
ecologica. Esses microrganismos fotossintetizantes sdo capazes de converter dioxido
de carbono (CO.), luz solar e nutrientes minerais em biomassa rica em compostos de
alto valor agregado, como pigmentos, proteinas, lipidios e polissacarideos
(SPOLAORE et al., 2006; BRENNAN; OWENDE, 2010). Essas caracteristicas
conferem as microalgas elevado potencial de aplicagdo em diversos setores,
abrangendo desde a obteng¢do de biocombustiveis até a elaboragdo de produtos de
interesse farmacéutico, cosmético e nutracéutico (JACUINDE-RUIZ et al., 2024).

A importadncia das microalgas nédo se restringe ao uso comercial. Esses
organismos sao essenciais para a ecologia aquatica, visto que constituem a base
alimentar dos ecossistemas e colaboram ativamente para a regulagao dos ciclos de
carbono e oxigénio (LOURENCO, 2006). Entre as diversas espécies marinhas
estudadas, destaca-se Porphyridium purpureum, uma microalga vermelha unicelular
pertencente ao filo Rhodophyta. Essa espécie € amplamente reconhecida pela sua
capacidade de produzir ficobiliproteinas (como a ficoeritrina e a ficocianina),
pigmentos naturais de intensa coloragdo e grande interesse industrial
(GARCIAGOMEZ et al., 2025; LI et al., 2022).

Além disso, P. purpureum apresenta elevada capacidade de aclimatagao a
diferentes condi¢gdes ambientais, caracteristica associada a sua resiliéncia fisioldgica
e a capacidade de utilizar diferentes composi¢cées nutricionais (HAN et al., 2024;
VASILAKIS et al., 2025; ZAKER; AMERI, 2025). Dessa forma, destaca-se como uma
candidata promissora para estudos de cultivo em meios alternativos, especialmente
aqueles que utilizam efluentes de sistemas aquicolas como fonte de nutrientes
(MACEDO et al., 2021).

A necessidade de desenvolver rotas sustentaveis para o cultivo de P.
purpureum torna-se particularmente relevante no contexto da aquicultura intensiva.
Os sistemas intensivos de piscicultura empregam a tecnologia de recirculagao
aquicola (RAS), que reutiliza continuamente a agua apds filtragem e oxigenacao. Essa
estratégia eleva a eficiéncia hidrica e auxilia na diminuigdo dos impactos ambientais
da aquicultura (SAMPAIO, 2016). No entanto, apesar do tratamento interno, a agua

desses sistemas acumula residuos como compostos nitrogenados, fésforo, vitaminas,
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19 sais minerais e matéria organica, originados da alimentacao e das excregdes dos
peixes (MARTINS et al., 2010). O nitrogénio proveniente das excre¢des dos peixes e
da decomposigao da matéria organica é liberado principalmente na forma de amoénia
(NH3/NH,"), a qual é posteriormente oxidada por bactérias autotréficas em nitrito e,
subsequentemente, em nitrato (CHEN et al., 2006). Tal mecanismo justifica a
concentracéo de nitrato no efluente, o qual, apesar de ndo apresentar toxicidade para
0s peixes em pequenas doses, constitui um agente com alto potencial eutrofizante se
for descartado de modo incorreto no ambiente.

Contudo, alinhando-se aos principios da bioeconomia circular, € possivel
reverter esse cenario: os nutrientes sdo assimilados pelas microalgas, que sao
capazes de remediar e reaproveitar esses compostos, transformando um residuo em
potencial matéria-prima biotecnolégica (ABDEL-RAOUF et al., 2012; SILVA et al.,,
2017). Diante do desafio ambiental do descarte de efluentes, esta pesquisa
concentrase na agua residual dos sistemas de recirculagédo empregados na produgao
de juvenis do peixe Pogonias courbina. Essa espécie marinha nativa é de elevada
importancia econdmica e ecolégica. Também denominada “miragaia”, a P. courbina
pertence a familia Sciaenidae, tendo sua ocorréncia registrada ao longo da costa do
Atlantico Sul, estendendo-se do Brasil até a Argentina (VAZ-DOS-SANTOS;
ROSSIWONGTSCHOWSKI, 2005). Além disso, a espécie é considerada promissora
para a aquicultura marinha em fung¢ao da sua elevada adaptabilidade ao confinamento
e da qualidade superior de sua carne (SOUZA et al., 2019). P. courbina encontra-se
listada pela IUCN (Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza) como
vulneravel a extingao, devido a intensa captura durante suas migragdes e periodos de
reproducao (CHAO et al., 2015; HAIMOVICI et al., 2020; MACHADO et al., 2020).

Diante desse cenario, o desenvolvimento de técnicas de cultivo em cativeiro é
apontado como uma alternativa sustentavel para reduzir a pressédo sobre os estoques
naturais e favorecer programas de repovoamento. Assim, o uso da agua residual
desse sistema especifico justifica a relevancia do substrato para o estudo. Portanto, o
proposito central desta pesquisa consiste em mensurar o desempenho de crescimento
da microalga P. purpureum sob distintas condicdes de cultivo, empregando efluentes
gerados pelo sistema de recirculacdo da piscicultura de P. courbina, com e sem

suplementacgao de ferro.
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Dessa forma, a integracao entre o sistema de recirculagdo aquicola e o cultivo
de P. purpureum configura uma estratégia promissora para reduzir o descarte de
efluentes, promover a producdo de biomassa de alto valor agregado e incentivar
sistemas produtivos alinhados aos principios da bioeconomia circular (ABDELRAOUF
etal., 2012; SILVA etal., 2017). Com a realizagao deste estudo, pretende-se investigar
o potencial do efluente aquicola como meio alternativo para o desenvolvimento da
microalga e sua relevancia para a consolidagdo de sistemas produtivos mais limpos,
integrados e sustentaveis (ABDEL-RAOUF et al., 2012; SILVA et al., 2017).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Validar o uso do efluente proveniente de sistemas de recirculagdo aquicola
(RAS) de Pogonias courbina como meio para o cultivo da microalga Porphyridium
purpureum, avaliando a viabilidade técnica e o potencial bioecondmico da espécie em

diferentes escalas de cultivo.

2.2 Objetivos especificos
Avaliar o crescimento da microalga P. purpureum em efluente proveniente de
RAS de P. courbina;
Examinar a reprodutibilidade do uso do efluente como meio de cultivo;
Validar experimentalmente o cultivo em maior escala;
Avaliar a viabilidade do efluente proveniente de sistema de recirculagdo aquicola
(RAS) de Pogonias courbina como meio alternativo para o cultivo de Porphyridium

purpureum.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA
3.1 Microalgas

Microalgas As microalgas, ou fitopléncton, constituem a base da cadeia tréfica
aquatica, sendo responsaveis por sustentar grande parte da produtividade primaria
desses ecossistemas. Esses microrganismos fotossintetizantes apresentam uma
grande capacidade de adaptagdo a diferentes condigdes ambientais, incluindo
ambientes extremos, além de exibirem altas taxas de crescimento. Embora ocorram
predominantemente em ambientes aquaticos, as microalgas também podem ser
encontradas em superficies terrestres Umidas, evidenciando sua ampla
adaptabilidade ao ambiente (LOURENCO, 2006; MATA et al., 2010).

As microalgas englobam uma grande variedade de grupos taxonémicos,
podendo ocorrer tanto na forma de células unicelulares quanto organizadas em
colonias. A diversidade metabdlica desses organismos, aliada a possibilidade de
controlar e otimizar as condigdes de cultivo, tornam as microalgas grande relevancia
como fontes renovaveis para a producao de bioprodutos sustentaveis, consolidando
seu papel como um dos principais pilares da biotecnologia (WANG et al., 2023).

O cultivo de microalgas tem se fortalecido nesse contexto devido a sua elevada
eficiéncia fotossintética, frequentemente superior a observada em plantas terrestres.
Segundo Richmond (2004), esses microrganismos possuem a capacidade de
converter energia solar em biomassa rica em compostos organicos mesmo sob
condigdes ambientais variadas. De acordo com Spolaore et al. (2006), essa
versatilidade metabdlica possibilita a aplicagdo das microalgas em diferentes setores,
abrangendo desde a producao de biocombustiveis até a industria farmacéutica de alta
tecnologia.

Do ponto de vista nutricional, as microalgas apresentam elevado valor, sendo
fontes ricas de proteinas de alta qualidade, aminoacidos essenciais, acidos graxos
poli-insaturados, vitaminas e minerais fundamentais para o metabolismo celular. Essa
diversidade de nutrientes confere as microalgas expressivo potencial como
suplemento alimentar para animais e seres humanos, contribuindo para a correcéo de
deficiéncias nutricionais e para a otimizagcao do desempenho fisiolégico (KAVITHA et
al., 2016; TSVETANOVA; YANKQV, 2022).

Além disso, segundo Ribeiro (2016), a utilizagdo de microalgas apresenta
diversas vantagens tanto sob o ponto de vista ambiental quanto biotecnoldgico. Esses
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23 organismos destacam-se pela elevada eficiéncia fotossintética e pela alta
capacidade de fixagédo de dioxido de carbono (CO,), contribuindo para a redugéo de
gases de efeito estufa. Também apresentam altas taxas de crescimento quando
comparadas as plantas terrestres, possibilitando a rapida producdo de biomassa.
Soma-se a isso a capacidade de crescimento em meios alternativos, incluindo
efluentes ricos em nutrientes, o que reduz custos de produgao e impactos ambientais,
além de ndo competir com culturas agricolas, por ndo demandar solos férteis. Por fim,
a versatilidade metabdlica desses organismos permite direcionar a sintese de
metabdlitos por meio do controle das condi¢des de cultivo.

Divisdo Rhodophyta, grupo que reune organismos com caracteristicas

estruturais, fisiolégicas e pigmentares particulares.

3.2 Divisao Rhodophyta

A Divisdo Rhodophyta (Figura 1) compreende um dos grupos mais antigos e
diversos de algas eucaridticas fotossintetizantes, ocorrendo predominantemente em
ambientes marinhos, embora algumas espécies também sejam encontradas em agua
doce. Estima-se que mais de 7.000 espécies de algas vermelhas ja tenham sido
descritas, distribuidas em cerca de 700 géneros, apresentando ampla diversidade
morfolégica, que inclui desde formas unicelulares microscopicas até macroalgas
multicelulares de maior porte (LEE, 2008; BRODIE et al., 2017).

Do ponto de vista fisiologico, as roddfitas apresentam um sistema fotossintético
altamente especializado, no qual a clorofila a atua como pigmento primario, associada
a ficobiliproteinas organizadas em complexos denominados ficobilissomas. Esses
complexos sao responsaveis pela captagdao da luz e pela transferéncia de energia
para os centros de reagao fotossintéticos. Entre os principais pigmentos presentes
destacam-se a ficoeritrina, a ficocianina e a aloficocianina, que ampliam a capacidade
de absorgdo da luz em diferentes comprimentos de onda do espectro visivel,
contribuindo para a coloragdo avermelhada caracteristica desse grupo de algas e
favorecendo a realizagdo da fotossintese em ambientes aquaticos com menor
disponibilidade de luz (LOURENCO, 2006; RICHMOND; HU, 2013).

Diferentemente do observado em plantas terrestres e algas verdes, os
cloroplastos das rododfitas caracterizam-se pela auséncia de grana, estruturas
formadas pelo empilhamento de tilacoides, apresentando tilacoides isolados e 24
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distribuidos individualmente no estroma. Outra caracteristica marcante desse grupo é
a auséncia de fases flageladas ao longo do ciclo de vida. As roddfitas também
armazenam sua reserva energética na forma de amido das florideas, acumulado
diretamente no citoplasma celular, caracteristica fisioldgica tipica desse filo (LEE,
2008). Dentre os representantes desse grupo, destaca-se a Porphyridium purpureum,
uma microalga unicelular amplamente estudada devido as suas caracteristicas

fisiologicas e ao seu elevado potencial biotecnoldgico.

Figura 1. Representante da Divisao Rhodophyta

Fonte: Adaptado de iNaturalist (2025).

3.3 Porphyridium purpureum

A microalga Porphyridium purpureum (Figura 2) € um microrganismo
fotossintetizante pertencente a divisdo Rhodophyta, classe Porphyridiophyceae e
ordem Porphyridiales. Trata-se de uma rododfita unicelular marinha amplamente
estudada em pesquisas relacionadas a fisiologia de microalgas, sistematica e
aplicagdes biotecnologicas.

P. purpureum, € considerada um dos representantes mais primitivos e
estudados das algas vermelhas unicelulares, sendo frequentemente utilizada como
organismo modelo em pesquisas relacionadas a evolugdo dos cloroplastos e aos
mecanismos fotossintéticos presentes nas rodéfitas (VONSHAK; RICHMOND, 1988;
LOURENCO, 2006).
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Morfologicamente, P. purpureum apresenta células geralmente esféricas ou
levemente elipsoidais, com dimensdes que variam entre aproximadamente 7 e 12 ym
de didametro (COTAS et al.,, 2020; LI et al., 2021). Uma caracteristica estrutural
importante dessa espécie € a auséncia de uma parede celular rigida, como ocorre em
muitas outras microalgas. Em vez disso, suas células sao envolvidas por uma espessa
camada mucilaginosa formada principalmente por polissacarideos extracelulares
sulfatados. Essa substancia é produzida pela prépria célula e liberada para o meio
externo, formando uma espécie de capsula gelatinosa ao redor da microalga (ARAD
et al.,, 1988). Essa camada mucilaginosa desempenha fung¢des importantes na
fisiologia da microalga, atuando como uma barreira protetora contra variagdes
ambientais, como estresse osmoético, ressecamento e a presenga de microrganismos
no meio. Além disso, essa matriz extracelular pode contribuir para a estabilidade
celular e para a interagdo da microalga com o ambiente aquatico em que se
desenvolve (COHEN, 1999; ARAD, LERNER; COHEN, 1993).

Em relagao a estrutura celular, Porphyridium purpureum apresenta um unico
cloroplasto de grandes dimensodes, geralmente descrito como estrelado e localizado
na regidao central da célula. Nesse cloroplasto encontra-se o pirendide, estrutura
associada a fixagao de diéxido de carbono (CO,) durante a fotossintese. Associados
ao sistema fotossintético estdo pigmentos acessorios caracteristicos das roddfitas,
como ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina, responsaveis pela captagédo de luz e
pela coloragdo avermelhada tipica da microalga além de clorofila a e carotenoides
acessorios. Esses pigmentos ampliam a absor¢ao de diferentes comprimentos de
onda da luz, favorecendo o desempenho fotossintético em ambientes aquaticos
(GANTT; CONTI, 1965; RICHMOND; HU, 2013).

Do ponto de vista ecoldgico, P. purpureum apresenta notavel capacidade de
adaptacado a diferentes condigdes ambientais. Embora seja predominantemente
classificada como uma espécie marinha, a microalga também pode ser encontrada
em ambientes estuarinos e em superficies Umidas expostas a influéncia marinha,
como rochas e sedimentos da zona costeira (ARAD, LERNER; COHEN, 1993).
Porphyridium purpureum tem sido amplamente utilizada em estudos laboratoriais
envolvendo crescimento de microalgas, producdo de biomassa e avaliagdo de
diferentes condigbes de cultivo. Essas caracteristicas tornam a espécie
particularmente relevante em pesquisas relacionadas a fisiologia de microalgas e a 26
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exploragdo de seu potencial biotecnologico (BOROWITZKA, 2013; LOURENCO,
2006). Além disso, a espécie se destaca pela capacidade de sintetizar diversos
metabdlitos de interesse econémico e industrial, os quais tém ampliado seu potencial

de aplicacdo em diferentes areas da biotecnologia.

Figura 2. Morfologia das células de Porphyridium purpureum observadas em microscopia

Optica, evidenciando o formato esférico caracteristico da espécie.

Fonte: AlgaSul

3.4 Compostos bioativos produzidos por Porphyridium purpureum

A microalga Porphyridium purpureum tem sido amplamente estudada devido a
sua capacidade de produzir diferentes compostos bioativos de interesse
biotecnoldgico. Essa espécie € capaz de sintetizar simultaneamente metabdlitos
primarios e secundarios com propriedades bioldgicas relevantes, o que tem
despertado interesse em areas como biotecnologia, farmacologia e industria de
alimentos. (TSVETANOVA; YANKOQOV, 2022).

Entre os principais metabdlitos produzidos pela P. purpureum, encontram-se
os polissacarideos extracelulares sulfatados (EPS), que sao secretados pela célula e
formam a matriz mucilaginosa caracteristica que envolve a microalga. Além de exercer

funcao estrutural e protetora, esses compostos apresentam elevado interesse 27
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biotecnolégico. Segundo Arad e Levy-Ontman (2010), esses polissacarideos
possuem uma estrutura quimica complexa composta principalmente por xilose,
galactose e glicose, além de grupos sulfato que conferem carga negativa a molécula.
Essa caracteristica favorece interacdes com diferentes biomoléculas e tem sido
associada a propriedades biolégicas importantes, incluindo atividade antiviral e
imunomoduladora (BERNAERTS et al.,, 2019; SUN et al., 2022). Outro grupo de
compostos relevantes corresponde as ficobiliproteinas, especialmente a B-ficoeritrina,
pigmento caracteristico das algas vermelhas. Além de sua fungdo no processo
fotossintético, atuando na captagcdo de energia luminosa, a ficoeritrina apresenta
elevado valor comercial devido as suas propriedades fluorescentes. Por essa razao,
esse pigmento tem sido amplamente utilizado como marcador fluorescente em
analises biomoleculares, incluindo técnicas de citometria de fluxo. Estudos também
indicam que a ficoeritrina apresenta atividade antioxidante significativa, associada a
sua capacidade de neutralizar radicais livres (BERNALES et al., 2019 COTAS et al.,
2020).

Entre os metabdlitos lipidicos, a P. purpureum também se destaca pela
producao de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, especialmente o acido
araquidénico (ARA) e o 4&acido eicosapentaenoico (EPA). Esses compostos
desempenham fungdes importantes no metabolismo humano, atuando como
precursores de moléculas envolvidas em processos inflamatoérios e imunolégicos. De
acordo com Sathasivam et al. (2019) espécies do género Porphyridium estao entre as
poucas fontes vegetais capazes de acumular quantidades significativas de acido
araquidénico. A producdo simultdnea de EPA e ARA torna essa microalga
particularmente interessante para aplicacbes na industria de nutracéuticos, sendo
considerada uma alternativa sustentavel as fontes tradicionais derivadas de
organismos marinhos (REZANKA et al., 2004; RICHMOND; HU, 2013).

Além desses metabdlitos principais, a biomassa de P. purpureum também pode
conter outros compostos com atividade biolégica, como carotenoides, tocoferdis e
compostos fendlicos. Embora geralmente presentes em menores concentracgoes,
essas moléculas contribuem para o potencial antioxidante da microalga e ampliam
suas possibilidades de aplicagdo nas industrias alimenticia, farmacéutica e
cosméticos. A producdo e o acumulo desses compostos bioativos estdo diretamente
relacionados as condi¢des de cultivo as quais a microalga é submetida, especialmente
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28 a disponibilidade de nutrientes e a composi¢cao do meio utilizado. Dessa forma, o
conhecimento dos meios de cultivo torna-se fundamental para compreender e otimizar
o crescimento celular e a sintese de metabolitos de interesse biotecnoldgico.
(GUILGUERRERO et al., 2000)

3.5 Meios de cultivo

O crescimento de microalgas em cultivo esta diretamente relacionado a
disponibilidade de nutrientes e as condigcbes fisico-quimicas do meio, fatores
essenciais para o desenvolvimento celular, producdo de biomassa e sintese de
metabdlitos de interesse. Dessa forma, os meios de cultivo sdo formulados para
fornecer os elementos necessarios ao metabolismo da microalga, incluindo
macronutrientes, micronutrientes, vitaminas e fontes de carbono (LOURENCO, 2006).

Entre os macronutrientes mais importantes presentes nos meios de cultivo
destacam-se nitrogénio, fésforo, enxofre, potassio, calcio e magnésio, os quais
participam de processos metabdlicos fundamentais, como a sintese de proteinas,
acidos nucleicos e componentes estruturais da célula. Ja os micronutrientes, como
ferro, manganés, zinco, cobre e molibdénio, atuam principalmente como cofatores
enzimaticos e, mesmo em baixas concentracdes, sdo essenciais para o crescimento
e o funcionamento metabdlico das microalgas CHENG et al., 2019); LOURENCO,
2006). Entre os meios de cultivo mais utilizados em experimentos laboratoriais
destaca-se o meio f/2 de Guillard, amplamente empregado no cultivo de microalgas
marinhas. Esse meio apresenta concentragdes balanceadas de nitrato e fosfato como
principais fontes de nitrogénio e fésforo, além de vitaminas e solugao de metais tracgo,
proporcionando condigdes adequadas para o crescimento de diversas espécies
microalgais (GUILLARD, 1975). Além dos meios sintéticos tradicionais, estudos
também tém investigado o uso de efluentes e residuos organicos como alternativa
para o cultivo de microalgas. Esses substratos podem fornecer nutrientes suficientes
para o desenvolvimento microalgal, ao mesmo tempo em que contribuem para
processos de biorremediagao e para o reaproveitamento de nutrientes presentes em
sistemas aquicolas e efluentes industriais (LOURENCO, 2006; CHISTI, 2007).

Assim, a escolha do meio de cultivo adequado depende da espécie de
microalga, das condi¢cbes experimentais e dos objetivos do cultivo, podendo 29

influenciar diretamente o crescimento celular, a produtividade e a composigcao
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bioquimica da biomassa produzida. Nesse contexto, tem crescido o interesse pela
utilizacdo de fontes alternativas de nutrientes capazes de reduzir os custos de
producdo e aumentar a sustentabilidade dos sistemas de cultivo. Entre essas
alternativas, destacam-se os efluentes provenientes de atividades aquicolas, que
podem ser reaproveitados como meio de cultivo devido a sua elevada concentragao
de nutrientes (RAHMAN et al., 2021; KUMAR et al., 2022).

3.6 Uso de efluentes aquicolas no cultivo de microalgas

O uso de efluentes provenientes de sistemas aquicolas tem sido amplamente
investigado como alternativa sustentavel para o cultivo de microalgas. Esses efluentes
sao caracterizados pela presenca de elevadas concentragbes de nutrientes,
especialmente compostos nitrogenados e fosfatados, oriundos da excregédo dos
organismos cultivados e da decomposi¢ao de matéria organica, como restos de ragao
e fezes. Dessa forma, esses residuos podem ser reaproveitados como fonte
nutricional para o crescimento microalgal, reduzindo a necessidade de suplementacao
de meios sintéticos (LOURENCO, 2006; (SILVA, 2024).

Nesse contexto, a integracdo entre sistemas aquicolas e o cultivo de
microalgas tem sido considerada uma estratégia promissora para o aproveitamento
de nutrientes e mitigacao de impactos ambientais. As microalgas sao capazes de
assimilar compostos dissolvidos na agua, como nitrato, aménia e fosfato, contribuindo
para a remogao desses nutrientes e para a melhoria da qualidade do efluente. Além
disso, esse processo possibilita a produgao simultanea de biomassa microalgal com
potencial aplicagdo biotecnoldgica, agregando valor ao sistema produtivo (SILVA,
2024).

Assim, o reaproveitamento de efluentes de sistemas de recirculagao aquicola
(RAS) no cultivo de microalgas representa uma abordagem integrada que alia a
producao de organismos aquaticos a recuperacao de nutrientes, contribuindo para o
desenvolvimento de sistemas mais sustentaveis e eficientes. Considerando que a
composicao quimica desses efluentes esta diretamente relacionada aos processos de
tratamento da agua realizados nos sistemas de recirculagcédo, torna-se importante
compreender o funcionamento dos RAS e 0s mecanismos responsaveis pela

transformagao dos compostos nitrogenados presentes nesses sistemas.

29



3.7 Sistemas de recirculagao aquicola (RAS) e a dinamica da nitrificagao

Os sistemas de recirculagcdo aquicola (RAS — Recirculating Aquaculture
Systems) (Figura 3) consistem em sistemas de cultivo nos quais a agua é
continuamente tratada e reutilizada por meio de diferentes etapas de filtragem,
permitindo sua recirculagcado dentro do préprio sistema. Essa caracteristica possibilita
a redugdo do consumo de agua e proporciona maior controle das condi¢des
ambientais de cultivo, como qualidade da agua, oxigenacgao e temperatura (SAMPAIO,
2016).

Nesses sistemas, a manutencdo da qualidade da agua é realizada por meio
de diferentes processos de tratamento, incluindo a remocao de solidos, filtracdo
mecanica e biofiltragdo. Durante o cultivo, os organismos aquaticos liberam residuos
metabdlicos no ambiente, sendo a amdnia um dos principais compostos nitrogenados
presentes na agua. Esse composto é produzido principalmente pela excregdo dos
peixes e pela decomposicdo de matéria organica, como restos de ragao e fezes. Em
concentracbes elevadas, a amoénia pode apresentar efeitos téxicos, tornando
essencial o controle desses compostos nos sistemas de cultivo (BOYD, 2015).

Nesse contexto, a nitrificacdo desempenha papel fundamental na manutencao
da qualidade da agua em sistemas RAS. Esse processo biolégico consiste na
oxidacdo da amdnia em nitrito e, posteriormente, na converséo do nitrito em nitrato,
sendo realizado por bactérias nitrificantes presentes nos biofiltros. A primeira etapa
da nitrificacdo é realizada principalmente por bactérias do género Nitrosomonas,
responsaveis pela conversdo da amoénia em nitrito. Em seguida, bactérias como
Nitrobacter promovem a oxidag¢ao do nitrito em nitrato, composto menos toxico para
os organismos aquaticos (MADIGAN et al., 2015).

A dinamica desse ciclo é influenciada por fatores como a disponibilidade de
oxigénio dissolvido, o pH e a area de superficie disponivel para a colonizagao
bacteriana nos elementos plasticos do biofiltro. De acordo com Sampaio (2016), a
manuteng¢do de um ambiente estavel é o que permite que a comunidade microbiana
execute a nitrificacdo de forma eficiente, garantindo que o efluente gerado possua as
caracteristicas ideais para ser reaproveitado. Dessa forma, o residuo do sistema deixa
de ser um poluente potencial e passa a ser visto como um insumo rico em nutrientes
oxidados, apresentando grande potencial para o cultivo de microalgas em modelos de

31 bioeconomia circular. Entre os organismos cultivados em sistemas de recirculacéo
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aquicola capazes de gerar efluentes com potencial de reaproveitamento, destaca-se
a espécie marinha Pogonias courbina, cuja relevancia ecologica e produtiva tem

impulsionado seu uso na aquicultura brasileira.

Figura 3. Estrutura do sistema de recirculagdo aquicola (RAS) utilizado no cultivo de Pogonias

courbina.

3.8 Pogonias courbina: importancia ecolégica e aquicola
A espécie marinha nativa Pogonias courbina, conhecida popularmente como
miragaia ou corvina (Figura 4), pertence a familia Sciaenidae e ocorre ao longo da
costa do Atlantico Sul Ocidental, desde o Brasil até a Argentina, sendo
frequentemente encontrada em regides costeiras e estuarinas. Nesses ambientes,
desempenha importante papel ecoldgico, participando das cadeias troficas e
utilizando areas estuarinas como locais de alimentacédo e crescimento ao longo de
diferentes fases do seu ciclo de vida (VAZ-DOS-SANTOS;

ROSSIWONGTSCHOWSKI, 2005; AZPELICUETA et al., 2019).
Além de sua relevancia ecoldgica, a espécie possui grande importancia para a
pesca artesanal e comercial, sendo valorizada devido a qualidade de sua carne e ao

seu potencial de crescimento. Além disso, P. courbina tem sido considerada uma
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espéecie promissora para a aquicultura marinha, em funcéo de sua boa adaptabilidade
ao confinamento e desempenho em condi¢des controladas de cultivo (SOUZA et al.,
2019; SAMPAIO, 2016). Entretanto, a intensa exploragdo pesqueira ao longo das
ultimas décadas tem contribuido para a redugao dos estoques naturais, especialmente
durante periodos reprodutivos e migratorios. Como consequéncia, a espécie
encontrase classificada como vulneravel a extingdo pela IUCN (Unido Internacional
para a Conservagdo da Natureza), evidenciando a necessidade de medidas de
conservagao e manejo sustentavel (CHAO et al.,, 2015; HAIMOVICI et al., 2020;
MACHADO et al., 2020; SAMPAIO, 2016).

Diante desse cenario, o desenvolvimento de técnicas de cultivo em cativeiro
tem sido apontado como uma alternativa sustentavel para reduzir a pressao sobre os
estoques naturais. Nesse sentido, estudos recentes tém investigado aspectos
relacionados a reproducao, fisiologia e crescimento de P. courbina em condi¢des
controladas, demonstrando que fatores ambientais, como temperatura e qualidade da
agua, influenciam diretamente o desempenho fisiolégico e o crescimento de juvenis,
evidenciando o potencial da espécie para producdo em sistemas aquicolas, incluindo
sistemas de recirculagao de agua (RAS) (SAMPAIO, 2016; KUROSKI et al., 2025).

Figura 4. Juvenil de Pogonias courbina mantido em sistema de recirculacdo aquicola (RAS).

Fonte: LAPEM (2025).
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4 METODOLOGIA
4.1 Cultivo da microalga

Os experimentos foram conduzidos nas instalagbes da empresa AlgaSul -
Biotecnologia de Microalgas, localizada na Avenida ltalia, municipio de Rio Grande,
RS-Brasil. A microalga Porphyridium purpureum (ASPP25) utilizada como indculo foi
fornecida pela propria empresa. A cepa era mantida em agua do mar artificial com
salinidade de 30 g/L enriquecida com meio f/2 (GUILLARD, 1975) e mantida em
intensidade luminosa de 100 ymol fétons m™ s™' e fotoperiodo de 12 h:12 h

(claro:escuro)

4.2 Planejamento experimental e preparagao

Foram realizados dois experimentos independentes com a microalga
Porphyridium purpureum. O primeiro experimento foi conduzido em pequena escala,
no periodo de 30 de setembro a 12 de outubro de 2025, utilizando efluente proveniente
de sistema de recirculagdo aquicola (RAS) e meio sintético f/2 como tratamentos. O
segundo experimento foi realizado em maior escala, no periodo de 16 a 26 de outubro
de 2025, utilizando efluente aquicola com e sem suplementacao de ferro. Em ambos
os experimentos, foram monitorados parametros fisico-quimicos e bioldgicos

relacionados ao desenvolvimento da microalga.

421 Experimento 1
Foram estabelecidos dois tratamentos, realizados em ftriplicata, totalizando seis
unidades experimentais com volume util de 1 L (Figura 5). Os tratamentos
consistiram em:
- Tratamento 1 (T1) (Controle), utilizando agua marinha de captacéao filtrada
enriquecida com meio f/2;
- Tratamento 2 (T2) (Efluente), utilizando agua proveniente diretamente do sistema
de recirculagado aquicola de Pogonias courbina;
Para garantir as condi¢cdes assépticas e evitar contaminacgdes, todo o material de
laboratério (vidrarias, pipetas, frascos e instrumentos), bem como a agua de
cultivo, foi autoclavada a 121 °C por 20 minutos (LOURENCO, 2006). No inicio do
experimento, foram ajustadas a salinidade de todos os tratamentos para 30 g/L e

34 o pH para 8,2, parametros mantidos o mais constante possivel, pois s&o
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considerados ideais para o crescimento da microalga (LOURENCO, 2006). As
unidades experimentais foram mantidas sob iluminagdo artificial, utilizando
ldmpadas LED com intensidade luminosa de 100 pmol fétons m™ s™. O sistema
também recebeu aeragao constante (24 h/dia) para homogeneizagdo do meio e
fornecimento de CO2. O experimento foi conduzido durante 12 dias, sendo
monitorados diariamente os parametros de pH, temperatura, densidade celular e
densidade Ooptica a 750 nm (DO,se), além da realizagdo de varredura

espectrofotométrica para analise da ficoeritrina

Tabela 1. Composi¢cédo dos meios testados.

Concentragdes (mg/L)

Nutrientes

Meio /2 Efluente
N na forma de NOz 12,36 29,55
P na forma de POg4 1,10 2,40
Cloreto férrico 3,50 -
Sulfato de cobre 0,0098 -
Sulfato de zinco 0,022 -
Cloreto de cobalto 0,01 -
Cloreto de manganés 0,18 -
Molibdato de sodio 0,0063 -
EDTA 4,36 -
Tiamina (B1) 0,1 -
Biotina (B7) 0,0005 -
Cianocobalamina (B12) 0,0005 -
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Figura 5. Unidades experimentais utilizadas no Experimento 1 no dia 0, evidenciando a

distribuicdo dos tratamentos controle (meio f/2) e efluente, realizados em triplicata.

controle efluente — controle
™

4.2.2 Experimento 2

O cultivo em grande escala foi conduzido em seis reatores de 16 L mantidos
em estufa, totalizando seis unidades experimentais realizadas em triplicata (Figura 6).
Foram estabelecidos dois tratamentos:

- Tratamento 1 (T1) (Efluente), utilizando agua proveniente diretamente do
sistema de recirculagéo aquicola de Pogonias courbina;

- Tratamento 2 (T2) (Efluente + ferro quelado), utilizando o mesmo efluente
suplementado com ferro quelado na mesma concentragao empregada no meio f/2,
(GUILLARD, 1975).

A esterilizagdo das vidrarias, frascos, agua de cultivo e instrumentos foi
realizada com solugcdo de hipoclorito de sédio, visando minimizar possiveis 36

contaminagdes durante o experimento. Os reatores permaneceram sob aeragao
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constante (24 h/dia), garantindo a homogeneizagao do meio e o fornecimento continuo

de CO,.
O experimento foi conduzido durante 11 dias sob condi¢des naturais de luz e

temperatura, sendo monitorados os parametros de pH, temperatura, densidade celular

e densidade optica a 750 nm (DO,s0), além da realizagdo de varredura

espectrofotométrica para analise da ficoeritrina.

Tabela 2. Composigdo dos meios do segundo experimento.

Concentrag¢des (mg/L)

Nutrientes
Efluente Efluente + ferro
N na forma de NOs" 23,96 23,96
P na forma de POq4 3,76 3,76
Cloreto férrico - 3,15
4,36

EDTA

Figura 6. Disposicao dos reatores dos tratamentos Efluente e Efluente + Ferro no Dia 0 do
experimento em grande escala, evidenciando a distribuicdo das unidades experimentais em

triplicata.
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4.3 Analises

4.3.1 Crescimento celular

A densidade celular foi monitorada diariamente por meio de contagem em
camara de Neubauer sob microscopia 6ptica (Figura 2). Para a analise, foi coletada
uma aliquota de 1 mL de cada amostra, posteriormente fixada com 50 uL de solucéo
de Lugol em tubos do tipo Eppendorf. Em seguida, uma aliquota foi transferida para a
camara de Neubauer para realizagdo da contagem direta das células. Apds as
contagens as amostras foram devidamente identificadas e mantidas protegidas da luz

com papel aluminio até o momento das analises subsequentes.

4.3.2 Taxa de crescimento celular

A taxa de crescimento celular das microalgas foi determinada a partir da
variagdo da densidade celular ao longo do periodo experimental, utilizando a fase
exponencial de crescimento das culturas. Para o calculo da taxa especifica de

crescimento (p), foi utilizada a seguinte equacao: Equacéo 1.

—1y _ In(DCf)-In(DCO)
ud™) = t—to

Em que: p corresponde a taxa especifica de crescimento (d™'); DCf representa
a densidade celular final (células-mL™"); DC, representa a densidade celular inicial
(células-mL™); In corresponde ao logaritmo natural; t representa o tempo final do

cultivo (dias); e t, corresponde ao tempo inicial do cultivo (dias).

4.3.3 Densidade 6tica e Ficobiliproteina

O crescimento da cultura foi acompanhado por métodos diretos e indiretos,
permitindo uma analise precisa da cinética de crescimento. A densidade 6ptica (DO)
foi determinada diariamente em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 750
nm, sendo esta medida utilizada para estimar a turbidez geral do meio e a
concentragdo de biomassa em suspensdo de forma rapida e nao destrutiva
(LOURENCO, 2006). Além disso, nos 6° e 9° dias de cultivo, foi realizada uma
varredura espectrofotométrica abrangendo o intervalo de 270 a 800 nm, com o
objetivo de identificar variagcbes nos picos de absorcdo de luz e mudangas na
coloragao do meio, fornecendo dados sobre o comportamento fisiolégico e possiveis
adaptagdes pigmentares frente aos tratamentos.
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4.3.4 Temperaturae pH

O monitoramento das condicdes abidticas foi realizado diariamente para
garantir a manutengao das condigdes ideais de cultivo. A temperatura foi registrada
diariamente para assegurar que o metabolismo celular ndo fosse afetado por
oscilagdes térmicas bruscas. Simultaneamente, o pH foi medido com o auxilio de um
pHmetro digital, visto que este paradmetro atua como um indicador direto da atividade
fotossintética; a fixagdo de CO, pelas microalgas altera o equilibrio carbdnico do meio,
0 que tende a elevar os valores de pH ao longo do periodo de cultivo (RICHMOND,
2004)

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Experimento 1
Durante 12 dias, avaliou-se o uso do efluente do sistema de recirculacéo
aquicola (RAS) de Pogonias courbina como meio de cultivo para a microalga
Porphyridium purpureum. O estudo teve como objetivo verificar o potencial de
biorremediacao do efluente e a viabilidade do cultivo da microalga, por meio da analise
39 de parametros fisico-quimicos e bioldgicos, incluindo temperatura, pH, densidade

celular e 6ptica, taxa de crescimento e produgao de ficoeritrina.

5.1.1 Crescimento celular

O crescimento celular de Porphyridium purpureum apresentou variagcdo ao
longo do periodo experimental (Figura 7), permitindo comparar a dinamica
populacional da microalga entre os tratamentos controle e efluente.

Nos primeiros dias (dia 0 e dia 1), ndo foram observadas diferencas entre os
tratamentos (p = 0,249 e p = 0,109), com densidades médias de 21,83 £ 6,21 x 10* e
15,00 £ 12,23 x 10* células-mL™, respectivamente. Esse comportamento caracteriza
a fase lag, indicando condigdes iniciais equivalentes e auséncia de vantagem imediata
entre os meios de cultivo. Esse padrédo é consistente com o periodo de adaptacao
descrito para espécies do género Porphyridium. You e Barnett (2004) observaram
uma fase lag de aproximadamente trés dias para Porphyridium cruentum, com
crescimento reduzido antes da intensificagdo da fase exponencial, o que também foi
observado neste estudo, reforcando que a limitagao inicial esta associada a adaptagao

metabdlica das células as condi¢cdes do meio.
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A partir do dia 2, conforme evidenciado (Figura 7), iniciou-se a fase
exponencial. Nesse periodo, o controle apresentou 39,000 + 16,093 x 10°
células-mL™, valor superior ao efluente, que registrou média de 11,000 + 2,000 x 104
células-mL™" (p = 0,040). No dia 3, o controle também apresentou densidade celular
superior ao efluente, registrando 112,333 + 24,542 x 10* células-mL™", enquanto o
efluente apresentou 47,000 = 24,637 x 10* células'-mL™, havendo diferenca
significativa entre os tratamentos (p = 0,031). Esse comportamento indica que o
crescimento inicial mais elevado no tratamento controle provavelmente ocorreu
porgue o indculo foi previamente cultivado nesse mesmo meio, ndo sendo necessario
um periodo de adaptagdo. Em contrapartida, as células inoculadas no efluente
precisaram se ajustar as novas condigdes fisico-quimicas do meio antes de
intensificarem o crescimento.

Em sistemas controlados, como demonstrado por Igbal et al. (1993), o
crescimento de Porphyridium depende fortemente da padronizagdo de fatores como
densidade de in6culo, aeracéo e intensidade luminosa, a partir disso, diferengas na
composi¢cao do meio podem influenciar diretamente a velocidade de crescimento nas
fases iniciais. Entre os dias 4 e 8, ainda dentro da fase exponencial, 40 ndo foram
observadas diferengas significativas entre os tratamentos (p foi variando entre 0,318
e 0,055), com um aumento progressivo da densidade celular em ambos os grupos,
atingindo valores como 101,00 £ 36,89 x 10* células-mL™" no dia4 e 484,170 + 164,47
x 10% células-mL™" no dia 8. Conforme observado na Figura 7, esse comportamento
sugere que, apos a fase de adaptacéo, as células foram capazes de explorar os
recursos disponiveis em ambos os meios de forma semelhante. Esse padrao reforca
a elevada adaptabilidade fisiolégica do género Porphyridium. Estudos como o de
Medina-Cabrera et al. (2020) demonstram que, diferentes condigdes de cultivo,
especialmente a qualidade da luz, influenciam significativamente a produgao de
polissacarideos extracelulares (EPS) e o desempenho fisiolégico dessas microalgas,
evidenciando sua capacidade de adaptacgao a diferentes ambientes. A partir do dia 9,
ainda dentro da fase exponencial, ocorre uma inversdao no padrao de crescimento,
com o tratamento contendo efluente apresentando densidades significativamente
superior ao controle (p = 0,038). Nesse dia, o efluente atingiu 796,000 + 166,469 x 10*
células-mL™, enquanto o controle apresentou 431,667 £ 123,419 x 10* células-mL™.

Esse comportamento se intensificou nos dias seguintes, com o efluente alcangando
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978,667 + 325,365 x 10* (dia 10), 1046,000 £ 271,424 x 10* (dia 11) e 1471,000 *
540,270 x 10* células-mL™" no dia 12, enquanto o controle apresentou redugao para
318,000 £ 89,406 x 10* células-mL™" no ultimo dia experimental. Essa inverséo sugere
que, enquanto o meio controle f/2 possivelmente atingiu a exaustdo de seus recursos
limitantes, o efluente de aquicultura atuou como uma fonte de liberagdo gradual de
nutrientes. Sendo rico em compostos nitrogenados (aménia e nitrato) e fésforo, o
efluente permite que a matéria organica seja mineralizada progressivamente por
bactérias associadas, liberando nutrientes aos poucos e sustentando a fase
exponencial por mais tempo (CAl; PARK; LI, 2013).

Esse comportamento observado na densidade celular (Figura 7) foi refor¢gado
pela analise da taxa especifica de crescimento (u) apresentada (Figura 8), que permite
compreender com maior detalhamento a dindmica do crescimento ao longo do tempo.
Com isso, a analise da taxa de crescimento indicou que 0os menores valores ocorreram
nos dias 1 e 2 (0,046 e 0,099), enquanto o crescimento maximo foi observado no dia
5 (0,484), seguido pelos dias 6 (0,431) e 7 (0,422), caracterizando o pico da fase
exponencial. 41 Os valores observados neste estudo foram superiores aos geralmente
descritos para a espécie, cuja taxa de crescimento varia entre 0,14 e 0,22 dia™,
podendo atingir até 0,233 dia™' (NOVOVESKA et al., 2023).

Entretanto, o periodo de maior crescimento foi compativel com o observado
por Arashiro et al. (2020), que relataram crescimento mais intenso entre os dias 6 e 9
de cultivo. Apos esse periodo, observou-se reducédo gradual da taxa de crescimento
até o dia 12 (0,287), indicando tendéncia de entrada na fase estacionaria, geralmente
associada a limitacdo de nutrientes e ao acumulo de metabdlitos (SUA et al., 2020).
O teste de Tukey (p < 0,05) confirmou a formagao de grupos distintos ao longo do
tempo, evidenciando que os dias iniciais diferem significativamente dos periodos de
maior crescimento. Embora a analise global ndo tenha indicado efeito significativo do
fator tratamento (p > 0,05), diferengas pontuais foram observadas ao longo do cultivo,
especialmente nos dias finais, nos quais o efluente apresentou maiores densidades
celulares em relacdo ao controle. Isso indica que o efeito do tratamento nao foi
consistente ao longo de todo o periodo experimental, mas apresentou desempenho
superior em fases especificas do cultivo. Quando comparados com a literatura, os
valores obtidos neste estudo foram expressivamente superiores. Igbal et al. (1993)

observaram densidades médias de aproximadamente 5,65 x 10° células-mL™,
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enquanto neste estudo foram atingidos 1,47 x 107 células-mL™", cerca de 2,6 vezes
maiores.

Da mesma forma, You e Barnett (2004) reportaram valores maximos proximos
de 4 x 10° células-mL™", também inferiores aos observados neste trabalho. Essa
diferenga indica que o efluente ndo apenas sustentou o crescimento, mas promoveu
um aumento expressivo da biomassa, possivelmente devido ao fornecimento continuo
de nutrientes. Diferente de meios sintéticos, nos quais os nutrientes podem ser
rapidamente consumidos, o efluente pode atuar como uma fonte gradual de
compostos, prolongando a fase exponencial de crescimento. No presente estudo, o
aumento expressivo da densidade celular no tratamento com efluente sugere que, nas
condicdes experimentais avaliadas, a disponibilidade de nutrientes foi o principal fator
limitante do crescimento, uma vez que ambos os tratamentos foram conduzidos sob
a mesma intensidade luminosa, reduzindo a influéncia de possiveis restricdes
associadas a luz. Comparando com Ben Hlima et al. (2020), que reportaram 154 x 10*
células-mL™, os valores obtidos neste estudo foram 42 aproximadamente 9,5 vezes
superiores. Essa diferenca pode ser atribuida a fatores como espécie utilizada (P.
marinum vs. P. purpureum), tempo de cultivo mais prolongado no estudo citado e
possiveis limitagdes nutricionais ao longo do tempo.

No presente trabalho, o cultivo foi interrompido no 12° dia, ainda durante a fase
de crescimento ativo, o que pode ter permitido a observagdo de valores elevados
antes do inicio de possiveis limitagdes. A redugdo observada no tratamento controle
entre os dias finais sugere uma possivel limitagao de recursos, enquanto o tratamento
com efluente ainda apresentava disponibilidade nutricional para sustentar o
crescimento."

De modo geral, os dados indicam que o efluente do sistema de recirculagéao
aquicola apresenta elevado potencial como meio alternativo para o cultivo de
Porphyridium purpureum, sendo capaz de sustentar o crescimento celular e, em fases
mais avangadas, promover densidades superiores as observadas no meio controle e

aquelas descritas na literatura.
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Figura 7. Crescimento celular da microalga Porphyridium purpureum ao longo do periodo de

cultivo nos tratamentos Controle e Efluente, expresso em células-mL™".

2.5x1077] - Meiof/2
£ Efluente

2x107]

1.5x107"

1%107"]

Células pormL

5%106"]

0~ T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Dias de cultivo

Figura 8. Taxa especifica de crescimento (u) de Porphyridium purpureum ao longo do periodo
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5.1.2 Densidade Otica

A densidade o6ptica a 750 nm (DO-5,) ao longo dos doze dias de cultivo mostrou
variagdes claras entre o controle e o tratamento com efluente (Figura 9). A utilizagéo
da DO,5, como método indireto para estimativa da biomassa microalgal € amplamente
descrita na literatura, sendo considerada uma ferramenta pratica e confiavel para o
monitoramento do crescimento celular devido a forte relagcdo entre absorbancia e
concentragao de biomassa (Nielsen et al., 2021; Hotos & Bekiari, 2023). Além disso,
por estar fora da faixa de absorgéo dos principais pigmentos fotossintéticos, a leitura
em 750 nm esta mais relacionada a turbidez da cultura do que ao conteudo pigmentar,

refletindo de maneira mais fiel o acumulo de biomassa.

Figura 9. Densidade 6ptica da microalga Porphyridium purpureum ao longo do periodo de

cultivo nos tratamentos Controle e Efluente medida a 750nm.
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No dia 0, ambos os tratamentos apresentaram valores muito préximos, tendo
média conjunta de 0,05 + 0,01 sem diferenga entre eles (p = 0,499). Ja no dia 1,
observou-se diferencga significativa entre os tratamentos: o controle apresentou 0,074
+ 0,002, enquanto o efluente apresentou 0,021 + 0,005 (p < 0,001). No dia 2, essa
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tendéncia permaneceu, com valores de 0,134 + 0,003 no controle e 0,055 + 0,021 no
efluente (p = 0,003). No dia 3, o controle registrou 0,233 + 0,020, enquanto o efluente
apresentou 0,139 + 0,024, novamente com diferenca entre os tratamentos (p = 0,006).
Essa diferenga persistiu no dia 4, em que o controle atingiu 0,321 £ 0,017 e o efluente,
0,233 £ 0,026 (p = 0,008), também no dia 5, quando os valores foram de 0,452 + 0,024
e 0,353 + 0,037, respectivamente (p = 0,017).

Os menores valores observados no tratamento com efluente durante os
primeiros dias sugerem uma fase inicial de adaptagdo da microalga as condigdes do
meio de cultivo. Esse comportamento é comum em cultivos de microalgas submetidos
a alteragdes nutricionais, uma vez que as células precisam reorganizar seu
metabolismo antes de atingir crescimento mais acelerado LI, T. et al. (2022). Estudos
com Porphyridium purpureum demonstram que fatores como disponibilidade de
fésforo e fontes de carbono influenciam diretamente a producdo de biomassa e o
desenvolvimento celular, podendo tanto estimular quanto limitar o crescimento
dependendo da concentragéo disponivel no meio (Su et al., 2016). Dessa forma, é
provavel que a composicao do efluente tenha provocado um estresse inicial nas
células, refletindo nos menores valores de DO,5, observados até o quinto dia de
cultivo.

A partir do dia 6, observou-se uma convergéncia entre os grupos, nao havendo
diferencga significativa entre os tratamentos até o dia 9. No dia 6, a média conjunta foi
de 0,47 £ 0,05 (p = 0,110), seguida pelos dias 7 (0,61 + 0,04; p = 0,783), 8 (0,69 +
0,04; p = 0,182) e 9 (0,74 + 0,08). Esse comportamento indica que, apds o periodo
inicial de adaptacao, as culturas cultivadas em efluente conseguiram recuperar o
crescimento, apresentando desenvolvimento semelhante ao controle. Segundo Su et
al. (2016), o crescimento das microalgas ocorre em diferentes fases fisioldgicas,
incluindo adaptacao inicial, fase exponencial e posterior estabilizacdo, sendo essas
etapas fortemente influenciadas pelas condi¢des nutricionais do meio.

Nos dias 10, 11 e 12, o tratamento com efluente apresentou valores superiores
aos do controle. No dia 10, o controle registrou 0,702 + 0,029, enquanto o efluente
atingiu 0,881 + 0,103, havendo diferenga entre os grupos (p = 0,045). No dia 11, essa
diferenga manteve-se, com o controle apresentando 0,681 + 0,046 e o efluente 0,918

+ 0,081 (p = 0,020). Por fim, no dia 12, a maior distingéo entre os valores foi observada,
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com o controle registrando 0,598 + 0,060 e o efluente 0,862 £ 0,087, novamente com
diferenga estatistica entre os tratamentos (p = 0,012).

O aumento mais acentuado da DO-5, no tratamento com efluente ao final do
experimento sugere que os nutrientes presentes nesse meio favoreceram o
crescimento microalgal apds o periodo de adaptagéao celular. Esse resultado reforga
a viabilidade do uso de efluentes como fonte alternativa de nutrientes na bioeconomia
circular. A eficiéncia desse monitoramento por densidade Optica é corroborada por
Nielsen et al. (2021) e Tillich et al. (2014), que destacam a forte correlacdo entre a
absorbancia em 750 nm e a concentracdo de biomassa em sistemas de cultivo

fototroficos

Figura 10. Unidades experimentais dos tratamentos Controle e Efluente no inicio do cultivo
(Dia 0-06-12), distribuidas em triplicata para avaliagdo do crescimento de Porphyridium

purpureum.
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As alteragdes visuais observadas durante o cultivo de Porphyridium purpureum
acompanharam os resultados obtidos para densidade celular e densidade Optica,
permitindo identificar diferengas progressivas entre os tratamentos controle e efluente
ao longo do periodo experimental.

No inicio do experimento (dia 0), ambos os tratamentos apresentavam aspecto
visual semelhante, com baixa turbidez e coloragdo praticamente translucida (Figura
10). Esse comportamento esta associado a baixa concentragdo celular inicial e aos
reduzidos valores de DO;5o registrados nesse periodo, indicando que as culturas
ainda se encontravam em fase de adaptacao ao meio de cultivo.

No dia 6, observou-se aumento da coloragdo rosada em todos os cultivos,
indicando crescimento celular e maior acimulo de biomassa (Figura 10). Entretanto,
os tratamentos contendo efluente apresentaram tonalidade rosa mais intensa em
comparagao ao controle, que permaneceu com coloragdo mais clara e alaranjada.
Essa diferenga visual sugere maior produgdo de pigmentos fotossintéticos no
tratamento com efluente, especialmente ficoeritrina, principal ficobiliproteina
responsavel pela coloragdo avermelhada caracteristica de Porphyridium purpureum.
Além disso, os cultivos com efluente apresentaram maior turbidez, acompanhando os
maiores valores de densidade Optica observados ao longo do cultivo (NIELSEN et al.,
2021).

Ao final do experimento (dia 12), as diferengcas entre os tratamentos
tornaramse ainda mais evidentes (Figura 10). Os cultivos contendo efluente
apresentaram coloragao vermelho-intensa e aspecto visual mais denso, enquanto os
tratamentos controle exibiram coloracdo mais amarelada e menor intensidade
pigmentaria. Essa alteracdo de cor no controle pode estar relacionada a redugao do
crescimento celular e ao possivel consumo de nutrientes do meio /2, resultando em
menor produgao de pigmentos fotossintéticos e redugao da biomassa microalgal. Ja
no tratamento com efluente, a manutengao da coloracdo vermelho intenso sugere
maior atividade metabdlica e continuidade do crescimento celular, resultado
compativel com os maiores valores de densidade celular e DO, registrados nos dias
finais do experimento.

Também foi observada maior formacgao de espuma superficial nos tratamentos
contendo efluente no dia 12 (Figura 10), possivelmente associada a maior produgao

de polissacarideos extracelulares liberados pela microalga durante a fase exponencial
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de crescimento. Espécies do género Porphyridium s&o reconhecidas pela elevada
producao desses compostos, que podem alterar a viscosidade do meio e modificar a
aparéncia das culturas (ARAD; LEVY-ON, 1988).

De modo geral, as alteragdes visuais observadas ao longo do cultivo reforgaram
os resultados quantitativos obtidos para densidade celular e densidade optica,
demonstrando que o efluente aquicola favoreceu maior acumulo de biomassa e
intensificacdo da coloracédo caracteristica de Porphyridium purpureum ao final do

periodo experimental.

5.1.3 Ficoeritrina

Varreduras espectrofotométricas sistematicas foram realizadas em trés etapas
distintas do cultivo, correspondentes ao inicio (dia 6), ao periodo intermediario (dia 9)
e ao final do experimento (dia 12), visando a determinagao do teor de ficoeritrina. A
48 quantificagdo desse pigmento baseou-se nas leituras espectrofotométricas das
ficobiliproteinas, integrando os valores de ficocianina e aloficocianina para o calculo
final das concentragdes pigmentares. No dia 6, ndo houve diferenga significativa entre
os tratamentos, os quais apresentaram média conjunta de 0,028 £ 0,002 yg mL™" (p =
0,234). No dia 9, constatou-se variagao significativa (p = 0,031): o tratamento controle
registrou média de 0,038 + 0,001 ug mL™" enquanto o tratamento com efluente atingiu
0,049 + 0,006. Essa divergéncia acentuou-se no dia 12 (p = 0,009), com o controle
mantendo-se em 0,039 £ 0,003 uyg mL™" e o efluente alcangando o valor maximo de
0,063 + 0,008. Em conjunto, esses resultados evidenciam que a insercao do efluente
estimulou um maior acumulo progressivo de ficoeritrina ao longo do periodo de cultivo,
conforme apresentado (Figura 11).

O aumento da concentragao de ficoeritrina no tratamento com efluente pode estar
relacionado a maior disponibilidade de nutrientes no meio, favorecendo a atividade
fotossintética e metabdlica da microalga. Segundo Beer e Eshel (1985), a
disponibilidade nutricional exerce influéncia direta sobre a sintese de pigmentos em
organismos fotossintetizantes, estimulando o acumulo de ficobiliproteinas em
condigdes favoraveis de crescimento. De maneira semelhante, Pagels et al. (2019)
observaram que alteracbes nas condicbes de cultivo podem modificar
significativamente a producdo de ficoeritrina, principalmente devido a adaptagao
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celular frente a disponibilidade de nutrientes e as condigdes ambientais. Os autores
destacam que a ficoeritrina atua como um importante pigmento acessoério na captagao
de luz, contribuindo para uma maior eficiéncia fotossintética. Além disso, os maiores
valores observados nos dias finais do experimento sugerem que o efluente favoreceu
a manutengao da atividade metabdlica ao longo do cultivo. Resultados semelhantes
também foram relatados por Ardiles et al. (2020), que verificaram aumento na
producdo de pigmentos em microalgas vermelhas cultivadas em condigdes
enriquecidas, demonstrando que a composi¢cao do meio influencia diretamente a

sintese desses compostos bioativos.

Figura 11. Concentracao de ficoeritrina de Porphyridium purpureum nos tratamentos

Controle e Efluente ao longo do periodo experimental, expressa em pyg-mL™".
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5.1.4 Temperatura e pH

Ficoeritrina (ug/mL)

Dias de Cultivo

As temperaturas registradas ao longo do experimento mantiveram-se estaveis
entre os dois tratamentos, apresentando valores muito préoximos diariamente,
conforme observado (Figura 12). A temperatura média geral foi de 22,7 £ 1,8 °C, com
variagdes moderadas entre os dias, oscilando de 19,8 °C a 27,0 °C. Os desviospadrao
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permaneceram baixos (0,06 a 0,61), indicando alta uniformidade nas condi¢des
térmicas.

Observa-se uma elevagao gradual da temperatura entre os dias 2 e 4, atingindo
um pico proximo a 27 °C, seguida por uma queda até o dia 7 (aproximadamente 20
°C). Posteriormente, houve uma recuperagdo térmica a partir do dia 8, com
estabilizacdo em torno de 22-24 °C até o final do experimento. Esse padréo foi
semelhante em ambos os tratamentos, indicando que as variacdes térmicas foram
independentes do tipo de meio de cultivo.

Essa faixa térmica esta de acordo com a literatura para o cultivo de microalgas.
Segundo Richmond (2004), a maioria das espécies apresenta crescimento 6timo entre
20 e 30 °C, enquanto Lourencgo (2006) destaca que a temperatura regula diretamente
o metabolismo celular e a eficiéncia fotossintética. Estudos com Porphyridium
purpureum, como o de Nuutila (1991), também evidenciam a influéncia da temperatura
50 sobre processos metabdlicos, embora, dentro de faixas moderadas, essa
microalga apresente relativa estabilidade fisiolégica. De forma geral, microalgas
possuem comportamento mesofilico, com crescimento favorecido entre 10 e 25 °C
(NOVOVESKA et al., 2023).

Nesse contexto, a estabilidade térmica indica que a temperatura nao foi um
fator limitante, reforcando que as diferengas observadas entre os tratamentos estao

mais relacionadas a composigao nutricional do meio de cultivo.

Figura 12. Temperatura do meio de cultivo da microalga Porphyridium purpureum ao longo

do periodo experimental nos tratamentos Controle e Efluente.
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O pH manteve-se proximo entre os tratamentos ao longo do experimento, com
valores variando de aproximadamente 7,5 a 8,9 (Figura 13). De forma geral,
observouse uma queda inicial até o dia 2, seguida de recuperacao e aumento gradual,
tendéncia mais acentuada no tratamento com efluente.

Embora na maior parte do periodo os tratamentos tenham apresentado valores
semelhantes, diferengas pontuais ocorreram em dias especificos, com destaque para
médias mais elevadas no efluente a partir da fase intermediaria do cultivo.

Esse aumento do pH, mais evidente no tratamento com efluente, esta
associado ao consumo de CO, durante a fotossintese. A retirada de carbono
inorganico desloca o equilibrio do sistema carbonato, reduzindo a formagao de acido
carbbnico e, consequentemente, elevando o pH do meio (RICHMOND, 2004;
LOURENCO, 2006). Esse comportamento € caracteristico em sistemas com alta
atividade metabdlica e disponibilidade de nutrientes, como observado em cultivos
utilizando efluentes (ARASHIRO et al., 2020).

Apesar das oscilagbes, o pH permaneceu dentro da faixa de tolerancia para
microalgas marinhas, indicando que este parametro nao foi um fator limitante para o

desenvolvimento da P. purpureum.
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Figura 13. pH do meio de cultivo da microalga Porphyridium purpureum ao longo do periodo

experimental nos tratamentos Controle e Efluente.
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5.2 Experimento 2

5.2.1 Crescimento celular
O crescimento celular de Porphyridium purpureum em condigcdes de maior

escala ndo apresentou diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos
com e sem suplementagédo de ferro ao longo do periodo experimental (p > 0,05A
analise de variancia (ANOVA) nao indicou efeito significativo do fator tratamento (F =
0,042; p = 0,839), demonstrando elevada variabilidade entre as réplicas
experimentais. Por outro lado, foi observado efeito significativo do fator tempo (F =
5,528; p < 0,001), indicando alteragdes no crescimento celular ao longo dos dias de
cultivo.

As densidades celulares apresentaram oscilagbes em ambos os tratamentos
durante o periodo experimental. No tratamento contendo apenas efluente, os valores
variaram de 44,67 + 22,50 x 10* células-mL™ no dia O para 445,33 + 110,39 x 10*
células-mL™" no dia 7, seguido de reducao nos dias finais do cultivo. Ja no tratamento
suplementado com ferro, os valores variaram de 40,00 £ 24,25 x 10* células-mL™ no

dia 0 até 385,67 + 351,13 x 10* células-mL ™" no dia 9, mantendo densidades celulares
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relativamente elevadas até o final do experimento. De maneira geral, ambos os
tratamentos apresentaram crescimento ao longo do cultivo, sem diferengas
estatisticas consistentes entre si. Embora o tratamento suplementado com ferro tenha
apresentado valores elevados em alguns periodos do experimento, a elevada
variabilidade entre as réplicas impediu a confirmagdo de um efeito significativo da
suplementacao nas condi¢gdes avaliadas.

Cabe destacar que o experimento foi conduzido em estufa, sem controle direto
da temperatura e da intensidade luminosa, fatores que podem ter influenciado o
comportamento do cultivo ao longo do periodo experimental.

A auséncia de diferenga significativa entre os tratamentos sugere que a
suplementacao de ferro ndo atuou como fator limitante nas condicdes avaliadas. Esse
resultado estd de acordo com Nuutila et al. (1997), que demonstraram que o
crescimento e o metabolismo de P. purpureum sao fortemente influenciados por
fatores ambientais, como concentragcado de nutrientes, pH, salinidade e temperatura,
sendo esses aspectos mais determinantes do que a adi¢ao isolada de micronutrientes.
Nesse sentido, o fato de o experimento ter sido conduzido em ambiente ndo 53
controlado reforga a importancia desses fatores, podendo inclusive reduzir ou
mascarar possiveis efeitos da suplementacao de ferro.

Essa interpretagcdo também é reforcada por estudos mais recentes que
mostram o potencial de crescimento de microalgas em efluentes ricos em nutrientes.
De acordo com Arashiro et al. (2020), P. purpureum pode apresentar bom
desempenho em meios alternativos, como efluentes, desde que as condigdes
ambientais sejam adequadas. Isso indica que a disponibilidade geral de nutrientes, e
nao apenas de micronutrientes especificos, € determinante para o crescimento
celular. Aléem disso, os resultados indicam que o crescimento observado esteve
associado a combinacao de fatores ambientais, e ndo a um unico elemento isolado.
Estudos como o de Su et al. (2016) mostram que variaveis como intensidade luminosa,
disponibilidade de CO, e condi¢cdes de cultivo exercem forte influéncia sobre a
producao de biomassa e o0 metabolismo celular. Assim, a auséncia de resposta
significativa a suplementacao de ferro pode estar relacionada ao fato de que outros
fatores, como luz e mistura do sistema, exerceram maior influéncia sobre o
desempenho da cultura, especialmente considerando as variagdes naturais de luz e

temperatura em estufa.
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Quando comparado ao experimento em menor escala, observa-se uma
diferenga clara no crescimento celular. No sistema reduzido, foram atingidos valores
maximos de 1471 x 10* células-mL™", enquanto no presente experimento o valor
maximo foi de 445,33 x 10* células-mL™", aproximadamente 3,3 vezes inferior. Esse
resultado demonstra que o aumento de escala impactou negativamente o acumulo de
biomassa, mesmo sob condicbes semelhantes de cultivo.

Esse comportamento pode ser explicado por limitagdes proprias do cultivo em
maior escala. De acordo com Novoveska et al. (2023), sistemas ampliados tendem a
apresentar menor produtividade devido a fatores como autossombreamento celular,
limitacdo da penetracdo de luz e menor eficiéncia de mistura. A medida que a
densidade celular aumenta, a quantidade de luz disponivel por célula diminui,
reduzindo a taxa fotossintética e, consequentemente, o crescimento da cultura.

A importancia da luz e da mistura também é destacada por Kim et al. (2016),
que demonstraram que o aumento da aeragao e o ajuste da intensidade luminosa
promovem maior produgao de biomassa em espécies do género Porphyridium. Esses
autores ressaltam que a boa distribuicdo de CO, e a eficiéncia da mistura sdo 54
fundamentais para o crescimento microalgal. No entanto, em sistemas de maior
escala, esses processos tendem a ser menos eficientes, o que pode explicar o menor
desempenho observado neste estudo.

Outro fator relevante em sistemas ampliados é a heterogeneidade do meio de
cultivo. Segundo Novoveska et al. (2023), podem se formar microambientes com
diferentes condi¢cbes de luz, nutrientes e gases dissolvidos, reduzindo a eficiéncia
metabolica das células e contribuindo para respostas menos homogéneas aos
tratamentos. Em condi¢cbes de estufa, essa variagdo pode ser ainda mais acentuada
devido as mudancas naturais de luz e temperatura ao longo do dia.

Além disso, a tendéncia de desaceleracdo observada apos o dia 7 na
densidade celular (Figura 14) é acompanhada pela redugao da taxa especifica de
crescimento (u) apresentada na Figura 15, reforcando a diminuicdo da atividade
metabdlica nos dias finais de cultivo. Esse comportamento indica uma possivel
entrada antecipada na fase de desaceleragdo do crescimento, possivelmente
associada a limitagao de nutrientes ou ao acumulo de metabdlitos no meio.

Nesse contexto, Zhang et al. (2019) destacam que a produgéo de biomassa e
de compostos de interesse em Porphyridium depende fortemente das condi¢des de
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cultivo, podendo ocorrer alteracdes metabdlicas conforme o ambiente. Assim, parte
da energia celular pode ter sido direcionada para a sintese de compostos bioativos,
contribuindo para a redugao da taxa de crescimento nas fases finais do cultivo.

De forma geral, os resultados mostram que o cultivo em maior escala é viavel,
mas apresenta menor eficiéncia quando comparado a sistemas de menor volume. A
auséncia de resposta significativa a suplementagdo de ferro reforca que, nas
condigdes avaliadas, o crescimento celular foi mais influenciado por fatores fisicos e
operacionais do sistema do que por limitagdes nutricionais especificas.

Dessa forma, a comparacao entre os experimentos indica a necessidade de
otimizar parametros como intensidade luminosa, mistura e fornecimento de CO, em
sistemas ampliados, com o objetivo de aumentar a produ¢do de biomassa. Esses
resultados estdo de acordo com a literatura, que aponta que o sucesso do cultivo de
microalgas em maior escala depende do controle conjunto de diferentes fatores
ambientais e operacionais (NOVOVESKA et al., 2023; KIM et al., 2016; SU et al.,
2016).

Figura 14. Crescimento celular da microalga Porphyridium purpureum ao longo do periodo

de cultivo nos tratamentos Efluente e Efluente + Ferro, expresso em células-mL™".
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Figura 15. Taxa especifica de crescimento (u) de Porphyridium purpureum ao longo do

periodo experimental nos tratamentos Efluente e Efluente + Ferro.
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5.2.2 Densidade ética

No experimento conduzido em grande escala, a densidade o6ptica a 750 nm
(DO,s50) apresentou aumento gradual ao longo dos dias de cultivo em ambos o0s
tratamentos, indicando desenvolvimento continuo das culturas (Figura 16).

No dia 0, ndo houve diferenca na DO5, entre os tratamentos, apresentando
média geral de 0,07 + 0,01 (p = 0,606). No dia 1, a semelhancga persistiu com média
unica de 0,11 £ 0,03 (p = 1,000), assim como no dia 2, em que se registrou média total
de 0,17 £ 0,01 (p = 0,819). No dia 3, os valores continuaram estaveis entre os grupos,
apresentando média geral de 0,25 + 0,02 (p = 0,474). No dia 4, os tratamentos
mantiveram-se sem diferenga significativa, com média unica de 0,31 = 0,01 (p =
0,493). No dia 5, observou-se média geral de 0,38 + 0,06 (p = 0,381) e, no dia 6, os
grupos apresentaram meédia total de 0,45 + 0,07 (p = 0,241). Essa tendéncia de
semelhancga seguiu no dia 7, visto que a média conjunta foi de 0,55 + 0,09 (p = 0,329).
Nos dias 8 e 9, os resultados continuaram semelhantes estatisticamente,
apresentando médias gerais de 0,53 + 0,11 (p = 0,109) e 0,46 + 0,16 (p = 0,053),
respectivamente.

A proximidade entre os valores observados ao longo da maior parte do
experimento indica que a adigdo de ferro ndo provocou mudancas imediatas no

desenvolvimento das culturas. Mesmo com a suplementagdo, os tratamentos
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apresentaram comportamento bastante semelhante durante quase todo o cultivo, 57
sugerindo que o proéprio efluente ja fornecia condi¢ées adequadas para manutengao
celular. Estudos com Porphyridium purpureum mostram que fatores nutricionais, como
disponibilidade de fésforo e carbono, exercem influéncia direta sobre o metabolismo
e o0 desempenho das culturas, podendo favorecer ou limitar o desenvolvimento
dependendo das condi¢cdes do meio (Su et al., 2016).

Além disso, em sistemas de grande escala, a resposta das culturas tende a
ocorrer de maneira menos imediata quando comparada a cultivos menores, uma vez
que fatores como distribuicdo de luz, circulacdo do meio e disponibilidade de
nutrientes podem variar ao longo do sistema. Segundo Nielsen et al. (2021),
alteracgdes fisioldgicas das células nem sempre resultam em mudangas proporcionais
na densidade o6ptica, o que pode explicar a estabilidade observada entre os
tratamentos durante grande parte do experimento.

Por fim, no dia 10, foi observada diferenga significativa entre os tratamentos: o
efluente suplementado com ferro apresentou média de 0,803 * 0,137, enquanto o
tratamento contendo apenas efluente registrou 0,542 + 0,046 (p = 0,035). O maior
valor observado no tratamento suplementado com ferro indica que a adicdo desse
micronutriente favoreceu o desenvolvimento das culturas no final do periodo
experimental. O ferro € um micronutriente essencial para processos metabdlicos e
fotossintéticos, participando diretamente da sintese de clorofila, transporte de elétrons
e atividade enzimatica, podendo estimular o crescimento microalgal quando disponivel
em concentragbes adequadas (LIU et al., 2008; SUTAK et al., 2020). Além disso,
Wang et al. (2012) destacam que sistemas de grande escala apresentam respostas
distintas devido as caracteristicas operacionais do cultivo, o que pode influenciar

diretamente o aproveitamento dos nutrientes disponiveis.
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Figura 16. Desidade 6ptica da microalga Porphyridium purpureum ao longo do periodo de

cultivo nos tratamentos Efluente e Efluente + Ferro, medida a 750 nm.
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As alteragdes visuais observadas durante o Experimento 2 acompanharam o
desenvolvimento das culturas ao longo do periodo de cultivo, permitindo identificar
diferengas entre os tratamentos contendo apenas efluente e aqueles suplementados
com ferro.

No inicio do experimento (dia 0), ambos os tratamentos apresentavam
coloragdo rosada clara e baixa turbidez, indicando reduzida concentragcédo celular
inicial e condigdes semelhantes entre os cultivos (Figura 17). Nesse periodo, os
reatores apresentavam elevada transparéncia do meio, comportamento compativel
com os baixos valores iniciais de densidade optica e densidade celular registrados no
experimento.

A partir do quinto dia, observou-se aumento gradual da intensidade da
coloragdo em todos os tratamentos, acompanhado pelo crescimento das culturas e
pelo aumento da biomassa microalgal (Figura 17). Entretanto, os cultivos

suplementados com ferro apresentaram coloracdo visualmente mais clara quando
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comparados aos tratamentos contendo apenas efluente, que exibiram tonalidade
vermelho-escura mais intensa. Esse padrao permaneceu até o final do experimento
59 (dia 10), quando os reatores contendo apenas efluente apresentavam menor
transparéncia do meio e coloragdo mais intensa.

Embora essa diferengca visual tenha sido evidente, os resultados de
quantificagcéo de ficoeritrina ndo demonstraram diferenga estatisticamente significativa
entre os tratamentos. Dessa forma, a variacdo observada na coloragdo nao pode ser
atribuida, isoladamente, a alteragées na concentragdo desse pigmento. A aparéncia
visual das culturas pode ser influenciada por diversos fatores, como a distribuicao dos
pigmentos nas células, caracteristicas Opticas da suspensao, dispersdo da luz,
concentracdo celular e outros componentes presentes no meio de cultivo, néo
refletindo necessariamente diferengas quantitativas na concentragao de ficoeritrina.

Além disso, apesar de o ferro desempenhar papel essencial em processos
relacionados a fotossintese e ao metabolismo celular (SUTAK et al., 2020), a
suplementacao utilizada neste estudo ndo promoveu alteragdes significativas na
producdo de ficoeritrina nem no crescimento celular em relagdo ao tratamento
contendo apenas efluente. Assim, as diferencas visuais observadas entre os
tratamentos devem ser interpretadas com cautela, uma vez que ndo foram
acompanhadas por diferengas estatisticamente significativas nos parametros
quantitativos avaliados.

Também foi observada maior formagao de espuma superficial nos reatores ao
final do experimento, principalmente nos cultivos que apresentaram coloragao mais
intensa (Figura 19). Esse comportamento pode estar relacionado a produgao de
polissacarideos extracelulares (EPS) por Porphyridium purpureum, compostos
conhecidos por aumentar a viscosidade do meio de cultivo e modificar o aspecto visual
das culturas (ARAD; LEVY-ON, 1988).

De modo geral, as alteragdes visuais observadas ao longo do cultivo
confirmam que ambos os tratamentos apresentaram crescimento ativo, demonstrando
que o efluente aquicola foi capaz de sustentar o desenvolvimento de Porphyridium
purpureum em condigdes de maior escala. Embora tenham sido observadas
diferengas na coloracdo entre os tratamentos, essas variagbes nao foram

acompanhadas por diferencas estatisticamente significativas na concentragdo de
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ficoeritrina ou no crescimento celular, indicando que a suplementacéo com ferro, nas

condicdes avaliadas, ndo promoveu alteragdes mensuraveis nesses parametros.

Figura 17. Disposicao dos reatores dos tratamentos Efluente e Efluente + Ferro, realizados

em triplicata, no experimento em grande escala (Dia 0-5-10) com Porphyridium purpureum.
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5.2.3 Ficoeritrina
Neste experimento, a avaliagao da ficoeritrina foi realizada a cada trés dias por

meio de varreduras espectrofotométricas. Para o calculo final das concentragoes,
foram utilizadas as leituras das ficobiliproteinas, levando em conta os valores de

ficocianina e aloficocianina.
No dia 0, os tratamentos apresentaram comportamento semelhante, com média
conjunta de 3,87 + 0,23 yg/mL. No dia 3, manteve-se o padréo, sendo observada

média de 16,27 + 2,84 ug/mL. Ja no dia 6, a média conjunta registrada foi de 25,06 +
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4,73 pg/mL, e no dia 9 observou-se novo incremento, atingindo 33,41 £ 10,09 ug/mL.
Ao final do periodo experimental, no dia 10, a média conjunta das concentra¢des
alcangou 38,06 + 13,34 ug/mL. A analise de regresséao linear indicou aumento da
concentragéo de ficoeritrina ao longo do periodo experimental (Figura 18).

O comportamento ascendente da curva sugere uma intensificagdo na atividade
metabdlica das microalgas com o avango dos dias, principalmente a partir do dia 3,
quando os valores passaram a apresentar crescimento mais acentuados.
Diferentemente do experimento anterior, em que foram observadas diferencgas
significativas entre o controle e o efluente nos dias finais, neste experimento os
tratamentos com e sem suplementacao de ferro apresentaram comportamento mais
homogéneo.

Segundo Pagels et al. (2019), o aumento gradual das ficobiliproteinas esta
diretamente relacionado ao crescimento celular e a maior atividade fotossintética das
microalgas sob condi¢des favoraveis. No presente estudo, também foi observado
aumento da concentragdo de ficoeritrina ao longo do periodo experimental,
acompanhando o desenvolvimento das culturas. Entretanto, esse incremento ocorreu
de forma semelhante nos tratamentos com e sem suplementacgao de ferro, ndo sendo
observada diferenga estatisticamente significativa entre eles. Beer e Eshel (1985)
também relatam que a disponibilidade de nutrientes e a adaptacao fisioldgica das
células influenciam a sintese de pigmentos acessérios, como a ficoeritrina.

Além disso, Ardiles et al. (2020) observaram aumento progressivo na produgao
de pigmentos em microalgas vermelhas cultivadas em meios enriquecidos. No
presente estudo, embora também tenha sido observado aumento da concentragao de
ficoeritrina ao longo do periodo experimental, esse incremento ocorreu de forma
semelhante nos tratamentos com e sem suplementagdo de ferro, ndo sendo
verificadas diferencas estatisticamente significativas entre eles. Esses resultados
indicam que, nas condi¢cdes experimentais avaliadas, a suplementacao com ferro nao

constituiu um fator limitante para a producéo de ficoeritrina.
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Figura 18. Concentracao de ficoeritrina de Porphyridium purpureum nos tratamentos Efluente

e Efluente + Ferro ao longo do periodo experimental, expressa em pg-mL™.
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5.2.4 Temperatura e pH

As temperaturas registradas ao longo do experimento mantiveram-se estaveis
entre os dois tratamentos, sem diferengas significativas em nenhum dos dias
analisados (p > 0,05). A média unica diaria oscilou entre 23,63 + 0,12 °C e 31,07 %
1,18 °C, demonstrando alta uniformidade nas condi¢des térmicas. Os baixos desvios-
padrao observados reforcam a estabilidade do ambiente experimental durante todo o
periodo (Figura 19)

Observa-se no grafico um aumento gradual da temperatura até
aproximadamente o dia 6, seguido de leve reducdo e nova elevagao ao final do
experimento. Esse padrao foi semelhante para ambos os tratamentos, indicando que
a adi¢ao de ferro nao influenciou a variavel térmica. Mesmo sem controle térmico
direto, as temperaturas permaneceram dentro de uma faixa adequada ao cultivo de
microalgas, ainda que com valores mais elevados em alguns momentos. Esse
comportamento € comum em sistemas em maior escala e ambientes protegidos, onde
ha acumulo de calor devido & radiacéo solar (NOVOVESKA et al., 2023; ARASHIRO
et al., 2020).

Quando comparado ao Experimento 1, observa-se maior amplitude térmica,
porém ainda dentro de limites toleraveis ao cultivo. Dessa forma, a temperatura nao
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atuou como fator limitante para a P. purpureum, sendo as variagdes de desempenho

biolégico observadas mais relacionadas a composigéo nutricional do meio de cultivo.

Figura 19. Temperatura do meio de cultivo da microalga Porphyridium purpureum ao longo
do periodo experimental nos tratamentos Efluente e Efluente + Ferro.
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O pH manteve-se semelhante entre os tratamentos ao longo do experimento,
sem diferencas significativas na maior parte dos dias (p > 0,05), variando de
aproximadamente 8,0 a 9,4, com desvios-padrao entre 0,05 e 0,22 (Figura 20).

Nota-se um aumento gradual do pH ao longo do tempo, com valores mais
baixos nos primeiros dias e elevacao progressiva até o final do experimento, momento
em que houve tendéncia a estabilizacdo em niveis mais alcalinos. Apenas no dia 5 foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos (p = 0,032), momento em que
o efluente apresentou média de 9,28 £ 0,17 e o tratamento suplementado com ferro
registrou 8,93 + 0,06. No entanto, essa oscilagao pontual ndo alterou o padrao cinético
geral das culturas.

Esse aumento do pH esta associado ao consumo de CO, durante a atividade
fotossintética, o que reduz a formagao de acido carbdnico e eleva a alcalinidade do
meio, fendbmeno amplamente descrito em cultivos microalgais (BOROWITZKA, 2013;
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GOLDMAN, 1979). Tal comportamento tende a ser mais evidente em sistemas com
maior disponibilidade de luz e nutrientes.

Em comparagdo ao Experimento 1, foram observadas menos diferengas
estatisticas entre os tratamentos, embora com valores absolutos de pH mais elevados,
possivelmente relacionados ao efeito acumulativo de calor e luz nas condigdes de
cultivo em estufa. Apesar da alcalinidade observada, o pH ndo atuou como fator
limitante, demonstrando a tolerancia da P. purpureum as variagdes do meio ao longo

do experimento.

Figura 20. pH do meio de cultivo da microalga Porphyridium purpureum ao longo do periodo

experimental nos tratamentos Efluente e Efluente + ferro.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho permitiu verificar que o efluente proveniente do sistema de
recirculagdo aquicola (RAS) de Pogonias courbina foi capaz de sustentar o
crescimento de Porphyridium purpureum, demonstrando que esse residuo pode ser
utilizado como meio de cultivo para a microalga.

Embora o cultivo em maior escala tenha apresentado menor crescimento
celular em comparacao ao experimento em pequena escala, esse resultado esteve
relacionado principalmente as condigbes de cultivo, como disponibilidade de luz e
mistura da cultura, e ndo a qualidade nutricional do efluente. Além disso, a
suplementagcdo com ferro ndo promoveu aumento significativo no crescimento da
microalga nas condigbes avaliadas.

Dessa forma, os resultados obtidos demonstram que o efluente proveniente de
sistema de recirculacdo aquicola pode ser utilizado como meio alternativo para o
cultivo de Porphyridium purpureum, favorecendo a produg¢ao de biomassa microalgal
e contribuindo para o reaproveitamento desse residuo em sistemas aquicolas mais
sustentaveis.

Por fim, recomenda-se que estudos futuros avaliem o cultivo em maiores
escalas com maior controle das condi¢cdes operacionais, bem como a caracterizagao

dos compostos de interesse biotecnologico produzidos por P.purpureum.
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