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Resumo

As aguas residuais da aquicultura sdo ricas em elementos quimicos essenciais para o bom
crescimento das microalgas, por exemplo: nitrogénio, fosforo e carbono. A utilizagdo das
microalgas no tratamento de efluentes ¢ considerado um meio econdmico e sustentavel para
conseguir remover os nutrientes dissolvidos nos efluentes e, portanto, produzir uma biomassa
com biomoléculas para compensar os custos de tratamento da 4dgua. Os dinoflagelados sdo
organismos unicelulares e que estdo presentes em todas as latitudes e abundantes em aguas
marinhas tropicais e subtropicais. Diante disso, este trabalho teve o objetivo de avaliar a
composi¢ao bioquimica do dinoflagelado marinho Symbiodinium glynnii cultivado em aguas
residuais da aquicultura. O experimento foi realizado no Laboratorio de Produgdo de Alimento
Vivo- LAPAVI, localizado na Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) onde foram
avaliados os parametros de crescimento e producdo de biomassa do dinoflagelado. Apds o
cultivo, a biomassa dos diferentes tratamentos foi centrifugada (a 3.000 Xg por 6 min) € seca em
um liofilizador em alto vacuo (150x10~ mbar) e baixas temperaturas -50+2°C por 48 horas.
Aliquotas de aproximadamente 200 mg da biomassa seca de cada tratamento foram submetidas a
digestdo, destilagdo e titulacdo por meio do método Kjeldahl, para determinacdo do nitrogénio
total. Os tratamentos utilizados foram: controle (100% meio de cultura f/2 Guillard), R25%
(25% égua residual e 75% meio de cultura), R50% (50% agua residual e 50% meio de cultura),
R75% ( 75% 4gua residual e 25% meio de cultura) e R100% ( 100% &gua residual). Foram
considerados os tratamentos de 50, 75 e 100% pois tiveram melhores resultados de crescimento e
além disso, possuiam biomassa suficiente para realizacao das analises. Para proteina total houve
maior produtividade no tratamento 100%, e menor produtividade no tratamento 50%. Os lipidios
brutos, apresentou maior produtividade no tratamento 100% e menor lipidios brutos no
tratamento 50%, e com relagdo a produtividade de biomassa e crescimento, houve maior
produtividade no tratamento 100% e nos tratamentos 50% e 75% tiveram a mesma
produtividade. Pode-se concluir que o uso de 75% de efluente de aquicultura ndo prejudica o
crescimento da microalga e ndo confere grandes alteracdes na composi¢do bioquimica da

biomassa.

Palavras-chaves: dinoflagelados; dguas residuais; biomassa.
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1. Introducio

As aguas residuais da aquicultura sdo ricas em elementos quimicos essenciais para um
bom crescimento das microalgas, dentre eles estdo: nitrogénio, foésforo e carbono organico
(LUGO et al., 2020), e, portanto, apresentam um bom potencial para uso como meio de cultura
para o crescimento das microalgas (CRAB et al., 2007).

O sistema de bioflocos surgiu como alternativa para fazer o papel de captar impurezas
que ficam na 4agua, e assim, transformd-las em nutrientes importantes para o consumo dos
organismos que serdo cultivados. Apesar de obter oOtimos resultados com os organismos
cultivados, infelizmente ainda existem alguns problemas, entre eles ¢ a elevada carga de
nutrientes que estdo presentes nos efluentes, principalmente os compostos nitrogenados e os
fosfatados, onde sdo acumulados no decorrer dos ciclos produtivos. Por esse motivo, sdo
utilizados organismos filtradores e os assimiladores de nutrientes, como por exemplo,
microalgas, macroalgas ¢ moluscos (GAONA et al., 2011) para a biorremediacdo desses
efluentes, assim, torna-se uma alternativa para o cultivo e a producao desses organismos, ja que
se apresentam como uma fonte de nutriente bastante importante.

A utilizagdo das microalgas no tratamento de efluentes ¢ considerado um meio
econdmico e sustentdvel para conseguir remover os nutrientes dissolvidos dos efluentes e,
portanto, produzir uma biomassa com biomoléculas para compensar os custos de tratamento da
agua, pois esse processo apresenta alto custo e ndo agregam valor (SCHULZE et al.,2017). As
microalgas possuem capacidade de melhorar a qualidade do efluente através da absor¢do dos
nutrientes presentes e de incorporar alguns outros contaminantes (DEVI et al., 2012).

Sabe-se que os dinoflagelados sdo organismos unicelulares e que estdo presentes em
todas as latitudes, além de serem os mais diversos e abundantes em aguas marinhas tropicais e
subtropicais. Esses organismos estdo distribuidos nos mais distintos ambientes aquaticos,
podendo ser encontrados em ambientes marinhos, estuarinos ou dulcicolas (WOJCIECHOWSKI
et al., 2013). Os dinoflagelados podem ser fotoautotroficos, heterotroficos ou mixotroficos, ou
seja, em determinada fase do seu ciclo de vida, eles se comportam como heterotréficos,
dependendo da disponibilidade de nutrientes. Cerca de 13 a 16% dos dinoflagelados vivos,
podem produzir cisto durante o seu ciclo de vida, portanto, acabam constituindo uma parte
importante da populagdo fitoplanctonica nos ecossistemas aquaticos (DALE et al., 2001).

Os dinoflagelados da familia Symbiodiniaceae sdao fontes de compostos de alta
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complexidade estrutural, como polihidroxilas e poliéteres ou os chamados “compostos de cadeia
supercarbonatada (SCCs)”, compostos de cadeias longas funcionalizadas por oxigénio. Os SCCs
de Symbiodiniaceae sdo metabolitos policetideos, que sdao biossintetizados por meio de um
mecanismo de linha de montagem por duas importantes classes de enzimas modulares
(BEEDESSEE et al. 2019). As sinteses desses compostos também estdo intimamente
relacionadas as sintases de acidos graxos e compartilham o mesmo nucleo de atividades
enzimaticas, implicando uma historia evolutiva comum. No entanto, devido ao insucesso no
cultivo de dinoflagelados, ndo hd uma literatura vasta sobre como esses compostos e sua
biossintese podem ser afetados.

Os dinoflagelados podem utilizar as vias heterotroficas para obtencdo de energia. Em
crescimento fotoautotrofico, os dinoflagelados apresentam baixa produtividade por causa da
baixa eficiéncia fotossintética e também alguns fendmenos associados aos autos sombreamento
celular (RODRIGUEZ et al., 2012). O carbono é o macronutriente considerado o mais
importante, pois cerca de 50 % da biomassa celular é composta por esse elemento e pode ser um
fator limitante para o desenvolvimento da cultura (GROBBELAAR et al., 2004). Algumas
microalgas sao capazes de modificar a relagdao de nitrogénio e fosforo em sua biomassa com base
na disponibilidade desses compostos no ambiente ja o consumo do carbono tende a continuar na
mesma propor¢ao, visto que ¢ um componente primario essencial na fotossintese.

Mas nao sé os metabolitos secundarios produzidos por dinoflagelados possuem interesse
comercial. A biomassa desse grupo de microalgas pode ser rica em pigmentos, como peridinina,
B-caroteno, além das clorofilas, e acidos graxos poli-insaturados (JEFFREY et al.,, 1975;
MOLINA-MIRAS et al., 2018). Interessantemente, o conteudo dos 4cidos graxos
eicosapentaenoico (EPA) e docosaexaenoico (DHA) podem atingir até¢ 65 ¢ 57% do peso seco
total dos dinoflagelados Amphidinium carterae e Crypthecodinium cohnii, respectivamente
(JIANG e CHEN, 2020). E valido ressaltar, que esses valores sdo até quatro vezes superiores ao
comumente reportados para as microalgas Pavilova spp. e Isochrysis galbana, comumente
empregadas em larviculturas de peixes e crusticeos marinhos € na producdo de moluscos
bivalves (LIM et al., 2020).

Dentro deste contexto, objetivou-se com o presente estudo avaliar a composi¢ao bioquimica

do dinoflagelado marinho Symbiodinium glynnii cultivado em dguas residuais da aquicultura.



2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar a composi¢do bioquimica do dinoflagelado marinho Symbiodinium glynnii
cultivado em 4aguas residuais da aquicultura.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar os teores de proteina e lipidios da biomassa do Symbiodinium glynnii;

e Contribuir com o conhecimento acerca da composi¢do bioquimica de dinoflagelados
marinhos;

e Determinar os teores de pigmentos fotossintéticos presentes na biomassa de
Symbiodinium glynnii cultivado em efluente de aquicultura;

e Avaliar o potencial antioxidante de extratos da biomassa de Symbiodinium glynnii
cultivado em efluente de aquicultura.

3. Hipotese

O uso do efluente de 75% de dgua residual ¢ eficaz como meio de cultura no cultivo
de microalgas.

4. Material e métodos

4.1. Cepa e cultivo da microalga

O experimento foi realizado no Laboratorio de Producdo de Alimento Vivo LAPAVI,
localizado na Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) onde foram avaliados os
parametros de crescimento e producdo de biomassa do dinoflagelado Symbiodinium glynnii. A
cepa da microalga foi obtida do banco de cepas do mesmo laboratorio cultivada em frascos
tipo Erlenmeyer com agua marinha (salinidade 30), utilizando o cultivo do tipo semi-continuo
com iluminacao integral e irradidncia de 300 pmol fétons m™ s™.

O efluente foi primeiramente tratado com cloro por 24 horas, em seguida o cloro foi
removido e o mesmo foi filtrado. Logos apds a filtracdo, o mesmo foi submetido a autoclave
para maior esterilizagdo e somente depois desse processo, estava pronto para ser utilizado.Os
cultivos experimentais foram mantidos em uma sala com temperatura controlada de 22 °C. Os

tratamentos utilizados foram: controle (meio de cultura f/2 Guillard), R25 (25% de agua
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residual e 75% de meio de cultura), R50 (50% de 4gua residual e 50% de meio de cultura),
R75 (75% de agua residual e 25% de meio de cultura) e R100 (4gua residual). Apds o periodo
de cultivo, a biomassa das unidades experimentais foi centrifugada e armazenada em ultra

freezer a -70°C.

Figura 1: Cultivos para o experimento.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.2. Processamento e secagem da biomassas

ApoOs os cultivos, as biomassas dos diferentes tratamentos foram imediatamente
centrifugadas (a 3.000 xg por 6 min) e posteriormente secas em um liofilizador em alto vacuo

(150%10° mbar) e baixas temperaturas -50 + 2°C por 48 horas (OLIVEIRA et al.,2020)
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Figura 2: Exemplo de centrifuga utilizada.

Fonte: ProLab

4.3. Analise de proteinas e lipidios

Aliquotas de aproximadamente 200 mg da biomassa seca de cada tratamento foram
submetidas a digestdo, destilagdo e titulagdo por meio do método Kjeldahl (MA; ZUAZAGA,
1942) adaptado para microescala, para determinagdo do nitrogénio total. Para conversdo do
teor de nitrogénio para proteinas, foi utilizado o fator de conversao Kjeldahl (F = 6,38), sendo

o resultado expresso em percentual de proteina total (%).
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Figura 3: Experimento sendo montado.

Fonte: Arquivo Pessoal.

4.4 Analise de pigmentos

Para a determinacdo de clorofila e carotenoides totais, aliquotas de aproximadamente
100 mg foram dissolvidas em acetona (90%) seguido de um posterior armazenamento (a 5 °C
por 24 h) para completa extragdo dos pigmentos fotossintéticos. A quantificagdo foi realizada
utilizando um espectrofotometro nos comprimentos de onda 480, 647 ¢ 664 nm, de acordo

com as seguintes equagoes (Jeffrey e Humphrey, 1975):
Ca=11,93xA664-1,93xA647 (1)

Onde “’Ca” sdo os valores de clorofila, ¢ A664 ¢ A647 as absorbancias de 664 ¢

647nm, respectivamente.
Ct=A480-0,0012 xCa x 0,0047 x Cb (2)

Onde “’Ct” representa a concentragdo de carotenoides totais e A480 a absorbancia de
480 nm. Todas as concentracdes de pigmentos foram normalizadas como mg g-' de biomassa

s€ca.
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4.5 Atividade antioxidante

Para a avaliacdo do potencial antioxidante de extratos da biomassa de Symbiodinium
glynnii foi utilizado o método DPPH. Os extratos foram realizados utilizando 200 mg de
biomassa seca dissolvidos em 2 mL de acetona (90%). As amostras foram extraidas em um
sonicador (40 kHz) seguido de uma agitacdo por 1 hora, e em seguida as amostras foram
centrifugadas, para obter o sobrenadante em fase liquida (Dantas et al., 2019). Uma aliquota
de 20 pL dos extratos foi misturada com 90 uM de uma solugdo de 1, 1- diphenyl-2-picryl
hydrazyl (DPPH) até obter um volume final de 1 mL. Uma curva de calibracao foi realizada

utilizando os valores da solu¢cdo de DPPH lida em uma absorbancia de 515 nm.

4.6. Analise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade (Cochran). Atendendo a estas premissas, foram submetidos a uma Analise de
Variancia (ANOVA), seguido do teste de comparacao de médias de Tukey, quando necessario,
para comparagdo de médias entre os resultados obtidos, com nivel de significancia (P<0,05).
As andlises estatisticas foram realizadas através do software estatistico ASSISTAT 7.7

(SILVA; AZEVEDO, 2016). Todas as anélises foram realizadas conforme Zar (2010).

5. Resultados e Discussiao

Para o resultado de lipidios brutos e proteinas totais, foram considerados apenas os
tratamentos de 50, 75 e 100% pois tiveram os melhores resultados de crescimento e além disso,
possuiam biomassa suficiente para realizar a analise.

Para proteina total houve maior produtividade no tratamento 100%, € menor
produtividade no tratamento 50%, em virtude do menor teor de proteina total no tratamento 50%
em comparacdo com o 100%. Ja no grafico de lipidios brutos, foram iguais nos tratamentos de
50% e 75%, e com relacdo a produtividade, houve maior produtividade no tratamento 100% e

nos tratamentos 50% e 75% tiveram a mesma produtividade (Figura 4).
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Figura 4. Composi¢do bioquimica da biomassa do dinoflagelado Symbiodinium glynnii cultivado
sob diferentes niveis de dguas residuais da aquicultura. Onde: (a) indices de proteina total e (b)
indices de lipidios brutos. PT — Proteina total, LB — lipidios brutos ¢ P — produtividade de

proteina e lipidios.

Para os resultados de pigmentos, foram considerados todos os tratamentos (controle, 25, 50,
75 e 100%). No grafico de clorofila, foi observado que em 15 dias, os tratamentos de 50%, 75%
e 100% nao obtiveram diferenga significativa em relacdo aos demais tratamentos, apresentando
maiores niveis de clorofila em comparacdo com o controle e com o tratamento 25%. Para o
grafico de carotendides totais, em 15 dias o tratamento de 50% obteve resultado melhor
comparado com os outros tratamentos.

J& para B-caroteno, em 15 dias o tratamento de 50% também obteve maior B-caroteno
comparado com outros tratamentos. No grafico de peridinina, em 15 dias o tratamento de 50%
também obteve maior peridinina comparado com os outros tratamentos. Pode-se considerar entao

que, na analise de pigmentos, o tratamento de 50% foi o que obteve maior producdo de

pigmentos (Figura 5).
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Figura 5. Grafico de analise de pigmentos do dinoflagelado Symbiodinium glynnii cultivado sob

diferentes niveis de inclusdo de aguas residuais da aquicultura ao meio de cultura. Letras iguais
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ndo apresentam diferenca significativa, ja letras diferentes apresentam diferenca significativa.

No estudo de Ansari et al. (2019), foi observado que as aguas residuais da aquicultura tém
bastante potencial para ser usada como fonte de nutrientes para o cultivo de microalgas. Neste
estudo, relatou-se que o efluente utilizado ainda pode ser reaproveitado para a produgdo de
biomassa de microalgas, que podem ser potencialmente usadas como fonte de proteina,

carboidrato e lipidio.

De acordo com Dourou et al. (2020), sabe-se que para um crescimento bom dos organismos
cultivados e sustentavel na aquicultura, os lipidios, proteinas, carboidratos e etc. ¢ fundamental.
Ele fala que, a partir disso, este estudo tornou importante esse tratamento visto que, esses

nutrientes sdo essenciais e indispensaveis em cultivos na aquicultura.

No estudo de Ho et al. (2013), verificou-se que a taxa de crescimento em aguas residuais foi
mais elevada do que no meio de cultura utilizado. Essa pesquisa acaba provando o grande
potencial de uso de dguas residuais como um meio econdmico para o cultivo de dinoflagelados e,

consequentemente, na producdo de biomassa.

Ja no estudo de Huang at al. (2022), o mesmo relata que as aguas residuais fornecem os
nutrientes essenciais para o crescimento de microalgas, enquanto a agua tratada pode ser
reciclada para reduzir o custo do cultivo de microalgas. Portanto, vale a pena investir nessas

aguas residuais.

6. Consideracoes Finais

Ao compreendermos melhor a biomassa do Symbiodinium glynnii, pode-se obter ideias
cruciais para o desenvolvimento de estratégias. Como a biomassa ¢ rica em nutrientes e
pigmentos importantes, ¢ interessante aprofundar esse estudo para a implementagdo de

biotecnologias, como compostos de potencial farmacéutico, antimicrobiano e antitumoral.

7. Conclusao

Pode-se concluir que, para os graficos de proteinas e lipideos, o tratamento de 100% foi o que

obteve melhor resultado. J& para os graficos de pigmentos, o melhor tratamento foi 75%.
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9. Dificuldades Encontradas

Para a realizacdo da andlise de lipidios brutos e proteinas totais, o tratamento com 25% de
adi¢do de agua residual ao meio de cultura ndo se conseguiu atingir o volume de biomassa
necessario para realizacdo das andlises propostas no presente estudo, inviabilizando a

determinagdo da composi¢ao centesimal referente a essa analise.
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